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Einleitung

1. Einleitung

Weltweit suchen Wissenschaftler fieberhaft nach neuen Medikamenten zur Anwendung in der
Tumortherapie und bel HIV-Infektionen. Trotz entscheidender Verbesserungen scheint die
Lésung der Probleme noch weit entfernt.

Krebserkrankungen sind nach wie vor die zweithaufigste Todesursache in Deutschland —
jahrlich sterben in Deutschland rund 210.000 Menschen an den Folgen bdsartiger Tumore
[Becker & Wahrendorf 1998]. Obwohl die Prévention immer weiter in das Interesse der
Forschung riickt, werden seit Jahren enorme Anstrengungen darauf verwendet, bestehende
Therapieformen wirksamer und vertréglicher zu gestalten, sowie neue Konzepte zu erarbeiten
[Teicher 1997]. Da auch die Gentherapie trotz der grof3en Erwartungen noch nicht die in sie
gesteckten Hoffnungen erflllen kann, missen die bestehenden Méglichkeiten ausgebaut und
verbessert werden. Um eine effiziente, nebenwirkungsarme Therapie zu gewéhrleisten, sind
ein gezielterer Angriff des neoplastischen Gewebes und die Umgehung von Resistenzen von
entscheidender Bedeutung [Zeller & zur Hausen 1998].

Die Wirkmechanismen vieler etablierter Chemotherapeutika beruhen auf der Induktion von
DNA-Modifikationen, wodurch die regulére Zellteilung verhindert wird [Wiefdler & Scheulen
1995]. Die DNA-Reparatur, die in der Regel das Gewebe vor schédlichen Einflissen auf das
Erbgut schiitzt, kann ebenso diese durch Chemotherapeutika induzierten Lasionen reparieren
[Sancar 1995; Chaney & Sancar 1996]. Insbesondere wenn das Tumorgewebe eine erhthte
Reparatur-Aktivitét gegentiber dem Normalgewebe aufweist, kann dadurch die Resistenz von
Tumorzellen vermittelt werden [Domoradzki et a. 1984]. Die Modulation der DNA-
Reparatur zur Uberwindung solcher Resistenzen wird sowohl experimentell al's auch klinisch
erprobt. Inhibitoren der O°-Methylguanin-DNA methyltransferase (MGMT) und der Poly-
(ADP-ribose) Polymerase (PARP) sind geeignet, die Wirkung einiger akylierender
Chemotherapeutika zu verstarken, doch wurden bislang keine Substanzen gefunden, die in der
Lage wéren, selektiv in den Tumorzellen ihre Wirkung zu entfalten [Dolan & Pegg 1997;
Berger et a. 1982]. Das Ausschalten der protektiven Mechanismen im Normalgewebe jedoch
fuhrt in der Rege zu erhohten Nebenwirkungen in  vivo, wodurch die
Anwendungsmaoglichkeiten von MGMT- und PARP-Inhibitoren stark limitiert sind.

Ein Konzept zur Erhéhung der Selektivitét gegentiber neoplastischem Gewebe wurde von
Wielder und Mitarbeitern entwickelt und basiert auf der Konjugation von Tumortherapeutika
an Monosaccharide [Dickes 1989, Scharper 1996, Stiben 1997, Mier 1998, Uhrig 1999]. Man
geht davon aus, dal aufgrund der verstdrkt stattfindenden anaeroben Glycolyse in
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Tmunorzellen ein erhohter Energiebedarf besteht, der durch die verstéarkte Aufnahme von
Glucose Uber aktive Transportmechanismen gedeckt wird [Argiles & Lopez-Soriano 1990].
Die dazu erforderlichen Transportproteine erkennen die Glucokonjugate als Substrate und
akkumulieren diese vergleichbar mit trojanischen Pferden in der Zelle. Dementsprechend
kénnen die Tumorzellen aufgrund der verstarkten Expression von Glucosetransportern auch
eine hohere Aufnahme des Therapeutikums im Vergleich zum Normalgewebe aufweisen.
Durch Ubertragung des Konzepts auf Inhibitoren der DNA-Reparatur-Enzyme wiirde eine
Modulation der Reparatur préferentiell im Tumorgebe ereicht, wohingegen im
Normalgewebe der Schutz des Genoms durch die Reparaturmechanismen erhalten bliebe.
Auch auf dem Gebiet der HIV- und AIDS-Forschung wurden seit der Entdeckung des Hi-
Virus im Jahre 1984 enorme Anstrengungen darauf verwendet, geeignete Medikamente gegen
den Erreger und das durch ihn hervorgerufene AIDS zu entwickeln [Wagner et al. 1995].
Inhibitoren der reversen Transkriptase und von HIV-Proteasen ermoglichen es heute, den
Ausbruch der Krankheit um Jahre zu verzogern, doch stellt diese Therapie in der Regel eine
erhebliche Belastung des Organismus dar [Carpenter et a. 1999]. Durch den Angriff eines
weiteren Targets konnten die Entstehung von Resistenzen verhindert und ene
Langzeittherapie vertraglicher gestaltet werden. Es ist bekannt, dal3 zur HIV-Infektion ein
Hullprotein des HI-Virus (gpl20) mit bestimmten Rezeptoren der Zielzellen (CD4)
interagieren muf3, wobel eine Konformationsdnderung von gpl20 notwendig ist [Reed &
Kinzel 1991]. Diese findet bei Anndherung an die unpolare Membran der CD4-tragenden
Zellen statt und ist, da es sich um einen stufenlosen Prozefd handelt, vergleichbar mit einem
Schalter (SMTCH). Die Hemmung der gp120-CD4-Interaktion fuhrt zu einer verringerten
Infektionsrate durch das HI-Virus, wobei verschiedene Modelle wie beispielsweise 16sliche
CD4-Rezeptor-Anloga und andere Peptidomimethika zur Anwendung kamen [Traunecker et
al. 1988; Finberg et a. 1990]. Auch durch Hemmung des SMTCH kann die Interaktion des
Hullproteins mit dem Rezeptor unterbunden werden, wobei sich jedoch die bislang zu diesem
Zwecke entwickelten Substanzen durch zu geringe Wasserldslichkeit auszeichneten [Reed et
al. 1999].

In der belebten Natur werden eine Reihe schlecht 16slicher Substanzen an Zucker gebunden,
um diese in Zellkompartimenten besser |6slich zu machen [Wagner 1993] oder um in
metabolischen Reaktionen der Phase Il eine Ausscheidung Uber die Nieren zu ermdglichen
[Pfeifer et al. 1995]. Die Glucokonjugation kann auch dazu dienen, durch chemische
Synthesen schlecht 16sliche Verbindungen in geeigneter Weise zu modifizieren, um neue
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Molekile mit vollkommen veranderten Eigenschaften zur Verfligung zu stellen [Schmitt
1989].

Im folgenden werden einleitend die theoretischen Grundlagen der Themengebiete und die
Aufgabenstellung dieser Arbeit beschrieben. Anschlielend werden die Ergebnisse der
Synthesen und die biologische Evaluation der Substanzen dargestellt und diskutiert. An die
Zusammenfassung ist der experimentelle Teil angeschlossen, der die detaillierten
V ersuchsbeschreibungen, sowie die analytischen Daten der Verbindungen enthalt.

1.1. Tumortherapie

1.1.1. Allgemeine Grundlagen

Die Behandlung von malignen Tumoren kann auf unterschiedlichem Wege erfolgen, wobei
die Verfahren nach verschiedenen Kriterien klassifiziert werden. Es kann unterteilt werden in
systemische und lokale, aber auch in operative und nicht invasive Verfahren [Erbar 1995]. Am

wichtigsten sind hierbei: . Radikale, operative Entfernung (Tumorexstir pation)

Strahlentherapeutische M al3nahmen (Radiotherapie)

M edikamenttse M alZnahmen (Chemo-, Hormontherapie)

Immuntherapie
Waéhrend der chirurgische Eingriff den soliden Tumor zum Zid hat, wird mittels der
medikamentdsen und der Strahlentherapie versucht, jede entartete Zelle anzugreifen.
Dementsprechend werden diese Formen oftmals kombiniert oder sequentiell eingesetzt, um
den groftmaoglichen Erfolg zu gewahrleisten.
Die Chemotherapeutika waren klassischerweise definiert as nicht nattrlich vorkommende
oder von natlrlichen Stoffen abgeleitete antimikrobiell wirksame Substanzen, die sich von
den Antibiotika durch Herkunft oder Gewinnung unterschieden [Burger & Wachter 1998].
Mit dem Aufkommen der ersten antineoplastischen Substanzen wurde dieser Begriff
erweitert, so dal dieser heute Stoffe zusammenfaldt, die durch Eingriff in den Stoffwechsel
maligner Zellen und deren Zellteilungsvorgange entweder zytostatisch oder zytotoxisch-
zytolytisch wirken. Die Wirkung kann zwar in allen Zellen entfaltet werden, doch sollen
Tumorzellen eine hohere Empfindlichkeit zeigen als das Normalgewebe. Im algemeinen
Sprachgebrauch werden diese Stoffe nicht nur als Chemotherapeutika, sondern auch als
“Zytostatika® bezeichnet. Entsprechend der Struktur, der Herkunft oder dem zelluléren
Angriffsort kann eine Einteilung in Stoffklassen erfolgen [Burger & Wachter 1998]:

3
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Alkylierende Zytostatika (Kapitel 1.1.2)

Antimetabolite

Topoisomerase-I-Inhibitoren

Mitosehemmstoffe (Spindel gifte, Antimitotika)

Antibiotika

Enzyme, Hormone und diver se andere Soffe

Die Mitglieder der ersten funf Gruppen greifen allesamt an verschiedenen Stellen des

Nukleinsaurestoffwechsels oder der Zellteilung ein. Die Antimetabolite verhindern den

Aufbau von RNA und DNA, die Toposisomerase-Inhibitoren blockieren ein fur die Spaltung

und das Zusammenfiigen der doppelhelikalen DNA-Struktur notwendiges Enzym, die

Mitosehemmstoffe hemmen die Zellteilung und die Antibiotika binden sequenzspezifisch an
die DNA und verhindern dadurch die Replikation.

1.1.2. Alkylierende Zytostatika

A e

Bos

Abbildung 1.1-1 Strukturformeln
von S-Lost (A) und N-Lost (B)

O\P/NH

Abbildung 1.1-2 Struktur-
formeln von Cyclofosfamid
(A), Ifosfamid (B).

Die alkylierenden Zytostatika stellen die grofdte
Stoffklasse dar, die sich in sechs Untergruppen gliedern
lalt: Stickstoff-Lost-Derivate, Aziridine und Epoxide,
Alkyl-Alkan-Sulfonate, Nitroso-Harnstoffe,
monofunktionelle und nicht-klassische Alkylantien sowie
die Platin-Analoga [Zeller & zur Hausen 1998]. Schon
1942 wurde Stickstoff-Lost (Mechlorethamin, Abbildung
1.1-1, B) erstmals zur Behandlung eines Lymphosarkoms
eingesetzt [Gilman 1963]. Es handelte sich hierbei um
eine  Waelterentwicklung des im ersten Waeltkrieg
verwendeten Kampfstoffes Schwefel-Lost (Senfgas,
Abbildung 1.1-1, A), das aufgrund von Hinweisen auf
einen antiproliferativen Effekt (Leukopenie,
Knochenmarksaplasie und Ulzerationen im Magen-Darm-
Trakt) entdeckt wurde. Auch das Mechlorethamin war

urspranglich fir den militérischen Einsatz gedacht, zeigte
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A

oo, m
N N:N—N \(

dann aber sowohl experimentell als auch
klinisch einen therapeutischen Effekt
[Gilman & Philips 1946; Gilman 1963].

In der folgenden Zeit wurde eine Reihe

Abbildung 1.1-3 Strukturformeln von Dacarbazin

(DTIC) (A) und Procarbazin (B)
A /B-D-Glucose B

O

\ i 2
:\/NH
o o] NH NH

Z
NN O:\/ 7 °:< P

H3C g

a cl

C a

Abbildung 1.1-4 Strukturformeln von Nitroso-
Harnstoff-Derivate: Streptozocin (A), 1-(Chlorethyl)-
1-nitroso-3-cyclohexylharnstoff (B) und 1,3-bis-(2-

weiterer Derivate synthetisert und

erfolgreich bis zur klinischen Anwendung
weiterentwickelt. Besonders hervorzuheben
ist hierbei das Cyclophophamid, welches
auch heute noch eine sehr breite Anwendung
findet, und das davon abgeleiteten
Oxazaphosphorin Ifosfamid (Abbildung 1.1-

2; siehe auch Kapitel 1.6) [Brock 1989].

Chloroethyl)-1-nitrosoharnstoff (C)

CI\/\N/\/CI

\ N
CH, N-Lost

o

CI\/\/N ﬂ

HsC e
Aziridium lon

+
SN N/\CHz

CHy Carbonium- lon

%

G~ /\
CHa :\])L)\ N7-Alkylguanin

Az r|d| um-lon
Carbonium-lon

Reaktion mit zweitem Guanin

ﬂ‘ﬁ
N> -

HoN N \ NH,

Abbildung 1.1-5 DNA-Quervernetzung
durch Stickstoff-L ost

Eine weitere wichtige Gruppe der

Alkylantien stellen die Nitrosoharnstoff-
Derivate dar. Methylnitroso-harnstoff (MNU) und 1-
Methyl-3-nitro-1-nitroso-guanidin  (MNNG) werden
heute lediglich noch experimentell verwendet, doch
waren dies die ersten Vertreter einer Gruppe, bei
denen eine zytostatische Wirkung beobachtet wurde.
Abgeleitet von diesen Substanzen und den Lost-
Derivaten wurden die Nitrosoharnstoffe der ersten
Generation entwickelt, von denen noch heute einige
klinisch angewendet werden [Wassermann et al. 1975;
Seeber &  Schitte  1995]. strukturelle
Verwandtschaft mit den Lost-Derivaten wird bel
Abbildung 1.1-4  deuitlich.

Dacarbazin (DTIC) und Procarbazin werden den

lhre

Betrachtung  von

monofunktionellen
(Abbildung 1.1-3)
Urspriinglich  als

Alkylantien
[Seeber & Schitte 1995].
M onoaminooxidase-Hemmstoff

zugeordnet

entwickelt (Procarbazin) bzw. mit dem Ziel, die

Purinbiosynthese  zu  beeinflussen, (Dacarbazin)

entwickelt, werden diese Substanzen heute ds

Chemotherapeutika in der antineoplastischen Therapie

5
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eingesetzt. Allen alkylierenden Agenzien ist gemeinsam, dald3 diese Uber Nukleophile
Substitutionsreaktionen in der Lage sind, zelluldre Strukturen zu alkylieren [Price 1975; Tong
et al. 1982; Tong et a. 1983; Brock. 1989; Wiesser & Scheulen. 1995]. Die dabei gebildeten
DNA-Addukte unterscheiden sich in Abhéngigkeit von der Struktur des angreifenden
Nukleophils und im bevorzugten Substitutionsort. Die Stickstoff-Lost Derivate bilden durch
Abspaltung eines Chlorid-Anions und intramolekularen Ringschluf3 ein Aziridium- und ein
Carbonium-lon (Abbildung 1.1-5). Cyclophosphamid und Ifosfamid unterscheiden sich zwar
hinsichtlich der Aktivierung, besitzen jedoch die gleichen Zwischenstufen in Form des
Aziridium- und des Carbonium-lons [Lawley & Phillips 1996]. Dies sind potentiell in der
Lage, mit verschiedenen Funktionalitdten in Aminosduren und Nukleinbasen zu reagieren
[Price 1975]. Préferentiell greifen die Aziridium-lonen die N7-Position des Guanins an, da
diese sterisch am wenigsten gehindert ist. Da beide Chloroethyl-Seitenketten auf gleiche
Weise reagieren konnen, sind neben Monoaddukten auch Quervernetzungen von zwel Basen
eines Stranges (intrastrand crosslinks) oder zwischen zwei DNA-Strangen (interstrand
crosslinks) moglich. Die Wirkung der N-Lost-Derivate kommt in erster Linie durch die

o Hemmung der Replikation zustande [Brock 1989].

R/HW‘N\AO Nitroso-Harnstoffe reagieren analog zu oben

© beschriebenem Mechanismus (Abbildung 1.1-6).

Hmiegeng Durch Umlagerung wird aus einer Diazohydroxy-

o T O v =n—on Zwischenstufe das Carbenium-1on gebildet, welches

2-Chloroethyldiazohydroxid . 6 o . .
bevorzugt die O’-Position des Guanins angreift.

Ol __-CHy

* cabonium-lon | Neben dem 2-Chloroethyldiazohydroxid wird ein

Il
R—N-—C——Protein

PR Isocyanat freigesetzt, das in der Lage ist, durch

o " Carbamoylierung sowohl DNA- as auch RNA
{Nfi 0F-Alkylguanin Synthese zu hemmen [Ludlum 1990; Briscoe et al.
/N N NH,

| 1990]. Die zytotoxische Wirkung hierbel wird zum

Aziriditumlon einen der Quervernetzung zugeschrieben [Erickson
Carbon{um-lon et al. 1980], zum anderen spielen O°-Alkylierungen
Reaktion mit Cytosin gine groBe Rolle. Beispilsweise fihrt O
) I Methylguanin zu anderen Chromosomenbriichen,

o > )\ [ . .. .
e Einzelstrangbrichen und  besitzt  Apoptose-

N NN |

</N L § induzierende Eigenschaften. [Kaina et al. 1997]. Die
i Bedeutung des O°-Methylguanin wird in Kapitel

Abbildung 1.1-6 Mechanismus der Adukkt-

bildung der N-Nitrosoharnstoffe 1.2.2 eingehender behandelt.
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- J
—
\

Dacarbazin (DTIC) Procarbazin und Darcabazin (DTIC)

g Frocban i gehoren beide zu den methylierenden

HC” \Hmn Q:ﬁm y Agentien. FUr Procarbazin werden
" o Y N sowohl eine enzymatische as auch

eine nicht enzymatische Aktivierung

\
\

i \Hacfﬁazwj i beschrieben. Bei Dacarbazin handelt
T N ) . )
@HY . | . Qﬁm es sich um ein sogenanntes Prodrug,
b N
o

@ NH, .
CHs + N das durch Cytochrom P450 abhangige
Enzyme in der Leber aktiviert werden
muf3. In beiden Falen werden Uber
- Reelonen verschiedene oxidative Zwischen-
Abbildung 1.1-7 Vereinfachtes Schema der Aktivierung ) ] )
von Procarbazin und Dacarbazin. Die oxidativen ~ Schritte Methyldiazonium-lonen,

Zwischenstufen sind nicht aufgefihrt. . .
J Methylcarbonium-lonen und Radikale

freigesetzt, welche die reaktiven Metabolisierungsintermediate darstellen. Beide Substanzen
werde deshab auch als Sy1-Typ Alkylantien bezeichnet. Die Bindung an Makromolekile
fuhrt zur Hemmung von RNA-, DNA- und Proteinsynthese. Fir Procarbazin ist die Induktion
von Chromosomenbrtichen und DNA-Einzel strangbriichen beschrieben [Averbuch 1990], was
auf gebildetes O°-Methylguanin zuriickzufiihren sein kann. Auch das genotoxische Potential
des Dacarbazins wird in erster Linie dem O°-Methylguanin zugeschrieben [Psaroudi &
Kyrtopoulos 2000].
Die Alkylantien besitzen klinisch ein sehr breites Anwendungsspektrum. Aufgrund der sehr
unterschiedlichen pharmakokinetischen und pharmakodynamischen Eigenschaften lassen sich
deshalb keine algemeingiltigen Aussagen machen. Eine sehr gute Ubersicht (ber
Indikationsgebiete, Pharmakologie, Metabolismus und Toxizitédt der einzelnen Substanzen
findet sich im Ubersichtswerk von Zeller und zur Hausen [Zeller & zur Hausen 1998] und von
Seeber und Schiitte [ Seeber & Schiitte 1995].
Nicht alle Tumoren sprechen auf die Therapie mit alkylierenden Zytostatika an. Es werden
Resistenzen, die seit Anfang der Behandlung bestehen (nattirliche Resistenzen), von solchen
die sich im Laufe der Behandlung entwickeln (erworbene Resistenzen), unterschieden [Burger
und Wachter 1998]. Die Mechanismen, die diesen Phdnomenen zugrunde liegen, kénnen
einzeln oder kombiniert ausgepragt sein und somit unterschiedliche Grade der
Widerstandsfahigkeit mit sich bringen [Y abro 1992]. Im einzelnen handelt es sich um:

Verminderten Zytostatikatransport in die Zelle

Erhohten Zytostatikatransport aus der Zelle
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Erhohte Inaktivierung des Zytostatikums oder dessen aktiver Metaboliten

Erhohte DNA-Reparatur

Eroffnung aternativer Stoffwechselvorgange zur Bildung inaktiver Metaboliten

Erhohte Targetproduktion infolge Genamplifikation

Veranderung des Targets und infolgedessen reduzierte Zytostatikabindung
Im folgenden wird der Zusammenhang zwischen der DNA-Reparatur und der Therapie mit
alkylierenden Zytostatika beschrieben. Es wird dabei verdeutlicht, weshalb der protektive
Charakter der DNA-Reparatur sich unginstig auf die Behandlung mit DNA-schédigenden

Substanzen auswirken kann.

1.2. DNA-Repar atur

1.2.1. Allgemeine Grundlagen

Das menschliche Genom ist zahlreichen Schadigungen ausgesetzt, die die Unversehrtheit der
Zéelle gefahrden und eine fehlerfreie Replikation verhindern. Es kann sich dabei um Einflisse
durch die Umgebung handeln [Sancar 1995; Otteneder & Lutz 1999] oder um spontane
Prozesse, die innerhalb der Zelle ablaufen [Rydberg & Lindahl 1982]. Das Erkennen und die
Reparatur dieser Schadigungen sind von entscheidender Bedeutung fur das einwandfreie
Fortbestehen eines Organismus, da die DNA-Schadigungen mit Zelltod, Gewebedegeneration,
-alterung und dem Auftreten von Krebs in Verbindung gebracht werden (Abbildung 1.2-1)
[Sancar 1995; Singer & Hang 1997]. Die Mechanismen, die sich aus diesem Grunde
ausgebildet haben, zeichnen sich durch unterschiedliche Komplexitdt, unterschiedliche
Substratspezifitét und unterschiedliche Kinetiken aus [Sancar 1995; Singer & Hang 1997,
O‘Connor et a. 2000].

DNA-Schéaden i
Mutationen GEWEBEDEGENERATION
Replikati I
% eplikationsfehler KREBS
Persistenz von
REPLIKATION gy | 0 e
ﬁ . ALTERUNG
Genomische
DNA-Reparatur Instabilitat ZELLTOD

Abbildung 1.2-1 Schematische Darstellung des Zusammenhangs zwischen DNA-Schadigung, DNA-
Reparatur, Replikation und den mdglichen Konsequenzen
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Entscheidend fur die erfolgreiche Reparatur ist, dal3 die Doppelhelix der DNA in einem der
beiden komplementéren Strénge die unbeschéadigte Sequenz aufweist, so dal3 diese als Matrize
flr die Erneuerung der fehlerhaften Base dienen kann.
Man unterscheidet im Wesentlichen zwischen:

Direkter Reparatur

Basen Exzisionsreparatur

Nukleotid Exzisionsreparatur

Basenfehl paarungsreparatur
Die direkte Reparatur trennt in einer einfachen Reaktion die kovalente Bindung einer L&sion
mit der DNA. Die zwe wichtigsten Vertreter sind die O°-Methylguanin-DNA
methyltransferase (MGMT) und die Photolyasen, die sich beide durch eine hohe
Substratspezifitét auszeichnen [Sancar 1995]. Die Photolyasen sind in der Lage, durch UV-
Einwirkung entstandene cyclobutanartige Pyrimidin-Dimere zu spalten. Dies geschieht durch
Bindung des Enzyms an den dimeren Komplex und Spaltung desselben durch
Elektronentransfer [Vassylyev et a. 1995]. Die MGMT repariert nur bestimmte
Alkylierungen der O°-Position des Guanins und der O*-Position des Thymins (Kapitel 1.2.2).
Sowohl Basen- und Nukleotid-Exzisionsreparatur as auch Basenfehlpaarungsreparatur
beruhen auf wesentlich komplexeren Vorgangen, an denen verschiedene Enzyme beteiligt
sind. In alen Abldufen mufd die Erkennung der La&sion stattfinden, die fehlerhafte Base
entfernt und durch die korrekte ersetzt werden.
Mittels Basenexzisionsreparatur konnen in Abhangigkeit von der Spezifitét der ersten
Glykosylase verschiedenste Addukte erkannt werden, die in der Regel keine Torsion der
DNA-Helix zur Folge haben. Typische Substrate sind z.B. das durch die Alkylpurin-DNA-
glykosylase erkannte 3-Methyladenin [Labahn et a. 1996] oder das von der Uracil-
Glykosylase entfernte Uracil [Slupphaug et al. 1996]. Da lediglich die N-glykosidische
Bindung hydrolisiert wird, entstehen abasische Stellen (AP-sites). Unterschiedliche AP-
Lyasen und AP-Endonucleasen schneiden daraufhin einen Abschnitt, bestehend aus der
verbleibenden Deoxyribose und 1 bis 4 Nukleotiden, aus der DNA heraus. Mittels DNA-
Polymerase 3 und einer DNA-Ligase wird diese Licke aufgeftillt und geschlossen [Sancar
1994].
Auf dhnliche Weise werden mittels Nukleotid-Exzisionreparatur grofere DNA-Addukte
entfernt, die in der Regel eine Veranderung der helikalen Struktur der DNA zur Folge haben
[Singer & Hang 1997]. Durch ATP abhangige Aktivitét von 6 Faktoren (RPA, TFIIH, XPA,
XPD, XPF, XPG) wird hierzu ein 29-meres Oligopeptid aus dem veranderten Strang entfernt
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und die entstandene Liicke, wie oben beschrieben, durch Aktivitét einer DNA-Polymerase
und einer DNA-Ligase ersetzt und zusammengefigt [Sancar 1996].

Die DNA-Struktur kann auch infolge einer Rethe moglicher Fehlpaarungen abnormal sein,
welche z.B. durch Replikationsfehler, Insertionen und Deletionen zustande kommen.
Problematischerweise wird hierbei der Fehler durch ,normale” Nukleotide verursacht [Sancar
1995].

Das Fehlpaarungsreparatursystem (Mismatch system) ist in der Lage, den korrekten DNA-
Strang als Matrize zu identifizieren und durch Aktivitét einer Dam-Methylase zu markieren.
Durch Interaktion dreier Proteine (MutL, MutH, MutS) wird der Fehler erkannt und ein
Abschnitt des falsch besetzten DNA-Strangs mittels einer Exonuklease entfernt. Die
Rekongtitution erfolgt wiederum durch Aktivitat einer DNA-Polymerase und einer DNA-
Ligase [MacPhee 1995; Modrich. & Lahue 1996]. In Anbetracht der Tatsache, daf3 bis 1000
Nukleotide umfassende Abschnitte auf diese Weise prozessiert werden, wird die Bedeutung
der Reparatur fur eine fehlerfreie Replikation sehr deutlich.

1.2.2. 0°-Methylguanin-DNA methyltransferase

0°-Methylguanin entsteht sowohl durch externe Faktoren wie Umwelteinfliisse und
Zytostatikatherapie [Kyrtopoulos et al. 1997] as auch durch Prozesse innerhalb der Zelle
[Rydberg & Lindahl 1982]. O°Methylguanin fihrt zu Chromosomenbriichen,
Einzelstrangbriichen und besitzt Apoptose-induzierende Eigenschaften [Kaina et al. 1997].
Die priméren Lé&sionen fihren zu O°-Methylguanin-Thymin-Fehlpaarungen, die vom
M ismatch-Reparatur-System (MMR) korrigiert werden. Da die Matrize jedoch wieder zum
Einbau des Thymins gegenilber dem O°-Methylguanin filhrt, das wiederum die Aktion des
MMR hervorruft, entsteht ein Kreislauf mit fortwahrender Reparatur und fehlerhaftem Einbau
eines Thymins. Dadurch erhoht sich das Risiko von Strangbriichen [Kaina 1998], welche zum
Zeitpunkt der néchsten S-Phase Apoptose ausdsen konnen [Lage & Dietel 1999]. Defizite im
MMR-System fuhren im néchsten Replikationszyklus zu manifesten GC — AT —Mutationen.
Wegen der Gefahr, die von der Persistenz des O°-Methylguanins ausgeht, hat die Natur einen
besonderen Reparatur-M echanismus entwickelt, der eine effiziente und schnelle Korrektur der
Fehler gewéhrleistet.

Die O°-Methylguanin-DNA methyltransferase (MGMT) weicht vom klassischen Bild der
Enzyme als , Biokatalysatoren* ab. Sieiist in der Lage, Alkylierungen von der O°-Position des
Guanins und der O*-Position des Thymins zu entfernen, indem diese in einer Ein-Schritt-
Reaktion auf ein zuvor generiertes Thiolat-Anion innerhalb ihres aktiven Zentrums Ubertragen
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werden (Abbildung 1.2-2) [Graves et al. 1989; Pegg & Byers 1992]. Es handelt sich dabei um
ein relativ kleines Protein (207 Aminosduren; 23 kDa), das sich in erster Linie im Zellkern,
teilweise jedoch auch im Zytoplasma wiederfindet [Belanich et al. 1994]. Die Expression des
MGMT-Gens ist zell- und gewebsspezifisch und unterliegt moglichen Veradnderungen im
Rahmen der Differenzierung [Mitra & Kaina 1993; Pieper 1997]. Es ist durch DNA-Schéden
und Corticoide induzierbar, doch scheint die Antwort von Zelltyp-spezifischen Faktoren
abzuhangen [Grombacher et al. 1996]. Die Expression wird dariiberhinaus durch p53 bzw.
den Transkriptionsfaktor Spl beeinflu®t [Grombacher et a. 1998; Pegg 2000]. Fur die
durchschnittlich verfligbare Aktivitdt des Enzyms ist auf3erdem von Bedeutung, inwieweit die
Zéelle einer hohen Exposition durch Alkylantien unterworfen ist [Pegg 2000]. In Einzelféllen
wird diskutiert, ob neben der Depletion durch kontinuierlichen Verbrauch durchaus auch eine
Induktion der MGMT-Expression durch Dauerstref3 mit z.B. Tabakrauch erfolgt [Mattern et
al. 1998].

O°-Methylguanin HsC <145 (MGM
(inkorporiert in DNA) 0 /vav o ( n
> N N OH
</ | N o_ H ll\lH
% /)\ S—cicH
éb N N NH; Ic—o
L= "
o NH

Abbildung 1.2-2 Alkylgruppentransfer auf MGMT am Beispiel O°-Methylguanins (in DNA)

Abgesehen von bekannten Polymorphismen (s.u.), sind 22 nicht variante Residuen in allen
bislang untersuchten Primérstrukturen unterschiedlicher Spezies zu finden. Das aktive
Zentrum befindet sich an Position 145 der Sequenz der humanen MGMT (im folgenden nur
noch als MGMT bezeichnet) innerhalb einer konstanten Abfolge von Aminosduren [--
Isoleucin(l) / Valin(V)-Prolin(P)-Cystein(C)-Histidin(H)-Arginin(R)-Isoleucin(l) / Vain(V) ]
[Mitra & Kaina 1993; Pegg et al. 1995] ). Mittels einfacher Versuche durch ortsspezifische

Mutagenese (site directed mutagenesis) [Chueh et a. 1992] und Versuche mit
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unterschiedlichen Pseudo-Substraten [Spratt & De-Los-Santos 1992; Pegg et al. 1993]
konnte der Einflufd dieser Aminosauren bestétigt und der Mechanismus des Alkyltransfers als
bimolekulare nukleophile Substitution aufgeklart werden. Das hierzu benttigte starke
Nukleophil in Form eines Thiolat-Anions wird durch Protonen-Transfer auf benachbarte
basische Aminosduren generiert, wobel His-148 und Glu-172 als potentielle Kandidaten
identifiziert wurden [Chueh et al. 1992; Rafferty et al. 1994]. Von essentieller Bedeutung fir
diese Reaktion ist desweiteren der Transfer eines Protons auf die N1-Position des O°-
alkylierten Guanins wahrscheinlich durch Asn-137 [Spratt et al. 1999]. Infolge der
Etherbildung kommt es zu einer Konformationsénderung der Tertidrstruktur, was als Signal
zur Degradation via Ubiquitin abhéngiger Proteolyse erkannt wird [ Srivenugopal et al. 1996].
Die Wiederherstellung der Aktivitdt kann lediglich Uber de novo Synthese des Enzyms
erfolgen [Pieper 1997]. Da folglich ein MGMT-Molekll in einer 1:1 Stéchiometrie lediglich
eine einzelne Modifikation reparieren kann und keine Reaktivierung moéglich ist, wird es auch
als Suizid-Enzym bezeichnet. Der hohe energetische Aufwand, der dem Verbrauch eines
Proteins mit 207 Aminosauren pro Addukt entspricht verdeutlicht die grof3e Bedeutung der
Reparatur dieser L&sionen.

Zur Reaktion sind Konformationsanderungen sowohl im Substrat als auch in der MGMT
notwendig. Ein moglicher ,, Ausklappmechanismus® (flipping out mechanism) der defekten
Base aus der helikalen Struktur der DNA, kombiniert mit strukturellen Veranderungen der
MGMT werden hierzu diskutiert [Federwisch et al. 1997; Voraet al. 1998].

Das optimale Substrat der MGMT ist OP-Methylguanin, eingebettet in DNA oder
Oligonukleotide [Pegg & Byers 1992; Mitra & Kaina 1993; Pegg et al. 1995]. Mit deutlich
niedrigerer Praferenz wird das O*-Methylthymin repariert [Paalman et al. 1997; Pegg et al.
1998; Spratt et al. 1999]. Neben dem O°-Methylguanin werden andere Alkylierungsprodukte
der O°-Position des Guanins von verschiedenen Alkyltransferasen als Substrate akzeptiert
[Morimotot et a. 1985, Graves et a. 1989; Wilkinson et a. 1989]. Die
Geschwindigkeitskonstanten der Reparatur sinken von der Methylierung Uber Ethyl-, n-
Propyl-, n-Butyl-, 2-Chloroethyl-, 2-Hydroxyethyl-. Es zeigt sich jedoch am Beispiel des
Benzylierungproduktes, dal3 Aussagen bezlglich einer direkten Abhangigkeit zwischen der
Reparaturaktivitét und der Grofde der Addukte nur bedingt moglich sind [Gooodzova et al.
1997; Pegg et al. 1998]. Die Reparatur des O°-(2-Chloroethyl-)-guanins und des O°-(2-
Hydroxyethyl-)-guanins verdeutlicht den Zusammenhang mit der Therapie durch
Chloroethylnitrosoharnstoffe, da diese die entsprechenden Addukte verursachen (Kapitel
1.1.2). Interessanterweise ist die MGMT auch in der Lage das Pyridyloxybutyl-Addukt O°-[4-
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0x0-4-(3-pyridyl)butyl]guanin zu reparieren, welches durch das tabak-spezifische Nitrosamin
NNK verursacht wird [Wang et a. 1997]. Neben modifizierten Basen in Nukleinsduren werde
auch kleinere Molekile, Purin- und Pyrimidin-Derivate als Substrate akzeptiert und reagieren
mit der MGMT. Anfangs wurde dies zur Evaluation der Bedeutung der MGMT heranzogen,
doch erschlof? sich schon bald die Anwendung auch as Therapieadjuvantien (Kapitel 1.3.2)
[Dolan et al. 1990].

1.2.3. Zusammenhang zwischen Resistenzen in der antineoplastischen Therapie und
DNA-Reparatur

Wie in Kapitel 1.1.2 ausfuhrlicher beschrieben, beruht die Therapie mit akylierenden
Zytostatika auf der Hemmung der Zellteilung durch die Induktion von DNA-Addukten. In
Kapitel 1.2.1 wurde dargelegt, dal3 DNA-Addukte durch Reparatur-Mechanismen entfernt
werden, um somit eine ungehemmte, stérungsfreie Replikation zu gewahrleisten. Da die
Reparaturmechanismen nicht in der Lage sind, therapeutisch induzierte- von unerwiinschten
DNA-Schédigungen zu unterscheiden, besteht oftmals ein Zusammenhang zwischen der
Aktivitdt der Reparaturmechanismen und dem Therapieerfolg mittels akylierender
Chemotherapeutika (Abbildung 1.2-3) [Chaney & Sancar 1996]. Dabei muf3 das Verhdtnis
der Reparaturaktivitat in Tumor- und

Alkylierende A Normalgewebe betrachtet werden, um
Zytostatika sich ein Bild davon zu machen, wie
% sich dieser Zusammenhang klinisch
L A”E,V,Lif;”e ey ZELLTOD auswirken kann.
Im folgenden wird vereinfacht von
Alkylierende B | Tumor- und Normal gewebe
Zytosiatika DNA-Reparatur gesprochen, wobei dadurch zwischen
% @ therapeutischen  Zielgeweben und
e} AIKYIEME e REPLIKATION | Gewebearten, die im Idealfalle nicht

durch die Therapie beeinfluf3 werden,

Abbildung 1.2-3 Vereinfachte Darstellung der Folgen . .
einer Behandlung mit akylierenden Zytostatika bei unterschieden wird.

bestehender DNA-Reparatur-Aktivitdt (A) und ohne . .
Reparatur-Aktivitit (B). Der Erfolg einer Behandlung mit

alkylierenden Zytostatika héngt von
einer ausreichenden Menge an DNA-Addukten im Tumorgewebe und einem moglichst
geringen Adduktierungsgrad im Normalgewebe ab. Im Tumorgewebe miissen geniigend

Schadigungen persistieren, um die Zellen in den programmierten Zelltod (Apoptose) zu
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treiben und damit keine tberlebensfahige Mutanten oder initiierte Zellen erhalten bleiben. Im
Normalgewebe manifestieren sich die DNA-Schadigungen durch das Auftreten von
Nebenwirkungen, die oftmals limitierend fir die Anwendungsmadglichkeiten der Therapeutika
sind. Am Beispiel der O°-Methylguanin-DNA methyltransferase (MGMT) |4 sich dieser
Zusammenhang verdeutlichen (Abbildung 1.2-4). Das gunstigste Verhéltnis, bezogen auf den
Therapieerfolg bei der Behandlung mit methylierenden oder chlorethylierenden
Chemotherapeutika bestent bei maximaler Aktivitdt der MGMT im Normalgewebe und
minimaler MGMT-Aktivitdt im Tumorgewebe. Im optimalen Falle wirde dies zur
Einddmmung des Tumorwachstums bei geringen Nebenwirkungen fihren, da die protektiven
Mechanismen nur das Normalgewebe, und nicht das Tumorgewebe schiitzen. Umgekehrt
kann es zur Therapieresistenz bei Tumoren kommen, wenn diese verglichen mit dem
Normalgewebe sehr hohe MGMT-Level aufweisen. Die Adukkte werden im Tumorgewebe
repariert, so dald dieses weitestgehend storungsfrei proliferieren kann. Im Normalgewebe
jedoch persistieren die Schadigungen, weshalb es zu ausgepragten Nebenwirkungen kommt.

Alkylierende
Zytostatika Niedrigge MGMT TUMOR HEMMUNG DES A
Aktivitat TUMORWACHSTUMS
Alkyliert KEINE
— Dlege ey JNGEHINDERTE
REPLIKATION

SCHADIGUNG DES
NORMAL NORMALGEWEBES

Alkylierende B
Zytostatika TR TUMOR, DESENSBILISERUNG
% Aktivitat RESISTENZ
Alkylierte @ UNGEHINDERTE

DNA a REPLIKATION

KEINE
NoRVAL, NEBENWIRKUNGEN

Abbildung 1.2-4 Zusammenhang zwischen DNA-Reparatur und dem moglichen Therapieerfolg mit
alkylierenden Zytostatika am Beispiel der MGMT im Vergleich Tumor- und Normalgewebe.

In zahlreichen Versuchen wurde gezeigt, dal3 MGMT sowohl vor dem Einfluld
methylierender- [Domoradzki et al. 1984; Kaina et a. 1991] und chlorethylierender
Alkylantien [Preuss et al. 1996; Becker et a. 1997] as auch vor der toxischen Wirkung von
Cyclophosphamid [Friedman et al. 1999; Ca et a. 1999], von Dacarbazin [Psaroudi &
Kyrtopoulos 2000] und Azoxymethan [Wali et al. 1999] schitzt. Die MGMT hemmt die
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Induktion von Mutationen [Federwisch et al. 1997], Einzelstrang- und Chromosomenbriichen
[Kainaet al. 1997; Bean et a. 1994], sowie die toxische Gesamtwirkung der Substanzen. Der
protektive Effekt konnte in vitro- [Pegg & Dolan 1987] und in vivo [Becker et al. 1996; Kaina
et al. 1998; Wali et a. 1999] gezeigt werden. Die Auswirkungen der Depletion der MGMT-
Aktivitét (Kapitel 1.3) sind ein weiterer Beweis fur die Bedeutung im Zusammenhang mit der
Resistenz von Tumoren. Das Ansprechverhaten auf Chloroethylnitrosoharnstoff konnte in
klinischen Versuchen bei Patienten mit Hirntumoren (Astrozytomen) mit der MGMT-
Expression korreliert werden [Jaeckle et al. 1998].

1.3. Resistenziiberwindung

Wie in Kapitd 1.2.3 erlautert, besteht ein Zusammenhang zwischen der Resistenz eines
Tumors gegeniiber der Behandlung mit alkylierenden Zytostatika und der Aktivitat der O°-
Methylguanin-DNA methyltransferase (MGMT). Durch Inaktivierung der MGMT konnen
Tumoren mit einer hohen MGMT-AKktivitét sensibilisiert werden, so dald deren Wachstum
durch die Therapie mit methylierenden und chlorethylierenden Agenzien gehemmt werden
kann. Neben der Doppeltherapie (Kapitel 1.3.1) und dem Einsatz von MGMT-Inhibitoren
(Kapitel 1.3.2) existieren weitere Strategien, auf die nicht nédher eingegangen wird. Hierzu
gehort beispielsweise die Anwendung von Ribozymen [Citti et a. 1999] oder eine Antisense-
Strategie [Citti et al. 1996].

1.3.1. Doppeltherapie

Die Doppeltherapie beruht auf dem sequentiellen Einsatz einer methylierenden und einer
chloroethylierenden Substanz. Das methylierende Alkylans verursacht eine Reihe von
Lasionen in der DNA, die durch die MGMT-AKktivitét repariert werden. Aufgrund seiner
typischen Eigenschaften as Suizd-Enzym (Kapitel 1.2.2) wird dadurch die MGMT
vollstandig inaktiviert (,verbraucht”) und steht nicht zur Reparatur der anschlief3end durch
das chloroethylierende Agens verursachten DNA-Schéaden zur Verfigung (Abbildung 1.3-1).
Ein Vortell besteht darin, dal3 solche Verbindungen in vielen Landern bereits als Arzneimittel
zugelassen sind und somit keine langwierigen Anmeldungsverfahren erforderlich wéren, bis
eine klinische Anwendung erfolgen konnte [Dolan & Pegg 1997]. Erste Versuche mit solchen
K ombinationen zeigten sowohl in vitro [Futscher et al. 1989] as auch in vivo Erfolg [Meer et
al. 1989]. In Einzelfdlen jedoch war trotz nachgewiesener MGMT-Inaktivierung keine
Verbesserung des therapeutischen Index von BCNU erkennbar [Mitchell & Dolan 1993]. Es

wurden klinische Studien durchgefihrt, in denen Streptozotozin und BCNU sowie
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Dacarbazin, kombiniert mit Fotemustin, zum Einsatz kamen. Fir erstgenannte Kombination
konnte bei Melanom [Gerard et al. 1993] und metastasierendem Colon-Karzinom [Willson et

al. 1995] keine klinische Verbesserung gezeigt werden.

A B
Methylierendes Chloroethylierendes
%Agens Aktive MGMT %Agens
— MechRlll'L‘erte (REPLlKATlON) — A”E)y[ljlzrte é ZELLTOD
Inaktive MGMT Inaktive MGMT

Abbildung 1.3-1 Schematische Darstellung der Doppeltherapie mit einem methylierenden
Zytostatikum (A) zur Inaktivierung der MGMT und einem chloroethylierenden Zytostatikum zur
Hemmung des Tumorwachstums (B).

Vor adlem die erhthte Gesamttoxizitét und eine moglicherweise nicht vollstandige Hemmung
der MGMT-AKktivitdt im Tumor wurden als Grinde fir die Ergebnisse diskutiert. Die
Kombination von Dacarbazin mit Fotemustin hingegen erwies sich in einer weiteren Studie an
Melanom-Patienten als wirksam [Gerard et a. 1993]. Wegen des mutagenen und
kancerogenen Potentials des methylierenden Agens [Saffhill et al. 1985] wurde die
Entstehung sekundéarer Leuk&mien beflrchtet, weshalb die Doppeltherapie insgesamt als
wenig vielversprechend erachtet wird [Dolan & Pegg 1997].

1.3.2. MGMT-Inhibitoren

Bereits 1985 wurden erste Versuche zur Hemmung der MGMT-Aktivitat mittels O°-
Alkylguaninen in vitro unternommen [Dolan et al. 1985]. Durch diese Experimente konnte
die Bedeutung des protektiven Charakters des Enzyms evaluiert werden. ES zeigte sich dabel
an verschiedenen Modellen [Dolan et a. 1990 und 1991; Terashima & Kohda 1998; Buchdahl
et a. 1998], dal3 die MGMT-Hemmung eine Verstarkung der Effektivitat chlorethylierender
und methylierender Substanzen in einer Reihe von Zellinien zur Folge hat. MGMT schiitzt
vor den mutagenen Eigenschaften der Alkylantien in Ratten [Wali et al. 1999] und den
toxischen Eigenschaften der Alkylantien in M&usen [Cussac et al. 1994]. Die Pseudosubstrate
reagieren mit der MGMT analog der alkylierten DNA. In einer Sy2-Reaktion wird der O°-
Substituent eines Guaninderivates auf die Cystein-Akzeptorstelle im aktiven Zentrum der
MGMT Ubertragen (Abbildung 1.3-2) [Dolan et a. 1990 und 1991]. Der am besten

untersuchte MGMT-Inhibitor ist das O°-Benzylguanin. Durch den Benzyl-Rest wird der
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Ubergangszustand der Sy2-Reaktion stabilisiert und somit ein entscheidender Vorteil
gegeniber aliphatischen Substituenten erreicht. O°-Benzylguanin ist in sehr vielen
biochemischen und biologischen Experimenten untersucht und charakterisiert worden [Pegg
& Byers 1992; Pegg et a. 1995 Dolan & Pegg 1997; Pegg 2000]). Neben
pharmakodynamischen GrofRen wurden auch pharmakokine-tische Parameter in Mausen und
Ratten [Dolan et a. 1994], sowie in Affen [Berg et al. 1995] ermittelt. O°-Benzyl-guanin

befindet sich derzeit in
klinischen Prifungen der Phase
6 .

O'Benzyiguanin Cys-145 (MGMT) Il an verschiedenen Kliniken in

\ AN
o \ 7/ | den USA und wird dort in der
Og- b Kombination  mit  BCNU

</ | L Ic:o .
/* " getestet [Friedman et a. 1998;
N N~ TNH,
NV Dolan & Pegg 1997]. O
[ W Benzylguanin ist nicht in der
OH =
g Y Lage, mit alen bekannten
N

</N | Py S-—gz—:CH MGMTs zu reagieren. Aufer

N NH, _
" P dem Produkt des E.coli ada-
A~ Gens [DOLAN et al. 1991] sind
Abbildung 1.3-1 Mechanismus der MGMT-Inaktivierung durch weitere resistente

6- .

O™Benzylguanin Alkyltransferasen  gegentber

der Inaktivierung durch O°-Benzylguanin bekannt. Hierunter fallen neben experimentell
erzeugten Mutanten auch einige Polymorphismen [Xu et al. 1999; Deng et a. 1999; Kaur et
al. 2000; Inoue et al. 2000]. Die Tatsache, dal3 der Austausch einzelner Aminosdauren zur
Resistenzentwicklung gegeniiber O°-Benzylguanin filhren kann, erhoht die Gefahr, daf
resistente  MGMT-Stdmme, bedingt durch den Selektionsdruck wéahrend einer
chemotherapeutischen Behandlung, auftreten. Auf der anderen Seite konnen solche Proteine,
bzw. deren Gene genutzt werden, um wahrend einer Hochdosistherapie Stammzellen damit zu
transfizieren. Insbesondere vor dem Hintergrund, dal3 Knochenmarkzellen nur sehr niedrige
MGMT-Level aufweisen, wére nach der Transplantation dieser Stammzellen ein wirksamer
Schutz gegeniiber der darauffolgenden Kombinationstherapie mit O°-Benzylguanin und
einem Alkylans gegeben [Limpfoster & Kelley 2000; Jelinek. et al. 1996].

Die entscheidenden Nachteile des O°-Benzylguanin sind die mangelnde Wasserl8slichkeit
und die geringe Selektivitdt gegentber Tumorgewebe. Aus diesen beiden Grinden und um

wirksamere Substanzen zu identifizieren, wurden zahlreiche weitere potentielle MGMT-
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Inhibitoren synthetisiert und getestet. Anhand der fast 250 untersuchten Substanzen mit

Pyrimidin- und Purin-Grundgeristen lassen sich einige Aussagen beziglich der Struktur-

Wirkungs-Beziehung ableiten [Pegg & Byers 1992; Pegg et al. 1995; Pegg 2000].

A O°-substituierte Purine:
Werden Positionen 1, 3, 7 durch Kohlenstoffatome ersetzt, zeigt lediglich die
Veranderung an 1 signifikante Verringerung der Aktivitét [Spratt & De-Los-Santos 1992].
Entfernung der exozyklischen Amino-Gruppe an Position 2 fuhrt zu vollsténdigem
Wirkungsverlust [Spratt & De-Los-Santos 1992]; Substitutionen an dieser Stelle fiihren zu
verringerter Wirkung [Chae et al. 1994]. A
Wird der exozyklische Sauerstoff an Position 6 \ R\o >/
durch Se oder S ersetzt, wird nur durch Se die 7 5 16
Wirkung verringert [Spratt & De-L os-Santos 1992]. //N TSN

I . —>8x/ | 2

An Position 6 fiihren einige Substituenten zu \H A N/ -,
aktiveren Verbindungen als O6BG, z.B. ist die 9 3
Aktivitat des 4-Bromothenyl-Derivat um Faktor 10 /4 X

hoher angegeben [Cancer Research Campaign

1

Abbildung 1.3-3 Nomenklatur des Purin-

Technology Limited 1997, McElhinney et dl. Grundgeruste. Die Pfeile kennzeichnen die

1998]. Substitutionsorte.
Substitution in Position 7 fihrt zu massivem B /
Wirkungsverlust (Kapitel 3.4) [Moschel et a. 1992; R\O

4
Chae et al. 1994]. \ ; L
Bildung des 8-Aza- (X = N, Abbildungl.3-9) oder N R
des 8-Bromo-O°-Benzylguanin-Derivates fiihrt zu }I\\ | 6
aktiveren Verbindungen. Andere Substituenten HaN ’}' N
(Methyl-, Hydroxy-, Trifluoromethyl-) sind @nlich
potent wie O6BG [Chae et al. 1995]. Abbildung 1.3-4 Nomenklatur  des

Pyrimidin-Grundgeriste.  Die  Pfelle
In Position 9 ist festzustellen, daR Substituenten  kennzeichnen mdgliche Substitutionsorte.

prinzipiell — akzeptiert werden, jedoch eine
Abhangigkeit von der GrofRe und der Lipophilie zu bestehen scheint. Hydrophile
Substituenten wirken sich stark aktivitatsmindernd aus [Moschel et al. 1992]. Die Gréle
spielt vor alem nach Zusatz von DNA eine Rolle [Pegg et al. 1997].

BO’-substituierte Pyrimidine:
Substitution der NH,-Gruppe in Position 2 fuhrt zu massivem Wirkungsverlust [Chae et
al. 1994].
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In Position 5 sind das entsprechende Nitro- und Nitroso- Derivat der O°-Benzyl-

Verbindung wirksamer als O6BG [Chae et al. 1994].

Substituenten in Position 4 mit zusétzlichem elektronenziehendem ( —I)-Effekt (z.B. p-

Fluorobenzyl-) wirken sich steigernd auf die MGMT-Inhibition aus.
Einige Substanzen wurden wegen gewisser Vorteile gegeniber O6BG nédher untersucht.
Hierzu gehorten aktivere, wie 8-Aza-0°-benzylguanin (8ABG), 8-Bromo-O°-benzylguanin
und das O°-(4-Bromothenyl)-guanin (4BTG), sowie 2,6-Diamino-4-(benzyloxy)-5-
nitrosopyrimidin (5-Nitro-BP, 5-Nitroso-BP). Fir keine der drei erstgenannten Substanzen
konnte eine tumorspezifische Wirkung im Tiermodell nachgewiesen werden [Mitchell &
Dolan 1993; Bibby et a. 1999; Middleton et a. 2000]. Die Pyrimidine zeigten
Halbwertszeiten von weniger als 4 min (5-Nitroso-BP), bzw.unter 15 min (5-Nitro-BP) und
sind dementsprechend ungeeignet fir eine therapeutische Mal3nahme [Roy et al. 1996].
Weitere vielversprechende Substanzen sind O°-Benzylierte Derivate des N-Acetylguanosins
[Cussac et al. 1994; Buchdahl et al. 1998], bzw. des Desoxyguanosins [Kokkinakis et al. 1994
und 1996]. Insbesondere wegen der verbesserten Wasserlodlichkeit und glnstigerer
pharmakokinetischer Eigenschaften wurden diese trotz erheblich geringerer MGMT-AKktivitét
getestet. Auch in diesen Féllen konnte fir keine der Substanzen eine Selektivitat gegentber
Tumorgewebe gezeigt werden. Dennoch zeigen die Versuche, dal3 auch Verbindungen, die in
vitro wenig vielversprechend sind, aufgrund anderer Vorteile in vivo vergleichbare Ergebnisse

liefern.
1.4. PARP-Inhibitoren
1.4.1. Allgemeine Grundlagen

PARP ist die algemein gebréauchliche Abkurzung fur Poly-(ADP-Ribose) Polymerase; (EC-
Nomeklatur: NAD': poly(adenosine diphosphate D-ribose) ADP-D-ribosyl-transferase).
PARP bildet unter Verbrauch von NAD" durch Polymerisierung von ADP-Einheiten Poly-
(ADP-Ribose) zur posttransationalen Modifikation von Proteinen. Das Enzym besitzt drei
funktionelle Doménen [Oliver et a. 1999]: (1) eine DNA-Bindungsdoméne, die mittels zweier
sogenannter ,, Zinkfinger*-Strukturen spezifisch an DNA-Einzel- und Doppelstrangbriiche
bindet [Gradwohl & Menissier de Murcia 1990], (2) eine NAD"-bindende Doméane, iiber die

die eigentliche Polymerisierung durchgefohrt wird, sowie (3) ene glutamatreiche
Automodifikationsdoméne, an der sich das Enzym selber poly-(ADP-Ribosyl)iert [Oliver et al.
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1999]. Der Aufbau der Poly-(ADP-Ribose) erfolgt in drei wesentlichen Schritten [Alvarez

Gonzalez et a. 1994]:

Initiation:  Bildung von Nikotinamid aus der oxidierten Form des Nicotinamid-Adenin-
Dinukleotid (= NAD") und Veresterung des ADP-Ribose-Teils mit der freien
Carboxylgruppe (C1‘-Asp oder C1' Glu) des Akzeptorproteins.

Elongation: Bildung des Rickgrats durch glykosidische Verknipfung weiterer ADP-
Ribose-Einheiten.

Branching: Einfihrung von Quervernetzungen durch Knipfung von Ribose(1'‘*-
2'")Ribose(1‘*-2')Ribose-Bindungen (ca. 1 Quervernetzung / 40 Monomere).

PROTEIN , I

4
¢ P NH,

N N
OH O 0—-P-0—P—0 o ¢l J NH,
W o O o o N i
i I N
oH O —p—0— %
loOef 0L 9 F oo ¢ B NH,
A § o o o NN L
OH ©O 0—P-0-P-0 ° al )N
° Q % o o 7
1 I I
O\/P/\ o OH © 0—P-0—P-0— o
g O9¢ N, NH,
3 ¢ o o
Fo, ¢

Abbildung 1.4-1 Struktur der Poly-(ADP-ribose). Ausschnitt nach [OEI et a. 1997].

Zum Abbau der Poly-(ADP-Ribose) (PAR) wird das Polymer durch die Poly-(ADP-Ribose)
Glykohydrolyase systematisch in kleinere Fragmente zerlegt [Desnoyers et al. 1995].

Der PARP-Aktivitét wird eine wichtige Rolle in der DNA-Reparatur [Malanaga & Althaus
1994], genauer der Basen-Exzisionsreparatur (Kapitel 1.2.1) zugeordnet [Molinete et al.
1993]. Darlberhinaus werden Einflisse auf eine Vielzahl weiterer zellulérer Prozesse wie
z.B. Differenzierung, Transkriptionsregulation, Apoptose und Alterung kontrovers diskutiert,
wobei die genaue physiologische Rolle immer noch unklar ist [Oel et a. 1997]. Der hohe
Energieverbrauch jedoch legt den Schlufld nahe, dald es sich um sehr wichtige Prozesse
innerhalb des Zellkerns handeln mul3.

Im Zusammenhang mit der Basen-Exzisions-Reparatur konnte gezeigt werden, dal3 PARP-
Aktivitét zwar nicht notwendig zur Aufrechterhaltung ist, wohl aber stimulierenden Charakter
auf diese Funktion hat [Lindahl et a. 1995]. Althaus und Mitarbeiter propagieren, da? PARP
in diesem Zusammenhang nach einem sogenannten “Shuttle*-Mechanismus ihre Wirkung
entfalten konnte [Althaus et a. 1992]. Demnach bindet die PARP selektiv Uber nicht
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kovalente Wechselwirkungen an die Histone von geschadigten DNA-Abschnitten und 16st
diese dadurch von der DNA, so dal? diese frei zuganglich fur die Reparatur vorliegt. Nach
Abschlul3 des Vorgangs wird die PARP inaktiv, die Poly(ADP-Ribose) abgebaut und die
Histone konnen wieder an die DNA binden.

Eine weitere, sehr wichtige Rolle innerhalb der zelluléren Regulation nimmt die PARP im
physiologischen Ablauf der Apoptose ein.

Apoptose spielt eine wesentliche Rolle bei physiologischen Prozessen wie z.B. Embryogenese (Absterben
Uberflissiger Organanlagen), Gewebshoméostase (Verhinderung von Neubildungen) und der Funktion
des Immunsystems (Apoptose-Induktion bei Zielzellen von Killerzellen). Der Zelluntergang wird durch
die genetische Information der betroffenen Zelle selbst reguliert [Hildebrandt et al. 1998]. Apoptose kann
durch Rezeptoraktivierung, Entzug von Wachstumsfaktoren und genotoxische Einfllisse wie auch durch
Chemotherapeutika induziert werden. Morphologisch macht sich die Degradation durch Merkmale wie
Zellverkleinerung, Chromatinkondensation und DNA-Fragmentierung bemerkbar. Als letzter Schritt fihrt
dies zur Bildung der apoptotischen Korper, die aus membrangebundenen Zellbestandteilen bestehen,
wodurch das umliegende Gewebe vor toxischen Einfllissen der Abbauprodukte geschiitzt wird [Evan &
Littlewoodt 1998]. Die intrazelluldre Signaltransduktion der Apoptose erfolgt wahrscheinlich
hauptséchlich Uber Caspasen, Proenzyme, die inaktiv im Cytoplasma vorliegen und in kaskadenférmiger
Abfolge Proteine, die an Reparatur- und Homoostase beteiligt sind , inaktivieren und gleichzeitig die
notwendigen Abbauschritte der zelluldren Bestandteile einleiten [ Thornberry & Lazebnik 1998].

Wahrend der Apoptose wird die PARP von Caspasen an einer Stelle hydrolysiert, wodurch
die DNA-Bindungsdoméne vom aktiven Zentrum getrennt wird und ein inaktives Enzym
zurtickbleibt [Kauffmann et a. 1993]. Entsprechend wird durch Hemmung der Apoptose auch
die PARP-Inaktivierung blockiert [Duriez. & Shah 1997]. Der Zusammenhang zwischen der
Apoptose und der Notwendigkeit der PARP-Hemmung 183 sich in zwei wichtigen Punkten
zusammenfassen [Oliver et al. 1999]:
PARP-Inaktivierung ist notwendig, damit zelluldre Genom-Uberwachungsmechanismen
und DNA-Reparatur keinen retardierenden Einfluld auf die Chromatin-Degradation
ausiiben.
PARP-Inaktivierung verbessert die Zuganglichkeit des Chromatins fur Endonucleasen, die
verantwortlich fur die DNA-Fragmentierung sind, und verhindert die Reparatur der
Einzelstrangbriche, die Uber PARP-Bindung vermittelt werden wirden [Le Cam et al.
1994].Die DNA-Bindungsdoméne der PARP bindet an internucleosomale DNA, was
entscheidend fur den irreversiblen Charakter der Apoptose sein kdnnte [Smulson et al.
1998].
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AulRer durch Apoptose konnen Zellen auch durch Nekrose zugrunde gehen. Hierunter versteht
man den Zelltod infolge irreparabler Ausfélle von Zellfunktionen, der keinem programmierten
Ablauf unterliegt.
Welcher dieser beiden Wege eingeschlagen wird, hangt hauptsachlich vom Ausmal3d der
DNA-Schédigungen ab:
Eine limitierte Anzahl an L&sionen fuhrt nach PARP-Aktivierung zur DNA-Reparatur
oder Uber einen p53-vermittelten Weg in die Apoptose.
Ein zu hoher Grad an Modifikationen hingegen leitet die Nekrose ein, bei der die PARP
eine ebenso entscheidende Rolle einnehmen kann.
Auch wahrend dieser Prozesse wird die PARP hydrolysiert. Die Fragmente unterscheiden sich
dabel strukturell und funktionell von den apoptotischen, da die nekrotischen PARP-
Bruchstticke die Aktivitét des Enzyms aufrecht erhalten konnen [Guillouff et al. 1999].
Die Uberaktivierung der PARP durch die groRe Zahl an DNA-Schiden hat einen extrem
hohen ATP-Verbrauch zur Folge, wodurch die zelluldren ATP-Vorréte vollstandig depletiert
werden. Der Verlust dieses Energielieferanten bringt essentielle Zellstoffwechselvorgange
zum Erliegen und fuhrt in letzter Konsequenz zum nekrotischen Zelltod [Hirsch et al. 1997].
Die Pathologie einiger Erkrankungen wird mit der vorhergehenden Inaktivierung der
Apoptose in Verbindung gebracht. Man geht hierbel davon aus, dal? die Gewebeschadigungen
durch Substanzen, die aus nekrotischen Zelluntergangen freigesetzt werden, verursacht
werden [Hirsch et al. 1997]. Die PARP reagiert dabei im umliegenden Gewebe wie ein
Multiplikator: Weitere Zellen werden geschadigt, die PARP Aktivitdt fihrt zur ATP-
Depletion, infolge dessen stirbt auch diese Zelle an Nekrose und setzt dabei wieder zyto- und
genotoxische Verbindungen frei, die wiederum das umliegende Gewebe angreifen und so fort.
Es entwickelt sich ein circulus vitiosus, der erst durch Apoptose-effiziente Zellen auf3er Kraft
gesetzt wird.
PARP wird dementsprechend mit Krankheiten in Verbindung gebracht, bei denen nekrotische
Zelldegenerationen infolge von Entzindungen eine Rolle spielen wie z.B. Ischdmie
(Schlaganfall, Herzinfarkt), Diabetis, und septischer Schock.
Inaktivierung der PARP in Tiermodellen fuhrte nach Induktion solcher Ereignisse in alen
Féllen zu einem positiveren klinischen Verlauf. Eine Begriindung hierfir wird von Szabo und
Dawson vorgeschlagen [Szabo & Dawson 1998]: Nach entziindlich bedingtem Stref3 oder
wahrend der Reperfusion nach zerebraler Ischdmie wird durch Makrophagen und
endotheliales Gewebe die Produktion von Stickoxid (NO) angeregt. Dieses wird zu Peroxiden
oxidiert, welche as hochpotentielle Oxidantien im Gewebe um die primér geschadigten
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Zellen DNA-L&sionen verursachen. Die infolgedessen entstehenden Einzelstrangbriiche
induzieren die PARP-Aktivitédt, was zur ATP-Depletion und zur Nekrose fuhrt. Desweiteren
konnte ein Zusammenhang zwischen der PARP und NF-kB gezeigt werden, einem
Transkriptionsfaktor, der eine Schllisselrolle in entziindlichen Prozessen einnimmt [Oliver et
al. 1999].

Es ergibt sich infolgedessen der Ansatz, PARP-Inhibitoren bei solchen Erkrankungen
einzusetzen, um das Voranschreiten von Gewebeschédigungen zu verhindern. Die Inhibitoren
sollten eine hohe Préferenz gegeniiber geschadigten Zellverbanden aufweisen, damit die
protektive Funktion im restlichen Gewebe erhaten bleibt. Daneben ist die Tumortherapie
mittels Alkylantien und ionisierenden Strahlen ein vielversprechendes Anwendungsgebiet zur
Modulation der PARP-Aktivitét. Bel der Behandlung mit alkylierenden Agenzien konnte
sowohl in vivo as auch in vitro eine Potenzierung der Wirkung durch Zusatz von PARP-
Inhibitoren erreicht werden [Berger et al. 1982; Brown et al. 1984; Malapetsa et a. 1996]. Der
Effekt konnte desweiteren fir Bleomycin [Huet & Laval 1985], Cisplatin [Birkle et al. 1993]
und ionisierende Strahlung [Fritz et a. 1994; Chatterjee et al. 1999] nachgewiesen werden.
Eine erhohte Senshbiliserung war auch bei der Behandlung mit nicht therapeutisch
angewandten  Alkylantien wie dem  N-Methyl-N'-nitro-N-nitrosoguanidin ~ oder
M ethylmethansulfonat zu beobachten [Fritz et al. 1994; Chatterjee et al. 1999]. Der protektive
Effekt der PARP auf die Einwirkung akylierender Agentien und von gStrahlung wurde
anhand von PARP-Knockout-M&usen, einem Two-Hybrid-Screen und weiteren Testsystemen
wie dem Comet-Assay gezeigt [Oliver et al. 1999]. Bel allen Ergebnissen mul3 jedoch kritisch
hinterfragt werden, ob diese ausschliefdlich durch den Effekt der Poly(ADP-Ribosyl)ierung
oder aber auch durch Hemmung der Mono(ADP-Ribosyl)ierung bedingt sein kénnen. Hierbel
handelt es sich ebenfals um posttrandationale Modifikationen von Proteinen, die in
verschiedenen Kompartimenten vorliegen kénnen [Rankin et al. 1989]. Eine Problem der
Behandlung mit PARP-Inhibitoren stellt deren Einfluld auf die Genamplifikation dar. Die
erhdhte Expression der Dihydrofolat-Reduktase stellt einen wichtigen Mechanismus in der
Resistenzentwicklung gegentiber Methotrexat dar. Die Induktion dieser Amplifikation durch
alkylierende Agenzien wie auch durch ionisiernde Strahlung wird durch die Inhibition der
PARP potenziert [Birkle et al. 1990; Hahn et al. 1990]. In letzter Konsequenz kann dies zu
einer Entstehung neuer Resistenzen fihren.

Die Ergebnisse lassen den gleichen Schlul3 zu, der fur Modulation der MGMT-AKktivitét gilt
(Kapitel 1.2.3). Auch die Inhibition der Poly(ADP-Ribose) Synthese bietet die Moglichkeit,
bestehende therapeutische Mal3nahmen in der Tumortherapie zu verbessern, indem Gewebe in
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verstarktem Mal3e sensibilisiert wird und eventuell Resistenzen umgangen werden konnen. Es
handelt sich jedoch um ein ,zweischneidiges Schwert”, da die Hemmung der PARP im
Normalgewebe zu einem Verlust des protektiven Charakters und somit zu einer erhdhten
Gefahr fur das Auftreten unerwiinschter Nebenwirkungen fuhrt [Thraves et al. 1985].

1.4.2. PARP-Inhibitoren

Neben theoretisch unzdhligen Mdglichkeiten zur allosterischen Hemmung kénnen vor allem
auch die drei funktionellen Doménen der PARP als Angriffsziele zur Inhibition dienen.
Insbesondere die NAD"-
A A B Bindungsstelle ist dabei  von

Interesse, da Hemmung der DNA-

Bindungsstelle oder der
Automodifikationsdoméne nicht
zwangdaufig den Ausfal der
Gesamtfunktion zur Folge hétte. Die

Entwicklung von Molekilen, die fir

einen solchen Einsatz geeignet sind,

Abbildung 1.4-2 Struktur von NAD" orientierte  sich  zuerst  am
natirlichen Substrat, dem NAD®

(Abbildung 1.4-2). Es handelt sich hierbe um die oxidierte Form des
Nicotinamidadenindinucleotids, das ein wichtiges Coenzym in der Ubertragung von
Wasserstoff, bzw. Elektronen darstellt. Teil B des NAD entspricht strukturell dem ADP
(Adenosin-diphosphat) und wirde dem Enzym keine Unterscheidung zwischen NAD und
ADP ermoglichen. Dementsprechend kann man annehmen, dal? die Substratspezifitét in erster
Linie durch Nicotinamid-N-ribosid (A) oder auch nur durch Nicotinamid (A‘) determiniert
wird. Aus diesem Grunde scheint es sinnvoll die Pseudo-Substrate, die mit der NAD-
Bindungsdoméne interagieren sollen, strukturell an Teil A oder A* zu orientieren. Als erste
PARP-Inhibitoren (Abbildung 1.4-3) wurden die strukturellen Analoga des Nicotinamids (1),
das Benzamid (I1) und das 3-Aminobenzamid (I11) verwendet [White 1996]. Eine PARP-
inhibitorische Aktivitét ist jedoch erst bei Applikation von Konzentrationen im mM-Bereich
zu beobachten. Die Weiterentwicklung dieser Verbindungen fiihrte zu einer Reihe von
Molekllen, die gewisse Gemeinsamkeiten aufweisen (1V-VI1), jedoch teillweise bis um das

eintausendfache wirksamer sind als die Grundstrukturen vom Benzamid-Typ. Sie besitzen
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Abbildung 1.4-3 Strukturen bekannter PARP-Inhibitoren. Detaillierte Informationen im Text

eine aromatisch gebundene Saureamidfunktion (1-111), eine Lactamfunktion innerhalb eines
Ringsystems (1V,V,VIl), oder eine Imid-Struktur (VI). Die Ubereinander angeordnete
Darstellung macht deutlich, welche Merkmale von Bedeutung fur die PARP-Inhibition zu
sein scheinen (Abbildung 1.4-4). Das Pharmakophor findet sich auch in Benzimidazo-
Derivaten wieder, die von White 1996 synthetisiert und getestet wurden (Kapitel 3.2.2).. Dies
stellt jedoch kein ausschlieffendes Kriterium dar, da beispielsweise auch fir
Dihydroisochinolinone (VII1, Abbildung 1.4-3) [Suto et a. 1991] und Nucleosid-Analoga
(IX) [Pivazyan et a. 1992] eine Hemmung der Poly-(ADP-Ribosyl)ierung gezeigt werden
konnte. Die Nitro-Verbindung VII unterscheidet sich von den anderen, da diese nicht direkt

an der NAD-Bindungsdoméne angreift, sondern durch Oxidation
von Cystein-Residuen des ersten Zinkfingers (s.0.) die DNA-
Bindungsdoméne selektiv schadigt [Rice et al. 1992]. Die PARP-
Inhibitoren vom Benzamid-Typ besitzen auch in PARP-aktiven

Konzentrationen keine zytotoxische Aktivitdt, kénnen jedoch

auch andere  Stoffwechselvorgdnge wie  Mono-ADP-

Abbildung 1.4-4

Darstellung der Strukturen Ribosylierungen beeinflussen [Rankin et a. 1989; Banasik et al.

der PARP-Inhibitoren aus 1992]. Eine Beschreibung der mdglichen Anwendungsgebiete
Abb. 1.4-3. Grau hinterlegt
ist das Pharmakophor. der PARP-Inhibitoren findet sich in Kapitel 1.4.1.
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1.5. HIV und AIDS

151 Allgemeine Grundlagen

Das human immunodeficiency virus (HIV), friher auch human t-lymphotropic virus il
(HTLV-II), lymphadenopathy-associated virus (LAV) oder AIDSrelated virus (ARV)
genannt wurde 1983/1984 als Erreger der 1981 erstmals beschriebenen AIDS-Krankheit
(acquired immune deficiency syndrome) identifiziert [Barre-Sinouss et al. 1983; Gallo et al.
1984]. AIDS entspricht per Definition dem Stadium 3 der HIV-Erkrankung [Hildebrandt et al.
1998].

Klinisch manifestiert sich die Infektion durch die erhdhte Anfalligkeit der Patienten
gegenuber opportunistischen Infektionen und anderen Erkrankungen, sowie durch
neurol ogisch-psychiatrische Symptome [Hildebrandt et al. 1998]. Das HI-Virus vermehrt sich
in Zellen des Immunsystems, wobei die Zielzellen in erster Linie sogenannte T-Helferzellen
und Zellen des Monozyten-Makrophagen-Systems sind, die den CD4'-Rezeptor tragen
[Gendelman et a. 1989]. Es existieren jedoch mdglicherweise auch CD4-unabhangige
Adhasions- und Replikationsmechanismen [Hildebrandt et a. 1998]. Mononukledre Zellen
sind gegentiber den zytotoxischen Wirkungen des Virus resistent und kdnnen noch tber Jahre
als mogliches Reservoir fir den Erreger dienen [Gendelman et al. 1989]. Die Helferzellen
sterben nach der Infektion mit dem HI-Virus ab, was zu einer direkten Schwachung der
zelluldren Immunité fuhrt. Die Freisetzung ungerichteter Immunglobuline hemmt dabel
indirekt die spezifische Abwehr. Zusétzlich kommt es durch dauerhafte antigene Stimulation
zur Bildung von Entziindungsprozessen, insbesondere der Neuroglia des ZNS [Hildebrandt et
al. 1998]. Zwischen der Infektion und der Entwicklung eines klinisch manifesten
Krankheitsbildes konnen zwischen 6 Monate und 10 Jahre liegen. Nicht alle unbehandelten
Patienten, jedoch der grofte Tell zeigt dabei den Immundefekt im Sinne der AIDS
Erkrankung [Hildebrandt et a. 1998]. Die Ubertragung des Erregers erfolgt iiber
ungeschitzten Geschlechtsverkehr, Blut- und Organtransplantationen, Schwangerschaft,
gemeinsame Verwendung kontaminierter Injektionsnadeln und tber Kontakt mit infiziertem
Blut (Stichverletzungen, Wunden etc). Der Erreger ist mittels Ublicher
Desinfektionsmal3nahmen rasch inaktivierbar und aufRerhalb von KorperflUssigkeiten sehr
instabil [Hildebrandt et al. 1998].
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15.2. Molekularer Mechnismus der HIV-Infektion

Unter Viren versteht man die von Pasteur erstmals verwendete Sammelbezeichnung fir
“infektiose Einheiten*, die im Gegensatz zu den “Protisten” keine Zellstrukturen aufweisen.
Viren bestehen aus Makromolekilen, weisen jedoch nur einen Nucleinsduretyp als Erbgut
auf. Formgebend ist das Kapsid, eine aus (Lipo-)Proteinen zusammengesetzte Hille, die dem
Virus insgesamt nur eine Grofe von 20-300 nm verleiht. Sie besitzen keine eigenen
Stoffwechselenzyme und kdnnen sich
nicht sebst vermehren. Die

Replikation erfolgt in Wirtszellen, in
die die Viren ihr Erbgut einschleusen
und so umprogrammieren, dal3 die
Produktion aller Bestandteile eines
infektionstauglichen  Viruspartikels
(Virion)  erfolgen  kann.  Die
Klassifikation erfolgt Uber den
Aufbau, die  Wirtszelle, die
Nukleinsdure oder eine

Reverse Transkriptase

organspezifische Affinitat [Burger &
Wachter  1998]. Das  human

Abbildung 1.5-1 Schematischer Aufbau des HI-Virus.

immunodeficiency virus (HIV) gehort zu den neuro- und lymphotropen Retroviren , deren
Erbgut in Form von RNA vorliegt und besitzt eine durchschnittliche Grofe von 100 nm. Das
Virus weist eine Vielzahl genetischer Polymorphismen auf, die unter anderem auf mangelnde
Genauigkeit bel der Umschreilbung der viralen RNA in Doppelstrang-DNA, sowie auf
Rekombinationen zurlickgeftihrt werden [Preston et al. 1988; Moutouh et a. 1996]. Es sind
15 Subtypen von HIV1 und HIV2 beschrieben: HIV1 Gruppe M, Subtypen A bis J; HIV1
Gruppe O Subtyp O; HIV2 Subtypen A bis E. Inwiefern die genetische Variabilitét einen
Einflul auf die Pathogenitédt, die Praferenz fur einen Zelltyp (Zelltropismus) oder die
Ubertragungswahrscheinlichkeit ~ (Transmissionswahrscheinlichkeit) — besitzt, ist nicht
hinreichend geklart.

Wie Abbildung 1.5-1 zeigt, besteht das HI-Virus aus sehr wenigen essentiellen “Bausteinen”.
Im Core, dem “Herz" des Virus, befindet sich, eingeschlossen von dem aus Proteinen (p24)
gebildeten ikosaederformige Capsid, das Erbgut in Form zweier RNAs von ca. 10 kb, die
Reverse Transkriptase (RT) und ein Protein, p7(9). Die drei Bestandteile bilden den
sogenannten Ribonucleoproteinkomplex. Die Matrix ist ebenso wie das Capsid aus Proteinen
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(p17) aufgebaut und liegt innerhalb der Hulle. Die Hauptbestandteile der lipidhaltigen Hille,
zwel Glykoproteine (gp41 und gpl20) spielen eine entscheidende Rolle bei der Infektion: Der
Kontakt mit der Wirtszelle erfolgt Gber Wechselwirkung von gp120 und gp41 mit dem auf der
Zelloberflache lokalisierten CD4-Rezeptor [McDougal et al. 1986; Lasky et a. 1987]. Auch
spielen dabel Korezeptoren wie Fusin und CCR5 eine wichtige Rolle [Moore 1997; Weiss
1996]. CD4-Rezeptoren wurden anfangs nur auf T-Helferzellen vermutet, doch ist heute
bekannt, da® sich solche Rezeptoren auch auf Makrophagen, Langerhans-Zellen,
Dickdarmepithelien und im Gehirn finden [Berger 1997]. Nachdem der Virus-Zell-Kontakt
hergestellt ist, fusionieren Virus und Zelle und die Virusbestandteile werden in das Zellinnere
freigesetzt. Durch Aktivitdét der reversen Transkriptase wird die virale RNA in
doppelstréangige DNA Ubersetzt, in den Zellkern importiert und mittels eines weiteren Virus-
spezifischen Proteins, der Integrase, in das Wirtsgenom integriert (=Provirus). Der
Zellstoffwechsel wird aktiviert und produziert genomische, sowie messenger-RNA, die fir
die notwendigen Virusbestandteile (Proteine) kodiert. Die Protease setzt die Bausteine zu
infektionsfahigen Viren zusammen und schleust diese als neue HI-Viren durch die
Zellmembran. Ein wesentliches Merkmal der HI-Viren ist die grof3e Heterogenitét der im
Laufe einer Infektion auftretenden Virusvarianten. Die reverse Transkriptase weist nur eine
sehr geringe Lesegenauigkeit auf und verursacht ca. einen Fehler pro 1000 Nucleotide, was
ungefédhr 10 Fehlern bezogen auf das Virusgenom entspricht [Preston et a. 1988].
Angetrieben durch den Selektionsdruck des Immunsystems des Wirtes, entstehen immer neue
Varianten des Virus, so daf3 aufgrund der zeitlichen Verzogerung der Immunantwort eine
adaguate Immunitét nicht erreicht werden kann [Tersmette et al. 1998].

Darliberhinaus konnen Rekombinationen durch sogenanntes template switching der beiden
RNA-Kopien zu resistenten Mutanten fihren [Moutouh et al. 1996]. Die HIV-Infektion
unterliegt einer sehr grofen Dynamik: Die Tatsache, dal3 standig Viren repliziert und
eliminiert werden, filhrt zu einer hohen Turnover-Rate, wobei pro Tag ca. 1 x 10° Viren neu
gebildet werden. Ahnlich viele CD4-positive Zellen werden téglich ausgetauscht, was ca. 5 %
des gesamten Lymphozyten-Pools entspricht. Die Zahl der gemessenen infizierten und nicht-
infizierten Zellen, sowie die frei zirkulierenden Viren stellen dementsprechend jeweils nur
eine Momentaufnahme des Gleichgewichts dar. Dies entspricht nicht der klassischen
Vorstellung einer latenten Infektion [Ho et al. 1995; Wei et al. 1995].
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1.53. HIV-Therapie

Nach wie vor kann AIDS nur symptomatisch behandelt werden. Neben der Vorbeugung und
Therapie opportunistischer Erkrankungen steht die Verminderung der HIV-Replikation im
Vordergrund. Primére Ziele dabei sind das Absenken der HIV-RNA-Spiegel im Plasma und
den Wiederanstieg der CD4"-Lymphozyten-Zahl zu erreichen. Dadurch verhindert man die
voranschreitende Schadigung des Immunsystems und das Ausbleiben der in 1.5.2
beschriebenen Effekte [Carpenter et al. 2000]. In Abbildung 1.5-2sind schematisch alle
Targets der antiretrovirdlen Therapie dargestellt. Die zwel Hauptangriffsorte der heute
verwendeten Chemotherapeutika sind die reverse Transkriptase (RT) und die HIV-Protease.
RT-Hemmstoffe verhindern die Ubersetzung der viralen RNA in doppelstrangige DNA, die
zum Einbau in das Wirtsgenom und die anschliefiende Synthese der Virusbestandteile
unerlddich ist. Es werden dabei Nukleosidanaloga und nicht-nukleosidische-RT-Inhibitoren
unterschieden.

Protease-Inhibitoren unterdriicken die Prozessierung der Virusbestandteile, so dal3 keine
infektionsfahigen Virione entstehen konnen. Daneben werden Integrase-Hemmer und
Eintritts-Inhibitoren getestet, jedoch hat bis dato noch keine Verbindung dieser Klassen den
die Zulassung als Arzneimittel erhalten.
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Abbildung 1.5-2 Schematische Darstellung der méglichen Angriffsziele von Antiretroviralen Therapeutika.

Die effektivste Behandlung besteht in der simultanen Applikation von Therapeutika, die
verschiedene Targets angreifen. Dadurch wird die Wahrscheinlichkeit der Entstehung
Uberlebensfahiger Mutanten exponentiell gesenkt. Da nur eine begrenzte Anzahl an
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Therapieméglichkeiten besteht und das HI-Virus durch ausgeprdgte genetische
Polymorphismen sehr schnell resistente Varianten entwickelt, muf3 &uf3erst bedacht mit den
Ressourcen umgegangen werden [Coffin 1995]. Jahrlich werden deshab neue
Therapieempfehlungen ausgesprochen, die z.B. Uber das Robert-Koch-Institut oder Uber
Richtlinien der International AIDS Society [Carpenter et al. 2000] eingesehen werden kdnnen.
Die Bereitstellung von antiviralen Substanzen, die ein weiteres Target angreifen, wirde eine
erhebliche Verbesserung der Therapiemdglichkeiten darstellen.

In Deutschland standen 1999 insgesamt 16 Verbindungen zur Verfigung [Helwig &
Mutschler 1999], wobei es sich um die funf Protease Inhibitoren Indinavir, Ritonavir,
Saquinavir, Nelfinavir und Amprenavir; die sechs Nukleosidanaloga Zidovudin, Didanosin,
Zalcitabin, Stavudin, und Abacavir, sowie die drel nicht-nukleosidischen RT-Inhibitoren
Nevirapin, Delavirdin und Efavirenz handelt (Abbildung 1.5-3).
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Abbildung 1.5-3 Strukturformel antiretroviraler Therapeutika: Zidovudin (1), Efavirenz (11) und Indinavir (111)

Die Wirkung der Nukleosid-Analoga auf die reverse Transkriptase wird durch einen
Kettenabbruch bei der DNA-Synthese erreicht. Das 5'-Ende des Pseudo-Substrates (A,
Abbildung 1.5-3) kann noch bestimmungsgemald bei der Transkription eingefligt werden,
doch ist das 3'-Ende (B, Abbildung 1.5-3) mangels notwendiger Hydroxy-Gruppe immanent
gegentber der Knuipfung einer Phosphordiester-Briicke.

Die nicht-nukleosidischen RT-Hemmstoffe binden hingegen direkt an das Enzym und
hemmen nicht-kompetitiv an anderer Stelle als die Nukleosidanaloga. Auch die Protease-
Inhibitoren wirken durch nicht-kompetitive Hemmung des Zielenzyms und werden in aller
Regel kombiniert mit RT-Hemmstoffen eingesetzt [ Carpenter et al. 2000].

Wegen der oben beschriebenen starken genetischen Variabilitét kann es im Laufe einer
Therapie zur Entwicklung resistenter Mutanten kommen [Schuurmann et al. 1995], es ist
jedoch auch mdglich, dal3 resistente Stémme bereits vor Therapiebeginn vorliegen und
lediglich infolge des Selektionsdrucks das Uberleben der Viruspopulation sichern [Havlir et
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al. 1996]. Desweiteren wird das Auftreten kreuzresistenter Stdmme beschrieben [Condra et al.
1995], so dafi’ oftmals das Versagen eines Medikaments die Unwirksamkeit eines anderen zur
Folge hat. Die Auspragung der Resistenz ist je nach Medikament unterschiedlich stark. Fir
Nevirapin ist das Absinken der Empfindlichkeit auf 1/100 bis /1000 durch den Austausch
eines Nukleotids des HIV-RT-Gens bekannt [Richman et al. 1994], wohingegen fur den
Protease-Inhibitor Indinavir das Vorhandensein multipler Mutationen erst zu einem Verlust
der Wirksamkeit fuhrt [Condra et al. 1996].

Um eine optimal mogliche Wirksamkeit zu gewéhrleisten, mussen Uber Jahre strenge
Dosierungsschemata eingehalten werden, weshab die ,Therapietreue” des Patienten von
entscheidender Bedeutung fur den Erfolg der Behandlung ist. Da trotzdem oftmals erhebliche
Nebenwirkungen auftreten und aufgrund der Resistenzentwicklung die Wirksamkeit nicht
garantiert werden kann, stellt die Therapie fur die Erkrankten trotz aler Fortschritte immer
noch eine enorme Belastung dar.

Durch Angriff eines weiteren Targets konnte die Uberlebensfahigkeit von HIV-Mutanten
exponentiell gesenkt und somit eine deutlich effizientere Therapie gewahrleistet werden. Ein
dieser Forderung gerecht werdendes neues Konzept zur Behandlung von HIV-Infektionen
konnte der Einsatz von SWITCH-Inhibitoren darstellen.

1.5.4. SWITCH-Inhibitoren

Essentiell fur die Adh&sion des Virus an die Wirtszelle und die Internalisierung ist die
Interaktion zwischen dem viralen Glykoprotein gpl20 mit dem zelluldren CD4-Rezeptor,
wobel weitere Co-Faktoren zum Einsatz kommen [Weiss 1996; Moore 1997]. Durch
Hemmung dieser Interaktion konnte die Neu-Infektion nicht befallener Zellen verhindert und
somit potentielle Wirtszellen vor der Zerstorung durch die HI-Viren geschiitzt werden. Wiein
Abschnitt 1.5-3 beschrieben, handelt es sich bei der HIV-Replikation um einen dynamischen
Proze3 [Wei et al. 1995]. Dabel entsteht ein Gleichgewicht zwischen Neubildung und
Eliminierung der Viren. Durch Hemmung der gp120-CD4-Bindung kdnnte demnach neben
der Entlastung des Immunsystems auch eine Verminderung der HIV-Replikation erreicht
werden, da lediglich noch eine begrenzte Anzahl an Wirtszellen zur Verfligung stande.

Eine Moglichkeit, den Bindungsmechanismus zu unterbinden, besteht darin, eine extrem hohe
Konzentration an CD4-Rezeptoren im Serum zu schaffen, indem dem Virus ein 18sliches
CD4-Analogon angeboten wird [Hussey 1988; Fisher et a. 1988; Deen et a. 1988;
Traunecker et al. 1988]. Die Realisierung dieses Konzepts a's therapeutische Mal3nahme ist
jedoch eher unwahrscheinlich, da die Halbwertszeiten in vivo aul3erst gering sind und unklar
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ist, wie die natirlichen Liganden des CD4-Rezeptors (z.B. der multi histocompatibilty comlex
I1; MHCII) darauf reagieren. Daher scheint es sinnvoller zu sein, ein Konzept zu verfolgen,
das nicht in das Immunsystem eingreift. Bereits 1986 wurden erste Versuche unternommen,
den Bindungsmechanismus besser zu verstehen [McDougal a. 1986]. Lasky und Mitarbeiter
konnten 1987 mittels monoklonaler Antikérper und Affinitétschromatographie von
proteolytischen gp120-Fragmenten die Region zwischen den Aminosduren 397 und 439 als
essentiell fur die oben beschriebene Bindung identifizieren. Weiter konnten sie zeigen, dali
durch Deletion eines 12 Aminosauren langen Abschnitts und durch Austausch einzelner
Aminosduren auf dieser Sequenz von gpl120 die Affinitét zu CD4 verloren ging.

Durch den Vergleich der Sequenzen verschiedener bis dahin publizierter HIV-Varianten
zeigte sich, dal? dieser Teil nahe des Carboxy-Terminus einen nur zu 50 % konservierten
Abschnitt des Glykoproteins darstellt [Willey et al. 1986]. Hieraus erklart sich auch die
Schwierigkeit bei der Entwicklung potenter Antiseren gegenuber gpl20 in vitro und in
vivo.[Myers 1989]. Cordonnier und Mitarbeiter konnten 1989 mittels in vivo-Studien zeigen,
daid der 44 Aminosduren lange Abschnitt von gp120 (397-440) des LA-Virus (im folgenden
LAV44) auch isoliert an CD4 bindet. Davon ausgehend, dal} dieser Bereich bei allen
Varianten fur die Bindung an CD4 verantwortlich ist, scheint die Variabilitét von 50 %
verwunderlich. Um die funktionelle Homogenitét zu gewéhrleisten, wurde angenommen, dal3
bei variablen Primérstrukturen eine ahnliche Sekundérstruktur von gp 120 zu finden sein
musse [Reed & Kinzel 1991]. Bindungsstudien an CD4 exprimierenden Zellen zeigten, dal3
auch das 15-mere Peptid Leu*® bis Va*** (im folgenden LAV15) in der Lage, ist an den
Rezeptor zu binden. Mittels Circular Dichroismus-Messungen konnte die Fahigkeit der
Oligopeptide, Sekundérstrukturen zu bilden, gezeigt werden. Es konnte eine
Konformationsénderung dieses Abschnitts nachgewiesen werden, die bei Polaritétsanderung
des Losungsmittel auftritt: In Puffer weist LAV15 R-Faltblatt, in unpolarerem Medium eine
helikale Struktur auf. Die Konformationsanderung in einem Puffer-TFE (Trifluorethanol)
Gradienten ist reversibel und scharf, d.h. es sind keine Ubergangszustande nachweisbar, und
der Polaritétsbereich, in dem der Ubergang stattfindet, ist eng begrenzt. Man spricht deshalb
auch von einer kooperativen Konformationsanderung, um zu unterstreichen, dal3 das Peptid
von einer Sekundérstruktur direkt in eine andere Ubergeht. Aus diesem Grunde wird das
Phdnomen auch ,Konformations-Switch® genannt. Mittlerweile wei3 man, dal3 diese
Konformationdnderung essentiell fir das Bindungsvermogen von gpl20 an den CDA4-
Rezeptor ist. Der Polaritétsgradient in vitro smuliert hierbel die Anngherung der Hullproteine

des Virus aus wal¥riger Losung an den membranstandigen Rezeptor, d.h. eine eher unpolare
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Umgebung [von Stosch et al. 1996]. Da der Austausch von Aminosduren, die den Switch
verhindern, auch in vitro die CD4 Bindungsfahigkeit hemmten, wurde schon vorher
angenommen, dal3 dieser Vorgang eng mit der Adhasion von gpl20 an CD4 Kkorreliert sei
[Reed & Kinzel 1991]. Es handelt sich demnach um ein Sequenz-unabhangiges Target fur die
antiretrovirale Therapie, da nur solche Varianten, die aktives gpl20 aufweisen, auf
Hemmstoffe des Mechanismus reagieren wirden. Die ersten Substanzen, die eingesetzt
wurden, um die Konformationsdnderung zu unterbinden zeigten in vorhergehenden
Versuchen antiretrovirale Aktivitdt [Lifson et a. 1988; Nara et al. 1989; Finberg et al. 1990],
ohne dal3 deren Wirkprinzip erkennbar war [Reed & Kinzel 1994]. Sie wurden auf ihre Potenz
as SWITCH-Inhibitoren und CD4-Bingungs-Inhibitoren getestet, indem, wie oben
beschrieben, Circular Dichroismus-Messungen und ein in vitro Bindungs-Test zum Einsatz
kamen.

la D HsC_ CHs
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Abbildung 1.5-4 Strukturen der ersten Generation von SWITCH-Inhibitoren [Reed & Kinzel 1994].

Sowohl die beiden DD- und LL-Formen der CPF-Dipeptide N-Carbomethoxy-
carbonylprolylphenylalanylbenzylester (la[D,D]/Ib[L,L], Abbildung 1.5-4) und N-Carbo-
ethoxycarbonylprolylphenylalanylbenzylester (11a[D,D]/IIb[L,L]) [Finberg et a. 1990] as
auch Derivate einer Modell-Verbindung von Boehringer, Mannheim BM 50.0311, N-(4,4-
dimethyl-4H-isoquinolin-1,3-dion-yl)-N*-alkylharnstoff (111, 1V) und ein benzyliertes CD4-
Peptid und dessen nicht benzyliertes Derivat der Residuen 83-94 wurden dazu eingesetzt
[Lifson et al. 1988; Nara et a. 1989]. Es zeigte sich, dal3 die Methyl-Derivate des CPF-
Peptides (1a/I b) den kooperativen Charakter der Konformationsanderung von 3-Faltblatt nach
a-Helix des LAV-Peptides unterbinden konnen. Der Effekt ist konzentrationsabhangig und
zeigt eine halbmaximale Wirkung in einem Bereich (30-40 pg/ml), der gut korrespondiert, mit
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den notwendigen Konzentrationen (80-160 pg/ml), die fir maximale antivirae Wirkung
festgestellt wurden [Finberg et al. 1990]. I11a und 11b hingegen zeigen lediglich eine leichte
Verschiebung der Polaritétsregion in der der Switch stattfindet [Reed & Kinzel 1994].

Die Verbindungen sind beide nicht in der Lage den kooperativen Charakter der
Konformationdnderung zu hemmen. Das Resultat entsprach den Erwartungen, da diese auch
zuvor keine antiviralen Eigenschaften aufwiesen [Finberg et a. 1990].

Der gleiche Zusammenhang konnte fir die CD4 Peptide festgestellt werden. Das benzylierte
Derivat verhinderte in vivo HIV-Fusion und —Infektion [Nara et al. 1989; Lifson et al. 1988]
und zeigte auch in diesen Versuchen, dafd es in der Lage ist, ds SWITCH-Inhibitor zu
fungieren. Das nicht benzylierte CD4-Derivat zeigte weder in vivo noch in vitro einen Effekt
auf die gpl20-CD4-Interaktion, bzw. die Konformationsdnderung. Die beiden Harnstoff-
Derivate (111, 1V) kamen zum Einsatz, da diese im Gegensatz zu den Peptid-Derivaten keine
durch Proteasen spaltbare Peptid-Bindung aufweisen und dementsprechend léngere
Halbwertszeiten in vivo besitzen. Fir Substanz 111 konnte eine Hemmung des Switch-
Phanomens gezeigt werden. Auch erwies sich diese als wirksam, um im Versuch mit CD4-
exprimierenden HelLaZellen (HeLaT4) die Bindung des LAV-Peptides bei einer
halbmaximalen Konzentration von 250 pg / ml zu verhindern [Reed & Kinzel 1994].
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Abbildung 1.5-5 Strukturen der zweiten Generation von SWITCH-Inhibitoren [von Stosch et al. 1996].

Aufgrund dieser Ergebnisse wurde eine Reihe weiterer Substanzen auf ihre Fahigkeit zur
SWITCH-Inhibition mittels Circular Dichroismus und NMR-Untersuchungen getestet [von
Stosch et al. 1996]. Neben der Ermittlung der Struktur-Wirkungs-Beziehungen stellte sich die
Frage, ob auch LAV44 (s0.) [Lasky et a. 1987] analog LAV15 fir die Untersuchungen
eingesetzt werden kann. Dies ist fur die NMR-Untersuchungen von grof3er Bedeutung, da
LAV15 im Gegensatz zu LAV44 nicht in ausreichenden Konzentrationen in Puffer 16slich
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war und dementsprechend fir diese sehr wichtigen Untersuchungen nicht eingesetzt werden
konnte. Die Wahrscheinlichkeit fir eine Analogie erschien hoch, da eine LPCR-Sequenz
innerhalb der Peptide die verantwortliche Struktur fir das Switch-Phdnomen darstellt und
deren Bedeutung fir die Bildung der entsprechenden Sekundarstrukturen nachgewiesen
werden konnte [Reed & Kinzel 1993; Lindemann et al. 1997].

Erwartungsgemald zeigte sich, dal3 LAV44 fir das Screening von SWITCH-Inhibitoren
geeignet ist. Sowohl fur die CPF-Peptide ([Finberg et al. 1990]; s.0.), as auch fur die
Harnstoff-Derivate (s.0.) wurden Ergebnisse erhalten, die den mit LAV15 ermittelten
entsprachen: Fir die aktiven Substanzen konnte ein Einfluld auf die Sekundérstruktur
nachgewiesen werden, fir inaktive bleibt dieser aus. Die Ermittlung aller Aktivitéten (
Abbildung 1.5-5) lief3d folgende Struktur-Wirkungsbeziehungen erkennen:

Alkyl-Substitution des Harnstoff-Linkers mit Gruppen, die grof3er as ein Methyl-Rest sind,
fuhren zu vollsténdigem Wirkungsverlust (1/11/111/1V). Die Einfihrung einer weiteren Alkyl-
Gruppe unter Bildung einer tertidren Aminofunktion an dieser Stelle flhrt ebenso zum
Wirkungsverlust (VI1). Der Austausch des Harnstoffes durch eine Thioharnstofffunktion
verhindert durch die geringere Fahigkeit des Schwefels zur Bildung von Wasserstoff-Briicken
eine effektive SWITCH-Inhibition (VI). Ersatiz der Methyl-Gruppe durch einen Phenyl-
Substituenten erhtht die Wirksamkeit, verschlechtert jedoch die Wasserloslichkeit der
Verbindung (V).

HsC_ CHs HsC_ CHs HsC_ CHs
HaCo o o o
NH NH NH
% NH )\ NH )\ NH
o N o o N
H H
o} o}
I

Abbildung 1.5-6 Strukturformeln der SWITCH-Inhibitoren 2'-(N-Methyl-N*-(4,4-dimethyl-1,2,3,4-tetrahydro-
1,3-dioxo-7-isochinolinyl)-harnstoff M, 2'-(N-Phenyl-N'-(4,4-dimethyl-1,2,3,4-tetrahydro-1,3-dioxo-7-
isochinolinyl)-harnstoff (I und 2'-(N-Naphthyl-N*-(4,4-dimethyl-1,2,3,4-tetrahydro-1,3-dioxo-7-
isochinolinyl)-harnstoff (111).

Um die Ergebnisse zu verifizieren und um potentere Substanzen zu identifiziern, wurde eine
Reihe weiterer Substanzen mittels Circular Dichroismus-Messungen und einem Hel.aT4-
Bindungsversuch auf ihr Potential als SWITCH-Inhibitoren evaluiert [Reed et al. 1999]. Auch
wurden Toxizitdtsmessungen berticksichtigt, um eine mdgliche Verwendung in vivo nicht

durch toxische Effekte zu limitieren. Oben beschriebener Zusammenhang zwischen Aktivitét
und Substitution des Harnstoff-Linkers konnte dabei reproduziert werden. Desweiteren erwies
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sich auch die Substitution des heterozyklischen Stickstoffs des Isochinolingeriistes als
Moglichkeit, die Grundstruktur zu modifizieren. Insbesondere drei Verbindungen ( Abbildung
1.5-6) erwiesen sich as hochpotente SWITCH-Inhibitoren, wenngleich ihre mangelnde
Wasserl6slichkeit einen entscheidenden Nachteil fir eine therapeutische Anwendung darstellt.

1.6. Drug targeting via Glucosetr anspor ter

Unter Drug Targeting versteht man im allgemeinen das gezielte Ansteuern des Wirkorts
therapeutischer Mal3nahmen, wobel in andere Organe nur wenig Arzneistoff gelangen soll.
Die Targets, d.h. die Zielstrukturen, mussen dementsprechend eine Unterscheidung zulassen
und sollten ein fir diesen Gewebetyp charakteristisches Merkmal darstellen. Zumeist handelt
es sich dabei um Proteine, die ausschliefdich oder in héheren Konzentrationen am Wirkort zu
finden sind. Beispiele dafir sind Protease-Hemmer und Inhibitoren der Reversen
Transkriptase in der HIV-Therapie (Kapitel 1.5) oder auch die Penicilline in der Antibiotika-
Therapie [Burger & Wachter 1998]. In der Behandlung pathologisch transformierter
Korperzellen ergibt sich die Schwierigkeit dadurch, dald die Zellen durch ihre Herkunft
bedingt nahezu identisch mit dem gesunden Gewebe sind. Insbesondere der Einsatz
hochpotenter Wirkstoffe wie in der antineoplastischen Chemotherapie fuhrt dabei zu
Schadigungen des Normalgewebes und dadurch zu den, die Therapie limitierenden
Nebenwirkungen [Seeber & Schitte 1995]. Targeting-Konzepte basieren oftmals auf dem
gezielten Ansprechen von Oberflachenstrukturen der Zelle (Lectin-vermittelt, Antikorper-
vermittelt, Steroidrezeptor-vermittelt etc.) oder von charakteristischen Eigenschaften der
Zellen (Einsatz pH-abhangiger Prodrugs, Inhibition der Angiogenese) [Seeber & Schitte
1995]. Ein weiterer Ansatz zur Gestaltung einer selektiveren Krebstherapie ist das von
Wielder und Mitarbeitern entwickelte Targeting via Glucosetransportern [Dickes 1989,
Stiben 1994; Schaper 1997; Mier 1998, Roth 1998, Uhrig 1999]. Es existieren Hinweise, dal3
in einer Vielzahl von Tumoren eine erhohte Anzahl an Glucosetransportern und eine
modulierte Funktion der Glucosidasen zu finden ist [Flier 1987]. Dies wird begriindet mit der
verstarkten metabolischen Aktivitét infolge der erhdhten Proliferationsrate und der
gesteigerten anaeroben Glycolyse in Tumorzellen [Newshome 1985; Arguiles & Lopez-
Soriano F.J. 1990]. Glucose mul3 als wichtigster Energielieferant in verstarktem Malde
aufgenommen werden, um den Bedarf weiterhin zu decken. Aufgrund des polaren Charakters
des Molekils kann dies nicht passiv geschehen, sondern erfordert den Einsatz
membranstandiger Transportproteine. Den Transportern kann neben dem nattrlichen Substrat

auch ein Glucose-konjugiertes Therapeutikum angeboten werden, das wie ein “Trojanisches
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Pferd” durch deren aktive Aufnahme in die Zelle gelangt. Da diese Aufnahmeprozesse in
Tumorzellen verstarkt sind, um den erhdhten Energiebedarf zu decken, akkumuliert der
Wirkstoff im transformierten Gewebe. Glufosfamid (b-D-Glucosyl-Ifosfamid-Mustard; b-D-
on Glu-IPM; Abbildung 1.6-1) ist

m /&/ o ein sehr gutes Beispiel fur die
HO H
O\P/N\/\CI HO O\lL/N\/\Cl

| oH | Verwirklichung dieses Konzepts
NH NH
a7 a7 [Stiiben 1994; Pohl et al. 1995].
Ifosfamid Glufosfamid

Abbildung 1.6-1 Strukturformeln von Ifosfamid und Glufosfamid Es handelt sich hierbel um  den
an Glucose gekoppelten aktiven

Metaboliten des Ifosfamids (Kapitel 1.1.3) [Zheng et al. 1994].
Die Gluco-Konjugation birgt zwel entscheidende Vortellee. Zum einen entfédlt die
Notwendigkeit der metabolischen Aktivierung des Ifosfamids, bei der Chlor-Acetaldehyd und
Acrolein entstehen [Zeller & zur hausen 1998]. Die durch diese Abbauprodukte bedingte
Nephrotoxizitat wird verhindert. Zum anderen konnte gezeigt werden, dal3 die Substanz Uber
einen aktiven Transportmechanismus, den SAAT1-Transporter, in Zellen aufgenommen wird
[Veyhl et a. 1998]. Hiermit werden auch die deutlich besseren Ergebnisse begriindet, die in
vivo erzielt werden konnten. So konnte mittels Ganzkdrperaudiographien an Ratten eine
Anreicherung der Radioaktivitdt nach intravenoser Applikation im Tumor beobachtet werden,
wohingegen das Kontrollexperiment mit b-L-Glu-IPM keine Akkumulation beobachten lief3
[Schaper 1997]. Glufosfamid besitzt eine dem Ifosfamid entsprechende Antitumor-Aktivitét,
bei deutlich niedrigeren Nebenwirkungen. Die Substanz befindet sich derzeit in klinischen
Prufungen Phase Il und erweist sich als sehr vielversprechend [Wiefder & Bertram 2000].
Neben dem oben beschriebenen SAAT-Transporter existieren eine Reihe weiterer Proteine,
deren “Dienste” man sich zur Gestaltung einer selektiveren Therapie zu Nutze machen kann.
Es existieren zwel Familien an Glucose-Transportern: die Natrium-unabhangigen Transporter
der GLUT-Familie und die Natrium-abhangigen der SGLT-Familie (SGLT 1-3).
Die sechs Mitglieder der GLUT-Familie (GLUT 1-5,7) vermitteln den Glucose-Transport
entlang eines Konzentrationsgradienten ohne Energieverbrauch [Baldwin 1993]. GLUT 1
wird in nahezu allen beschriebenen Zellinien exprimiert [Gould & Bell 1990] und ist der
haufigst vorkommende Vertreter dieser Klasse. Wahrscheinlich sorgt er fur die
Grundversorgung der Zellen mit Glucose [Mahraoui et al. 1994; Mueckler et al. 1997]. Neben
Glucose konnte der Transport weiterer Substrate, wie 2-Deoxy-b-D-Glucose [Hansen et al.
1994] oder Dehydroascorbinsdure [Vera et al. 1993] gezeigt werden. Wie fir ale anderen
GLUT-Mitglieder ist die Hemmbarkeit mittels Phloretin [Randles & Kimmich1978], speziell
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aber auch mit Genistein nachgewiesen [Vera et al. 1996]. Die weiteren GLUT-Mitglieder
werden differenzierter in bestimmten Geweben gefunden. GLUT 2 ist charakteristisch fir
Hepatozyten, b-Zellen des Pankreas, sowie die Zellen der basolateralen Membranen von
Darm- und Nierenzellen. GLUT 3 wird hauptséachlich in Neuronen, GLUT 4 in Fett- und
Muskelzellen nachgewiesen. GLUT 5 ist ein Fructose-Transporter in Spermien und Zellen des
Dunndarms, GLUT 7 befindet sich am endoplasmatischen Retikulum von Hepatozyten
[Baldwin 1993; Mueckler 1994]. Die GLUT-Transporter sind in der Lage, neben Glucose
weitere Substrate anzunehmen [Fischbarg & Vera 1995; Walmsley et a. 1998]. In Position
Cl-subsituierte Glucose wird als Substrat akzeptiert, sofern die Substituenten in der Lage sind
Wasserstoff-Briicken auszubilden. C4 und C6 substituierte Glucose-Derivate werden in
Abhangigkeit von ihrer Grol3e transportiert oder lediglich gebunden [Barnett et al. 1973;
Barnett et al. 1975].

Die SGLT-Transporter SGLT 1, SGLT 2 und SGLT 3 kdnnen D-Glucose entgegen einem
bestehenden Konzentratonsgradienten in die Zelle transportieren. Mittels einer Na'™-K*-
ATPase wird unter Energie-Verbrauch ein Natrium-Gradient aufgebaut, so dal3 der eigentliche
Substrat-Transport durch den Co-Transport mit Natrium lonen erfolgt (sodium-glucose-
ligated-transporter = SGLT) [Koepsell & Spangenberg 1994]. SGLT 1 wird vor allem im
Dunndarm, aber auch in Leber, Niere und Lunge exprimiert [Hediger et a. 1995]. Auch in
Neuronen von Schweinen, Kaninchen und Menschen wird SGLT 1 exprimiert, liegt aber
funktionell inaktiv vor [Poppe et a. 1997]. Durch Induktion eines epileptischen Anfalls
jedoch konnte die Aufnahme von radioaktiv markierter a-Methylglucose, einem Substrat der
SGLT-Transporter, nachgewiesen werden [Nishikazi 1995]. Die Tatsache, dal3 Stref3 eventuell
mit der Expression des aktiven SGLT 1 in Verbindung zu bringen ist, wéare insbesondere fir
die Entwicklung der PARP-Inhibitoren zur Anwendung bei  ischamischen
Krankheitszustanden von grof3er Bedeutung (Kapitel 1.4.2). SGLT 2 wurde bisher in der
Niere nachgewiesen [Kanal et a. 1994; You et a. 1995], wo dieser wie auch SGLT 1 fur die
Rickresorption von Glucose verantwortlich ist. SGLT 3 wurde fur enen
Aminosauretransporter gehalten, weshalb auch heute noch die Bezeichnung SAAT1 (sodiunm-
coupled amino acid transporter) verwendet wird [Kong et a. 1993]. Er wurde erstmals in der
Schweinenierenepithel zellinie LLC-PK1 nachgewiesen [Rabito 1981] und konnte im Schwein
in Darm, Milz, Leber und Muskel [Kong et a. 1993] sowie im menschlichen Gehirn gefunden
werden [Poppe et a. 1997]. Wie oben erwéhnt, ist dieser Transporter in der Lage, das neue
Chemotherapeutikum Glufosfamid zu transportieren [Veyhl et a. 1998].
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Auch die SGLT-Transporter konnen weitere Substrate erkennen [Hager et al. 1995], wobei
Unterschiede in der Spezifitdt sowohl zwischen den Transportern [Hediger et al. 1995] as
auch zwischen den Spezies zu erkennen sind [Hirayama et a. 1996]. Alle SGLT-Transporter
sind in der Lage, a-Methylglucose [Mullin et a. 1980] zu transportieren und werden durch
die Bindung von Phlorrhizin gehemmt [Misfeldt & Sanders 1981]. Desweiteren wurde die
Hemmung durch 1-Octyl-b-D-glucose nachgewiesen [Vincenzine et al. 1987] und eine
Struktur-Wirkungsbeziehung des inhibitorischen Effekts fur verschiedene geséttigte und
ungesdttigte a- und b-Alkylglukoside beschrieben [Kipp et al. 1996]. Fur verschiedene
aromatisch-substituierte Glucose-Derivate hingegen konnte der Transport gezeigt werden,
wobel in erster Linie Naphthyl- und Phenyl-Derivate, die zum Teil nitriert vorlagen, as
Substrate angenommen wurden [Mizuma et al. 1993a; Lostao et a. 1994; Mizuma et al.
1994b]. Die Grofe scheint nicht den limitierenden Faktor darzustellen, weil auch fir ein
glucosidiertes Tetrapeptid, das modellhaft fir Medikamente mit Peptid-Struktur stehen sollte,
ein durch Phlorrhizin hemmbarer Transport gezeigt werden konnte [Nomoto et a. 1998]. Fur
diese und weitere Verbindungen kann abgeleitet werden, dal3 schlecht absorbierbare
Medikamente durch Gluco-Konjugation wasserl6slicher werden und nach oraler Applikation
besser verfugbar sind [Mizuma et al. 1992]. Dieser Effekt wird beispielsweise auch fir das b-
Glucosid des Aciclovir beobachtet, jedoch ohne einen direkten Transport durch SGLT 1
zeigen zu kénnen [Mizuma et al. 1999]. Homologe des SGLT 1 konnten in vielen Geweben
detektiert werden, wobei auch ein Nucleosid-Transporter beschrieben wurde [Pajor & Wright
1992]. Ein solches Protein kdnnte insbesondere fir das Targeting mittels nucleosidischer
MGMT-Inhibitoren von Bedeutung sein (Kapitel 1.3.2).
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2. Aufgabenstellung und Zielsetzung

2.1. Allgemein

Die Verknupfung organischer Molekile mit Zuckerstrukturen erdffnet eine Reihe von
Vorteilen (Kapitel 1.6). Insbesondere spielen dabei die Verbesserung der Wasserl6slichkeit
und die mdgliche Anwendung in Drug-Targeting- Konzepten eine Rolle. Durch die
Glycokonjugation entstehen bifunktionelle Molekile, die Uber einen Glucosetransporter in die
Zelle gelangen sollen, um dort mit dem zelluléren Ziel zu interagieren. Im optimalen Falle
zeigen die Glycokonjugate maximale biologische Aktivitée und konnen Uber aktive
Transportmechanismen in den Zielzellen akkumulieren. Die Glycokonjugation kann sich
jedoch zuweilen nachteilig auf die Interaktion mit der biologischen Zielstruktur auswirken,
weshalb es sinnvoll ist, die Substanzen schrittweise zu modifizieren. Dabel kann auf die
biologischen Ergebnisse reagiert werden, um die gewiinschten Eigenschaften zu optimieren.
Ziel dieser Arbeit war es daher, zundchst Synthesevorschriften zur Darstellung von
Glycokonjugaten der Struktur Zucker-Spacer-Pharmakon zu entwickeln. Die Verbindungen
sollen die Maoglichkeit bieten einzelne Molekilteile beliebig zu verandern, um somit
vielféltige Variationen unter analogen Reaktionsbedingungen durchfihren zu kénnen.

Ein weiterer Schwerpunkt sollte auf der Testung der biologischen Wirksamkeit der

Verbindungen im Vergleich zu den entsprechenden freien Pharmaka liegen.

@ Spacer Pharmakon

2.2. MGMT-Inhibitoren

Das Hauptgewicht der Arbeit sollte der Weiterentwicklung von MGMT-Inhibitoren gelten,
wobei die Synthese und die Testung der biologischen Wirksamkeit der Glucokonjugate von
Interesse sind. Aufgabe war es, eine Reihe von MGMT-Inhibitoren mit einem O
substituierten Guanin-Grundgerist zu glycosidieren. Dabei soll der Einflu von der
Spacerlange auf die biologische Aktivitét untersucht und eine Struktur-Wirkungsbeziehung
abgleitet werden. Die erarbeitete Synthesestrategie wird in weiteren Anwendungen zur
Glucosidierung von PARP- und SWITCH-Inhibitoren eingesetzt. Auch diese Glucokonjugate

werden beztglich ihres biologischen Potentials untersucht.
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Die biologische Testung der MGMT-Inhibitoren erfolgt mittels eines MGMT-Tests an
Proteinextrakten von HeLaS3-Zellen sowie im Zelltest an Hel.aS3-Zellen. Desweiteren wird
anhand zweier Fotemustin-resistenter Melanom-Zellinien im Vergleich zur sensitiven
Ursprungszellinie das mogliche Potential der Inhibitoren zur Aufhebung der Resistenz
gezeigt. Ein Computermodell soll etabliert werden, das den Mechanismus der Protein-
Substrat-Interaktion simulieren |&3t. Die vielversprechendsten Substanzen werden
dartiberhinaus physikochemisch auf ihre Stabilitdt in waldrigen Losungen und biochemisch
auf ihre Spaltbarkeit durch Glucosidasen getestet.

2.3. PARP-Inhibitoren

PARP-Inhibitoren sind ein weiteres Beispiel fur das Anwendungspotential von DNA-
Reparatur modifizierenden Substanzen. Eine Leitsubstanz mit Hydroxyphenyl-Benzimidazol-
Grundgerist wird nach der zuvor etablierten Glycosidierungsmethode umgesetzt. Es werden
Glucokonjugate mit unterschiedlichen Spacerléngen dargestellt und charakterisiert. Um zu
prifen, ob die PARP-Hemmung im Vergleich zur Ausgangssubstanz erhalten bleibt, wird ein
etablierter PARP-Assays an permeabilisierten und intakten C41-Zellen angewendet.

24. SWITCH-Inhibitoren

SWITCH-Inhibitoren sind in der Lage, die Interaktion des HI-Virus mit den potentiellen
Zielzellen der Infektion zu unterbinden. Die Substanzen mussen dazu im Plasma verfligbar
sein, weshalb die Wasserlodlichkeit einen auf3erst kritischen Punkt in der Entwicklung als
Therapeutikum darstellt. In dieser Arbeit sollen potentielle SWITCH-Inhibitoren mit
verschiedenen Isochinolindion-Grundgertisten nach der zuvor entwickelten Methode zu
Glucosiden umgesetzt werden, wobei die Spacerlange und das Pharmakon variiert werden.
Die Bestimmung der biologischen Aktivitét erfolgt durch Circular-Dichroismus-Messungen

und durch einen gp120-CD4-Bindungsversuch an HelL aT4-Zellen.
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3. Ergebnisse
3.1 Synthese

Im Folgenden werden zusammenfassend die Ergebnisse aller durchgefiihrten Synthesen
beschrieben. Die detailierten Vorschriften sowie alle nicht aufgefihrten anaytischen Daten
sind am Ende der Arbeit im experimentellen Teil zusammengestel|t.

Zum besseren Verstdndnis einiger Begriffe sollen die zwei wichtigsten Methoden zur
Glycosidierung kurz vorgestellt und deren Vor- und Nachteile erléutert werden. Da in dieser
Arbeit lediglich b-D-Glycoside dargestellt wurden, werde ich bevorzugt die daflr geeigneten
Reaktionsbedingungen beschreiben.

Schon 1901 eingefihrt, ist die Konigs-Knorr-Methode nach wie vor eines der zuverl&ssigsten
Verfahren zur Glycosidsynthese [Koenigs & Knorr 1901, Paulsen 1982]. Sie beruht darauf,
dad3 ein Glycosyldonor mit einem Glycosylakzeptor zu einem Glycosid reagiert. Als
Glycosyldonoren fur die Synthese von b-Verkniipfungen werden a-Glycopyranosyhal ogenide
eingesetzt, deren tUbrige OH-Gruppen durch Benzoyl- oder Acetyl-Schutzgruppen geschiitzt
sind (I, Abbildung 3.1-1). Als Katalysatoren werden Schwermetallsalze verwendet, die
entscheidenden Einflul auf den Reaktionsverlauf haben. Unldsliche Silberkatalystoren
favorisieren in der Regel Sy2-Reaktionen, die weitestgehend unter Inversion zum b-
substituierten Glycosid fuihren. Losliche Silber und Quecksilber-Salze (Abbildung 3-1) fuhren
Uber Zwischenstufen (11,111 Abbildung 3.1-1) auch bevorzugt zum b-Glucosid, jedoch haben
diese Reaktionen in der Regel Sy1-Charakter. Die Bildung des zyklischen Acetoxonium-lons
(111, Abbildung 3.1-1) wird durch den Nachbargruppeneffekt der Acetyl- und der Benzoyl-
Schutzgruppe in Position 2 ermdglicht, worauf die Stereoselektivitét des Verfahrens grindet
[Paulsen 1982]. Da bei der Verwendung von Ag.O und Ag.COs; Wasser entsteht, sollten
Trocknungsmittel wie z.B. Drierite zugesetzt werden. Eine mdgliche Variante der Reaktion
ist die Verwendung des Helferich-Katalysators Hg(CN),, der durch Zusatz von HgBr;
aktiviert werden kann [Helferich & Welis 1956]. Eine hervorragende Alternative stellt auch
die Verwendung von Trimethylsilyltrifluoromethansufonat (TMS-triflat) als Katalysator dar.
Anstelle der a-D-Glycopyranosyhalogenide kann wegen der hohen Aktivitét des TM S-riflats
auch das b-1-O-Acetyl-Derivat des Glycosyl-Donors eingesetzt werden [Ogawa et al. 1981,
Kerekgyarto et al. 1989]. Ahnliche Konditionen wurden auch fiir Diethylether-Bortrifluorid-
(Et2O-BFs)-Katalyse beschrieben, die ebenfalls vergleichsweise hohe Ausbeuten liefert
[Mabic et al. 1993].
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Geeignete Losungsmittel fir Umsetzungen nach Konigs-Knorr-Bedingungen sind Systeme
mittlerer Polaritét. So werden diese oftmals in Dichlormethan, Dichlorethan, Diethylether
oder Gemischen wie z.B. Toluol / Nitromethan durchgefiihrt. Die Wahl des Ldsungsmittels
kann entscheidenden Einflud auf den Reaktionsverlauf, insbesondere auf die
Stereosel ektivitét und die Ausbeute, haben [Paulsen 1982].

OAc OAc

OAc
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Abbildung 3.1-1 Schematische Darstellung der Konigs-Knorr-Synthese [Paulsen 1982]. a-D-Acetobromglucose
(1) wird mittels eines Schwermetallkatalysators (* Hier ein [6sliches Silbersalz, da dadurch ein Sy1-Mechanismus
favorisiert wird. Siehe auch Text) zu eéinem Glucosid (1V,V) umgesetzt. Der Angriff des Glycosylakzeptors kann
sowohl am reaktiven Oxocarbenium-lon (I1) as auch am Dioxocarbenium-lon (=Acetoxonium-lon) (I11)
erfolgen. Es entstehen sowohl das b-Glucosid (1V) as auch das a-Glucosid (V).

Eine Alternative zur direkten Glycosidierung wurde von Schmidt und Mitarbeitern entwickelt,
die sogenannte Trichloracetimidat-Methode oder Imidat-Synthese (Abbildung 3.1-2)
[Schmidt & Michel 1980; Schmidt 1989]. Glycosyldonor hierbel ist en O-
Glycosyltrichloracetimidat (I1) des entsprechenden Zuckers. Diese werden durch
basenkatalysierte Umsetzung des am anomeren C-Atom ungeschitzten Zuckers (1) mit
Trichloracetonitril erhalten [Schmidt & Michel 1980, Grundler & Schmidt 1984]. Durch
geeignete Wahl der Base kann die Darstellung des a- oder b-Glycosylimidates kontrolliert
werden [Schmidt 1989]. Als Schutzgruppen werden in der Regel Acetyl- und Benzoylgruppen
oder die hydrogenolytisch spaltbaren Benzylgruppen verwendet. Die a-Glycosylimidate
reagieren unter Saurenkatalyse in hohen Ausbeuten zu den entsprechenden b-Glycosiden

[Schmidt & Michel 1980]. Als Katalysatoren dienen Lewis-Sduren wie beispielsweise das
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schon oben erwdhnte Trimethylsilyltrifluoromethansufonat (TMS-triflat) und Diethylether-
Bortrifluorid (Et,O-BFs3). Interessanterweise erfolgt die Synthese des Glufosfamids (Kapitel
1.1 und 1.6) autokatalytisch durch direkte Umsetzung des Akzeptors mit dem Glycosylimidat
bei htheren Temperaturen [Dickes 1988]. Als Ldsungsmittel werden fur das Imidat-Verfahren
typischerweise die gleichen mittelpolaren Systeme wie fur die Konigs-Knorr-Synthese
verwendet.

AcO CC|3 -CN/NaH  aco Katalysator ACO%
AcO AcO + R OH AcO

cl \c'

Cl

Abbildung 3.1-2 Schematische Darstellung des Trichloracetimidatverfahrens, beispielhaft an der Synthese eines
Acetyl-geschiitzten  b-D-Glucopyranosylkonjugates (I11). Die Cl-ungeschitzte-2,3,4,6-tetra-O-acetyl-D-
glucopyranose (1) wird mit Trichloracetonitril unter Natriumhydrid-Katalyse zum Tetra-O-acetyl-b-D-
glucosetrichloracetimidat (I1) umgesetzt. Das Imidat kann als Glycosyldonor mit einem Glycosylakzeptor (R-
OH) zu 111 reagieren. Mogliche Katalysatoren werden im Text beschrieben.

Da beide Methoden gleiche Produkte liefern, sind Vor- und Nachteile bel der Wahl der
Strategie gegeneinander abzuwégen. Die Konigs-Knorr-Methode ist ein jahrzehntelang
etabliertes Verfahren, das in zahlreichen Varianten beschrieben wurde. Es bietet ein breites
Spektrum an Anwendungsmoglichkeiten fur die Darstellung von Glycokonjugaten und ist
aufgrund seiner Einfachheit nach wie vor eine sehr wertvolle Methode. Glykosyldonoren wie
die Acetobromglucose und die Pentaacetylglucose sind kommerziell erhdltlich, und
insbesondere letztere ist sehr stabil [Paulsen 1982].

Die Glycosyldonoren des Trichloracetimidatverfahrens ermoglichen die a- oder b-selektive,
gut reproduzierbare Synthese glycosidischer Bindungen. Sie sind sterisch uniform herstellbar,
bei Raumtemperatur sehr stabil und kénnen séulenchromatographisch gereinigt werden. Die
Katalyse erfordert nicht die Anwendung von Schwermetallsalzen. Bei Verwendung der
Imidate liegen die Ausbeuten in der Regel weit hoher a's die mit anderen Methoden erzielten.
Das Verfahren eignet sich weiter zur Darstellung komplexerer Strukturen und bietet ein
breiteres Anwendungsspektrum. Im Einzelfal mul3 abgewagt werden, welche Methodik
sinnvoller ist.

In dieser Arbeit wurde in aller Regel die Konigs-Knorr-Synthese angewandt, da die Edukte

sehr gut zugéanglich und preiswert sind und ausschlieffdlich Monosacchard-Konjugate
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hergestellt wurden. Die Synthesen beschrankten sich auer in Einzelfdlen auf die
Glycosidierung von gesdttigten, aliphatischen Bromoakoholen, wobei einfache b-D-
Glucopyranoside und en b-D-Galactopyranosid dargestellt wurden. Durch teilweise
Anwendung der oben beschriebenen Variationen mittels des Helferich-Katalysators oder der
Verwendung von TMStriflat in Verbindung mit b-D-Pentaacetylglucose konnten alle
synthetischen Probleme befriedigend gel st werden.

3.1.1. MGMT-Inhibitoren

3.1.1.1. O*substituierte Pyrimidine

Wie in der Einleitung (Kapitel 1.3.2) beschrieben, wurden bis dato nicht nur Purine as
MGMT-Inhibitoren getestet, sondern auch solche mit Pyrimidin-Grundgerist sich as
erfolgreiche Kandidaten herausstellten. Zur Darstellung von Glucosiden solcher
Verbindungen wollte ich eine zweistufige Synthesestrategie verfolgen. Im ersten Schritt wird
dabei ein Spacer mit dem Pyrimidin-Grundgertst verknUpft.

In der Regel werden dazu Aminoalkohole verwendet, wobei eine nucleophile Substitution am
Aromaten (SyAr) durchgefuhrt wird. Es wird ein Halogen-substituiertes Pyrimidin eingesetzt,
das fur solche Reaktionen aufgrund seiner Eigenschaften als Elektronenmangel-Aromat sehr
gut geeignet ist.

Der Spacer tragt eine freie Hydroxylgruppe, die in Schritt 2 die Glycosylakzeptor-Funktion
darstellt. Wie schon erwdhnt sollen O-glucosidische Bindungen mittels der Konigs-Knorr-
Methode oder der Imidat-Synthese gekniipft werden (Abbildungen 3.1-1 und 3.1-2).

Schritt 1;

MGMT-Inhibitor + ——— —— | MGMT-Inhibitor [Spacer

Schritt 2;

+ — > MGMT-Inhibitor W

Abbildung 3.1-3 Schematische Darstellung der Synthesestrategie von MGMT-Inhibitoren mit Pyrimidin-
GrundgerUst
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Die Pyrimidine kénnen desweiteren als Vorstufen der Purin-Synthese eingesetzt werden.
Dazu wird ein Ringschlul® zum Imidazol nach Einfuhrung einer Aminofunktion durchgefihrt.
Auf diese Weise lieRen sich neben den O*-subsituierten Pyrimdinylglucosiden (I, Abbildung
3.1-4) auch entsprechende O°-substituierte Purinylglucoside (11) darstellen.

I OR I I OR
OH OH X=C,N
ON—__—~ //N e
; A Ao s
HO HN \N H HO \N \N N R=Bn, -CHs;
HO o) HO o)
o W ’ o ’

Abbildung 3.1-4 Strukturen der glucosidierten MGM T-Inhibitoren mit Pyrimidin- (I) und Purin-Grundgerist
()

Zur Synthese orientierte ich mich an zwel unterschiedlichen Vorschriften. Die beiden
Strategien sind in Abbildungen 3.1-5 (Methode A) und 3.1-6 (Methode B) schematisch
dargestellt.

Methode A folgt der von Shealy und Mitarbeitern sowie Vince und Hua vorgeschlagenen
Route zur Synthese 2,6-disubstituierter Purin-Nukleoside als potentielle HIV-Therapeutika
[Shealy et a. 1962, Vince & Hua 1990]. In unwesentlich modifizierter Form fihrte ich die
Synthese mit 3-Aminopropanol, 5-Aminopentanol und 6-Aminohexanol (Edukt |, Abbildung
3.1-5) durch und erhielt unterschiedliche Ausbeuten (Tabelle 3.1-1). Nachteile der Methode A
waren die niedrigen Ausbeuten der Stufe 6 und dal3 zur Darstellung der Nitroso-Verbindung
ein weiterer Schritt erforderlich gewesen wére. Da diese Verbindung jedoch aufgrund ihrer
sehr hohen Aktivitdt als MGMT-Inhibitor von grof¥em Interesse war, schien Strategie B eine
gute Alternative zu sein.

In Methode B wird die O*-Substitution as zweiter Schritt und die Nitroso-Gruppe as
oxidierte Vorstufe des zum Ringschlul® notwendigen Amins eingeftihrt (Abbildung 3.1-6).
Dadurch bietet sich die Moglickeit, in einer Synthesereihe drel Substanzen zur Verfigung zu
stellen, die nach erfolgreicher Glykosidierung sehr gute Substrate fir die MGMT darstellen
sollten: O substituiertes 2-Amino-5-nitrosopyrimidin (I, Abbildung 3.1-4), O°- substituiertes
8-Azapurin (11), O°- substituiertes Purin (I11).
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Abbildung 3.1-5 Syntheseschema zur Darstellung der Vorstufen von MGMT-Inhibitoren mit Pyrimidin und
Purin-Grundgerust fur die Glucosidierung (Methode A).

Stufe 1 Stufe 2 Stufe 3 Stufe 4 Stufe 5 Stufe 6

3-Aminopropanol  12% 58% 20% n.d. 56% n.d.
5-Aminopentanol 58% (1) 93%(2) 29%(3) 35% (4 70% (5 18% (6)
6-Aminohexanol > 99% 68% 50% 35% 64% n.d.

Tabelle 3.1-1 Ausbeuten der Stufen 1-6 nach Methode A fir verschiedene Aminoalkohole (Edukt I,
Abbildung 3.1-5).
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Abbildung 3.1-6 Syntheseschema zur Darstellung der Vorstufen von MGMT-Inhibitoren mit Pyrimidin und
Purin-Grundgerust fur die Glucosidierung (Methode B).

Die Stufe 1 wurde analog Methode A synthetisiert. Die Vorschriften fir die Stufen 2 und 3
wurden bereits 1951 von Roth und Mitarbeitern und 1961 von Pfleiderer und Lohrmann as
Vorstufen fur Pteroylglutaminséaure-Analoga publiziert und von mir in nur unwesentlich
abgednderter Form durchgefihrt [Roth et al. 1951, Pfleiderer & Lohrmann 1960]. Als
Alkohole verwendete ich neben dem Benzylalkohol analog der Darstellung in Abbildung 3.1-
6 auch Methanol und erhielt dementsprechend in Stufe 2 das O*-Methyl-Derivat und O’
Benzyl-Derivat, die beide in der weiteren Syntheseroute eingesetzt wurden. In Stufe 4 lief3
sich die durch Reduktion gebildete Zwischenstufe (5-Aminopyrimidin) ohne Aufarbeitung
lediglich nach Abfiltrieren des Zinkstaubes direkt weiter umsetzen. Ich orientierte mich dabei

48



Ergebnisse

an den in Methode A, Stufe 5 etablierten Bedingungen fir den Ringschlu® zur 8-Aza-
Verbindung.

Stufe 5 lieferte in zahlreichen Versuchen kein nenneswertes Ergebnis. Verschiedene Versuche
eines reduktiven Ringschlusses mit Natriumthiosulfat in Formamid / Essigsdure [Y amazaki
1962] schlugen ebenso fehl wie der Versuch einer Reduktion mit Zink/Essigsaure und
anschleiffendem Ringschlul3 mit Ethoxymethylacetat [Robins & Robins 1969]. Da sich
analoge Verbindungen auch auf anderem Wege darstellen lassen (siehe unten), beschrankte
ich mich im folgenden auf die weitere Umsetzung der bis dahin erhaltenen Strukturen.

Stufe 1 Stufe 2 Stufe 3 Stufe 4 Stufe 5
O%benzyl  58%(Tab.3.1-1) 54%(7) 99,9%(8)  62% (6) k.R.
O'-methyl  58% (Tab 3.1-1) 54% 81% n.d. n.d.

Tabelle 3.1-2 Ausheuten der Stufen 1-5 nach Methode B (Abbildung 3.1-6). In Stufe 2 wurde neben
Benzylalkohol auch Methanol als Edukt eingesetzt und lieferte das dem O*-Benzyl-Derivat entsprechende
O*-Methyl-Derivat.

Die Synthesen der Methode B waren ansonsten problemlos durchfuhrbar und lieferten sowohl
fir das Methyl- as auch fir das Benzyl-Derivat gute Ausbeuten (Tabelle 3.1-2). Stufen 4 und
5 fuhrte ich zuerst fir das Benzyl-Derivat durch, da fir diese Verbindungen eine hthere
Potenz als MGMT-Inhibitoren zu erwarten war und diese dementsprechend auch als erste fir
die biologische Testung zur Verfligung stehen sollten.

Wie beim Vergleich der Tabellen 3.1-1 und 3.1-2 ersichtlich, verlauft die Benzylierung (Stufe
2) in Methode B mit besseren Ausbeuten als in Syntheseweg A. Dartiberhinaus 183t sich die
5-Nitrosoverbindung in hervorragenden Ausbeuten und in sehr guter Reinheit darstellen.

Mit den gewonnen Substanzen fuhrte ich die ersten Glukosidierungsversuche durch, wobei
verschiedene Methoden zur Anwendung kamen. In variierter Form entsprechen diese alle der
klassischen Konigs-Knorr-Synthese oder der | midat-Synthese nach Schmidt.

Zuerst sollten die 5-Nitroso-Verbindung (I, Abbildung 3.1-6) und die 8-Aza-Verbindung (1)
umgesetzt werden. Wie oben bereits erwahnt, waren dies die aussichtsreichsten Kandidaten
as MGMT-Inhibitoren und sollten als Orientierungshilfe fir die Glucosidierung der weiteren
Vorstufen dienen. Ziel der ersten Synthesen war die Darstellung von b-D-Glucosiden der
Strukturen 1 und Il (Abbildung 3.1-7). 2-Amino-8-aza-6-benzyloxy-9-(5-hydroxypentyl)-
purin (11, Abbildung 3.1-7) lieferte durch Umsetzung unter einfachen Konigs-Knorr-
Bedingungen (Ag2COs, Acetobromglucose, CH,Cl,, Raumtemperatur) niedrige Ausbeuten
(17%) des Glucosids, das sich jedoch saulenchromatographisch gut reinigen lief3. Die oftmals
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problematische Trennung des gewinschten b-Glucosids vom a-lsomer verlief

komplikationslos.

| i [ ?
OH OH
M WL % a9
HO /L HO N )\
NS \ X
H o HN
° TN N NH; HO OH O\/V\/N N NH,

OH

Abbildung 3.1-7 Strukturformeln der b-D-Glucoside der Vorstufen | und |1 aus Abbildung 3.1-6.

Im Gegensatz dazu erwies sich  2-Amino-4-benzyloxy-6-(5-hydroxypentylamino)-5-
nitrosopyrimidin (I, Abbildung 3.1-7) as bedeutend schwieriger glucosidierbar. Insgesamt
verwendete ich finfzehn Varianten der Konigs-Knorr-Synthese und der Imidat-Synthese, die
allesamt nicht das erwtinschte Ergebnisse lieferten. Am kritischsten zeigte sich die Wahl des
Katalysators. Die recht schwach wirksamen Silber-Salze (Ag-Carbonat, Ag-triflat) fuhrten
auch nach langen Reaktionszeiten (>24h) nicht zum gewtinschten Ergebnis. Stérker wirksame
Lewis-Sauren wie TMStriflat oder Bortriflourid-Etherat fihrten unabhéangig von der
Temperatur zu einer sofortigen Zersetzung der Nitroso-Verbindung. Dies lief3 sich in einem
Kontrollexperiment verifizieren, wo der Glycosyl-Donor auch nach Zusatz geringster Mengen
Katalysator in wasserfreiem Ldsungsmittel zerstort wird.

Weitere eher unkonventionelle Versuche fuhrte ich unter anderem ohne Katalysator durch,
wobel ich mich an der Synthesevorschrift fur das Glufosfamid orientierte (Kapitel 1.6)
[Dickes 1988]. Auch ein Versuch in konzentrierter Lithiumperchlorat-Losung, die von
Waldmann und Mitarbeitern vorgeschlagen werden, brachten in diesem Falle nicht das
gewiinschte Ergebnis [Waldmann 1994]. Die einzig erfolgreichen Reaktionsbedingungen
wurden mittels der Helferich-Variante der Konigs-Knorr-Synthese [Helferich 1959] durch
Einsatz von Quecksilber-(I1)-cyanid in Dichlormethan bei 0°C erreicht. Das Glucosid konnte
jedoch weder sdulenchromatographisch noch mittels HPLC erfolgreich aufgereinigt werden.
Da zu diesem Zeitpunkt noch keine biologischen Ergebnisse fir MGMT-Inhibitor-Glucoside
vorlagen, wurde im weiteren der in 3.1.1.2 vorgeschlagenen Syntheseweg verfolgt (siehe auch
Diskussion 4.1).
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3.1.1.2. Bromoalkylglucoside und O°-substituierte Purine

Die direkte Umsetzung O°-substituierter Purine stellt eine zweite Méglichkeit zur Synthese
einer groReren Anzahl potentieller MGMT-Inhibitoren dar. Die Glycosidierung verl&uft in
zwel Stufen. Zuerst wird der geschitzte aktivierte Zucker mit einem funktionalisierten Spacer
verknipft. Dieser tragt endstandig eine gute Abgangsgruppe, beispielsweise ein Halogen, so
dal’ damit in Schritt 2 die nukleophile Substitution mit dem N-9 des Purin-Grundgeriistes

durchgefihrt werden kann.

Schritt 1:
+ —_—
Spacer Spacer

Schritt 2:

+ | MGMT-Inhibitor —> MGMT-Inhibitor
Spacer

Abbildung 3.1-8 Schematische Darstellung der Synthesestrategie von MGMT-Inhibitoren mit Purin-
GrundgerUst

Mitunter stellt die Glucosidierung einen kritischen Punkt in einer Synthesestrategie dar. Die
Synthesen verldufen oftmals mit unbefriedigenden Ausbeuten und sind nicht gut
reproduzierbar. Daher ist es von Vorteil, dal3 nicht fir jedes Konjugat geeignete Bedingungen
gefunden werden missen, sondern bereits glucosidierte Vorstufen an die purinischen
Strukturen der MGMT-Inhibitoren eingebaut werden. Auch wird die oftmals problematische
Trennung der a / b-Isomere dabei schon auf der ersten Stufe der aktivierten Alkylglucoside
durchgefiihrt. Zwar missen fir jede Struktur des Schrittes 1 geeignete Konditionen etabliert
werden, doch bieten diese zahlreiche weitere Einsatzmoglichkeiten (Kapitel 3.2, 3.3).

S

~)
o/ o o o/_Q
N XN N X —N NT OO N\\ N X —N Br
SO I eS PN
HZN)\ N/ N HZN/I\ N/ N HZN)\ N/ N HzN/I\ N/ N

O6MG = 06BG = 8ABG = 4BTG =
O%-Methylguanin ~ O™Benzylguanin 8-Aza-O%-benzylguanin  O°-(4-Bromothenyl)-guanin

Abbildung 3.1-9 Strukturen der Purin-Grundstrukturen zur Synthese von glucosidierten MGMT-Inhibitoren. O°-
Methylguanin (O6MG); O°-Benzylguanin (O6BG); 8-Aza-O°-benzylguanin (8ABG); O°-(4-Bromothenyl)-
guanin (4BTG).
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Als Ausgangssubstanzen in Stufe 2 dienten die vier Guanin-Derivate, die nach
unterschiedlichen Vorschriften synthetisiert wurden (Abbildung 3.1-9).

O°-Methylguanin (O6MG) und O°-Benzylguanin (O6BG) wurden durch Umsetzung von
Alkoholaten mit 6-Chloroguanin gewonnen (Abbildung 3.1-10) [Balsinger & Montgomery
1960, Bowles et al. 1963].

: e Y
N HO
NT ST N XN
i P > NaH in Benzyalkohol/160°C/12h /||\ \>
=
HNT N N HoN N N

Abbildung 3.1-10 Umsetung von 6-Chloroguanin mit Benzylakoholat zu O°-
Benzylguanin [Balsinger & Montgomery, 1960, Bowles et a. 1963]. Die
Umsetzung zum O°-Methylguanin erfolgt analog mit Methanol, jedoch bei
120°C.

Nach dem Umkristalisieren lag die Ausbeute fir O6MG bei 65%. O6BG hingegen wurde
lediglich in 26% Ausbeute erhalten, da unter den angegebenen Reaktionsbedingungen
wahrscheinlich auch N- Benzylierungen auftreten. Diese Reaktionsprodukte konnten nur mit
hohen Verlusten tUber Saulenchromatographie abgetrennt werden.

Eine Alternative entspreicht der oben beschriebenen Synthese tGber Pyrimidin-Zwischenstufen
mit anschlief3endem Ringschluld (Kapitel 3.2.1). Als Ausgangssubstanz wurde 1-Chloro-3,5-
diaminopyrimidin eingesetzt. Der letzte Schritt der Umsetzung zum O6BG erfolgte mittels
Ethoxymethylacetat und anschlief3endem Ringschluf? durch Zusatz von Natronlauge.

O O WO
Bt STl S el o

/ N
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Abbildung 3.1-11 Synthese von O°-Benzylguanin (O6BG) und 8-Aza-OP-benzylguanin (8ABG) iber
Pyrimidin-Zwischenstufen [Roth et al. 1951]. Reaktionsbedingungen entsprechen den angegebenen in
Abbildung 3.1-6.
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Die Methode erwies sich trotz der geringen Ausbeute (22,8%) a's sehr gute Alternative, dadie
Edukte kostengunstiger sind und die Reaktionen und Aufreinigungen aller Zwischenstufen
unproblematisch verlaufen. Desweiteren 143 sich auf diese Weise auch das 8-Aza-O°-
benzylguanin darstellen, welches in einer Ausbeute von 77,5 % durch Umkristallisation in
ausgezeichneter Reinheit erhalten wird.

Ein neuer Weg zur O°-Substitution von Purinen wurde 1998 beschrieben [Mc Elhinney et al.
1998; Cancer Research Campaig Technology Limited 1997]. An der O°-Position des Guanins
wird hierbei ein quartéres Aminium-Salz gebildet [MacCoss et a. 1985; Kiburis & Lister
1971]. Im Vergleich zum Chlor stellt dies eine bessere Abgangsgruppe dar, so dal3 sich die
Reaktion bei Raumtemperatur durchfiihren 1803.

Schritt 1: @
Cl | N(CHa)3
NT O N\ Trimethylamin N)\/Ii N\>
)l\ _ > 12h, 0°C, DMF )l\ s
HN" TN N HoN N N
Schritt 2: s

@ ey | Oﬁ@
3)3 S Br
|
NE NMHOﬁQBr INEERN N\

HN)l\N/ N>
2 H

P
N/ N 2h, RT, DMSO

Abbildung 3.1-12 Alternative Darstellung von O°-substituierten Guanin-Derivaten [nach
McElhinney et a. 1999]. Schritt 1 zur Synthese von Trimethylpurin-6-ylammoniumchlorid
(1) [Kiburis & Lister 1971]. Schritt 2 fiihrt zu O°-(4-Bromothenyl)-guanin (11).

Die Synthese zeichnet sich durch deutlich hohere Ausbeuten gegeniber den bis dahin
etablierten Methoden aus und erdffnet die Moglichkeit, aufgrund der moderaten
Reaktionsbedingungen auch labilere Alkohole zu verwenden. Da auf diese Weise keine
Produkte durch N-Substitutionen entstehen, kann die Reinigung durch Umkristallisation
erfolgen. Die mit 73 % angegebene Ausbeute der Literatur bei der Darstellung des O°-(4-
Bromothenyl)-guanins konnte mit 80 % noch Ubertroffen werden [Cancer Research Campaig
Technology Limited 1997].

Die Strategie wurde hier nur fir 4BTG verfolgt, da dies die einzige O°-substituierte
Ausgangsverbindung war, die zum Zeitpunkt der Publikation von McElhinney und
Mitarbeitern Ende 1998 noch nicht zur Verfiigung stand. O°-Methylguanin, O°-Benzylguanin
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und 8-Aza-O°-Benzylguanin wurden bereits in ausreichenden Mengen nach den
beschriebenen Vorschriften synthetisiert.
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Abbildung 3.1-13 Schematische Darstellung der Synthesestrategie fir MGMT-Inhibitorglucoside mit Purin-
Grundgerlist. Schritt 1 = Glycosidierung: Der Glycosyldonor (I1) wird mit einem Glycosylakzeptor (I) zum
geschiitzten Bromoalkyl-b-D-glycosid umgesetzt. Schritt 2 = Kniipfung der nukleosidanalogen Verbindung: Das
O°-substituierte Guanin-Derivat (1) wird mit |1l basenkatalysiert zum geschiitzten Glycosid (V) verkniipft.
Schritt 3 = Entschiitzung: Umesterung durch Verseifung der Schutzgruppen mit Methanolat zum Glycosid (V).

3.1.1.3. Darstellung der MGM T-Inhibitor-Glucoside

Der nachste Schritt sollte die Bereitstellung der funktionalisierten Alkylglucoside sein. Die
Maoglichkeiten zur Darstellung von b-Glycosiden wurden bereits in Kapitel 3.1 beschrieben.
Wie dort erwdhnt, wurden mit einer Ausnahme (Tabelle 3.1-3) alle Bromoalkylglucoside nach
Konigs-Knorr-Bedingungen oder Varianten davon synthetisert. Das Syntheseschema
(Abbildung 3.1-13) zeigt die drel Schritte, die zu den gewunschten Glucosiden mit Purin-
Grundgeriist fuhren sollten. Fir Schritt 1 ist der mal3gebliche Einflul? einer Reihe von
Faktoren auf Reaktionsverhalten und Ausbeuten bekannt. Dementsprechend wurden
unterschiedliche Parameter, insbesondere Ldsungsmittel und Katalysator, variiert, bis
akzeptable Ausbeuten erzielt wurden. Fir die acetylgeschitzten Glucoside wurden die
niedrigen Ausbeuten in Kauf genommen, da die Anschaffungskosten fur die Edukte sehr
54



Ergebnisse

gering sind und die Verbindungen durch direkte Umkristallisation aus dem Reaktionsgemisch
gewonnen werden kdnnen.

Fur die langerkettigen (C6-C12) Bromalkohole konnten durch Einsatz von Silberphosphat as
Katalysator und mit 1-Bromo-2,3,4,6-tetra-O-benzoyl-3-D-glucopyranosid als Glycosyldonor
mit Ausbeuten von 48% bis 62% deutlich bessere Ergebnisse erzielt werden, doch ist die
Aufarbeitung mittels Sdulenchromatographie aufwendiger.

Die einzige Verbindung, deren Synthesevorschrift direkt aus der Literatur Ubernommen
werden konnte, ist das auf unkonventionellem Wege dargestellte 4-Bromobutyl-tetra-O-
acetyl-13-D-glucopyranosid (12, Abbildung 3.1-14) [Helferich & Zirner 1962]. Hierbel erfolgt
die Glucosidierung durch Ringoffnung von Tetrahydrofuran nach Quecksilber-katalysiertem
Angriff von Acetobromglucose zu 12.

o Br BZO
o BzO Q
OAc Ac C\/\/\/\ OBz
OAc
aco Q o8z 14 o 18
AcO- Q 11 Br c i
r

Abbildung 3.1-14 Strukturformeln der nach Schritt 1 (Abbildung 3.1-13) synthetisierten Bromoalkylglycoside.

Fur die weiteren Synthesen orientierte ich mich an der Literatur, doch wurden fur alle
Bromoalkylglycoside neue Vorschriften etabliert. In Tabelle 3.1-3 werden die
Reaktionsbedingungen und die Ergebnisse im einzelnen aufgelistet sind. Es sind die in Bezug
auf Ausbeute, Aufreinigung und erreichbare Reinheit praktikabel sten Varianten dokumentiert.
Alle Synthesen wurden mindestens zweifach wiederholt.
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Glykosid Glykosyl - Glykosyl -\ iveror — Solvens  Temperatur Ausbate

-donor®  -akzeptor IZeit [%0]
2-Bromoethyl-tetra-O-acetyl- Ag-
D glocopyrenoad 9 ABG 2-gromethandl . CF L CHCl, RT/2h 22
2-Bromoethyl-tetra-O-acetyl- g ABG 2-Bromethanol Ag:COs Et,0 RT/2h 1
3-D-glucopyranosid
AEETEEh O EEYE @) PAG 2-Bromethanol ~ TMS-Triflat  CH,Cl, RT/L,5h 36
3-D-glucopyranosid
2-Bromoethyl-tetra-O-acetyl- Bortrifluorat-
B D glucopyranosd 9 PAG 2-Bromethanol Etherat CH.Cl, RT/1,5h 12
2-Bromoethyl-tetra-O-acetyl- . Ag-
1 D-gaactopyranodd 10 aBca  2Bromethanol LS CHCL RT/2h 21
2-Bromoethyl-tetra-O-acetyl- .
1 D-ga actopyranodd 10  aABca  2-Bromethanol Ag:COs Et;O RT/2h 10
3-Bromopropyl-tetra-O- .
acetyl-R-D-glucopyranosid 11 ABG 3-Brompropanol A0g,COs Et,O RT/12h 13
3-Bromopropyl-tetra-O- .
acetyl-R-D-glucopyranosid 11 ABG 3-Brompropanol Hg(CN), Et,O RT/12h 10
3-Bromopropyl-tetra-O- 11 . :
acetyl-&-D-glucopyrancsid PAG 3-Brompropanol TMS-Triflat CH.Cl, RT/3h 39
3-Bromopropyl-tetra-O- . Ag-
coctyl-& Dogluopyrenceid 11 PAG  3-Brompropanol L. C8 - CHCla RT/2h 37
4-Bromobutyl-tetra-O-acetyl- 19 ABG THF HgBr THF 35°C/15h 10
3-D-glucopyranosid
6-Bromohexy!-tetra-O- 1 .
cootyl B D-glusopyTanodid 3 ABG 6-Bromhexanol  Hg(CN)J/HgBr  CH,Cl, RT/72h 16
SEMALIEY G0 g PAG 6-Bromhexanol  TMStriflat  CH,Cl, RT/3h 20
acetyl-R-D-glucopyranosid
6-Bromohexyl-tetra-O- 14 . Bortrifluorat-
acetyl-R-D-galactopyranosid GLI 6-Bromhexanol Etherat CH,Cl, RT/15h 48
6-Bromohexyl-tetra-O- 1 L
berzoyl- & Dol ucopyranosid 5 BBG 6-Bromhexanol AgsPO, CHaNO; RT/4h 58
8-Bromooctyl-tetra-O-
benzogl & D-glhconyranosid 16 BBG 8-Bromoctanol AgsPO, CHaNO; RT/4h 48
10-Bromodecyl-tetra-O-
benzoyl-R.D-glucopyranosid 17 BBG  10-Bromdecanol  Ag:PO; CHaNO; RT/4h 46
12-Bromodgodecyl-tetra-0- - 18 BBG  12-Bromdodecanol  AgsPOs CHaNO; RT/4h 62
benzoy!-3-D-glucopyranosid
4-Bromobut-2—|n—y|-tetra-Q- 19 PAG 4-Brombut-2-in-1- TMS-triflat CH,Cl, RT/2,5h 36
acetyl-R-D-glucopyranosid ol

Tabelle 3.1-3 Ergebnisse der Synthese glycosidierter Bromoalkylhalogenide. Vgl. auch Schritt 1/Abbildung 3.1-
13. *ABG = 1-Bromo-2,3,4,6-tetra-O-acetyl-R-D-glucopyranosid; ABGa = 1-Bromo-2,3,4,6-tetra-O-acetyl-R-D-
galactopyranisid; BBG = 1-Bromo-2,3,4,6-tetra-O-benzoyl-3-D-glucopyranosid; PAG = Penta-O-acetyl-a-D-
glucopyranosid; GLI = Tetra-O-benzoyl-a-gal actosetrichl oracetimidat.

Die Bromoakylglycoside sollten gemda3 Schritt 2 (Abbildung 3.1-13) Uber eine
basenkatalysierte nukleophile Substitution mit der Purinstruktur verknipft werden. Mal3gabe
dabel war, Bedingungen zu etablieren, unter denen alle Purine mit allen Glukosiden reagieren
wrden.

Im Imidazol-Anteil des Heterozyklus konnen beide Stickstoff-Atome auf gleiche Weise as
Nukleophile reagieren (Positionen 7 und 9, Abbildung 3.1-15; A). Da jedoch bekannt ist, daf
lediglich N-9-substituierte Guanin-Derivate (Nukleosidanaloga) (111, Abbildung 3.1-15) von
der MGMT as Substrate akzeptiert werden [Moschel et al. 1992], mufdten geeignete
Reaktionsbedingungen gefunden werden unter denen nur ein geringstmoglicher Teil an N-7-
Substitution (1V, Abbildung 3.1-15) entsteht. Es existieren eine Reihe von Méglichkeiten zur
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Darstellung N-9-substitutierter Guanin-Derivate. Man macht sich dabei die Aziditét des
Imidazol-Ringes zunutze: Mittels einer Base wird das Proton abstrahiert und das entstehende
Nukleophil (I, Abbildung 3.1-15) anschliefend mit einem polarisierten Substrat
beispielsweise einem Alkylhalogenid (X-R, Abbildung 3.1-15) zum Nukleosidanalogon
umgesetzt.

6

R R

~ ~

7, 2
/ / Nl o) R 0
8 | 5 S \
. NG 5 N X-R
ot 4 1N
3

N Xy N Xy .
ik <\ | //I\ <\ | /)\
N N
N NH, N NH,

Abbildung 3.1-15 Basenkatalysierte Darstellung Imidazol-substituierter Guanin-Derivate. Im Imidazol-Ring
des Guanin-Derivats (1) wird aufgrund der Aziditét ein Proton extrahiert, was zum Nukleophil mit den beiden
mesomeren Strukturen (1) fUhrt. Ein polarisiertes Substrat (X-R) wird angegriffen, wobei die 7-substituierte
(IV) oder die 9-substituierte Verbindung (111)entsteht. In Feld A ist die Nomenklatur des Guanins dargestellt.

1986 wurde von Kjellberg und Liljenberg untersucht, wie sich die Ausbeuten der Substitution
von Guanin-Derivaten beziiglich des N-9-Produktes optimieren lassen. Wird ein O
substituiertes Guanin-Derivat eingesetzt ist die N-7-Position sterisch abgeschirmt. Das
Ausmal? der Abschirmung ist von der GroRe des O°-Substituenten und der
Reaktionstemperatur abhangig. Durch Erhéhung der Temperatur fihrt der O°-Substituent
stérkere Molekularbewegungen aus und behindert durch die Rotation den Angriff an der
Position 7 des Guaningerustes. Durch Verwendung von Lithiumhydrid kann dartberhinaus
das Verhdltnis der N-9- zur N-7-Substitution ginstig beeinfluf3t werden.

Demenstsprechend orientierte ich mich bei der Wahl der Standardbedingungen weitestgehend
nach diesen Vorgaben. Die Reaktionen erfolgten in DMF unter Lithiumhydrid-Katalyse,
wobel 2 h bel 80 °C geriihrt wird.
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Abbildung 3.1-16 Strukturformeln der synthetisierten, geschiitzten Glucoside der O°-substituierten Glycoside.
Die Darstellung verdeutlicht, dal3 eine homologe Reihe von Substanzen aufgebaut wurde, die der Bestimmung
einer Struktur-Wirkungs-Beziehung dienen soll.
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Zur Ableitung einer Struktur-Wirkungsbeziehung wurde eine Reihe von MGMT-Inhibitor-

Glucosiden synthetisiert, die in jeweils einem Molekilteil variieren (Abbildung 3.1-14). So
wurden beispielsweise die Ethylglucoside des O6MG, des O6BG, des 8ABG und des 4BTG
dargestellt sowie das Butylglucosid, das Hexylglucosid, das Octylglucosid usw. des 4BTG
dargestellt. Dadurch wurde gewahrleistet, da? bei der vergleichenden Betrachtung der

biologischen Aktivitét Unterschiede zu anderen Molekilen durch jeweils nur eine strukturelle

Veranderung hervorgerufen werden konnen. Desweiteren bot sich die Mdglichkeit, die

Glucoside schrittweise beziiglich der MGM T-Hemmung zu optimieren, da auf die biologische

Ergebnisse reagiert werden konnte (Kapitel 3.2.1 und 3.2.2).

Bromoalkyl-

. . a
Glucosid Purin glukosid Ausbeute [%]
2-(0°-Methylguan-9-yl)-ethyl-b-D-tetra- 6. :
acetylglucosid 20 O°-Methylguanin 1 55
2-(0°-Benzylguan-9-yl)-ethyl-b-D-tetra- 6. .
acetylglucosid 21 O°-Benzylguanin 1 33
2-(0°-Benzylguan-9-yl)-ethyl-b-D-tetra- 6 :
acetylglucosid 21 O°-Benzylguanin 11 15
2-(0°-Benzylguan-9-yl)-ethyl-b-D-tetra- 6 -
acetylgalactosid 22 O°-Benzylguanin 5 13
3-(0°-Benzylguan-9-yl-)-propyl-b-D- 6. .
tetra-acetylglucosid 23 OH BT T 7 .
2-(8-Aza-O°-Benzylguan-9-yl)-ethyl-b- o4 8-Aza-0O°- 1 0
D-tetra-acetylglucosid benzylguanin
4-(8-Aza-O°-Benzylguan-9-yl)-butyl-b- o5 8-Aza-0°- 11 ol
D-tetra-acetylglucosid benzylguanin
2-[O°-(4-Bromothenyl)-guan-9-yl]- %6 0°-(4-Bromothenyl)- 1 35
ethyl-b-D-tetra-acetylglucosid guanin
4-[0°-(4-Bromothenyl)-guan-9-yl]- 57 0°-(4-Bromothenyl)- 11 o
butyl-b-D-tetra-acetylglucosid guanin
4-[O°-(4-Bromotheny!)-guan-9-yl]-but- 8 0°-(4-Bromothenyl)- 19 37
2-in-yl-b-D-tetra-acetylglucosid guanin
6-[ O°-(4-Bromothenyl)-guan-9-yl]- 29 0°-(4-Bromothenyl)- 15 &3
hexyl-b-D-tetra-benzoylglucosid guanin
8-[O°-(4-Bromothenyl)-guan-9-yl]- 320 0°-(4-Bromothenyl)- 16 35
octyl-b-D-tetra-benzoylglucosid guanin
10-[O°-(4-Bromothenyl)-guan-9-yl]- 31 O°-(4-Bromotheny!)- 17 35
decyl-b-D-tetra-benzoylglucosid guanin
12-[O°-(4-Bromothenyl)-guan-9-yl]- 3 0°-(4-Bromotheny!)- 18 -
dodecyl-b-D-tetra-benzoylglucosid guanin

Tabelle 3.1-4 Ergebnisse der Substitutionsresktion der O°-substituierten Guanin-Derivate mit den
Bromoalkylglycosiden (Vgl. Schritt 2 Abbildung 3.1-13). ® Die Ausbeute beschreibt hierbei den in Abbildung

3.1-13 dargestellten Schritt 2.

Der kritischste Punkt bei der Durchfiihrung war die Notwendigkeit absoluter Wasserfreiheit.

Der Einsatz der Base H, machte die Verwendung basisch verseifbarer Schutzgruppen
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schwierig. Die anfanglich auftretenden Probleme durch teilweise Abspaltung der Acetyl- oder

Benzoylschutzgruppen konnten durch Einsatz des Lithiumhydrids im Unterschufd und sehr

vorsichtiges Arbeiten in Bezug auf die Wasserfreiheit des Systems vermieden werden.

Die geschutzten Vorstufen 20 bis 32 konnten mit Natriummethanolat in Methanol entschiitzt

werden. Es erfolgte in ale Fallen eine letzte Aufreinigung mittels Flash-Chromatographie,

bevor die Raeinheit mittels HPLC ermittlet wurde.
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Abbildung 3.1-17 Ungeschiitzte Glycoside der O°-substituierten Guanin-Derivate. Die Purin-Derivate der
Kopfzeile sind an Position R mit den Bromoalkylglycosiden der ersten Spalte an der mit R* gekennzeichneten
Stelle substituiert. Die Anzahl der C-Atome der Verbindung zwischen N-9 des Purins und der O-glycosidischen
Bindung entspricht der Anzahl der C-Atome des Spacers der Bromoalkylglycoside. Die Ziffern entsprechen den
Konjugaten, die sich aus der Verknipfung des Molekiils der Zeile mit dem der Spalte ergeben.
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Abbildung 3.1-18 Nomenklatur der einzelnen Atome innerhalb der MGMT-Inhibitorglucoside am Beispiel der
Substanzen 34 und 44. Alle anderen sind analog benannt. Der Spacer ist an der C-N-Bindung mit S1 und an der
O-glycosidischen Bindung mit SX benannt, wobei X der Anzahl der C-Atome entspricht. Dazwischen werden
alle CH,-Gruppen mit Szusammengefalt.

Bel vergleichender Betrachtung der geschiitzten und der entschitzten Zwischenstufen mittels
Dunnschichtchromatographie, zeigte sich, dal3 die Reinigung nach Schritt 2 (Abbildung 3.1-
13) ab einer gewissen Grof3e (Spacer > C6, Benzoyl-Schutzgruppen) nicht zwangsaufig
notwendig ist. Exemplarisch wurde im Falle des Dodecyl-Glucosids gezeigt, dal? das Gemisch
nach Schritt 2 direkt in Schritt 3 (Abbildung 3.1-13) umgesetzt werden, und die Trennung der
N-7 / N-9-substituierten Produkte auch im letzten Schritt erfolgen kann.

Auf den folgenden Seiten werden tabellarisch die analytischen Daten und die Ausbeuten der
wichtigsten MGMT-Inhibitor-Glucoside aufgelistet. Zur Priifung der Reinheit wurden fir alle
Verbindungen jewells zwei unterschiedliche HPLC-Systeme etabliert.

Seite 62 :Tabelle 3.1-5 Analytische Daten der MGM T-Inhibitor-Glycoside.  HR-Fabs berechnet firr °Br and
8By, P Kein Fab ermittelt. © UV Spektren in Methanol; Signifikante Maxima > 240nm werden angegeben. ¢ *H
NMR Spektren in (CD3),SO bei 500MHz; j Werte (Hz) in Klammern.

Seite 63: Tabelle 3.1-6 Analytische Daten der Glucoside nach der Entschiitzung (Schritt 3, Abbildung 3.1-13). 2
3C NMR Spektren in (CD3),SO bei 125 MHz. © Schritt 3 wurde ohne siulenchomatographische Aufreinigung
nach Schritt 2 durchgefiihrt. ® Reinheit >98%. ¢ Sp: 208-210°C. " Sp: 170-172°C. 9 Sp: 95-97 ' Methanol /Wasser
40/60 (vol/vol) in 15 min zu 55/45 (vol/vol). " Acetonitril/Wasser 10/90 (vol/vol) in 20 min zu 100% Acetonitril.
"' Methanol/Wasser 30/70 (vol/vol) in 15 min zu 55/45 (vol/vol). " Methanol/Wasser 40/60 (vol/vol) in 15 min
Zu 60/40 (vol/val). ¥ Chloroform/Methanol 98/2 (vol/vol) in 15 min to 80/20 (vol/vol) for 5 min 80/20 (vol/vol).
V! Methanol/Wasser 50/50 (vol/vol) in 15 min zu 65/35 (vol/vol). V"' Methanol /Wasser 55/45 (vol/vol) in 15 min
zu 65/35 (vol/vol). V""" Methanol/Wasser 60/40 (vol/vol) in 15 min zu 72/28 (vol/vol). ™ Chloroform/Methanol
95/5 (vol/vol) isokratisch. * Methanol/Wasser 60/40 (vol/vol) in 15 min zu 80/20 (vol/vol). X' Acetonitril/Wasser
30/70 (vol/vol) in 20 min to 100% Acetonitril. *!' Methanol/Wasser 45/55 (vol/val) in 15 min zu 65/35 (vol/vol).

61



29

'H- NMR [ppm von TMS], J[HZ]

Summen- M HR-Fab UV-max
formel ' [nm]® | cH, (Jarziars) H8 -NH, G1 G2 G3 G4 G5 G6a G6b s1 S S
(Jove2)  (Jezes) (Jezcs) (Jowes) (Joscea) (Jesacenr) (Jescen)  (Jsiasiv)
o, 1481928 4481880 o 749736 701 637 4,22 2,96 3,15 3,04 311 343 3,67 420 8233;3’29;
34 AR MAHT [MAHT ' ' [Bn2-Bné] ' ' (77d) (88dd) (90dd) (9,2dd) (22dd) (115dd) (6.2dd) ' (5.4ddd)
4491785  449,1790 7,54-7,40 4,19 2,91 3,12 3,01 3,09 341 3,64 454 2414
37 CHNOTMaH (uaH 2EESST gnagng T M0 079 (8740 (89dd (92dd (2dd) (LEd) (59dd) 42 i
ABTG cwwmoss 5282 8278 559984 567 ma DT 7e eas
e Mg [M+H"] ’ ' [Ar5] " ’
(1,5d)
532,0552 532 0527 7,32 S2 3,99;
532 0559 ' ' 7,65 421 2,95 3,14 3,03 3,10 342 3,66 S 143
39 CigHzNsOBI'S ) 5340540 245,285 563 [Ar3] 7,92 6,43 4,20 3,84
MeHTE MAH] (15d) [ArS] (77d) (84dd) (88dd) (9,0dd) (1,9dd) (11,6dd) (59 dd) (saddg) 18T
560,0820 5600817 7,31 S43,77;
' ' 7,66 4,09 2,93 312 3,04 342 3,65 L0148
40 CuHosN:OBrs  962,0846 56720820 245284 563 [Ar3] 787 643 ' ' : ; 3,05 ' ; 4,03 3,45 '
MAHTE  [MAHT (159 A (77d) (83dd) (89dd) (9,3dd) (11,8dd) (6,0dd) (65ddg) 182
588,1187  5gg 1157 7,31 $63,72;
' ' 7,66 4,08 2,92 3,12 3,02 3,07 3,39 3,65 e 103
41 CoHaoN:0Brs 9901194 5901151 244,285 562 [Ar3] 786 642 ' ; ; ' ; ' ; 3,99 3,41 '
MAHTE  [MoHT (159 A (80d) (88dd) (88dd) (95dd) (1,8dd) (11,8dd) (5,8 dd) 66c0d) L7
616,1455 416 1448 7,31 S83,73;
' ' 7,65 4,09 2,93 3,13 3,04 3,08 3,39 3,66 IS 104
42 CuHuN:OBrs 6181470 181445 245285 562 [Ar3] 786 642 ' : ' ; ; ' : 3,98 3,43 '
MHHTE  [MAHT (159 A (77d) (85dd) (85dd) (9,0dd) (1,8dd) (118dd) (59dd) ©6ddg) 174
6441779 44,1766 7,31 $103,72
' ' 7,65 4,08 2,92 3,12 3,05 3,07 3,39 3,65 ' 1,.21-
43 CuHuaNsO:Brs 6461839 6461786 246,285 562 [Ar3] ) 785 641 : ' ' ; ; : ' 3,98 :3,43 ’
MeHTE MH] (159 A (81d) (85dd) (85dd) (9,6dd) (1,8dd) (11,6dd) (57 dd) @ssod) L7
672,207 §72 2042 7,31 S123,73
' ' 7,65 4,08 2,93 3,12 3,03 3,07 3,39 3,65 : 1,23
44 CaHeNsOBrs 6742028 g742037 244,285 562 [Ar3] 785 641 ' ' ' ' ; : : 398 ;345 '
MAHTE  [MAHT (159 A1 (77d) (85dd) (87dd) (9,2dd) (1,8dd) (118dd) (59dd) @oddy 17t
556,0551
558,0598 2960526 . 731 7,66 421
45 CaoHzNsO-BIS 09 5580540 245285 563 [N am 792 655 gT, 294 3,14 3,06 3,06 341 3,65 443 4,29
[M+H] [M+H] '

Tabelle3.1-5
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Ausbeute

3C-NMR [ppm von TMS]

(%] HPLC-System
S 3 i A2 A aa A s1 s Gl G255  G6
Sohit 3 c2 c6 cs ca c8 cH, Ha B3 L A 5 -
70,01
A146 098" . , 12780 s2 73,33
34 S e '843 15997 15952 11348 15429 14054 6675 13668  1o0on 27 b 1029 0% 6104
76,89
69,91
A19,8 i i > 12821 S2 73,14
37 509 1566 907 16203 160,64 12033 153,26 6772 13577 202 4568 oo 1029 190 6098
76,83
ABTG o3 15032 15001 11241 15537 137,07 6048 14063' 13058 107,90 124,96
69,74
A3 Vi317 ) . s2 73,06
39 sen  Vigyy 969 15930 15018 11332 15450 14056 6077 14006' 13064 10792 125000 4280 o 0204 1300 6035
76,61
70,04
h248 i 1 1 S4 ) 73,34
40 2 1063 '1006 15930 15922 11352 15447 14079 6103 14047° 13064 10791 125010 4239 54 26042614 10274 3% c0ss
76,74
8 . 70,06
41 298 w3750 1068 159,30 15020 11352 15450 14055 6103 140090 130,64 107,90 12501' 4255 o0 2>7L2898 4459, 7336 6055
99 68,24 29,01 3%
70,08 G4
A 25,29 S6; 25,85 S3 :
42 s Vig747 '1150 159,30 150,19 11354 15452 14056 6106 14006° 130,64 107,92 12500' 4261 OO 283455286454 10276 oo/ G2 6056
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3.1.2. PARP-Inhibitoren

Auch im Falle der PARP-Inhibitoren waren die priméren Ziele der Glucokonjugation, eine
Verbesserung der Wasserlgslichkeit, eine aktive Aufnahme zur Erhdhung der Selektivitét und
eine gunstigere Pharmakokinetik zu erreichen (Kapitel 1.6). Es sollte ein Hydroxyphenyl-
Benzimidazol-Derivat glucosidiert werden, da sich diese Strukturen durch eine hohe Aktivitét
als PARP-Inhibitoren auszeichnen, jedoch eine geringe Wasserldslichkeit besitzen [White
1996]. Die bereits zur Glucosidierung der MGMT-Inhibitoren verwendeten
Bromoalkylglycoside konnen ebenfals in nukleophilen Substitutionsreaktionen mit der
phenolischen Hydroxyfunktion des 2-(4‘-Hydroxyphenyl)-1-H-benzimidazol-4-carboxamid
umgesetzt werden (Abbildung 3.1-17). Dal3 die Bromoalkylglycoside ebenfalls zum Einsatz
in Ethersynthesen geeignet sind und auch hier den Vorteil bieten, dald keine aufwendige
Trennung der a- / b-Glucoside auf dieser Stufe mehr erfolgen mui3, zeigt das breite
Anwendungsspektrum dieser Synthesestrategie (siehe auch Kapitel 3.1). Als Base zur
Abstraktion des phenolischen H*
HzN o verwendete ich anadlog einer

Williamson-Ethersynthese K2COs

N p—

\> OH «——— | [Becker et al. 1986]. Die Reaktivitét
Y

H

des Nukleophils, des in diesem Falle

entstehenden Phenolat-Anions, wird

Abbildung 3.1-17 Struktur des 2-(4'-hydroxyphenyl)-1-H- . . . .
benzimidazol-4carboxamid. Die Substitution erfolgt an der ~ Malgeblich durch die Dissoziation

mit dem Pfeil gekennzeichneten phenolischen OH-Gruppe. des bei der Salzbildung entstehenden

lonenpaares beeinflul. Kalium ist
aufgrund seiner hohen Polarisierbarkeit gut geeignet, da das entstehende Kaliumsalz stérker
als beispielsweise das Natriumsalz in dissoziierter Form vorliegt. Trotz der vergleichsweise
niedrigen Reaktivitét sollte THF als Losungsmittel verwendet werden, da die Edukte gut darin
6dlich sind. Der Zusatz ausreichender Mengen Molekularsieb sollte entstehendes
Reaktionswasser abfangen, um dadurch die Abspaltung der basisch verseifbaren
Schutzgruppen zu verhindern.
Die Synthese wurde mit zwei verschiedenen Bromoalkylglucosiden durchgefiihrt, um die
Vergleichbarkeit zweier Glucoside (2-[(1'‘-H-benzimidazol-4'‘-carboxamidyl)-4‘-phenyl]-
oxoethyl-b-p-glucosid (56) 4-[(1'*-H-benzimidazol-4'‘-carboxamidyl)-4‘ -phenyl]-oxobutyl-
b-p-glucosid (57); Abbildung 3.1-19) in den biologischen Systemen zu gewdahrleisten. Beide
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Bromoalkylglucoside wurden nach dem gleichen Schema mit dem Hydroxyphenyl-
Benzimidazol-Grundgertst umgesetzt (Abbildung 3.1-18).
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Abbildung 3.1-18 Schematische Darstellung der Syntheseschritte zur nukleophilen Substitution von 2-(4'-

hydroxyphenyl)-1-H-benzimidazol-4-carboxamid an das Bromoakylglycosid (Schritt 1) und Entschiitzung
(Schritt 2).
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Abbildung 3.1-19 Strukturformeln der geschitzten PARP-Inhibitor Glycoside (2-[(1'‘-H-benzimidazol-4'*-
carboxamidyl)-4' -phenyl]-oxoethyl-tetra-O-acetyl-b-D-glucosid (54) 4-[(1'*-H-benzimidazol-4‘* -carboxamidyl)-
4'-phenyl]- oxobutyl-tetra-O-acetyl-b-D-glucosid (55) und der ungeschitzten PARP-Inhibitor Glycoside 2-[(1"*-
H-benzimidazol-4'‘ -carboxamidyl)-4‘ -phenyl]-  oxoethyl-b-D-glucosid  (56)  4-[(1'*-H-benzimidazol-4'* -
carboxamidyl)-4' -phenyl]- oxobutyl-b-D-glucosid (57).
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Das geschitzte Zwischenprodukt (54, 55; Abbildung 3.1-19) wurde nicht aufgereinigt und
charakterisiert, da Vorversuche zeigten, dal3 die Reinigung auf der Stufe der entschitzten
Endprodukte (56, 57; Abbildung 3.1-19) sinnvaller ist. Die Ri-Werte unterscheiden sich nach
Schritt 2 (Abbildung 3.1-18) mal3geblicher von dem chromatographischen Verhalten des
Benzimidazol-Eduktes als nach Schritt 1, so dal3 eine saulenchromatographische Trennung
nach der Entschiitzung deutlich einfacher ist.

Die Ausbeuten liegen bei 35 % (56) und 30 % (57), wobel sich die Zahlen auf die
Gesamtausbeute nach zwei Schritten beziehen.

Beide Glucoside zeigen eine verbesserte Wasserlodlichkeit gegeniber dem 2-(4-
hydroxyphenyl)-1-H-benzimidazol-4-carboxamid. Es konnten Stammlésungen fur die
biologischen Experimente bis 10 mM in Wasser (56), bzw. Wasser und 2 % DMSO
hergestellt werden.

3.1.3. SWITCH-Inhibitoren

Das grofite Problem bel der Weiterentwicklung der SWITCH-Inhibitoren stellt bislang die
mangelnde Wasserloslichkeit der bekannten Strukturen mit Isochinolin-Grundgerist dar
(Abbildung 3.1-20; siehe auch Kapitel 1.5).

Wie fur die MGMT-Inhibitoren (Kapitel 3.1.1) und die PARP-Inhibitoren (Kapitel 3.1.2)
sollte auch fur die SWITCH-Inhibitoren ein System entwickelt werden, mit dem eine Reihe
von Glycosiden synthetisiert und auf ihre modifizierten Eigenschaften getestet werden
kénnen. Die Verwendung der Bromoalkylglycoside bietet auch in diesem Fal die
Maoglichkeit, mittels nukleophiler Substitution in zwel Reaktionsschritten zum gewiinschten

Produkt zu gelangen. Auch hier lassen
sich die Edukte beliebig variieren, ohne
dal3 die Reaktionsbedingungen jeweils
neu etabliert werden mussen. Zur
nukleophilen Substitution bietet sich der

NH-acide Stickstoff in Position 3 der

Abbildung 3.1-20 Strukturformel des Isochinolin- | sochinolin-1,3-dion-Struktur an
Grundgeriistes der  SWITCH-Inhibitoren.  Die

Subgtitution  erfolgt an  der mit dem Pfeil (Abbildung 3.1-20). Durch Abstraktion
gekennzei chneten phenolischen OH-Gruppe.

des Protons wird eine starkes Nukeophil
dargestellt, das mit einem polarisierten Kohlenstoffatom in einer aliphatischen Struktur unter
geeigneten Bedingungen reagieren kann. Es 1&% sich eine Analogie zur Gabriel-Synthese

erkennen, bel der Phthalimid mit Alkalihydroxiden aktiviert und anschlieffend mit
66
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Alkylhalogeniden zur Reaktion gebracht wird [Gabriel 1886, Becker et a. 1986]. Die
Verwendung von Alkaihydroxiden ist hier jedoch nicht mdglich, da die akalisch
verseifbaren Acetyl- und Benzoyl-Schutzgruppen den Bedingungen nicht standhalten wirden.
Der dternative Einsatz von Alkalihydriden ermdglicht wasserfreies Arbeiten, doch zeigt die
Erfahrung, dal3 schon Spuren von Wasser eine teilweise Entschitzung zur Folge haben
konnen, die die Aufreinigung der Produkte mittels Saulenchromatographie mitunter
unmaoglich machen.

Das Vorliegen freier lonen erhoht die Reaktivitét des Nukleophils, weshalb Natriumhydrid
verwendet wurde. Die Dissoziation des bei der Salzbildung entstehenden |onenpaares wird
aufgrund der guten Polarisierbarkeit des Natriums erleichtert. Ein polares aprotisches
Losungsmittel wie DMF sollte gut geeignet sein, da eine hohe Reaktivitdt gegeben ist und
Vorversuche zeigten, dal3 alle Edukte darin gut gel6st werden kénnen.
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Abbildung 3.1-21 Syntheseschema zur Darstellung glycosidierter SWITCH-Inhibitoren. Nukleophile
Substitution des Isochinolindion-Derivates an ein geschiitztes Bromoalkylglycosid (Schritt 1) und Entschiitzung
(Schritt 2).

Es wurden vier Glucose-Konjugate von SWITCH-Inhibitoren synthetisiert. Diese sollten
Aufschlul® Uber die Wirkung und Toxizitét in den beschriebenen Testsystemen liefern und
zeigen, inwieweit die Wasserlodlichkeit im Vergleich zum jeweiligen Aglykon verbessert
wird. Die Auswahl der Grundstrukturen erfolgte anhand der bis dato erzielten Ergebnisse im
gp120-CD4-Bindungsversuch (Kapitel 3.6). Die vielversprechendsten dabei waren im
einzelnen das N-Methyl-, das N-Phenyl- und das N-Naphthyl-Derivat des N*-(4,4-dimethyl-
1,2,3,4-tetrahydro-1,3-dioxo-7-isochinolinyl)-harnstoff.
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Abbildung 3.1-22 Strukturformeln der geschitzten SWITCH-Inhibitor Glycoside 2-[2'-(N-Methyl-N*-(4,4-
dimethyl-1,2,3 4-tetrahydro-1,3-dioxo-7-isochinolinyl)-harnstoff)] -ethyl-tetra-O-acetyl-1-b-D-glucosid  (46), 4-
[2-(N-Methyl-N*-(4,4-dimethyl-1,2,3,4-tetrahydro-1,3-dioxo- 7-isochinolinyl)-harnstoff)]-butyl -tetra- O-acetyl -
1-b-D-glucosid (47), 2-[2'-(N-Phenyl-N‘-(4,4-dimethyl-1,2,3,4-tetrahydro-1,3-dioxo-7-isochinolinyl)-
harnstoff)]-ethyl-tetra-O-acetyl-1-b-D-glucosid  (48) und  2-[2'-(N-a-Naphthyl-N*-(4,4-dimethyl-1,2,3,4-
tetrahydro-1,3-dioxo-7-isochinolinyl)-harnstoff)]-ethyl-tetra-O-acetyl-1-b-D-glucosid (49) und der
ungeschiitzten SWITCH-Inhibitor Glycoside 2-[2' -(N-Methyl-N*-(4,4-dimethyl-1,2,3,4-tetrahydro-1,3-dioxo-7-
isochinolinyl)-harnstoff)]-ethyl-1-b-D-glucosid (50), 4-[2'-(N-Methyl-N*-(4,4-dimethyl-1,2,3,4-tetrahydro-1,3-
dioxo-7-isochinolinyl)-harnstoff)]-butyl-1-b-D-glucosid (51), 2-[2-(N-Phenyl-N‘-(4,4-dimethyl-1,2,3,4-
tetrahydro-1,3-dioxo-7-isochinolinyl)-harnstoff)] -ethyl-1-b-D-glucosid (52) und 2-[2'-(N-a-Naphthyl-N*-(4,4-
dimethyl-1,2,3,4-tetrahydro-1,3-dioxo-7-isochinolinyl)-harnstoff)] -ethyl-1-b-D-glucosid (53).
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Ausbeute [%] Ausbeute [%]
46 82 50 98
47 n.d. 51 60?
48 1 52 94
49 73 53 99

Tabelle 3.1-7 Ausbeuten der Darstellung glucosidierter SWITCH-Inhibitoren.® Schritt 2
wurde direkt nach Schritt 1 durchgefihrt ohne Aufreinigung der entschitzten
Zwischenstufe.

Anfangliche Verwendung des Natriumhydrid im deutlichen UberschuB fiihrte zu einem sehr
hohen Verbrauch des entsprechenden Bromoalkylglucosids, das zu nicht definierten
Abbauprodukten zersetzt wurde. Es wurde mit Silikondl stabilisierte Handelsware verwendet,
wobei der Natriumhydrid-Gehalt, bezogen auf das Gesamtgewicht, mit 55 - 65 % angegeben
ist (Sigma-Aldrich). Durch Einsatz von lediglich 1 Aquivalent der Base, berechnet auf einem
Gehalt von 65 %, wurde sichergestellt, dai3 kein Uberschul® im Reaktionsgemisch vor dem
Zusatz des Bromoalkylglucosids vorhanden ist. Die Synthesen liefien sich im folgenden
problemlos reproduzieren.

50 - 52 sind im Konzentrationsbereich, der als Ausgangsverdinnungen fir die Zelltests
verwendet wird [10mM], gut wasserldslich. Das Problem der Wasserl6slichkeit des Naphthyl-
Derivates 53 konnte durch Konjugation an Glucose nicht hinreichend beseitigt werden. Ein
grof3er Teil von 53 scheint solvatisiert zu werden, doch bleibt eine Triibung bestehen, die
wahrscheinlich auf einen fein verteilten Bodensatz zurtickzufiihren ist. In Methanol lassen
sich biszu 10 mM L ésungen von 53 zubereiten.
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3.2. Biologische Aktivitat der MGM T-Inhibitoren

Die Evauation der biologischen Aktivitét von MGMT-Inhibitoren in vitro kann grundsétzlich
nach zwei unterschiedlichen Methoden erfolgen:

Zum einen kann die konzentrationsabhangige Wirkung auf die MGMT-AKktivitdt gezeigt
werden, indem nach Inkubation mit dem Inhibitor die verbleibende MGMT-Aktivita im
Vergleich zur unbehandelten Kontrolle bestimmt wird. Dieser Test kann mit gereinigtem
rekombinantem Protein, mit intakten Zellen (Kapitel 3.2.1) oder mit Protein-Gesamtextrakten
dieser Zellen (Kapitel 3.2.2) durchgefiihrt werden. Die direkte Messung der MGMT-Aktivitét
besitzt den Vortell, dald dadurch in erster Linie die Interaktion Pseudosubstrat-Protein
gemessen wird. Insbesondere wenn eine Struktur-Wirkungsbeziehung ermittelt werden soll,
ist der Ausschlul’ zellulérer Nebeneffekte von Bedeutung.

Die andere Variante zur Bestimmung der Potenz von MGMT-Inhibitoren beinhaltet die
simultane Inkubation mit alkylierenden Agenzien (Kapitel 3.2.3). MGMT-Inhibitoren sollen
klinisch eingesetzt werden, um die Wirkung von Alkylantien zu verstérken oder sogar die
Uberwindung von Resistenzen zu ermdglichen, da durch MGMT-Hemmung die Wirkung
bestimmter Alkylantien verstérkt werden kann (siehe Kapitel 1.3). Die notwendige
Konzentration eines akylierenden Agens, um beispielsweise 50 % des Zellwachstums zu
hemmen (1Csp), kann nach MGMT-Hemmung deutlich unter der 1Cso des akylierenden
Agens ohne MGMT-Hemmung liegen. Dies ist darauf zurtickzufiihren, dal3 die MGMT einen
Teil des akylierenden Agens "verbraucht”, indem durch MGMT-AKktivitét DNA-Addukte
repariert werden, wodurch die zytotoxische Wirkung erst bei deutlich htheren Dosen auftritt.
Es kann ein DMF (dose modifying factor) ermittelt werden, der bei einer bestimmten
Konzentration die Verstarkung der Toxizitdt durch Zusatz eines MGMT-Inhibitors im
Vergleich zur nur mit Alkylans behandelten Kontrolle widerspiegelt. Dieser ergibt sich aus
dem Quotienten der 1Cso eines Alkylans ohne und der ICsy eines Alkylans mit MGMT-
Inhibitor. Zahlenwerte um 1 zeigen, dal3 keine Modulation der zytotoxischen Wirkung durch
MGMT-Hemmung erreicht werden kann, und Werte Uber 1 sprechen dafir, dal? die Zellen
durch Hemmung der MGMT sensibilisiert werden.
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MGMT-Test am MGMT-Zelltest
Protei ngesamtextr akt

+ MGMT-Inhibitor

150 pg Protein +
[*H1-Methvlierte DNA

y15h

Proteinfallung und -extraktion

i Der Ausdruck erfolgt im
Vergleich zur Kontrolle

Bestimmung der Restaktivitat im [ = 100 %) in femtomol

Vergleich zur Kontrolle

Ubertragener CHs-

Abbildung 3.2-1Schematische Darstellung des MGMT-Tests am Gesamtproteinextrakt oder in intakten Zellen
zur Bestimmung der Aktivitdt von MGMT-Inhibitoren. Bei den Zellen handelt es sich in dieser Arbeit um
HeLgS;%—Zellen, es koénnen jedoch prinzipiell ale Zelinien verwendet werden, die ausreichende Mengen MGMT
exprimieren.

Abbildung 3.2-1 zeigt, dal3 die Durchfihrung des MGMT-Tests am Gesamtproteinextrakt
weitestgehend dem MGMT-Test an intakten Zellen entspricht. Wéhrend der Test am
Gesamtproteinextrakt geeignet ist, die Interaktion zwischen MGMT und MGMT-Inhibitor
weitestgehend isoliert zu betrachten, 18/3% der Test an intakten Zellen zusétzlich erkennen, ob
ausreichende Mengen des MGMT-Inhibitors aufgenommen wurden.

Methylierte DNA stellt das optimale Substrat der MGMT dar und ist im Uberschul? in der
Lage, MGMT vollstandig in die methylierte Form zu tberfihren. Eine bestimmte Menge des
Gesamtproteinextraktes wird mit [°H]-methylierter DNA versetzt, wodurch das radioaktive
Label auf ale aktiven MGMT-Molekile Ubertragen wird. Nach der erneuten Proteinfallung
und mehreren Waschschritten wird im Szintillationszahler ausschliefdich die an das Enzym
gebundene Radioaktivitét erfaldt. Die MGMT-Aktivitét der Kontrolle wird als 100 % - Wert
angenommen. Die mit Inhibitor inkubierten Proben liegen im Bereich zwischen vollstandiger
Hemmung (= 0 % MGMT-AKktivitét) und keiner mefdbaren Inhibition (= 100 % Aktivitét).
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Alle Versuche zur Bestimmung der MGMT-Hemmung wurden in Zusammenarbeit mit der
Abteilung fir Angewandte Toxikologie des Instituts fir Toxikologie der Universitdt Mainz
durchgefihrt.

3.2.1. MGMT-Test an zellfreien Proteinextrakten von Hel aS3-Zedllen

Als erstes Screening wurde ein breites Spektrum an Substanzen bei zwel Konzentrationen (0,5
MM und 5 pM) im MGMT-Test an zellfreien Proteinextrakten getestet. Folgende
Verbindungen wurden untersucht: die vier O°-substituierten Purine (O6MG, O6Bg, 8ABG
und 4BTG), sowie deren Ethylglucoside (33, 34, 37, 39; Abbildung 3.1-17). Desweiteren
kamen das Ethylgalactosid (35) und das Propylglucosid (36) des O6BG, sowie das
Butylglucosid- des 8ABG (38) und des 4BTG (40) in die Testreihe. Die beiden Derivate des
4BTG wurden darlberhinaus auch in der noch geschitzten Form eingesetzt (26, 27;
Abbildung 3.1-14), ebenso die tetraacetylierte Vorstufe des Ethyl-Derivates des O6BG (21).
und das Glucose-Analogon des O°-Benzylguanosins (2-Amino-6-benzyloxy-N9-b-D-
glucopyranosidyl-purin).

4BTG und 8ABG depletieren die MGMT-AKktivitét schon bel einer Konzentration von 0,5
MM, O6BG zeigt bel 0,5 pM 50 % und bei 5 pM anndhernd 100 % MGMT-Inaktivierung.
O6MG ist bei beiden Konzentrationen unwirksam.

Die entsprechenden Glycoside verhalten sich analog. Das Ethylglucosid des O6MG (33) ist
bei 5 pM unwirksam, mit dem Ethylglucosid des O6BG (34) werden bel gleicher
Konzentration 5 % Hemmung erreicht. Das Ethyl-Galactosid (35), das geschiitzte
Ethylglucosid (21) und das Propylglucosid (36) des O6BG liegen mit 16 %, 15 % und 33 %
deutlich hoher. Fir die Glucoside des SABG und des 4BTG werden schon bei 0,5 uM Effekte
mefdbar, die konzentrationsabhangig ansteigen. Das Ethylglucosid des 8ABG (37) zeigt 14 %
(0,5 uM), bzw. 69 % (5 pM) Hemmung, das Butylglucosid (38) liegt mit 12 % (0,5 uM),
bzw. 33 % (5 uM) darunter. Das Ethylglucosid (39) sowie die beiden geschiitzten Glucoside
(26 und 27) des 4BTG sind die wirksamsten Konjugate. Sie hemmen die MGMT-Aktivitéat zu
37 % — 40 % bei 0,5 puM und zu mehr als 90 % bei 5 uM. Das Butylglucosid (40) des 4BTG
hemmt mit 18 % (0,5 uM) bzw. 71 % (5 uM) deutlich geringer.

Anhand der Ergebnisse lassen sich einige Kernaussagen treffen, die das weitere Vorgehen
bestimmten. Am wichtigsten scheint, dal3 eine Glycosidierung wie erwartet in jedem Falle zu
einer geringeren inhibitorischen Aktivitdt fuhrt und dald sich erhebliche Unterschiede
zwischen den einzelnen Purinen erkennen lassen.
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Tabelle 3.2-1 MGMT-Test an HelLaS3-Gesamtproteinextrakten nach Inkubation mit den angegebenen
Inhibitoren; n.d. = nicht durchgefuihrt. # Im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle (=100 % Wachstum).
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An den MGMT-Tests bel zwei Konzentrationen der MGMT-Inhibitoren kdnnen jedoch
lediglich Tendenzen erkannt werden. Um qualifiziertere Aussagen treffen zu kdnnen, mufdten
Messungen bei einer grofReren Anzahl von Konzentrationen durchgefiihrt werden. Der
Konzentrationsbereich der notwendig ist, um die ICso zu ermitteln, liefd sich anhand der ersten
Ergebnisse sinnvoll eingrenzen.

Die 1Csp wurden von den drei Purinen O6BG, 4BTG und 8ABG und den entsprechenden
Ethyl- bzw. Butylglucosiden bestimmt. Das O6M G wurde wegen der niedrigen Aktivitét nicht
berticksichtigt.
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Abbildung 3.2-2 ICsy [UM] der MGMT-Inhibitoren ermittelt an zellfreien Proteinextrakten von Hel aS3-Zellen
Mittelwerte ausn = 3.

Die Glucosidierung fuhrt wie ewartet in allen drei Féllen zu einem massiven
Wirkungsverlust. Keines der Glucoside ist wirksamer als das entsprechende O°-substituierte
Purin.

Die 1Cs wird im Falle der BABG-Derivate mit steigender Spacer-Lange grofer. Das
Ethylglucosid (37) besitzt eine ICso von 2 pM, das Butylglucosid (38) von 7 pM.
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Im Gegensatz dazu, zeigt das Butylglucosid (40) des BTG mit 0,45 uM eine niedrigere ICso
als das entsprechende Ethylglucosid (39) mit 0,68 uM. Die ICsy der Glucoside des 4BTG
liegen demnach in einem vergleichbaren Bereich wie die des O6BG (0,62 uM). Mit 38 nM
und 9 nM sind BABG und 4BTG jedoch noch deutlich wirksamer als deren Glucoside.
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Abbildung 3.2-3 |Csy [UM] der Glucoside des 4BTG ermittelt an zellfreien Proteinextrakten von Hel aS3-Zellen
Mittelwerte ausn = 3.

Im Folgenden wurde untersucht, ob durch weitere Kettenverlangerung des Spacers im Falle
des 4BTG eine noch bessere inhibitorische Aktivitét erreicht werden kann. Hierzu wurden das
Hexyl- (41), das Octyl- (42) und das Decylglucosid (43) des 4BTG synthetisiert und deren
| Cso nach gleichem Schema ermittelt.

Anhand Abbildung 3.2-3 ist ersichtlich, dal3 mit steigender Spacer-Lénge die 1Csp der
MGMT-Hemmung sinkt. Lediglich das Butylglucosid (40) und das Hexylglucosid (41)
weisen mit 0,45 UM eine identische 1Csy auf. Zwischen dem Hexylglucosid und dem
Octylglucosid (42) mit einer 1Cso von 0,032 pM findet sich ein beachtlicher Anstieg der
inhibitorischen Potenz. Die |Csy des Octyl- (42) und des Decylglucosid (43) liegen um Faktor
2,1 bzw. 2,0 Uber der des 4 BTG (0,009 pM). Die ICsp dieser beiden Glucoside liegen mit 32
nM (42), bzw. 30 nM (43) sehr nahe beieinander, woraus sich die Frage ergibt, ob mit dem
Decylglucosid ein Grenzwert erreicht wird oder ob eine weitere Steigerung der MGMT-

Inhibition durch Verléangerung des Spacers moglich ist. Es wurde ein weiteres Glucosid mit
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einem Dodecyl-Spacer synthetisiert, um dies im gleichen Testsystem zu untersuchen.
Dariiberhinaus wurde ein auf einem But-2-in-ol-Spacer beruhendess Glucosid eingesetzt, um
Auswirkungen von Mehrfachbindungen auf die Pseudosubstrat-MGMT-Interaktion zu
verstehen.
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Abbildung 3.2-4 |Cs, [UM] der Glucoside des 4BTG ermittelt an zellfreien Proteinextrakten von Hel aS3-Zellen
Mittelwerte ausn = 3.

Auch das Dodecylglucosid des 4BTG (44) besitzt eine ICso von 30 nM (Abbildung 3.2-4).
Durch die Kettenverléangerung des Spacers konnte keine weitere Aktivitétserhdhung erreicht
werden. Es scheint den Erwartungen entsprechend einen Grenzwert zu geben.

Die Dreifachbindung im But-2-in-1-olglucosid (45) bringt im Vergleich zu den Werten fur
das Butyl- (40, 1Cso = 0,45 uM) und das Hexylglucosid (41, ICso = 0,45 uM) des 4BTG eine
verbesserte | Csp von 0,25 pM.

Es ergeben sich zwei entscheidende Fragen aus diesen Ergebnissen: (1) Besteht ein
Zusammenhang zwischen der Struktur der MGMT-Inhibitoren und der biologischen Aktivitét
im MGMT-Test? (2) Ist dieser beziglich gewisser Molekileigenschaften quantifizierbar?
Mittels Molecular Modeling und QSAR wurde dies im weiteren ndher untersucht (Kapitel
3.4).
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3.2.2. MGMT-Test an HeLaS3-Zellen

Die an Zell-Extrakten gewonnen Daten sollten fir einige représentative Inhibitoren in der
Zellkultur verifiziert werden (siehe Kapitel 3.2.1). Hierzu wurden O6BG und dessen
Ethylglucosid (34), 8ABG und dessen Ethyl- (37) und Butylglucosid (38), sowie 4BTG und
dessen Ethyl- (39) und Octylglucosid (42) getestet. Der Ablauf des Zelltests ist in Kapitel 3.2
schematisch dargestellt. HeL aS3-Zellen werden hierzu fir 2 h mit den MGMT-Inhibitoren
inkubiert und anschlieRend die Rest-Aktivitdt der MGMT im Vergleich zur Kontrolle
ermittelt.

Wie aus Abbildung 3.2-5 ersichtlich, zeigen die Versuche insgesamt eine hohe
Reproduzierbarkeit (geringe Standardabweichungen) und machen nochmals den direkten
Zusammenhang zwischen Konzentration an MGMT-Inhibitor und MGMT-Hemmung
deutlich. Aus den Kurven, die sich aus den Einzelwerten bei bestimmten Konzentrationen fir
den jeweiligen Inhibitor ergaben (Abbildung 3.2-5), koénnen logarithmische
Regressionsgleichungen berechnet werden, anhand derer die | Cso-Werte ermittelt wurden.

Die Werte betragen fiir die O°-substituierten Purine 0,0037 pM (4BTG), 0,018 pM (8ABG)
und 0,065 pM (O6BG). Fur die Ethylglucoside berechneten sich ICso-Werte von 5,58 UM
(O6BG, 34), 2,79 UM (8ABG, 37) und 1,72 uM (4BTG, 39). Das Butylglucosid des 8ABG
weist eine 1Csp von 5,49 uM auf, das Octylglucosid des4BTG eine | Csp von 0,011 pM.

Es ergeben sich demnach &hnliche Verhdltnisse wie bel den Ergebnissen, die im
Gesamtproteinextrakt ermittelt wurden. Die O°-substituierten Purine steigen in der Aktivitét
vom O6BG uber 8ABG zum 4BTG. Die Glucoside sind alesamt weniger wirksam als die
entsprechenden nicht glucosidierten Inhibitoren. Fur die Ethylglucoside ergibt sich die gleiche
Reihenfolge wie fur die Purine:
0O6BG-Ethylglucosid (34) < 8ABG-Ethylglucosid (37) < 4BTG-Ethylglucosid (39).

Die Wirksamkeit nimmt mit Verléngerung des Spacers im Falle des 8ABG ab, das
Octylglucosid des 4BTG (42) weist jedoch eine deutlich hohrere Aktivitdt als das
Ethylglucosid auf (34).
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3.2.3. Unter suchungen an M eWo-, M eW Orgtes- UND M EW Orreso-ZEllEN

Die humane Melanomzellinie MeWo wurde aus einer Lymphknotenmetastase eines
Melanompatienten am Memorial Soan Kettering Cancer Center (New York) gewonnen.
Durch Dauerinkubation mit verschiedenen Zytostatika und Selektionierung wurden davon
chemoresistente Zellklone abgeleitet. Es konnten Klone mit verschiedenen Resistenzstufen
isoliert werden, die sich durch die Uberlebensfahigkeit bei einer definierten
Zytostatikakonzentration auszeichnen. Die hier verwendeten resistenten MeWo- (MeWOrotes
und MeWorqes0) Werden unter Standardkulturbedingungen kontinuierlich einer bestimmten
Fotemustin-Konzentration ausgesetzt [Kern et al. 1997], fur MeWOgqes 4 pg/ml Fotemustin
und fir MeWo0rotes0 40 pg/ml Fotemustin.

Gegenlber den nicht-resistenten MeWo-Zellen wurden bei beiden Klonen erhhte MGMT-
Spiegel festgestellt [Lage et a. 1999]. Um die Frage zu klaren, ob es méglich ist, die
Resistenz durch Hemmung der MGMT zu umgehen, wurden Versuche mit einer
gleichzeitigen Behandlung der Zellen mit MGMT-Inhibitoren und Fotemustin durchgefihrt.
Dabei wurde der Einflud von MGMT-Inhibitoren auf die Toxizitdt bel variierender
Fotemustin-Konzentration und bel variierender MGMT-Inhibitor-Konzentration untersucht.
Deswelteren interessierte, welcher der eingesetzten MGMT-Inhibitoren den grofdten Einflufd
auf die Uberlebensrate zeigt. Die Versuche sollten die klinische Situation simulieren und
demonstrieren, ob resistente Zellen durch DNA-Reparatur-Modulation resensibilisiert werden
kénnen. Alle Untersuchungen an MeéWo-, MeWo0rges- UNd MEWOpgeso-Z€llen wurden in
Zusammenarbeit mit der klinischen Kooperationseinheit for Dermato-Onkologie des
Deutschen Krebsforschungszentrum in Heidelberg durchgefiihrt.

3.2.3.1 Untersuchungen mit variierenden Fotemustin-Konzentrationen

Bel den Versuchen mit variierender Fotemustin-Konzentration sollte fur die drel Zellinien
MeWo, MeW Oroteso UNd MEWOrqes gezeigt werden, ob durch MGMT-Inhibition die Toxizitét
dieses monofunktionellen alkylierenden Agens moduliert werden kann.

Hierzu wurden die MGMT-Inhibitoren [10 uM] fur 2 h zugesetzt, um die MGMT-Aktivitét zu
depletieren. Nach anschliefender 3 stindiger Exposition mit einer Fotemustin-
Konzentrationsreihe wurden die Zellen 96 h unter Standardbedingungen in normalem
Medium kultiviert, bevor die Uberlebensraten im MTT-Test ermittelt wurden (siehe Kapitel
5.1.2.2). Neben unbehandelten Zellen als Kontrolle (entspricht 100% Uberleben) wurden
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Zellen nur mit MGMT-Inhibitor oder nur mit Fotemustin behandelt. Letztere dienten dazu,
eine Toxizitdt des MGMT-Inhibitor bei der eingesetzten Konzentration auszuschlief3en, bzw.
die Fotemustin-Toxizitét alleine im Vergleich zur Behandlung mit Fotemustin und MGMT-
Inhibitor betrachten zu kénnen. Aus den gewonnenen Daten errechnen sich die Fotemustin-
Konzentrationen, bei denen genau 25 % (= 1Cys), 50 % (= ICsp) und 75 % (= 1Czs) des
Zelwachstums gehemmt sind. Als Kennzahl fur den Einflufd der MGMT-Inhibition wird der
Quotient aus der 1Cs fur Fotemustin aleine und der 1Cs fur die Behandlung mit Fotemustin
und MGMT-Inhibitor gebildet, der sogenannte DMF (dose modifying factor). Der DMF |&f3t
erkennen, inwiefern die Resistenz durch MGMT-Inhibition umgangen werden kann, und
spiegelt die Potenz des Inhibitors wider (siehe Kapitel 3.2). Sowohl in diesen, als auch in den
Versuchen mit variierender MGMT-Inhibitor-Konzentration (siehe Kapitel 3.2.3.2) wurden
4BTG, dessen Ethylglucosid (39) und das Octylglucosid (42) eingesetzt.

3.23.1.1 Untersuchungen an der sensitiven MeWo-Zellinie

| Cos [pg/ml] 1C7s[ug/ml] 1Cso [pg/ml] DMF

Fotemustin 0,9 91,7 9,0 1 0,65 QQTG

(0,8-1,0) (86,6-96,8) (8,4-9,6)

Br /N P
Fotemustin + 4BTG® 17 1122 13,9 <HILK
(1322  (97,7-1268) (112-166)

39
Fotemustin 11 1274 11,6 1 1,75 @jo
Fotemustin + 39° 05 914 6.6 mN v

OH

J
42
Fotemustin 15 109,0 1215 1 0192 @_\O
(0,4-3,3) (76,5-161,5) (5,7-23,2) o

Fotemustin + 42° 18 110,2 13,6 % ﬁﬁ/w

(0,4-2,8) (712-1406) (51-200) | *

OH

Tabelle 3.2-2 1Cys, 1Cs, und 1Cys fiir Fotemustin und Fotemustin + MGM T-Inhibitor an MeWo-Zellen. O°-(4-
Bromothenyl)-guanin  (4BTG), 2-[O°-(4-Bromothenyl)-guan-9-yl]-ethyl-b-D-glucosid (39) und 8-[O°-(4-
Bromothenyl)-guan-9-yl]-octyl-b-D-glucosid (42) wurden mit 10 UM, Fotemustin mit neun Konzentrationen von
7,8 pg/ml bis 2 mg/ml eingesetzt. * Die Werte ergeben sich aus den logarithhhschen Regressionen der
Uberlebensraten gegen die Fotemustin-Konzentrationen. Sie reprasentieren die rechnerisch  ermittelten
Konzentrationen an Fotemustin, bel denen die Zellen um 25 % im Wachstum gehemmt sind (= 1Cys), bzw. 50 %
(= 1Cs0) und 75 % (= ICs). Mittelwert aus®n =2, °n =1 und ®n = 3.Maximalwerte in Klammern. DMF = ICs,
(Fotemustin) / 1Cso (Fotemustin + MGMT-Inhibitor).
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Die ermittelten 1Csp liegen im Bereich von 9,0 pg/ml — 12.5 pg/ml fur die Behandlung mit
Fotemustin und im Bereich von 6,6 pg/ml — 13,9 ug/ml fir die Behandlung mit Fotemustin
und MGMT-Inhibitor. Die ICys variieren von 0,9 pg/ml - 1,5 pg/ml, bzw. 0,5 pg/ml — 1,8
pg/ml und die ICss von 91,7 pg/ml — 127,4 pg/ml, bzw. von 91,4 pg/ml — 112,4 pg/ml

(Tabelle 3.2-2). 1Cys, 1Cso und 1C75 weisen bei allen Versuchen nur geringe Abweichungen
auf.

Die daraus errechneten DMF-Werte liegen bei 0,65 fur 4BTG, 1,75 fur 39 und 0,92 fur 42.
Zahlenwerte um 1 lassen erkennen, dal3 die ICso flr Fotemustin weitestgehend der 1Cs, bel
Behandlung von Fotemustin und MGM T-Inhibitor entspricht. Durch MGM T-Hemmung wird
demnach keine Sensibilisierung erreicht.

Auch bei Betrachtung der Uberlebenskurven wird deutlich, da keine Erhéhung der Toxizitét
durch zusétzliche MGMT-Inhibition erreicht werden kann (Abbildung 3.2-7). Obwohl die
Einzelmessung mit 39 (Tabelle 3.2-2) fur eine um Faktor 1,75 erhohte Toxizitét zu sprechen
scheint, ist dies wahrscheinlich auf systematische Schwankungen zurickzufiihren, die mit
MeWo-Zéellen oftmals zu beobachten sind.
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Abbildung 3.2-6 Exemplarische Darstellung der Uberlebenskurven von MeWo-Zellen. Die Zellen wurden mit
Fotemustin fir 3 h oder mit 42 fir 2 h und anschlie3end mit Fotemustin fir 3 h behandelt. Nach Inkubation fir
weitere 96 h mit normalem Medium wurden die Uberlebensraten mit dem MTT-Test ermittelt. Mittelwerte aus n
=4 +/- SD. Der markierte Bereich des Diagramms ist im Ausschnitt vergréfiert dargestelIt.
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3.23.1.2. Unter suchungen an der resistenten MeW0gqes-Z€llinie
| Cos [pg/ml] | C7s[pg/ml] | Cso [pg/ml] DMF
Fotemustin 16,8 2654 66,7
15,51
Fotemustin+42 03 68,1 4,3

Tabelle 3.2-3 I Cys, | Cso und 1C5 flir Fotemustin und Fotemustin + 42 an MeW0gqes-Z€llen. Details siehe Tabelle
3.2-2. DMF = ICs (Fotemustin) / | Cs (Fotemustin + MGMT-Inhibitor).

MeW orqes-Z€llen lassen sich im Gegensatz zur Ursprungszellinie sensibilisieren. Sowohl die
IC2s mit 16,8 pg/ml als auch die 1Csp mit 66,7 pg/ml und die 1C75 mit 265,7 pg/ml werden
deutlich durch den Zusatz von 8-[O°-(4-Bromothenyl)-guan-9-yl]-octyl-b-D-glucosid (42)
gesenkt.

Die Werte nach der Behandlung mit beiden Substanzen liegen bel (=ICys) 0,3 pg/ml (=IC2s),
4,3 pg/ml (=1Csp) und 68,1 pg/ml (=ICzs), womit eine mit den sensitiven MeWo-Zellen
vergleichbare Toxizitét des Fotemustin wiederhergestellt ist.

3.2.3.1.3. Untersuchungen an der resistenten MeWO0goieq0-Z€llinie
| Cos [pg/ml]  1Crspg/ml] | Cso[pg/ml] DMF
Fotemustin 82,6 613,0 218,5 1,82
(21,7-1434)  (404,7-821,3) (93,7-343.2)
Fotemustin + 4BTG? 375 402,2 119,9
(17,2-57,8)  (347,6-456,7) (77,4-162,4)
Fotemustin 1442 2760,6 630,8 l 221
(38,9-249,5)  (807,5-4713,7) (177,2-1084,4) d
Fotemustin + 39° 60,1 1367,6 285,1
(435) (733,2-2001,9) (178,6-391,5)
Fotemustin 48,5 637,3 175,4 1 177
(36,1-635)  (386,2-816,7) (180,4-227.8)
Fotemustin + 42° 231 4274 99,2
(101-332)  (221,2-577,8) (47,3-1386)

Tabelle 3.2-4 Bestimmung der 1Cys, ICso und 1C75 flr Fotemustin, bzw. Fotemustin plus MGMT-Inhibitor an
MEWOrqeo-Z€llen. Details siehe Tabelle 3.2-2. Mittelwert aus 2n = 2, °n = 3.Maximawerte in Klammern.
DMF = ICy, (Fotemustin) / 1Csy (Fotemustin + MGMT-Inhibitor).
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Es ist zu beobachten, dal3 die MeWOoOrgeso-Zellen nach Behandlung mit Fotemustin und
MGMT-Inhibitor sensibler reagieren as nach Fotemustin alleine.

Die sich daraus ergebenden DMF-Werte liegen bei 1,82 fur 4BTG, 2,21 fur 39 und 1,77 flr
42. Obwohl diese Werte gering scheinen, zeigen die absoluten Differenzen der 1C-Werte fir
die Fotemustin Behandlung im Vergleich zur den 1C-Werten der Doppelbehandiung eine
deutliche gesteigerte Toxizitéat.

3.2.3.2. Untersuchungen mit variierenden MGMT-I nhibitor-Konzentrationen

Aus den Daten in 3.2.3.1 war zu erkennen, dal3 bei den Fotemustin resistenten MeW Oggtes-
und MeWOrgeso-Z€ellen durch Behandlung mit Fotemustin und MGMT-Inhibtoren eine
Erhohung der Toxizitdt gegenuiber der Behandlung mit Fotemustin alleine zu beobachten war.
Im weiteren war es von Interesse, die Konzentrationsabhangigkeit auch in Bezug auf den
MGMT-Inhibitor zu zeigen, um Aussagen beziglich der Qualitét der synthetisierten MGMT-
Inhibitor-Glucoside treffen zu kénnen.

Im ersten Versuch wurden MeWo und MeWoOgqeqo mMit 150 pg/ml Fotemustin behandelt und
die MGMT-Inhibitoren O°-(4-Bromothenyl)-guanin (4BTG), sowie dessen Ethylglucosid
(39) und das Octylglucosid (42) eingesetzt. Der Konzentrationsbereich lag zwischen 0,375
MM und 100 pM.

Im zweiten Versuch wurden die Konzentrationen auf 0,019 pM bis 5 pM der MGMT-
Inhibitoren erniedrigt, um den sinnvollen Bereich weiter einzugrenzen.

Als Kontrollen dienten wie in 3.2.3.1 unbehandelte Zellen und Zellen, die nur mit Fotemustin
behandelt wurden. Desweiteren wurde eine Kontrolle nur mit den entsprechenden
Konzentrationen des MGMT-Inhibitors ohne Fotemustin behandelt, um daran die
Eigentoxizitét dieser Substanzen zu bestimmen (siehe Kapitel 5.1.2.2).

3.2.3.2.1. Toxizitat der MGMT-Inhibitoren

Die verwendeten MGMT-Inhibitoren sind in den verwendeten Konzentrationen bis 5 pM
nicht toxisch (Tabelle 3.2-5). Die Mittelwerte liegen teilweise unter 100 %, doch wird
aufgrund der Standardabweichungen deutlich, dal3 kein signifikanter Unterschied zu den
Kontrollen besteht.

Die Uberlebensraten der MeWo-Zellen in Abbildung 3.2-8 zeigten, dal3 auch in hoheren
Konzentrationen bis 100 pM keine Hemmung des Zellwachstums durch einen der MGMT-
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Inhibitoren zu erkennen ist. Die Mittelwerte der Uberlebensraten liegen im Bereich bis 100
UM bei 85,6 % (+/- 14,5) fur 4BTG, bei 89,7 % (+/- 10,5) fur 39 und bei 102,9 % (+/- 16,0)
far 42.

Uberlebensrate [%]?

mg’t\ﬂ;r Zellinie Inhibitor-Konzentration [M] Mittelwert  SD

0,019 0,039 0,078 016 031 062 125 25 5

4BTG MeWo 106 100 99 98 %8 92 93 98 9 98,1 (10,1)
4BTG MeWOrgen 90 105 112 108 101 101 101 110 121 105,4 (19,4)

4BTG MeWOrqeso 111 97 101 101 104 102 93 103 114 103.0 (10,3)

39 Mewo 90 94 115 97 77 90 91 86 100 93,4 (13,5)
39 MeWOrpes ~ 101 104 107 106 93 97 99 99 91 99,6 (8,9)
39 MeWOryeso 114 106 108 101 103 106 101 110 114 107,1 (13,8)
42 MeWo 9% 97 88 84 9 87 94 98 104 93,6 (8,3)
42 MeWOrgen 94 93 90 83 91 92 91 94 99 91,9 (10,5)
42 MEWOreao 94 04 88 90 92 08 86 95 106 93,6 (7.8

Tabelle 3.2-5 Mit dem MTT-Test ermittelte Uberlebensraten den MGM T-Inhibitoren 4BTG, 39 und 42. Die
Zellen wurden 5 h mit dem MGMT-Inhibitor inkubiert und anschlieffend fur 72 h kultiviert. Angabe des
Mittelwertes +/- SD aus den angegebenen Uberlebensraten der einzelnen MGMT-Inhibitor Konzentrationen. 2
Mittelwerte der Uberlebensraten aus n = 4.
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3.2.3.2.2. Untersuchungen an der sensitiven MeWo-Zellinie
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Abbildung 3.2-7 Darstellung der Uberlebensraten von MeWo-Zellen nach Behandiung mit verschiedenen
Konzentrationen von A: 4BTG, B: 39 und C: 42. Die Zellen wurden mit 150 pg/ml Fotemustin fir 3 h, mit
MGMT-Inhibitor fir 5 h, oder mit dem MGMT-Inhibitor fir 2 h und anschlief3end mit Fotemustin 150 pg/ml fr
3 h behandelt. Nach Inkubation firr weitere 72 h wurden die Uberlebensraten mit dem MTT-Test ermittelt.
Angegeben ist der Mittelwert ausn =4 +/- SD.

Betrachtet man die Uberlebensraten von MeWo-Zellen nach Behandlung mit den MGMT-
Inhibitoren und Fotemustin im Vergleich zur Uberlebensrate fir die Behandlung mit
Fotemustin alleine, ist das gleiche Ergebnis wie in den Versuchen mit variierender
Fotemustin-Konzentration erkennbar (Abbildung 3.2-7).
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Die Fotemustin-Toxizitét wird durch MGMT-Inhibition nicht moduliert. Die mittleren
Uberlebensraten aller Werte differieren nur unwesentlich vom Mittelwert der Uberlebensraten

mit Fotemustin.
Auch fur die hohen Konzentrationen von bis zu 100 pM der MGMT-Inhibitoren kann keine
erhdhte Hemmung des Zellwachstums festgestel |t werden.

3.2.3.2.3. Unter suchungen an der resistenten MeW0gqes-Z€llinie
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Abbildung 3.2-8 Darstellung der Uberlebensraten von MeWorqes-Z€llen nach Behandlung mit verschiedenen
Konzentrationen von A: 4BT G, B: 39 und C: 42. Details siehe Abbildung 3.2-7.
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Durch Behandlung mit MGMT-Inhibitor und Fotemustin werden fir resistente MeWOgqtes-
Zellen niedrigere Uberlebensraten im Vergleich zur Behandlung mit Fotemustin alleine
gemessen.

Mit 4BTG wird die Uberlebensrate der Fotemustin-Kontrolle (71,6 % +/- 6,6 %) auf
durchschnittlich 43,8 % +/- 10,8 % gesenkt. Eine Konzentrationsabhangigkeit ist im Bereich
bis 0,019 uM 4BTG nicht zu erkennen.

Die Behandlung mit 42 und Fotemustin fihrt zu einem mittleren Zellwachstum von 43,7 %
+/- 7,4 % gegeniiber einer Uberlebensrate von 67,2 % +/- 8,0 % der Fotemustin-Kontrolle.
Die Steigerung der Toxizitét wird auch bei den niedrigsten Konzentrationen von 0,019 pM 42
noch erreicht.

Durch die Doppelbehandiung mit 39 wird die Uberlebensrate nach Behandlung mit
Fotemustin aleine (= 67,1 % +/- 7,0 %) bei 5 uM, 2,5 pM und 1,25 pM des MGMT-
Inhibitors auf Uberlebensraten von durchschnittlich 43,1 % +/- 2,3 % gesenkt.

Wie auch bel den MeWorqeso (Abbildung 3.2-9) ist bei den geringeren Konzentrationen von
39 ein langsamer Anstieg der Uberlebensraten zu erkennen. Die Mittelwerte liegen bei 52,9 %
mit 0,63 pM 39, bei 54,3 % mit 0,31 uM 39, bei 58,9 % mit 0,16 uM 39 bis zu 66,4 % mit
0,08 uM 309.

3.2.3.24. Untersuchungen an der resistenten MeWO0rgqteso-Z€llinie

Auch auf die MeWOrgeso-Z€llen hat die Inhibition der MGMT einen deutlichen Einflul3
(Abbildung 3.2-9).

Vergleicht man die Uberlebensraten von MeWOrqeo-Z€llen nach der Behandlung mit 4BTG
(A) oder 42 (C) und Fotemustin mit der Toxizité von Fotemustin alleine, so zeigt sich, dal3
die Doppelbehandlung bel allen Konzentrationen zu einer erhthten Hemmung des
Zellwachstums fuhrt.

Wahrend die Werte der Fotemustin-Kontrollen bei 87,7 % +/- 11 % (4BTG), bzw 84,9 % +/-
4,9 % (42) Zelwachstum liegen, werden fur die Behandlung mit Fotemustin und MGMT-
Inhibitor Uberlebensraten von durchschnittlich 54,7 % +/- 7,6 % (4BTG), bzw. 55.0 % +/- 7,8
% (42) gemessen.

Fir 4BTG ist ab 0,04 uM keine weitere Verbesserung des Effekts bei ansteigender
Konzentration zu erkennen. Bei 42 liegt diese Grenze bei 0,08 uM. Im Gegensatz dazu wird
fir 39 erst ab 1,25 pM 39 der maximale Effekt der Steigerung der Fotemustin-Toxizitét
beobachtet. Bei der Behandlung mit 39 und Fotemustin werden fur 1,25 pM, 2,5 M und 5
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UM 39 Uberlebensraten von 63,5 % +/- 6,3 %, gegeniiber 92,7 % +/- 5,9 % der Fotemustin-
Kontrolle erzielt. Von 0,63 uM bis 0,8 uM 39 steigen die Werte auf tber 85 % und liegen
auch bel weiterer Verdinnung des MGMT-Inhibitors im Bereich der reinen Fotemustin-
Toxizitdt. Es werden demnach mindestens 1,25 pM 39 benttigt, um die MGMT-AKktivitét

wirksam zu unterbinden und einen maximalen Effekt zu erzielen.
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Abbildung 3.2-9 Darstellung der Uberlebensraten von MeWo0Oryes0-Z€llen nach Behandlung mit verschiedenen
Konzentrationen von A: 4BTG, B: 39 und C: 42. Details siehe Abbildung 3.2-7
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3.3. Eigenschaften der MGMT-Inhibitoren

Das Anwendspotential von Wirkstoffen wird mitunter mal3geblich durch deren Stabilitét
gepragt. Aus diesem Grund wurden 8-[O°-(4-Bromothenyl)-guan-9-yl]-octyl-R-D-glucosid
(42) und 2-[O°-(4-Bromothenyl)-guan-9-yl]-ethyl-B-D-glucosid (39) exemplarisch auf deren
physikochemische Haltbarkeit in wéldrigen Lésungen untersucht. Es sollte demonstriert
werden, dal’ die Substanzen unter den Bedingungen der verwendeten in vitro Testsysteme und
der Zellkultur ausreichend stabil sind. Auch wenn die Versuche nicht die Komplexitét eines
biologischen Systems widerspiegeln, liefern solche Daten auch erste Anhaltspunkte fur das
Verhaten in vivo.

3.3.4. Stabilitatsunter suchungen in waldrigen L dsungen

Die Stabilitétsuntersuchungen sollten mittels HPLC-Untersuchungen nach einem
vorgegebenem Zeitschema durchgefihrt werden.

Um die Leistungsfahigkeit des analytischen Systems unter Beweis zu stellen, wurden eine
Reihe von Vorversuchen durchgefiihrt, in denen die Linearitdt und Reproduzierbarkeit des
HPLC-Systems gepruft wurden. Hierbei wird gefordert, dal3 fur die Retentionszeit und die
Integrale der UV-Detektorsignale bei gleichbleibenden Bedingungen in mehreren Messungen
identische Ergebnisse erhalten werden. Desweiteren wurden fir unterschiedliche
Aufgabemengen die Integrale der Flachen der Detektorsignale graphisch gegen die
Aufgabemengen dargestellt. Die Beziehung der beiden Grof3en sollte linear sein, mit einem
Korrelationskoeffizient grofRer als 0,990. Um die Aufgabemengen zu variieren wurden
verschiedene Volumina einer Konzentration, sowie ein definiertes Volumen verschiedener
K onzentrationen gemessen.

Wie man anhand Abbildung 3.3-1 erkennen kann, wurden die Forderungen an das System
erfullt. Der lineare Zusammenhang ist sowohl fur die Aufgabe verschiedener Volumina einer
Konzentration, as auch die Aufgabe eines konstanten Volumens einer Konzentrationsreihe
gezeigt worden. Die Korrelationskoeffizienten liegen mit 0,9997 und 0,9958 nahe dem
Idealwert. Die Retentionszeiten wichen bei alen Messungen (n > 30) nur um +/- 0,06 s um
den Mittelwert ab und qualifizieren demnach das System zur Verwendung fir die
Stabilitétsmessung. Auch fir das Octylglucosid (42) zeigte sich die Analysemethode als
geeignet.
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Abbildung 3.3-1 Validierung des HPLC-Systems firr die Stabilitatsmessungen von 2-[O°-(4-Bromothenyl)-
guan-9-yl]-ethyl-R-D-glucosid (39). A: Aufgabe von 5 pl, 10 pl, 15 pl und 20 Wl einer 1 mg/ml Losung. B:
Aufgabe von jeweils 20 W folgender Ldésungen: 0,25 mg/ml; 0,125 mg/ml; 0,061 mg/ml; 0,031 mg/ml.
Mittelwerte ausn = 3, +/-SD. A:r=0,9997; B: r = 0,9958.

Der Versuchsaufbau wurde im folgenden fir ale Untersuchungen standardisiert. Die
Substanzen wurden in Phosphat-Puffer (pH 6,0 oder pH 7,4), oder Zellkulturmedium bei
37 °C in sterilen Behdtnissen inkubiert. Die Quantifizierung erfolgte mittels HPLC durch
direkte Aufgabe der Proben und Auswertung der Signalflachen gegen die Zeit. Um ein
représentatives Ergebnis zu erhalten wurden drei unabhangige Messreihen durchgefiihrt. Aus
jeder Mef¥rethe wurde jede Probe dreimal vermessen und die Resultate graphisch dargestellt.
Anhand der Regressionsgleichungen wurden zur besseren Vergleichbarkeit die Zeiten
bestimmt, bei denen theoretisch noch 90 % der Probe intakt sind (T o), bzw. 50 % (T2 =
Halbwertszeit). Im Falle von 42 wurde aus folgendem methodischen Grund das Verhdtnis der
Flache des Signals bei 7,3 min und des Integrals des Signals bel 3 min aufgetragen. Die
Qualifizierung des HPLC-Systems erfolgte mit Ldsungen hoherer Konzentration von 42 in
Methanol und brachte sehr gute Ergebnisse. Die Messungen der wéaldrigen Ldsungen von 42
bei 0,1 mg/ml waren hingegen nicht ausreichend reproduzierbar, wahrscheinlich wegen einer
zu geringen Lodlichkeit nach dem Auftauen der Proben. Weder durch verénderte
Probenvorbereitung (Zentrifugation, Ultrafiltration) noch durch eine Verringerung der
Konzentration um den Faktor 10 konnte das Problem gelost werden, weshab sich die
graphische Auswertung des Signal verhdtnisses (Signalflache 7,3 min / Summe Signalfléche 3

min) als sinnvoller Weg zur Berechnung von Tggy, Und Ty, erwies.
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Signalflachen [mAU x g
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Abbildung 3.3-2 Stabilitdtsmessung von 39 (c® = 0,1 mg/ml) in Phosphat-Puffer pH 6,0 bei 37°C bel 0,5 h, 1 h,
2h,4h, 8h, 24 h. Mittelwert ausn =3 +/- SD. r = 0,9878.

MGM T-Inhibitor Ty Toow *
ﬁ?\o
9 . @I%“ 43h 0,63h

- J
%N P (4,0h—-4,9h) (0,6h-0,7h)

OH

TN

Eee s 31,4h 4.8h

42
% /\/\/\/V (24,2h—39,8 h) (3,7h-61h)

o

Tabelle 3.3-1 Ergebnisse der Stabilitdtsmessung von 39 und 42 bel 37°C in Phosphat-Puffer pH 6. # T 1, (T o)
entspricht der Zeit, zu der 50 % (90 %) intakte Ausgangssubstanz vorliegen. Berechnet aus den
Regressionsgleichungen der Funktionen [Zeit] gegen [Signafléche (intakte Substanz)] 39 und [Zeit] gegen
[Signalflache (intakte Substanz) / Fléache des Signals bei 3 min] 42. Mittelwerte aus n = 3; niedrigster und
hdchster Wert (in Klammern).

Die Ergebnisse fur beide MGMT-Inhibitor-Glucoside sind in Tabelle 3.3-1 zusammengefalit.
Bel pH 6,0/ 37 °C weist 42 eine Tgo von 4,8 h und eine Ty, von 31,4 h auf. Fur 39 liegen die
Zeiten mit durchschnittlich 0,63 h und 4,8 h deutlich niedriger.

Die Messungen bel physiologischem pH-Wert 7,4 / 37 °C erfolgten Uber den Zeitraum einer
Woche, da davon auszugehen war, dal3 im Vergleich zu pH 6,0 langere Halbwertszeiten
ermittelt werden. Die Probenentnahme erfolgte dementsprechend bei t =0,5h, 1 h,2h, 4 h, 8

h, 24 h, 48 h, 72 h, 168 h.
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Signalflachen [mAU x g

0 12 24 3 48 6 72 8 9% 108 120 13 144 156 168
Zeit [h]

Abbildung 3.3-3 Stahilitédtsmessung von 39 (c® = 0,1 mg/ml) in Phosphat-Puffer pH 7,4 bei 37°C bei 0,5 h, 1 h,
2h,4h, 8h, 24 h. Mittelwert ausn =3 +/- SD. r = 0,9899.

Die Ergebnisse fur das 39 und 42 lassen erkennen, dal3 die Verbindungen bei pH 7,4/ 37 °C
in wal¥iger Losung sehr stabil sind (Abbildung 3.3-3; Tabelle 3.3-2).

39 weist eine T12 von 85,7h auf und eine Tgogy, VOn 13,0 h. 42 besitzt deutlich hthere Werte
mit einer Ty, von 710,6 h und einer Tgoe, vVon 108,0 h.

Beide Substanzen sind demensprechend fur die in vitro Inkubationen des MGMT-Tests am
Gesamtproteinextrakt geeignet (siehe Kapitel 3.2.1).

MGM T-Inhibitor T2 Toow
J U
o i ad 85,7 h 13,0 h
39 %Qﬁ* (73,7h—92,4h) (11,2h—14,0h)
YN
42 (L, 710,6 h 1080 h

4 /\/\/\/V : (495,1 h—866,4 h) (75,2h-131,7h)

HO o
OH

Tabelle 3.3-2 Ergebnisse der Stabilitdtsmessung von 39 und 42 bei 37°C in Phosphat-Puffer pH 7,4. Details
siehe Tabelle 3.3-1. Mittelwerte aus n = 3; niedrigster und héchster Wert (in Klammern).

Zur Bewertung der MGMT-Tests an intakten HeLaS3-Zellen und den Untersuchungen an
MeWO-Zellen waren Stabilitétsversuche in Zellkulturmedium notwendig (siehe Kapitel 3.2.2
und 3.2.3).
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Die Messungen erfolgten nach dem gleichen Zeitschema wie fir die Experimente in
Phosphatpuffer pH 7,4. In Vorversuchen zeigte sich, dal3 die Proben direkt auf die HPLC
gegeben werden konnen, wobei eine Vorsdule die Hauptsaule schiitzt. Alle Messungen (Uber
500 HPLC-L&ufe) konnten mit einer Saule und einer Vorsdule durchgefuhrt werden , ohne
dali3 grof3ere Probleme auftraten.

MGM T-Inhibitor T2? Toow °
J U
o A 1729 h 26,3 h
39 %Qﬁ* (154,0 h—182,4 h) (234h—-27,7h)
Yy
49 Eee s 1636,6 h 252,1h

% NJW (577,6 h—3465,7 h) (87,8 —536,8 h)

Tabelle 3.3-3 Ergebnisse der Stabilitdtsmessung von 39 und 42 bei 37°C in RPMI-V olImedium mit Zusatz von 5
% Fotalem Kélberserum. Details siehe Tabelle 3.3-1. Mittelwerte aus n = 3; niedrigster und héchster Wert (in
Klammern).

Sowohl 42, als auch 39 sind unter den Inkubationsbedingungen mit Zellkulturmedium sehr
stabil.

39 zeigt nach einem Tag noch Werte um 90 % der anfanglich eingesetzten Konzentration und
nach einer Woche noch durchschnittlich tber 50 % unmodifizierte Substanz. Die Mittelwerte
aus drei Messungen liegen fr die T2 bel 172,9 h und die Tooy, bei 26,3 h.

42 zeigt deutlich hthere Werte und scheint in Medium fast keiner Degradation unterworfen zu
sein. Der extrapolierte Mittelwert der Ty, liegt bel 251,1 h und der T/, bel 1636,6 h.

3.3.5. b-Glucosidase-Stabilitat der MGMT-Inhibitoren

Auch die Stabilitét gegentiber b-Glucosidasen sollte fur die zwei MGMT-Inhibitoren 39 und
42 exemplarisch untersucht werden. Die Auswahl erfolgte zum einen, aufgrund der sehr
unterschiedlichen sterischen und lipophilen Eigenschaften beider Substanzen und zum
anderen da 39 und 42 am vielversprechendsten fur eine therapeutische Anwendung

erschienen.
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Als Testenzym wurde eine aus Mandeln (Prunus amygdalarum, Rosaceae) gewonnene [3-
Glucosidase verwendet, die kommerziell erhdltlich ist (Sgma, Deisenhohen: G4511; E
3.2.1.2.1).

Bel den b-Glucosidasen handelt es sich um eine Gruppe von Hydrolasen, die in der Lage sind
b-glucosidische Bindungen zu spalten. b-Glucoside kommen ubiquitér in alen Organismen
vor und weisen grofe strukturelle und funktionelle Analogien auf, weshalb die Verwendung
einer pflanzlichen b-Glucosidase als sinnvolles Modell dient [Conn 1993; Seker 1998].

Die Firmenangabe zur Aktivitét ist 22 U/mg Protein bel pH 5, wobei 1U der Freisetzung von
1 pmol/min des Aglykons entspricht. Die verwendete Enzym-Losung wurde auf eine
theoretische Aktivitét von 1U/100ul eingestellt. Wegen des pH Optimums der b-Glucosidase
bei pH 5 sollten die Versuche bei mdglichst niedrigem pH-Wert durchgefiihrt werden
durchgefiihrt werden. Da die Stabilitét bel pH 6 zuvor bestimmt wurde, sollte die Aktivitét
des Enzyms unter diesen Bedingungen bestimmt werden. Als Vergleichssubstanz zur
Bestimmung der enzymatischen Hydrolyse dient 4-Nitrophenyl-3-D-glucosid (4-NPG).

In mehreren Versuchsreihen bei variierenden Enzymkonzentrationen und variierenden 4-
NPG-Konzentrationen konnte bei pH 6 die Freisetzung des Aglykons des 4-NPG anhand der
Extinktionszunahme bel 420 nm im Photometer gezeigt werden. Da in erster Linie von
Interesse war, ob die synthetisierten MGMT-Inhibitor-Glucoside potentielle Substate fir b-

Glucosidasen darstellen, wurde die Hydrolyserate nicht quantifiziert.

S
U
o </Nfi
HO

OH

Hydrolyseprodukt
von 39

. < 39

20min 10 5 3 2 1 30s 15s Startlinie

Abbildung 3.3-4 Dinnschichtchromatographie einer Inkubation von 39 (99 W; ¢® 1,93 mg /ml) mit 1 pl b-
Glucosidase Losung (c® = 1,15 mg Protein / 2,53 ml Phosphat-Puffer pH 6) bei Raumtemperatur. Laufmittel:
Chloroform/Methanol 5/1. Detektion mittels Cer-M olybdan-Sprihreagens.
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In ersten Versuchen wurden Lésungen der MGMT-Inhibitoren mit verschiedenen
Konzentrationen der -Glucosidase inkubiert. Die Detektion der Freisetzung des Aglykon
erfolgte per DC. Auf dem Kieselgel der DC-Platte wurde die Reaktion direkt nach dem
Aufbringen durch Lufttrocknung der wéldrigen L 6sungen unterbrochen.

Die Zeitabhéngigkeit der Reaktion wurde im weiteren mittels HPLC genauer quantifiziert
(Abbildung 3.3-5 A).
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Abbildung 3.3-5 A: Enzymatische Spaltung von 39 mit einer Mandel-b-Glucosidase hach 0,5 min, 1 min, 2 min,
3 min, 4min, 5 min, 10, min, 15 min und 20 min. Auswertung der Signalverhdltnisse bel 7 min im Verhdltnis
zum Produktsignal bei 3,5 min. Mittelwerte aus n= 3 +/- SD. B: M S (ESI)-Spektrum des 20 min Wertes.

Anhand Abbildung 3.3-5 A wird deutlich, dal3 die maximale Geschwindigkeit der Hydrolyse
von 39 wéhrend der ersten 4 min vorliegt und die Reaktion nach 10 min eine S&ttigung zeigt.
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Um das entstehende Produkt zu identifizieren wurde eine Probe des 20 min —-Wertes mittels
Massenspektrometrie (ESI) analysiert (Abbildung 3.3-5 B). 39 mit einer Molmasse von 532
konnte nicht mehr detektiert werden, wohingegen as Hauptsignal das Hydrolyseprodukt zu
erkennen ist (M, = 370).

Die Identifizierung des Produktes der Reaktion der b-Glucosidase mit 42 muf3te aufgrund der
niedrigen Wasserl6slichkeit von 42 nach einem modifizierten Schema erfolgen. Hierzu wurde
eine Probe 42 mit einer Konzentration von 10 mg/ml in DM SO vorgeldst und in Phosphat-
Puffer pH 6,0 verdinnt, bevor die b-Glucosidase zugesetzt wurde. Das Gemisch wurde mit
Chloroform unterschichtet und sehr vorsichtig gertihrt. Nach einer Stunde wurden die Phasen
getrennt, das Losungsmittel entfernt und die Ricksténde der organischen Phase mittels ESI
anaysiert. Das Spektrum (Abbildung 3.3-6) |&% erkennen, da3 auch hier das
Hydrolyseprodukt detektiert werden kann. Im Vergleich zu 39 scheint jedoch ein geringerer
Anteill des Produktes zu entstehen, da das Signal des Glucosides 42 weiterhin im
Gesamtspektrum des ESI zu erkennen ist. In Abbildung 3.3-6 ist zur Verdeutlichung nur der
Ausschnitt von 400 bis 500 m/ dargestellt.
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[Mg +H]* [Mg +H]*
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Abbildung 3.3-6 ESI-Spektrum der Hydrolyseprodukte von 42 nach Inkubation mit der Mandel-b-
Glucosidase
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3.4. Molecular Modeling der MGM T-Inhibitoren

Aus den in vitro Experimenten der MGMT-Inhibitoren ergaben sich enige interessante
Fragestellungen, die mittels Molecular Modeling naher untersucht werden sollten. Der
Ausdruck Molecular Modeling beschreibt “die Berechnung, Darstellung und Bearbeitung von
dreidimensionalen Molekdilstrukturen und ihren physikochemischen Eigenschaften® [Bohm et
al. 1996]. In dieser Arbeit kamen verschiedene Methoden aus dem breiten Spektrum der
Moglichkeiten des Molecular Modeling zur Anwendung. Es wurden geometrische Parameter
der MGMT-Inhibitoren mittels Molekildynamik-Smulationen berechnet, um dami einen
Molekulvergleich durchzufuhren (Kapitel 3.4.1). Mit Hilfe eines Protein-Homologiemodells
(Kapitel 3.4.2) und spdter einer Kristalstruktur wurden die Protein-Ligand-
Wechselwirkungen der MGMT-Inhibitoren mit der MGMT untersucht (Kapitel 3.4.3).

Bei alen Berechnungen wurden die Glucoside des O°-(4-Bromothenyl)-guanins betrachtet
(39 — 45), da das Purin und das Monosaccharid in alen Féllen gleich sind, so daf3
Unterschiede der biologischen Aktivitét auf die variierenden Spacer zurtickzufihren sind.

Die Untersuchungen wurden in Zusammenarbeit mit Dr. C.W. von der Lieth der Molecular
Modeling Gruppe der Abteilung Zentrale Spektroskopie des DKFZ durchgefihrt.

34.1. Bestimmung der QSAR bezogen auf den Abstand Glucose-Purin

Die Unterschiede der Potenz der MGMT-Inhibitor-Glucoside (39 - 45) im MGMT-Test am
Gesamtproteinextrakt zeigten eine Beziehung zwischen der Spacer-Lénge und der MGMT-
Hemmung. Mit steigender Spacer-Lange nahm die biologische Aktivitét der Verbindungen
deutlich zu. Da der Spacer den Abstand zwischen Purin und Glucose vermittelt, sollte im
folgenden fur jede Struktur die mittlere Distanz der beiden Molekiilteile berechnet werden,
um diese dann in Relation mit den entsprechenden | Cso-Werten zu setzen. Wegen der hohen
Flexibilitét der Alkyl-Spacer ist es notwendig, mogliche Faltungen des jeweiligen Molekils
zu berlcksichtigen. Aus diesem Grund wurden Molkildynamiksimulationen mit expliziten
Wassermolekiilen zum Abtasten des konformationellen Raums, den die jeweiligen Molekile
einnehmen konnen, durchgefihrt.

Im Programm HyperChem (Hypercube Inc.419 Phillip Street, Waterloo, Ont. N2L3X2,
Canada) wird eine Startkonformation jeder Strukur generiert. Zur Berechnung der mittleren
Absténde der Molekile wurden zwel Pseudoatome im Zentrum des Purin-Ringsystems und
im Zentrum des Glucopyranose definiert (A, Abbildung 3.4-1). Die Dateiformate werden in
Babel umgewandelt, so dal3 diese von Insight II (MSI, Biosym, 9685 Scrabton Road, San
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Diego, Cdlifornia, USA, 92121-3752) gelesen werden kénnen und in einer tetragonalen Box
[50 x 40 x 50 A] plaziert, die mit 2740 Wassermolekiilen gefiillt ist. Das Molekiil bewegt sich
frei Uber 1 ns bei einer Temperatur von 400 K und einer Dielektrizitdtskonstante von 1 und
einem Cutoff von 10 A fir die nicht bindenden Wechselwirkungen. Als Kraftfeld wurde
CFF91 verwendet. Nach einer Minimisierungsphase mit maximal 1000 Schritten folgte eine
Equilibrierungsphase von 50.000 Schritten, an die sich die sogenannten Produktionsphase

anschlo3, bei der in 1 fs langen
Integrationsschritten  1.000.000 Bewegungen
durchgefihrt wurden.

Jede 1.000. Struktur wurde in einem Archiv
gespeichert und anschlielend far  ale

enthaltenenen Konformationen des Archivs der
Abstand zwischen den drei Pseudoatomen und
die dazugehdrigen dStatistischen  Parameter
bestimmt (Abbildung 3.4-1; Tabelle 3.4-1).

Die wichtigsten Kennzahlen der
Abstandsberechnung waren der maximale- und
der minimale Abstand sowie der Mittelwert aus n
= 1.000. Daritiberhinaus werden Varianz und
Standardabwei chung angegeben.

Bel Betrachtung der Mittelwerte falt eine

Abbildung 3.4-1 A: Darstellung des Abstands  erstaunliche Parallele zu den biologischen Daten

zwischen Purin und Glucose am Beispie von . . i
42. Die Spitzen der Pfele signalisieren die der Glucoside auf, da auch hier zwei grofie

Pseudoatome, die der Abstandsberechnung . .
(Tabdle 341) zu Grunde liegen. B: Swfen in der Reihe der Zahlenwerte gefunden

Uberlagerung von 100 der Aufnahmen der werden.
Molkulardynamiksimulation.
Das Ethylglucosid (39) besitzt einen mittleren

Abstand zwischen Purin und Glucose von 7,4 nm und eine 1Csp im MGMT-Test am
Proteinextrakt von HelL.aS3-Zellen von 0,68 uM. Das Butyl- (40) und das Hexylglucosid (41),
die beide eine |Csp von 0,45 UM aufweisen, besitzen mittlere Purin-Glucose-Abstande von 9,3
nm (40) und 9,2 nm (41). Die deutlich wirksameren Glucoside 42 und 43, mit |Cso-Werte von
0,032 uM und 0,03 uM, ergaben mittlere Abstande von 13,2 nm und 12,8 nm.

Stellt man das Verhdltnis der biologischen Aktivitdt gegentiber dem berechneten mittleren
Abstand dar, so erhélt man einen linearen Zusammenhang der Grof3en (Abbildung 3.4-2). Der
Korrelationskoeffizient der Regressionsgleichung betrégt 0,9962.
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IMnﬁ tl\)?t-g; Mi[r;im]um Ma[);]inr,r‘]]um Mittelwert [nm] Varianz at?w?%%?rgng
39 38 8,7 7.4 0,8 0,9
40 4,1 11,2 9,3 1,8 14
41 4,0 13,7 9,2 6,6 2,6
42 8,2 16,3 13,2 2,2 15
43 4,8 17,3 12,8 6,4 25

Tabelle 3.4-1 Berechnung des Abstands Glucose-Purin basierend auf Molekulardynamiksimulationen mit
Discover im CFF91-Kraftfeld bel 400 K in Wasser.

0,9
0,8
0,7 1
0,6
05

s0 [MM]

04 -
03-
02 -
01-

0
6 7 8 9 10 11 12 13 14

mittlerer Abstand Purin-Glucose [nm]

Abbildung 3.4-2 Korrelation 1Csy im MGMT-Test am Proteinextrakt von Hel.aS3-Zellen mit den berechneten
mittleren Abstanden der MGMT-Inhibitor-Glucoside 39 — 43. Der Korrelationskoeffizient der linearen
Regression betrégt 0,9962

3.4.2. Studien am Homologiemodell der humanen MGMT

Wegen der schlechten Zuganglichkeit des aktiven Zentrums, wurde die Hypothese aufgestel|t,
daf3 die N9-Substituenten der Glucoside (33 — 45) verantwortlich fir die niedrigere Wirkung
der substituierten gegenilber den nicht substituierten MGMT-Inhibitoren sind. Die gering
wirksamen Glucoside mit den Ethyl-, Butyl- und Hexyl-Spacern (33 — 41 und 45) wéren
demnach sterisch anspruchsvoller, als die Glucoside mit den langeren Spacern (41 — 44). Die
Glucose als auf3erst polarer Molekilbestandteil hemmt die Affinitdt gegentber der MGMT,

jedoch kann ab einer bestimmten Spacerlange der Saccharidteil weit genug aus dem Protein
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ragen, so dal3 die Interaktion nicht
“MGMT mehr negativ  beeinflul®  wird

(Abbildung 3.4.3). Das einzige

| Modell der humanen MGMT, dal? zu

>< diesem Zeitpunkt fir Docking-

' Aktives Zentrum Experimente zur Verfligung stand,

Glucose  Spacer  Purin war ein Homolgiemodell [Wibley et

Abbildung 3.4-3 Schematische Darstellung der Interaktion a. 1995], das aufgrund der
des Homolgiemodells der MGMT mit verschiedenen . .
Glucosiden der MGMT-Inhibitoren. Die Verlangerung des Kristallsiruktur -~ des  C-terminalen
Spacgrs“f[]hrt Zu l\/[‘olekUIen, bei denen die Glucose aus dem Endes des AdaProteins von
Protein “herausragt”.

Escherichia coli abgeleitet wurde
[Moore et a. 1994]. Anhand dieses Modells erklarten Wibley und Mitarbieter verschiedene
ortsspezifische Mutagenese-Experimente (site-directed mutagenesis) und weiteten das Bild
des molekularen Mechanismus des Alkyltransfers, sowie von Struktur-Wirkungsbeziehungen
mit den MGMT-Inhibitoren aus. Vora und Mitarbeiter verdffentlichten auf dieser Basis 1998
ein Modell fur die MGMT-DNA-Interaktion [Vora et al. 1998], das Verdnderungen sowohl
der MGMT- als auch der DNA-Struktur implizierte, die zum Alkyltransfer notwendig sind
[Federwisch et al. 1997].

Abbildung 3.4-4 Rechts: Darstellung der wasserzugénglichen Oberfléche des Homologiemodells der humanen
MGMT. Cys 145 gelb eingefarbt [Wibley et al. 1995]. Links: Ruckgrat der Tertidstruktur. Cysl4s
hervorgehoben
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Wasser zuganglichen Oberflache (water accesible surface, Erlauterung s.u.) &3t nur eine
aulBerst begrenzten Zugang zu Cysl45 an dem der Alkylgruppentransfer stattfindet
(Abbildung 3.4-4).

Dies schien die Hypothese zu bestétigen, dal3 der Abstand zwischen Purin und Spacer eine
entscheidende Rolle spielt. Um die Annahme zu priifen, sollten die unterschiedlichen
Liganden in das Protein modelliert und mit diesen Kompexen Molekildynamiksimulationen
durchgefiihrt werden. Wegen der schlechten Zugénglichkeit wurde der Radius der Kugel zur
Bestimmung der water accesible surface (s.0.) um 0,4 A auf 1,0 A gesenkt. Dadurch wird ein
moglicher Eintrittskanal fir die Pseudosubstrate sichtbar (Abbildung 3.4-4), durch den per
Hand 4BTG in das aktive Zentrum modelliert wurde (Abbildung 3.4-5). An die gleichen
Stelle wurden das Ethylglucosid (39) und Octylglucosid (42) des 4BTG plaziert und
Molekildynamiksimulationen entsprechend oben beschriebenem Protokoll durchgefiihrt. Um
die Tertidrstruktur des Homolgiemodells zu erhaten, wurde ein zusdtzliches Potential
angelegt, dal? die Atome des Protein-Riickgrats mit einer Kraftkonstanten von 100 kcal/A in

seine urspriingliche Lage zurtickzwingt.

Abbildung 3.4-5 Darstellung des K omplexes des Homologiemodells der MGMT mit O°-(4-Bromothenyl)-guanin
(4BTG).
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Fur den MGM Thomolgiemodei: 39 — Komplex wird deutlich, dal3 der Glucoseteil sterisch
gehindert im Eintrittskanal der Bindungstasche liegt. Beim MGM T yomolgiemodell: 42 — Komplex
hingegen ragt der Glucoseanteil weit aus dem Protein heraus. Der Purinteil besetzt hierbel die
Bindungstasche, der Spacer den Eintrittskanal und die Glucose hat keinen nennenswerten
Kontakt mit der MGMT.

Das Modell ist nicht in der Lage die Bedeutung gewisser Aminosduren wie beispielsweise
Tyr114 fir die Interaktion der MGMT mit den Pseudosubstraten zu erkléren [Goodtzova et al.
1998] und warum Substituenten am N7 der Guanin-Derivate zu einem vollstandigen
Wirkungsverlust fihren kénnen [Moschel et al. 1992].

Die gewonnenen Daten schienen trotzdem die These zu bestétigen, dal3 die Einfhrung eines
Spacers mit einer optimierten Lénge geeignet sei, die durch polare Substituenten entstehenden
Nachteile zu umgehen

Die “Wasser zugangliche Oberflache® ( water accesible surface) wurde bereits 1973 von Lee und
Richards eingefiihrt [Lee & Richards 1973]. Einfache Molekilmodelle orientieren sich an den Van der
Waals-Radien der beteiligten Atome und stellen diese as Verbund von Kugeln dar. Bel kleinen Molekilen
kénnen solche Darstellungen zur Abschdtzung der Molekiilgréf3e dienen, geben jedoch nur unzureichend
den Zusammenhang fir makromolekulare Strukturen wieder, bei denen insbesondere auch Oberfléachen im
Inneren der Gesamtstruktur von Bedeutung sein kénnen. Zur Betrachtung der Zuganglichkeit aller
Oberflachen in komplexeren Systemen wird deshalb oftmals die “ Lésungsmittel zugéngliche Oberflache"
(= solvent accesible surface)
verwendet. Hierbei werden
Losungsmittelmolekile als Kugeln

e Wassermol ekl mit einem bestimmten Radius
\ dargestellt und Uber das zu

| Wasser zugangliche Oberflache | untersuchende  Molekil  gerollt
e — Van der Wads Oberflache (Abbildung 3.4-7). Die Kugeln

dringen entsprechend ihrer Gréle
nur bis zu einer gewissen Tiefe in
das Molekil en, wodurch sich
anhand der Lage des Kugelzentrums
eine neue Oberfléche definieren 1803t.

AN al O\ fooog - Grundgalﬂ

Abbildung 3.4-6 Bestimmung der Wasser zugéanglichen Oberflache (=
water accesible surface). Ein Wassermolekil wird Uber die anhand der
van der Waals-Radien dargestellte Molekllstruktur gerollt. Schwarz =
Molekulstruktur definiert durch Lage der Atomkerne und Bindungen.

Soll Wasser as Lésungsmittel
dienen, wird der Kugd ein Radius
von 14 A zugewiesen und die
Oberfléache als Wasser zugéngliche

Dunkelgrau = Van der Waals-Radien. Hellgrau = Water accesible  Oberflache (= water accesible
surface. surface) bezeichnet [Bohm et 4.
1996].

3.4.3. Studien an Kristallstrukturen der humanen MGMT

Anfang 2000 publizierten Wibley und Mitarbeiter die Rontgenstruktur der kristallisierten
humanen MGMT [Wibley et al. 2000] und kurze Zeit spéater Daniels und Mitarbeiter die
Rontgenstrukturen der methylierten- (MGM Tye) und der benzylierten (MGMTgen;) FOrm der
MGMT [Daniels et a. 2000]. Die Koordinaten aler Strukturen wurden in der PDB-
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Datenbank (Protein Data Bank) verdffentlicht, so dal3 im folgenden mit diesen Daten an der
Beurteilung der Ergebnisse aus 3.4.1 und 3.4.2 weitergearbeitet wurde.

Die Rontgenstruktur zeigte, dal’ das aktive Zentrum im Gegensatz zum Homologiemodell von
zwei Seiten zuganglich ist. Die Autoren schlagen einen Bindungsmodus fur O6BG vor, der
auf der systematischen Suche nach moglichen Bindungsstellen mittels einer multiple copy
simulation search basierte.

Die 4BTG-Glucoside (39 - 45) wurden nach den Vorgaben von Wibley und Mitarbeitern in
das aktive Zentrum modelliert und entsprechend dem in 3.4-2 beschriebenem Protokoll
(Kapitel 3.4-2) fur alle Liganden eine Simulation der MGMT(1QNT):Inhibitor-Komplexe
durchgefiihrt. Um die Rechenzeiten zu verkirzen wurde lediglich das C-terminale Ende der
MGMT (Residuen 83 — 176) verwendet, da das aktive Zentrum und ale fur die Reaktion
bedeutenden Aminosduren innerhalb dieser Sequenz liegen. In den Koordinaten nicht
vorhandene H-Atome wurden einem pH von 7,0 entsprechend ergénzt und die Atomtypen
sowie Partialladungen fur das CFF9O1 Kraftfeld Gber automtatisierte Vorgange zugeordnet.
Wahrend der Produktionsphase wurde jede 1.000. Aufnahme in einem Archiv gespeichert,

um anhand dieser Daten im folgenden alle Berechnungen durchzufthren.

LTHO _ 11 NK

S
@\
? |Lpuz2
PN

Br

N—F=
74 N
LPU]< \/lk
N N N H
GLUS
SP6
GLU OH
SP3
v ° SP2
GLU1L SPL
GLU3
GLU2

Abbildung 3.4-7 Unterteilung der Molekulgruppen fir die Interaktionsanalyse am Beispiel des
12-[O°-(4-Bromotheny!)-guan-9-yl]-dodecyl-b-D-glucoside (44). Alle Glucoside (39 - 45) sind
analog aufgeteilt, wobei SP1 immer die der Glucose benachbarte Ethylenbriicke des Spacer ist.
Die Liganden (39 - 45) wurden dazu in Molekilgruppen unterteilt, um eine detaillierte
Interaktionsanalyse zu erhalten (Abbildung 3.4-7) Mittels der Enclose-Option von Discover
wurden die nicht-bindenden Interaktionen der Molekilgruppen mit der MGMT und den
Wassermolekillen innerhalb eines Radius von 5 A um das aktive Zentrum (Cys145) ermittelt.
Alle 1.000 Strukturen wurden auf diese Weise untersucht und die Daten in eine Protokoll-
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Datel abgelegt. Nach Beendigung der Simulation wurden aus dieser Datel mittels des
Programms Pavado die wichtigsten Informationen automatisch extrahiert [Frank 2000]. Die
CAT-Software ist in der Lage aus diesen tabellarischen Ergebnissen Interaktionsmatrizes und
statistische Werte zu generieren [Frank 2000].

Die Auswertung gab enige entscheidenden Anhaltspunkte tber die an der Interaktion der
Pseudosubstrate mitbeteiligten Residuen und dber den Charakter der Struktur-
Wirkungsbeziehung. Aufgrund der entstandenen Datenfille soll jedoch im folgenden
lediglich auf die wichtigsten Phdnomene eingegangen werden. Die detaillierten Tabellen mit
allen Interaktionsenergien sind im experimentellen Teil dieser Arbeit (Kapitel 5.4) aufgefthrt.
Im ersten Tell der Betrachtungen wurden die Einzelwerte der Molekilgruppen jedes
Glucosids (39 - 45) in Summen zusammengefaldt, die dem O°-substituierten Purin ( * Summe
1 - 4), dem Spacer ( ° Summe 5 - 10), dem Spacerglucosid ( ¢ Summe 5 - 15) und dem
Gesamtmolekl ( © Summe 1 -15) entsprechen (Tabelle 3.4-2).

Mit 57,3 % (43) bis 87 % (45) von der berechneten Gesamtsumme, besitzt das O°-
substituierte Purin den groften Anteil an der berechneten Interaktionsenergie. Im
Ethylglucosid (39) und im Butinylglucosid (45) wurden die niedrigsten Werte mit —15,7 kcal
und —16,6 kcal gemessen, wohingegen ale anderen Glucoside im Bereich von —21,3 kcal bis
—23,7 kcal liegen. Die Summen der berechneten Interaktionsenergien fir den Spacer, das
Spacerglucosid und das Gesamtmolekill steigen vom Ethylglucosid 39 bis zum Decylglucosid
43 kontinuierlich an, wahrend das Dodecylglucosid (44) und das Butinylglucosid (45) in allen
Féllen nierigere Werte besitzen. Der Spacer besitzt mit Werten von —2,1 kcal (39) bis —9,1
kcal (43), bzw. —7,5 kcal (44) und —1,6 kcal (45) einen Anteil von 8,4 % (45) bis 24,5 % (43)
an der berechneten Gesamtinteraktionsenergie. Gemeinsame Betrachtung der Glucose und des
Spacers, |a3t ein ahnliches Bild entstehen, mit Werten von —5,8 kcal (39) bis —15,8 kcal (43),
bzw. —9,1 kcal (44) und —2,5 kcal (45).

Auch die fir den Glucosemolekilteil ermittelten Werte nehmen fir 39 bis 43 zwischen -3,7
kcal und -6,7 kcal zu, wohingegen 44 und 45 lediglich -1,7 kcal, bzw. -1,0 kcal aufweisen.

Seite 105: Tabelle 3.4-2 Interaktionsanalysen der 4BTG-Glucoside 39 — 45 mit dem C-terminalen Ende der
MGMT (1QNT). Alle Werte in kcal. Aufteilung in Molekillgruppen gemaR Abbildung 3.4-7. ** Ergebnisse
zusammengefal’t fiir das O°-substituierte Protein®, den Spacer®, das Gesamtmolekil® und den Spacer + Glucose”.
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Da sich auf diese Weise kein quantitativer Zusammenhang finden lief3, der die biologische
Aktivitét hinreichend erkléren konnte, wurden die Werte auf andere Weise zusammengefalit.
Die Molekiilteile der Glucoside wurden dazu in zwei Gruppen unterteilt: Die zum Spacer und
der Glucose zugehérigen Telle (SP1-6, GLU1-5 = b, Abbildung 3.4-8) und das
Gesamtmolekdl (a). Es wurden enige Residuen herausgegriffen, auf die sich die
Betrachtungen fokussieren sollten.
In Abbildung 3.4-9 sind fir das
Octylglucosd (A) und das

Dodecylglucosid (B) exemplarisch
zwel  Aufnahmen der Komplexe
dargestellt.  Sie  verdeutlichen,

welche Aminosduren an der

Interaktion  beteiligt sind und
veranschaulichen wie die MGMT-

| nhibitor mi MGMT
Abbildung 3.4-9 Zusammenfassung der Molekulteile zur bitoren t der G
Berechnung der Interaktionsenergien (Tabelle 3.4-3) von 43 mit  interagiert.

der MGMT.

In Tabelle 34-3 snd dle
Aminosduren aufgenommen, die in einer der Interaktionsanalysen fur eine der Interaktionen
einen Zahlenwert grofRer 1,0 kcal aufwiesen (Tabelle 3.4-3). Die Tabelle macht deutlich,
welche Residuen mal3geblich fir die Interaktion der MGMT mit dem Gesamtmolekil a und
den Molekilteilen b verantwortlich sind. Mit -3,9 kcal bis -6,8 kcal hat Tyr158 die gréfiten
Interaktionsenergien mit den Glucosiden, Argl35 mit —2,1 kcal bis -4,7 kcal und Tyr114 mit
—0,6 kcal bis 5,0 kcal die zweitgrofdten- gefolgt von Asn157 und Argl28 mit Werten von —-0,9
kcal bis —3,8 kcal. Dartiber hinaus spielen fur die Affinitét Gly131 und Met134 bel allen
Glucosiden, GIn115 und Alal27 bei den Glucosiden 40 bis 44, bzw. 45 eine Rolle. Von
Ser152 wurden lediglich Interaktionsenergien mit den Glucosiden 43 und 44 gemessen. Die

Interaktionen der Molekilteile b mit den aufgefihrten Aminosduren sind deutlich geringer.
Wahrend Tyr158, Asnl57, Arg 135, Met134 und Gly13l in erster Linie mit dem O
substituierten Purin interagieren, sind die weiter vom reaktiven Zentrum entfernten
Aminosduren wie Tyrll4 und Argl28 hauptséchlich, GIn115, Alal27 und Ser 152
ausschliefdich mit dem Spacer oder dem Glucoseteil in Kontakt. Die Summen der
I nteraktionsenergien steigen kontinuierlich fir die Substanzen 39 bis 43, von -5,5 kcal bis 1,3
kcal an und liegen fir das Dodecylglucosid (44) und das Butinylglucosid (45) bel -7,8 kcal,
bzw. -2,3 kcal.
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@ ®| @ G| @@ b @ b @& O @@ ®|@ O

TYR 114| 06 03 | -36 -27 | -26 -20| -37 -31| 43 -33|-50 -39 | -10 -03
GLN 115 -0 -07| 06 -06|-11 -11)|-28 -28 | -15 -15
ALA 127 -13 -13 | -14 -14 ) -16 -16 | -07 -07 | -05 -05|-01 -01
ARG 128| -14 -14 | -14 -16 | -30 30| -38 -38 | -18 -18| -09 -09 | -09 -09

GLY 131 06 05| -18 01| -05 -04)|-12 04| -14 -07|-11 -01 | -11 -04

MET 134| -04 -2,5 -2,7 -2,6 -2,2 -1,9 -2,1
ARG 135| 47 -26 | -30 -01 | -23 -05 | -39 21 01| -28 -22 -06
SER 152 -3 -13 | -02 -02

ASN 157 -10 03| -212 -10)| 09 -02 )| -29 -07|-10 -03 | -20 -0,7 | -14

TYR158| 54 04 | -64 -04 | -68 -05 | -60 -56 -03 | -57 -39

a -141 -551(-230 -79|-209 -86 |-27,0 -10,8|-23,3 -11,3|-21,6 -7,8 |-12,7 -2,3

Tabelle 3.4-3 Summen der berechneten Interaktionsenergien ausgewdahiter Residuen von MGMT (1QNT) mit
den zusammengefaldten Molekiilteilen geméal’ Abbildung 3.4-9. Alle Wertein kcal.

0,7 39 I\

01 - 42

0 T T T T T T T 1
5 6 7 8 9 10 1 12 13

I nteraktionsenergien [kcal]

Abbildung 3.4-10 Korrelation der Summen b der 4BTG-Glucoside 39 - 44 aus Tabelle 3.4-3 mit den | Cy flr die
MGMT-Hemmung ermittelt am Gesamtproteinextrakt von Hel aS3-Zellen. Der Korrelationskoeffizient der
linearen Regression betragt 0,9457.
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Auch bel dieser Anayse wird eine Tendenz erkenntlich, die der biologischen Aktivitét
entspricht und in einer linearen Beziehung ausgedriickt werden kann. Berlicksichtigt man
lediglich die Substanzen 39 bis 43, so liegt der Korrelationskoeffizient bei 0,9547. Das
Dodecylglucosid des 4BTG (44) interagiert aufgrund seiner Lange nur noch teilweise mit den
untersuchten Aminosauren im Abstand von 5 A um Cys145. Das Butinylglucosid (45) weilt
aufgrund der dreifach ungeséitigten Bindung im Spacer vollkommen andere Eigenschaften

auf.

Wahrend diese Simulationen durchgefihrt wurden, publizierten Daniels und Mitarbeiter die
Koordinaten der Kristallstrukturen des benzylierten und des methylierten Produkts der
MGMT [Daniels et a. 2000] (siehe oben).

Dadurch bot sich die Méglichkeit die Zuverlassigkeit des Simulationsprotokolls zu prifen.
Das Ruckgrat (backbone) der 1.000 Strukturen des Archivs wurde hierzu Uber die
Kristallstruktur des benzylierten Produkts gelegt (superimposed) und der mittlere Abstand
zwischen dem Thiophenring des 4BTG und dem Benzylring des Benzylethers der MGMT
berechnet. Der Wert von 1.02 A ( Standardabweichung 0.33, Min: 0.29 A, Max: 1,71 A)
zeigt, dald der Ligand 4BTG mit grofRer Wahrscheinlichkeit eine mit O6BG vergleichbare
Orientierung innerhalb der Bindungstasche einnimmt. Deutlicher wird dies anhand Abbildung
3.4-11, in der das Ruckgrat einer Aufnahme des Archivs des 39:MGMT-Kompexes mit dem
Rickgrat der benzylierten MGMT (PDB-Entry 1EH8) tiberlagert ist.

Zur genaueren Charakterisierung wurde der Abstand zwischen dem Benzylring und den
Aminosauren Prol40, Thrl158, Ser159 und Gly160 und der Abstand des Thiophenrings mit
diesen Residuen bestimmt (Tabelle 3.4-4).

Benzy:MGMT ?  Thiophen:MGMT °

Pro 140 450 5.90 (0.83)
Thr 158 5.11 5.44 (0.42)
Ser 159 4.70 5.77 (0.46)
Gly 160 5.20 5.67 (0.83)

Tabelle 3.4-4 Abstande [A] zwischen 2 dem an Cys145 gebundenen Benzylring in der Kristallstruktur (PDB-
entry 1EG8) und  dem Thiophenring des 4BTG wahrend der Molekiildynamiksimulation des 39:MGMT
Komplexes (Standardabwei chungen in Klammern).

Anhand des Vergleichsin Tabelle 3.4-4 wird deutlich, das die Position des Thiophenrings des
4ABTG weitestgehend mit den experimentell ermittelten Daten fir den Benzylether
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Ubereinstimmt. Die Abweichungen sind mitunter darauf zurlickzuftihren, dald der Aromat des
Thioethers eine Position einnehmen kann, die fir den Aromaten des O°-substituierten Purin
nicht moglich ist.

Abbildung 3.4-11 Uberlagerung des Riickgrats des benzylierten MGMT-Produkts (= weil3; Benzylether =
orange)(PDB-Entry: 1EH8), mit dem Rickgrat der MGMT des 39:MGMT-Komplex einer Aufhahme des
Archivs der Moleklldynamiksimulation (= pink; 39 = rot)
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3.5. Biologische Aktivitat der PARP-Inhibitoren

PARP-Inhibitoren besitzen zahlreiche mogliche experimentelle und therapeutische
Anwendungen (siehe Kapitel 1.4.2). Zur Evaluation ihrer biologischen Aktivitét wird eine auf
Immunofluoreszens basierende Methode eingesetzt, die an lebenden Zellen oder an Zellysaten
durchgefiihrt werden kann. Sowohl der Test an perforierten Zellen, as auch der Zelltest
beruhen auf der Verwendung zweier Antikorper (Abbildung 3.5-1).

+ PARP-Inhibitor

Aktivierung nicht

maoglich
Aktivierung o ﬂ
Q)k NH; . NH
i NAD" ¢ )
@ 8L f, P PARP-Inhibitor
| | o
’ " PARP
PARP (PARP )
PROTEIN ;-
\gu,}; qb L. _{_;K‘O 5
NICOTINAMID =0 Ww%wr,
PAR e B
4 RS

ﬁ( PAR-AK1-
Komplex

“lefgig Messung der
Fluoreszens als

H proportionales
Mal3 fir die
PARP-Aktivitét

FITC-markierter-
AK1-AK2-K omplex

+ FITC-markierter

Ziege a Maus-
Antikorper = AKZW

Tabelle 3.5-1 Schematische Darstellung des Tests zur Messung der PARP-AKktivitét. Ohne Inhibitor wird nach
Aktivierung das Substrat NAD" (Nicotinamid-adenin-dinucleotid) von der PARP zu Poly-(ADP-Ribose) (=
PAR) polymerisisert, wobei Nicotinamid freigesetzt wird. PAR kann mittels des ersten aus der Maus
gewonnenen monoklonaen Anitkérpers (= AK1) gebunden werden. Gegen diesen ist ein zweiter Antikorper (=
AK?2) aus der Ziege gerichtet, der eine Fluoreszensmarkierung (FITC= Fluoresceinisothiocyanat) trégt. Nach
mehreren Waschschritten wird die gebundene Fluoreszens gemessen.
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Die beiden Antikorper werden sequentiell nach Aktivierung der PARP eingesetzt, um das
gebildete Produkt photometrisch zu quantifizieren. Der Erstantikorper komplexiert mit den
durch PARP-Aktivitét gebildeten Poly-(ADP-Ribose) = PAR-Polymeren (= AK1). Der
Zweitantikorper (=AK2) trégt einen Fluoreszensmarker (FITC = Fluoresceinisothiocyanat)
und ist gegen AK1 gerichtet. Nach einer Reihe von Waschschritten wird die Fluoreszens
gemessen und dient als Mal3 fur die Aktivitat der PARP. Zur Bestimmung der Potenz von
PARP-Inhibitoren wird deren Fahigkeit zur Hemmung des Enzyms in Relation zur nicht mit
PARP-Inhibitor behandelten Kontrolle ausgewertet werden.

Die Untersuchungen zur Bestimmung der biologischen Aktivitdt der PARP-Inhibitoren
wurden in Zusammenarbeit mit dem Steinbeistransferzentrum fir Angewandte Biologische
Chemie, Heidelberg/Mannheim durchgefihrt.

3.5.1. Unter suchungen an per meabiliserten C4l-Zellen

Bel C4l-Zelen handelt es sich um eine adharent wachsende Zervixkarzinomzellinie, die tber
die ATCC (American Tissue Culture Corporation) bezogen wurde.

Fur den PARP-Test an perforierten Zellen werden diese mit eiskaltem Ethanol fixiert und an
der Luft getrocknet. Nach der Rehydratisierung mit PBS wird mit den PARP-Inhibitoren und
NAD" fur 1 h inkubiert. Aktive PARP bildet wahrend dieses Zeitraumes aus NAD" Poly-
(ADP-Ribose). Nach Zusatz des AK1 fur 1 h und AK2 fur 1 h erfolgt die Messung der
Fluoreszens. Die ICsy entspricht der Konzentration des PARP-Inhibitors, bei der 50 % der
PARP-AKktivitét in den unbehandelten Zellen gehemmt werden.

In den Versuchen wurden das Ethylglucosid (56) und Butylglucosid (57) des PARP-Inhibitors
2-(4' -hydroxyphenyl)-1-H-benzimidazol-4carboxamid (PARP-OH) sowie der entsprechende
Methylether 2-(4'-hydroxyphenyl)-1-H-benzimidazol-4carboxamid (PARP-MET) mit jewells
funf Konzentrationen von 100 uM bis 10 nM eingesetzt.

Der potenteste Inhibitor in diesem Versuch (Abbildung 3.5-2) war PARP-MET mit einer 1Cso
von 3,9 uM. PARP-OH und dessen Butylglucosid liegen in einem vergleichbaren Bereich mit
| Cso-Werten von 11,8 uM, bzw. 11,2 uM. Das Ethylglucosid besitzt die héchste I1Cso von 15,3
MM. Die ICso-Werte weichen nur geringfligig voneinander ab, insgesamt liegen allesamt im
gleichen Grofienordnungsbereich.
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Tabelle 3.5-2 ICs [pUM] der PARP-Inhibitoren PARP-OH, PARP-MET, 56 und 57 an permeabilisierten C4l-
Zéllen.

3.5.2 Untersuchungen an intakten C4l-Zellen

Nachdem die Fahigkeit der Glucoside (56 und 57) zur Hemmung der PARP-Aktivitét gezeigt
werden konnte, sollte ein weiterer Versuch beweisen, ob die deutlich wasserléslicheren
Substanzen in der Lage sind, auch in lebenden Zellen Uber Zellmembranen hinweg an ihren
Wirkort zu gelangen. Konfluent wachsende C4-1 Zellen wurden hierzu fur 30 min mit den
PARP-Inhibitoren prainkubiert. AnschliefRend wird die PARP mittels Wasserstoffperoxid fur
10 min aktiviert. Durch die Einwirkung des oxidativen Stresses, werden DNA-Schéadigungen
induziert, die eine gesteigerte PARP-Aktivitdt zur Folge haben. Die Zellen werden fixiert und
analog dem Versuch an perforierten Zellen die gebildetete PAR quantifiziert (siehe Abbildung
3.5-1). Die Auswertung erfolgt im Vergleich zur nicht mit Inhibitor behandelten Kontrolle
wobel die 1Csp as Ausdruck der PARP-Inhibition berechnet wird.

Als Inhibitoren wurden die beiden Glucoside 56 und 57 in funf Konzentrationen von 10 nM
bis 100 pM eingesetzt. Neben dem Ublicherweise verwandten Vollmedium wurde ein
analoger Versuch mit glucosefreiem Medium durchgefiihrt, um den Zuckertransportern das
natlirliche Substrat (b-D-Glucose) zu entziehen. Dadurch kann mdglicherweise ein stérkerer
Transport der Glucoside, bzw. niedrigere | Cso-Werte beobachtet werden [ Schaper 1997].

113



Ergebnisse

PARP-Inhibitor ~ Medium?®  1Cso [UM]

56 + 15,6
57 + 8,0
56 - 8,4
57 - 7,0

Tabelle 3.5-1 I1Csy der PARP-Inhibitoren 56 und 57 an

C4l-Zdlen [uM]. ? RPMI-Medium = “ + “; RPMI-

Medium, glucosereduziert = —*.

Die I1Cso-Werte der beiden PARP-Inhibitoren 56 und 57 an Iebenden C4l-Zellen liegen im
Bereich der entsprechenden | Cso-Werte an perforierten C4l-Zellen. 56 hat in diesem Versuch
eine 1Csp von 15,6 UM gegentiber 15,3 uM an permeabilisierten C4l-Zellen. Die 1Csp von 57
lag im ersten Versuch bei 11,2 pM und betragt hier 8,0 uM. In glucosefreiem Medium
werden 1Csp von 8,4 uM (56) bzw. 7 uM (57) gemessen, die demzufolge lediglich geringfligig
niedriger sind.
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3.6. Biologische Aktivitat der SWITCH-Inhibitoren

Die Aktivitét von SWITCH-Inhibitoren wird mittels CD-Messungen (siehe Kapitel 7.1.) oder
einem Zelltest an HelL aT4-Zellen (siehe Kapitel 7.2.) evaluiert.

Bei SMTCH handelt es sich um eine Konformationsanderung des HIV-Hullproteins gp120
von einer b-Fatblatt-Struktur zu einer Helix, die notwendig ist, damit HIV an den CD4-
Rezeptor der potentiellen Zielzellen binden kann. Ohne den kooperativen, fast stufenlosen
Ubergang des SMTCH, vergleichbar mit einem Schalter, ist keine Bindung an den Rezeptor
und somit auch keine Inkorporation und Infektion der Zelle moglich. Im Normalfalle findet
der SMTCH bei Uberschreitung einer bestimmten Polaritétsgrenze statt, was physiologisch
der Anndherung des Virus an die lipophile Zellmembran entspricht. Experimentell wird diese
Situation durch kontinuierliche Verringerung der Polaritét des Solvens simuliert, wodurch mit
geeigneten Methoden der kooperative, nicht stufenweise Ubergang von b-Faltblatt in die
helikale Konformation gemessen werden kann. Als Modell fur den SMTCH kénnen anstelle
des vollstdndigen gpl20-Proteins ein 44-meres Peptid (LAV44), ein 38-meres Peptid
(LAV38) oder ein 15-meres Peptid (LAV15) aus der Primérstruktur von gp120 eines HIV-
Stammes verwendet werden [Reed & Kinzel 1991]. Diese beinhalten den Teil des
Hullproteins, durch den der SWMITCH vermittelt wird und mit dem die entscheidenden
Strukturmerkmal e hinreichend dargestel It werden kdnnen.

Sowohl die CD-Messungen, as auch die gpl20-CD4-Bindungsstudien wurden in
Zusammenarbeit mit der Abteilung Pathochemie des Deutschen Krebsforschungszentrums in
Heidelberg durchgefihrt.

3.6.1. CD-Messungen der SWITCH-Inhibitoren

Die CD (= engl.: CIRCULAR-DICHROISM)-Messungen erlauben eine erste Einschétzung der
Potenz der SWITCH-Inhibitoren. Es handelt sich dabei um ein Verfahren, bel dem die
Absorption von zirkuldr polarisiertem Licht in einer Probe gemessen wird. CD-Messungen
werden in der Analytik von Proteinen eingesetzt, um die Verteilung bestimmter struktureller
Merkmale in einer Probe zu bestimmen. Der Ausdruck erfolgt als mittlere Elliptizitdt der
Residuen (= engl.: mean residue elipticity [gm]) gegen die Wellenlange (Abbildung 3.6-1)
und ist ein Mal3 fur den Anteil der Sekundérstrukturen der Probe.

Abbildung 3.6-1 verdeutlicht, dal3 CD-Messungen eine valide Methodik sind, um den
SMTCH auf einfache Weise darzustellen. Wahrend bis 60 % TFE ausschliefdich die b-
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Abbildung 3.6-1 CD-
Messung des LAV15-
Peptides in Mischungen
von Trifluorethanol
(TFE) und Wasser [0 %
bis 100 % TFE]. A: 0% -
50 % TFE = b-Fatblatt-
Struktur; 60 % TFE =
SMTCH 70 % - 100 %
helikale Strukture. B:
Reed & Kinzel 1993
Sekundéar-struktur - [%].
(m) b-Fatblatt; (e)Helix.
Grau unterlegter Bereich
= SMTCH.

Faltblatt-Struktur vorliegt wird ab etwa 70 % TFE nur noch die helikale Struktur gefunden.
Lediglich der schmale Bereich zwischen 60 % und 70 % TFE ist durch Ubergangszustande

gekennzeichnet.
Bel Inhibition des SMTCH in einer CD-Messung mit LAV15 wird ein Verlust des
kooperativen Charakters beobachtet (Abbildung 3.6-2) [Reed & Kinzel 1991 und 1993]. Die
CD-Spektren machen deutlich, daR eine Reihe von Ubergangszustanden der Konformationen

zwischen 20 % und 80 % TFE eingegangen werden. Ist die Konzentrationen zur Inhibition

nicht ausreichend oder die Struktur des Inhibitors ungeeignet, wird weiterhin der SMTCH

\ / =
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Abbildung 3.6-2 Auswertungen der
CD-Spektren des LAV 15-Peptides —
Wasser-TFE (Trifluorethanol)-
Mischungen nach Zusatz  der
SWITCH-Inhibitoren N-Methyl-N'*-
(4,4-dimethyl-1,2,3,4-tetrahydro-1,3-
dioxo-7-isochinolinyl)-harnstoff  (A)

und N-Ethyl-N*-(4,4-dimethyl-
1,2,3,4-tetrahydro-1,3-dioxo-7-
isochinolinyl)-harnstoff (B).

Sekundéarstrukturen dargestellt durch:
(m) b-Faltblatt; (@) Helix. Wahrend
A in der eingesetzten Konzentration
in der Lage ist, den kooperativen
Charakter  der Konformations-
anderung bel Erhéhung des TFE-
Gehdts zu hemmen, wird bei
B weiterhin  das Auftreten  des
SMTCH im Bereich von 60 % TFE
beobachtet (grau unterlegt).
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(Abbildung 3.6-2 B) anstelle des flieRenden Ubergangs beobachtet (Abbildung 3.6-2 A)
[Reed & Kinzel 1991].

Das Verfahren wurde anfangs mit LA15 durchgefihrt, doch mufiten verschiedene
Konzentrationen des SWITCH-Inhibitors in allen Wasser-TFE-Mischungen gemessen
werden, um eine quantitative Aussage treffen zu konnen. Die Verwendung des LAV 44-Peptid
und des LAV38-Peptides hingegen erlauben auch nach wenigen Messungen einer
Konzentrationsreihe des SWITCH-Inhibitors eine Dosis-Wirkungs-Beziehung abzuleiten [von
Stosch et a. 1996].

Durch Zusatz potenter SWITCH-Inhibitoren wird hierbel eine Verschiebung des
Absorptionsminimums des LAV44-Peptides beobachtet, ohne dald die Polaritét des
Losungsmittels  schrittweise  verdndert werden muf3, da der Einflu@ auf das
Rotationsvermégen mit der Fahigkeit zur Hemmung des SMTCH korreliert. Durch Auftragen
der Verschiebungen des Absorptionsminimus des LAV 44-Peptides nach Zusatz verschiedener
Konzentrationen eines SWITCH-Inhibitors kann die Konzentrationsabhéngigkeit der Wirkung
abgeleitet werden. Die Methode eignet sich sehr gut a's erstes Screening, um unterschiedliche
SWITCH-Inhibitoren beztiglich ihrer Potenz auf einfache Weise zu vergleichen.

In den ersten Versuchen wurden die Inhibitoren 2-[2'-(N-Methyl-N‘-(4,4-dimethyl-1,2,3,4-
tetrahydro-1,3-dioxo-7-isochinolinyl)-harnstoff)] -

o1 50 om iN(Hs ethyl-1-b-D-glucosid (50) und 4-[2‘-(N-M ethyl-

N*-(4,4-dimethyl-1,2,3,4-tetrahydro-1,3-dioxo- 7-

isochinolinyl)-harnstoff)]-butyl-1-b-D-glucosid
(51) eingesetzt, um zu prafen, ob die
Glucosidierung einen entscheidenden Einfluf3 auf
die Interaktion mit LAV 38 besitzt. In einer ersten
Messung von 100 pM 50 wurde eine
Verschiebung des Minimums bei 200 nm um 10
% beobachtet. Der Verleichswert mit 100 uM des

-10 A

nicht glucosidierten Harnstoff-Derivates liegt bei
50 UM

0
1] 5 UM 11 %.
1uM
Kontrolle Abbildung 3.6-3 Fourier-Transformiertes CD-
-14 w w w w Spektrum von LAV 38 [100ug/ml] nach Zusatz von 1
190 200 210 220 230 UM, 5uM, 50 uM 50 in Wasser. Zur besseren
Wellenlange [nm] Ubersichtlichkeit sind nur die Werte von drei

Konzentrationen dargestellt.
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50 ist demnach in der Lage, mit LAV 38 in anlicher Weise wie bereits bekannte Inhibitoren
zu interagieren. Im Gegensatz zu den nicht glucosidierten Substanzen wurde 50 jedoch nicht
in Methanol aufgenommen, sondern auch die 10 mM Stammlésung konnte mit Wasser
hergestellt werden. Durch Verdinnung von 50 zu Konzentrationen von 100 pM, 50 puM, 10
pM, 5 pM und 1 pM und anschlieffender CD-Messung konnte die Konzentrations-
abhangigkeit der Konformationsanderung von LAV 38 gezeigt werden (Abbildung 3.6-3).

0 10 20 30 40 50 60 70 80 0 100
Konzentration Inhibitor [uM]

Abbildung 3.6-4 Graphische Darstellung der entprechenden Daten aus Abbildung 3.6-2 fir 51.

Stellt man die Verschiebungen graphisch gegen die Konzentration dar, so &3 sich die Potenz
zur besseren Vergleichbarkeit der Inhibitoren quantifizieren. Hierzu wird eine logarithmische
Regresson der Daten durchgefiihrt und deren Funktionsgleichung im weiteren zur
Berechnung der KenngrofRe verwendet (Abbildung 3.6-4). Gegenlber der Verschiebung der
unbehandelten Kontrolle wird der 1 C(CD)so-Wert als Ausdruck der Konzentration bei der die
halbmaximale Aktivitat theoretisch erreicht wird, errechnet.

Fur 50 ergibt sich ein 1C(CD)so-Wert von 1 uM fir 51 von 2 pM. Diese Werte liefern einen
ersten Anhaltspunkte darauf, dal3 50 und 51 eine Affinitét gegentber dem 38-mer-LAV-
Peptid besitzen und 50 dabei wirksamer as 51 ist. Um genauere Daten beziiglich der
SWITCH Hemmung zu erhalten, wurden fur diese und die zwel weiteren Glucoside der
gp120-CD4 Bindungsversuch an Hel aT4-Zellen durchgefihrt.
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3.6.2. gp120-CD4-Bindungsversuch mit HelL. aT4-Zellen

Zur Evaluation der Potenz der SWITCH-Inhibitoren kann auf3er den CD-Messungen (s.0.) ein
gp120-CD4-Bindungsversuch eingesetzt werden. CD4-exprimierende-Zellen (HelLaT4)
werden dazu mit dem [**C]-LAV-Peptid (siehe Kapitel 1.6.4) und einem potentiellen
SWITCH-Inhibitor inkubiert. Durch Hemmung des kooperativen Charakters der
Konformationsénderung des Peptides wird die Bindung an den CD4-Rezeptor der Hela
Zellen verhindert. Nach einer Reihe von Waschschritten kann die gebundene Radioaktivitét
im Szintillationszéhler quantifiziert werden. In den Kontrollen wird die hochste Radioaktivitat
zu messen sein, da in diesen Proben die maximale Bindung des [**C]-LAV-Peptid stattfindet.
In Abhéngigkeit von der Potenz und der Konzentration des Inhibitors wird eine der Hemmung
proportional verringerte Radioaktivitéat in den weiteren Proben gemessen. In Abbildung 3.6-5
ist der Ablauf schematisch dargestellt.

SWITCH- [*C]-LAV-Peptid
Inhihjtor

—~—"

[C]-LAV-Peptid/SWITCH-
Inhibitor-Kom

Abbildung 3.6-5 Schematische Darstellung des gpl20-CD4-Bindungsversuches. Durch Bindung an den
Inhibitor kann das [**C]-LAV-Peptid nicht an den CD4-Rezeptor der Hel aT4-Zellen binden. Gegenilber dem
Kontrollwert (A) wird in Abhéngigkeit von der Potenz und der Konzentration des Inhibitors eine proportional
verringerte Bindung gemessen (B und C). Siehe auch Erlauterungen im Text.
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Das LAV-Peptid und der Inhibitor bilden Kompexe, die nicht mehr an den Rezeptor der
Zellen binden koénnen. Gegenlber der Kontrolle (A) kann der SWITCH-Inhibitor den zur
Bindung notwendigen SMTCH des [*C]-LAV15-Peptids teilweise verhindern. In
Abhangigkeit von Konzentration und Affinitéé des SWITCH-Inhibitors wird ein
vergleichsweise geringer Teil (B) oder ein groRerer Teil (C) der Bindung des [*C]-LAV15-
Peptids gehemmt. Die Radioaktivitdt wird erfaldt und gegen die Konzentration des Inhibitors
aufgetragen. Aus dem Kontrollwert und der maximal inhibierten Probe kann die
Konzentration ermittelt werden, bei der die halbmaximale Wirkung erzielt wird (I Cso) [Reed
& Kinzel 1994].

Fur die Messungen wurden die vier Glucoside 2-[2-(N-M ethyl-N‘-(4,4-dimethyl-1,2,3,4-
tetrahydro-1,3-dioxo-7-isochinolinyl)-harnstoff)]-ethyl-1-b-D-glucosid (50), 4-[2'-(N-
M ethyl-N*-(4,4-dimethyl-1,2,3,4-tetrahydro-1,3-dioxo-7-isochinolinyl)-harnstoff)]-butyl-1-
b-D-glucosid (51), 2-[2°-(N-Phenyl-N*-(4,4-dimethyl-1,2,3,4-tetrahydro-1,3-dioxo-7-
isochinolinyl)-harnstoff)]-ethyl-1-b-D-glucosid  (52) und 2-[2'-(N-a-Naphthyl-N*-(4,4-
dimethyl-1,2,3,4-tetrahydro-1,3-dioxo-7-isochinolinyl)-harnstoff)]-ethyl-1-b-D-glucosid (53)
verwendet.

Der gp120-CD4-Bindungsversuch wurde zuerst mit 50 durchgefuhrt. Die Zellen werden
hierzu auf 4°C gekuhlt und zweima mit kaltem PBS gewaschen, bevor mit ener
Konzentrationsreihe des SWITCH-Inhibitors und anschlieBend mit 40 pg des [*C]-LAV-
Peptids fur 1 h inkubiert wird. Nach zwei Waschschritten mit PBS werden die Zellen lysiert
und die Lysate im Szintillationszéhler gemessen.
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Abbildung 3.6-6 Ergebnis des gp120-CD4-Bindungsver suchs mit 50. Mittelwerte aus n = 3 +/- SD.

Trotz der positiven Ergebnisse der CD-Messungen konnte mit 50 im Vergleich zur Kontrolle
keine Hemmung des Bindungsverhalten des [*C]-LAVs an den CD4-Rezeptor erreicht
werden. Um enen systematischen Fehler auszuschlief3en, wurde der schon bekannte
SWITCH-Inhibitor N-Methyl-N°-(4,4-dimethyl-1,2,3,4-tetrahydro-1,3-dioxo-7-isochinolinyl-
)-harnstoff als Kontrolle getestet. Im Gegensatiz zu 50 konnte ene
Konzentrationsabhangigkeit festgestellt werden, die mit zuvor ermittelten Daten
Ubereinstimmte. Da auch eine Wiederholung des Versuchs zum gleichen Ergebnis fihrte
muf3ten die unerwarteten Beobachtungen fir 50 einen anderen Ursprung haben.

Wirde das Glucokonjugat eine Affinitdt gegentiber Bindungsstellen fur Glucose zeigen, so
kénnte es maoglich sein, da3 der SWITCH-Inhibitor vollstandig immobilisiert vorlage.
Dementsprechend wirde kein freier Inhibitor zur Interaktion mit dem LAV-Peptid zur
Verfigung stehen, weshab keine Inhibition der Bindung beobachtet wirde. Insbesondere
aufgrund der ausschliefdlichen Verwendung von PBS im gp120-CD4-Bindungsversuch, d.h. in
vollstdndiger Abwesenheit von Glucose, schien dies eine mdgliche Erklérung.

Zur Prufung der These wurde das urspriingliche Protokoll modifiziert. Der SWITCH-Inhibitor
wurde dazu mit dem [*C]-LAV-Peptid prainkubiert und erst nach kurzer Zeit gleichzeitig auf
die vorbereiteten Zellen gegeben. Die Interaktion des SWITCH-Inhibitors mit dem [*C]-
LAV-Peptid sollte vor der Exposition der Zellen stattfinden, um die Immobilisierung des
SWITCH-Inhibitors zu vermeiden.
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Abbildung 3.6-7 Ergebnis des modifizierten gpl120-CD4-Bindungsvrsuches mit A: 50 und B: 51. Der
SWITCH-Inhibitor wurde hierbei mit dem [**C]-LAV-Peptid préinkubiert. Mittelwerte ausn = 3 +/- SD.

Im modifizierten gp120-CD4-Bindungsversuch wird sowohl mit 50 as auch mit 51 eine
konzentrationsabhéngige Hemmung der Bindung des [**C]-LAV-Peptides beobachtet. Die
berechneten 1Cso-Werte fir die SWITCH-Inhibitor-Konzentration, bel der ein halbmaximaler
Effekt erreicht wird, liegen bei 31,6 uM (50) und 32,3 uM (51). Die Ergebnisse sprechen
dafur, dafld das Glucosid in den ersten Bindungsversuchen zur Bindung des LAV -Peptids nicht
zur Verfiigung stand und dementsprechend keine Inhibition der [**C]-LAV-CD4-Interaktion

beobachtet werden konnte.
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Um weiter zu untersuchen, ob die Glucosekonjugation eine Immobilisierung durch Bindung
an zellulére Strukturen vermittelt, wurde dem verwendeten PBS 3 mM Glucose zugesetzt
und damit der gp120-CD4-Bindungsversuch durchgefuhrt. Vermeintliche Bindungsstellen des
Glucokonjugates wirden durch Glucose abgeséttigt werden, so dal3 der SWITCH-Inhibitor
vollsténdig zur Interaktion mit dem LAV-Peptid zur Verfligung stehen wirde.

Radioaktivitat [cpm

0 3 5 10 30 50 100 300
Konzentration SWITCH-Inhibitor [uM]

Abbildung 3.6-8 gp120-CD4-Bindungsversuch modifiziert durch Zusatz von 3 mM Glucose zum verwendeten
PBS. Dargestellt ist das Ergebnisfur 51. Mittelwerte ausn = 3 +/- SD.

Wie in Abbildung 3.6-8 zu erkennen ist, wurde bel allen Konzentrationen von 51 die Bindung
des [*C]-LAV-Peptids an die HelaT4-Zellen verringert. Der maximale Effekt wird bei 3 pM
erreicht und bewegt sich bis 300 pM im selben Bereich. Auch die Wiederholung des
Versuches zeigte das gleiche Ergebnis.

Um eine Konzentrationsabhangigkeit zu zeigen, wurden die Konzentrationen in den
darauffolgenden Versuchen verringert. Die SWITCH-Inhibitoren 50 und 51 wurden in
Konzentrationen von 0,1 pM, 05 pM, 1 pM, 5 pM, 10 pM, 50 pM und 300 pM im
modifizierten Versuchsaufbau (3 mM Glucose in PBS) eingesetzt (Abbildung 3.6-9).
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Abbildung 3.6-9 Ergebnis des modifizierten gp120-CD4-Bindungsvrsuches durch Verwendung von PBS mit 3
mM Glucose-Zusatz. A: 50 und B: 51. Alle Werten wurden dreifach gemessen. Angegeben sind Mittelwert und

Standardabweichung.

Auch in diesen Versuchen konnte keine Dosis-Wirkungsbeziehung erkannt werden. Beide

Inhibitoren zeigen auch bel der niedrigster Konzentration von 0,1 pM noch die maximale
Inhibition der Bindung des [**C]-LAV-Peptids an die Hel aT4-Zellen. Die Angabe einer |Csp

ist demzufolge nicht maoglich, doch ist davon auszugehen, dald diese unterhalb der

eingesetzten Konzentrationen liegen wirde.
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Abbildung 3.6-10 Ergebnis des maodifizierten gp120-CD4-Bindungsversuches durch Verwendung von PBS mit
3 mM Glucose-Zusatz. A: 52 und B: 53 wurde in 14 Konzentrationen von 0,005 uM bis 300 UM eingesetzt.

Mittelwerte ausn = 3 +/- SD; r = 0,9584 (52); r = 0,9252 (53).
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Um eine Konzentrationsabhangigkeit der Wirkung zu prifen, wurden 52 und 53 in vierzehn
Konzentrationen von 0,005 uM — 300 uM in den modifizierten gp120-CD4-Bindungsversuch
eingesetzt.

Der gewahlte Konzentrationsbereich a3t sehr gut eine Dosis-Wirkungsbeziehung erkennen
(Abbildung 3.6-10), wobei sich aus den logarithmischen Regressionen fir 52 eine ICso von
0,068 UM (Abbildung 3.6-10 A; r = 0,958) und fur 53 eine 1Csp von 6 uM (Abbildung 3.6-10
B; r =0,9292) ergibt.
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4. Diskussion

4.1. Synthese

Im Vordergrund des synthetischen Teils dieser Arbeit stand die Darstellung einer Reihe
glycosidierter MGMT-Inhibitoren, anhand derer genauere Erkenntnisse beziuglich der
Substratspezifitét des Enzyms gesammelt werden sollten.

Dazu sollten OP-substituierte Purine und O*-substituierte Pyrimidine mit unterschiedlichen
Spacern, die ein Monosaccharid tragen, substituiert werden. Die ersten Versuche Uber
Pyrimidin-Zwischenstufen, die in der letzten Stufe glycosidiert werden sollten (Abbildungen
3.1-5 und 3.1-6), wurden aus verschiedenen Griinden nicht weiterverfolgt: 2,6-diamino-4-
benzyloxy-5-nitrosopyrimidin ist ein sehr potenter MGMT-Inhibitor in vitro, doch zeigte die
Substanz in Modellen zur Bestimmung pharmakokinetischer Paramter nur eine sehr kurze
Halbwertszeit in vivo [Roy et al. 1996]. Die Labilitét des Molekile und dessen Anfalligkeit
fur oxidative Einflisse stellt seine Eignung fir therapeutische Anwendungen in Frage. Es
zeigte sich auch in den Glycosidierungsversuchen, wie empfindlich 2,6-diamino-4-benzyloxy-
5-nitrosopyrimidin gegentiber den eingesetzten Katalysatoren reagiert, so dal3 die gepriften
flnfzehn Varianten der Konigs-Knorr- oder Imidat-Synthese nicht zum erwiinschten Ergebnis
fuhrten (siehe auch Kapitel 3.1). Da zu diesem Zeitpunkt noch keinerlei Daten fur Glucoside
der MGMT-Inhibitoren vorlagen, sollte das weitere Vorgehen anhand der biologischen
Ergebnisse der glycosidierten Purin-Derivate entschieden werden. Aus zwel Grinden sollte
zur Darstellung N9- und O°-substituierter Purine jedoch ein anderer Syntheseweg als Methode
A oder B (Abbildungen 3.1-5 und 3.1-6) gewahlt werden. Zum einen liefd sich die Purin-
Vorstufe (111, Abbildung 3.1-6) und das Glucosid des 2-Amino-8-aza-6-benzyloxy-9-(5-
hydroxypentyl)-purin (11, Abbildung 3.1-7) nicht in der gewlnschten Weise oder mit nur
geringen Ausbeuten darstellen. Zum anderen bietet die Synthese Gber den in Kapitel 3.1.1.2
beschriebenen Weg die Mdglichkeit, mit weniger Syntheseschritten eine grofRere Anzahl an
V erbindungen aufzubauen.

Fur diese Reaktion wahlte ich eine nukleophile Substitution mit aktivierten Alkylglycosiden
(Abbildung 3.1-13). Im ersten Schritt wurden insgesamt neun geschitzte
Bromoalkylglycoside synthetisiert (Abbildung 3.1-14), wobel abgesehen vom 4-Bromobutyl-
tetra-O-acetyl-b-D-glucopyranosid in alen Félen neue Reaktionsvorschriften entwickelt
werden mufden. Es kamen dazu variierte Konigs-Knorr-Bedingungen oder im Einzelfall das
Trichloracetimidat-Verfahren zum Einsatz.
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Tabelle 3.1-3 183 erkennen, dal3 fur die kurzkettigen Bromoalkohole 2-Bromethanol und 3-
Brompropanol die hochsten Ausbeuten (36 % - 39 %) bei Verwendung von
Pentaacetylglucose und TMS-Triflat in Dichlormethan erzielt werden. Weitere Vorteile der
Methode liegen in der einfachen und preiswerten Zuganglichkeit der Edukte und der
einfachen Aufarbeitung. Die b-Glucoside kristallisieren direkt aus dem Reaktionsgemisch und
konnen durch Umkristallisation in Methanol gereinigt werden. 4-Brombut-2-in-1-ol konnte
auf die gleiche Weise glycosidiert werden, worin sich das grof3e Potential der Methode zeigt:
Aufgrund der Verwendung von TMS-triflat als Katalysator wird auch die Umsetzung von
Substanzen mit Mehrfachbindungen ermdglicht, da die bel der Konigs-Knorr-Synthese
Ublicherweise verwendeten Schwermetallkatalysatoren an diese anlagern.

Die langerkettigen Bromoalkanole (Hexyl-, Octyl-, Decyl-, Dodecyl-) konnten in besseren
Ausbeuten (46 % - 62 %; Tabelle 3.1-3) durch Anwendung von Silberphosphat und
Benzoylierter 1-Bromglucose in Nitromethan dargestellt werden. Die Benzoylschutzgruppen
sind stabiler as Acetylschutzgruppen zu sein und besitzen den praktischen Vorteil, dal diese
aufgrund der Chromophore UV-aktiv sind. Die acetylierten Glycoside kristallisieren jedoch
deutlich besser, was die Handhabung insbesondere bei grof3en Ansdtzen erleichtert.
Benzobromglucose als Glycosyldonor ist im Gegensatz zur Acetobromglucose und zur
Pentaacetylglucose nicht kommerziell erhdltlich, kann jedoch in einer 3-stufigen Synthese in
grofderen Mengen hergestellt werden.

Es konnten Standardbedingungen etabliert werden, unter denen die Bromoalkylglycoside mit
zuvor dargestellten O°-substituierten Guanin-Derivaten zu den gewiinschten N9-substituierten
Nucleosid-Analoga reagierten. In DMF wurde mittels Lithiumhydrid ein Proton im aziden
Imidazolring abstrahiert und anschlief3end das Anion mit dem Bromoalkylglycosid zur
nukleophilen Substitution gebracht (Abbildung 3.1-13). Die Ausbeuten lagen zwischen 13 %
und 33 % (Tabelle 3.1-6), wobei niedrigere Werte wahrscheinlich auf Spuren von Wasser und
hierdurch verursachte Entschiitzung zurtickzufiihren waren. Die nachfolgende Abspaltung der
Schutzgruppen verlief ohne weiteres in sehr guten Ausbeuten (88 % - 99 %), wobei lediglich
im Falle des Dodecyl-Derivates nur 63 % erzielt wurden.

Zwei der Bromoalkylglycoside (Ethyl- und Butyl-) wurden im weiteren eingesetzt, um PARP-
Inhibitoren mit einer Benzimidazol-Struktur an der phenolischen OH-Gruppe zu verethern
(Abbildungen 3.1-17 und 3.1-20). Die Umsetzung erfolgte analog einer Williamson-Synthese
nach basenkatalysierter Darstellung des Phenolat-Anions mit Kaliumcarbonat (Abbildungen
3.1-18). Die Gesamtausbeuten lagen nach der Entschitzung insgesamt zwischen 30 % und 35
%, wobel die Aufreinigung der geschiitzen Zwischenstufe nicht notwendig war.
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In hnlicher Weise konnte analog einer Gabriel-Synthese der NH-azide Stickstoff in einem
Isochinolindion-System mit  Natriumhydrid aktiviert und anschliefend mit den
Bromoalkylhalogeniden in einer nukleophilen Substitution umgesetzt werden (Abbildung 3.1-
21). Auf diese Weise konnten drei sogenannte SWITCH-Inhibitoren mit dem
Bromoethylglucosid und dem Bromobutylglucosid modifiziert werden (Abbildung 3.1-22).
Die Ausbeuten fur die vier SWITCH-Inhibitorglucoside lagen zwischen 56 % und 99 % fir
die Substitution und zwischen 92 % und 95 % fur die Entschiitzung (Tabelle 3.1-7).

Insgesamt bleibt als Ergebnis festzuhalten, dal3 die Bromoalkylglycoside sehr breite
Anwendungsmaoglichkeiten zur Modifikation verschiedenster funktioneller Gruppen besitzen.
Sie sind einfach in gréferen Mengen herzustellen und zur langeren Lagerung ausreichend
stabil. Auch bel basenkatalysierten nukleophilen Substitutionen (hier mit LiH, NaH und
KoCOs) sind die akalisch verseifbaren Acetyl- und Benzoylschutzgruppen kein
Ausschluf¥kriterium fir den Einsatz solcher Molekile.

Das hohe Anwendungspotential konnte durch die Darstellung von insgesamt zwanzig
glycosidierten Strukturen mit unterschiedlichen Grundgeristen unter Beweis gestellt werden.
Die Vorschriften kénnen nach der Etablierung von Standardbedingungen von einem
Bromoalkylglycosid auf weitere Ubertragen werden, was einen grof3en Vortell bel der
Erstellung von Substanzbibliotheken bietet.

4.2. Biologische Aktivitat der MGM T-Inhibitoren

4.2.1. MGMT-Tests

Mit den Tests zur Aktivitdt der MGMT-Inhibitoren sollten die wirksamsten Glucoside
identifiziert werden, um diese in den folgenden Experimenten néher zu charakterisieren.

Die Bestimmungen an Proteinextrakten dienten im weiteren zur Erstellung einer Struktur-
Wirkungs-Beziehung mit Hilfe von Molecular Modeling Experimenten (siehe Kapitel 3.4).
Anhand der Zelltests sollte die inhibitorische Aktivitdt innerhalb eines komplexeren Systems
untersucht werden, um zu zeigen, dai3 die Inhibitoren von Zellen aufgenommen werden. Da es
sich bei der MGMT um ein DNA-Reparatur-Enzym handelt, liegt der grofdte Teil des
funktionell aktiven Proteins im Kern vor, weshalb zwel Barrieren (Zell- und Kernmembran)
Uberwunden werden miissen [Pegg 2000].

Die erste Rethe des MGMT-Tests wurde am Gesamtproteinextrakt von Hel aS3-Zellen
durchgefiihrt. Das O6MG und dessen Ethylglucosid (33) waren vollstandig inaktiv, weshalb
diese im folgenden nicht weiter beriicksichtigt wurden.
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Das O6BG zeigte konzentrationsabhangig 50 % Hemmung (0,5 uM), bzw. fast vollsténdige
Hemmung der MGMT-Aktivitét (5 uM), wohingegen 8ABG und 4BTG schon bei 0,5 uM in
der Lage waren, 100 % der MGMT-AKktivitdt zu hemmen. Die Glucoside verhielten sich
analog, dal3 heil3t die Wirkung des Ethylglucosids des 4BTG (39) war am ausgepragtesten,
gefolgt vom Ethylglucosid des 8ABG (37) und dem Ethylglucosid des O6BG (34). Eine
Verlangerung des Spacers hatte im Fale des 8ABG vom Ethylglucosid (37) zum
Butylglucosid (38) eine geringere, im Falle des 4BTG vom Ethylglucosid (39) zum
Butylglucosid (40) und des O6BG vom Ethylglucosid (34) zum Propylglucosid (36) jedoch
eine hohere Wirkung zur Folge. Der Einsatz der geschiitzten Glucoside (21, 26, 27) wurde
nicht weiter verfolgt, da diese extrem schlecht wasserléslich waren. Da das Ethylgalacatosid
des O6BG (35) und dessen Ethylglucosid (34) eine vergleichbare Wirkung aufwiesen, wurden
im folgenden lediglich die Glucoside eingesetzt.

Bel der Bestimmung der 1Cso im gleichen System kam es darauf an, die Beobachtungen zu
verifizieren und durch schrittweises Vorgehen gezielt die Synthese potenterer Substanzen zu
steuern. Es zeigte sich erwartungsgemdl? das gleiche Bild, wie oben beschrieben. Die
Glucosidierung fuhrt zu einem Verlust an inhibitorischer Aktivitét. 4BTG und die getesteten
Derivate sind wirksamer als die entsprechenden 8ABG-Konjugate. O6BG und dessen
Ethylglucosid weisen vergleichsweise die schwéachste Inhibition auf. Da sich ein Trend
abzuzeichnen schien, dal3 die Spacer-Verlangerung im Falle des 4BTG zu einer stérkeren
Wirkung fuhrte, wurde in zwei Schritten zuerst das Hexyl- (41), das Octyl- (42) und das
Decylglucosid (43) und anschlief3end das Dodecyl- (44) und das But-2-inylglucosid (45) des
4BTG synthetisiert und getestet. Obwohl die Verléangerung von 4 C-Atomen auf 6 C-Atome
keine Verbesserung der Wirkung erbrachte (1Csp = 0,45 uM), konnte durch Einfihrung des
Octyl-Spacer ein Sprung um das 14-fache zu einer 1Csp von 0,032 uM erreicht werden. Es
scheint damit ein Grenzwert erreicht zu sein, da sowohl das Decyl- as auch das
Dodecylglucosid nur noch um 6 % wirksamer waren und eine 1Csp von 0,03 uM aufwiesen.
Worauf diese bessere Interaktion der Inhibitorglucoside mit langeren Alkylketten
zurlickzufthren ist, wurde im weiteren durch Computer-Simulationen untersucht.

Mit O6BG, 8ABG, 4BTG und insgesamt 5 Glucosiden (34, 37, 38, 39, 42) wurde der
MGMT-Test an HeLaS3 Zellen durchgefuhrt. Zum Vergleich der MGMT-Testung am
Gesamtproteinextrakt (MGMT-GP-Test) und in intakten Zellen (MGMT-Zelltest) kann der
Quotient dieser Zahlenwerte herangezogen werden (I11, Tabelle 4.2-1) Dartberhinaus ist es
zur Ableitung von Struktur-Wirkungs-Beziehungen von Bedeutung, die Werte der Glucoside
in Relation zu den reinen Purinen zu betrachten (I und |1, Tabelle 4.2-1). Sowohl im MGMT-
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GP-Test ds auch im MGMT-Zelltest wird deutlich, dal3 die Gluco-Konjugation sich negativ
auf das Potential zur MGMT-Inhibition auswirkt. Alle Konjugate weisen héhere 1Cso-Werte
als die entsprechenden Purine auf (I und 11). 4BTG ist in intakten Zellen mit einer 1Csp von
0,0011 puM der starkste MGMT-Inhibitor und demnach 2,4 mal wirksamer im MGMT-GP-
Test (I11). Auch fir die anderen O°-substituierten Purine wird eine hohere Aktivitat im
MGMT-Zélltest, alsim MGMT-GP-Test gefunden. Fir BABG entspricht der Quotient 111 2,1
und fur O6BG 9,5.

MGMT-Inhibitor | Cs0 p-Test [MM] | Cs0 intakte zellen [MM] 1 I
06BG 0,62 0,065 9,5
34 25 5,58 40 85 4,5
8ABG 0,038 0,018 2,1
37 2,0 2,8 53 156 0,7
38 7,0 55 184 306 1,3
4BTG 0,009 0,0037 24
39 0,68 1,7 76 459 04
42 0,03 0,011 3,3 3,0 2,7

Tabelle 4.2-1 Darstellung der 1Cso-Bestimmungen fir verschiedene MGMT-Inhibitoren. | = ICsg gp.1eg Glucosid
1 1Csp ap-1es O°-substituiertes Purin. 11 = I Csgintaxte zellen GIUCOSI / 1 Csp intakte zetten OC-substituiertes Purin. 111 = ICxg
op-Test ! 1Csointakte zellen TUr die entsprechende Datenreihe.

Der Anstieg der Werte im MGMT-Zelltest gegeniiber dem MGMT-Test an isoliertem Protein
wird von Pegg und Mitarbeitern [1997] mit der Affinitétserhohung der MGMT durch DNA-
Bindung begriindet. Eine Konformationsanderung fiihrt zu einer Offnung des aktiven
Zentrums der MGMT, was den Angriff der Pseudo-Substrate erleichtert [Vora et al. 1998].
Trotz der Tatsache, dal3 die Zellmembran as zusétzliche Barriere Gberwunden werden mul3,
zeigten deshalb die bislang getesteten lipophilen Inhibitoren durchweg niedrigere 1Csp im
MGMT-Zéelltest alsim MGMT-GP-Test [Chae et a. 1994; 1995; Moschel et a. 1992].

Die entsprechenden Ethylglucoside zeigten eine Besonderheit beim Vergleich der Daten.
Sowohl im MGMT-GP-Test, as auch MGMT-Zelltest nimmt die inhibitorische Potenz der
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Ethylglucoside von 4BTG (39) uUber 8ABG (37) zu O6BG (34) ab. Erstaunlicherweise sind
jedoch das Ethylglucosid des 4BTG (39) und das Ethylglucosid des 8ABG (37) zwei
Ausnahmen, bel denen die ICsp im MGMT-Zélltest um die Faktoren 2,5 bzw 1,4 niedriger
sind, as im MGMT-GP-Test (111, Tabelle 4.2-1). Eine mogliche Begrindung fir diese
Tatsache ist die sehr hohe Hydrophilie der Substanzen. Die Membranpermeabilitédt wird
dadurch soweit gesenkt, dal3 nur geringe intrazelluldre Konzentrationen erreicht werden.
Dieser Nachteil Uberwiegt, so dal3 dieser nicht mehr durch den DNA-Bindungseffekt (s.0.)
kompensiert werden kann.

Zusédtzlich zu den Ethylglucosiden wurde fir die beiden wirksameren und
vielversprechenderen MGMT-Inhibitoren 8ABG und 4BTG noch zwei weitere Glucoside im
MGMT-Zelltest untersucht: das Butylglucosid des 8ABG (38) und das Octylglucosid des
4ABTG. Letzteres wurde aus der Reihe der 4BTG-Glucoside gewahlt, da dies mit einer 1Csp in
vitro VON 0,032uM  bereits nahe dem vermeintlichen Grenzwert (s.0.) der Glucoside von 0,03
MM liegt, im Vergleich zum Decyl- (43) und zum Dodecylderivat (44) des 4BTG jedoch die
hochste Hydrophilie aufweist (Strukturformeln Abbildung 3.1-1/).

Das Butylglucosid des 8ABG (38) ist 184 mal unwirksamer als das 8ABG und zeigt geringere
inhibitorische Aktivitdt as das Ethylglucosid des BABG (37). Im Gegensatz dazu wirkt sich
die Kettenverlangerung bel den 4BTG-Derivaten positiv auf deren Potential zur MGMT-
Inhibition aus. Das Octylglucosid des 4BTG (43) ist mit einer 1Cs, von 0,011 ca. 150 mal
wirksamer als das entsprechende Ethylglucosid. Mit einem Faktor von 3,3 ist der Unterschied
zwischen glucosidiertem und nicht glucosidiertem 4BTG nur noch unwesentlich.

Die Effekte der Spacerverlangerung konnten aus den unterschiedlichen Ladungsverteilungen
im Purin-Grundgerust des 8ABG im Vergleich zum 06BG resultieren. Die hohere Aktivitét
des 8ABG wird auf den elektronenziehenden Effekt durch den zusétzlichen Stickstoff im
Imidazolring zurlickgefiihrt. Das durch die nukleophile Substitution mit der MGMT
entstehende 8-Azaguanin liegt an der O°-Position als Anion vor und ist schwécher basisch als
das nach der Benzylibertragung entstehende Guanin des O6BG. Deshab kann eine hthere
Dealkylierungsrate und folglich eine niedrigere 1Csy erreicht werden. Dieser
elektronenziehende Effekt wird durch die N9-Substitution abgeschwécht. Die Spacer
besitzten einen elektronenschiebenden (+1-) Effekt, der mit ansteigender Lange starker wird.
Dementsprechend ist das an der O°-Position dealkylierte Produkt des Butylglycosid starker
basisch als das analoge Dealkylierungsprodukt des Ethylglucosids. Die Kettenverlangerung
fahrt demnach insbesondere beim 8ABG zu einer verringerten MGMT-Reaktivitdt und

infolgedessen zu einer niedrigeren MGMT-Inhibition.
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Alle bisang publizieten N-9-substituierten O°-Alkylguanin-Derivate waren deutlich
schwéchere MGMT-Inhibitoren, als deren nicht an der N-9-Position substituierten Analoga.
Da fur die anderen mdglichen Substitutionsorte jedoch noch massivere Wirkungsverluste
beobachtet werden, scheint dies die einzig sinnvolle Stelle zu sein an der Modifikationen
vorgenommen werden kénnen.

Die Einfuhrung lipophiler Spacer zwischen einem polaren Substituenten (hier Glucose) und
dem Guanin-Grundgertst stellte sich as hervorragende Moglichkeit heraus, diese Nachteile
zu umgehen. Es konnte gezeigt werden, das die in dieser Arbeit synthetisierten Glucoside ab
einem Octyl-Spacers nahezu gleiche Aktivitét wie die nicht modifizierte Ausgangssubstanz
aufweisen. Die Verbindungen mit kirzeren Spacern sind bessere MGMT-Inhibitoren a's der
bisang etablierte "Goldstandard” O°-Benzylguanin und dariiberhinaus deutlich besser
wasserlodlich. Allesamt stellen die Glucoside Verbindungen dar, die einem Drug-Targeting-
Konzept Uber aktive Glucosetransporter dienen konnen. Dementsprechend soll als néchster
Schritt deren Eignung zur MGMT-Inaktivierung in vivo und deren mogliche Préferenz
gegeniber dem Zielgewebe geprift werden. Desweiteren wédre es von Interesse zu
untersuchen, ob sich die Einfihrung von Alkylspacern auch auf andere Substituenten, wie
beispielsweise Oligosaccharide zur Lectin vermittelten Aufnahme, oder Steroide zur
Aufnahme Uber Steroid-Rezeptoren eignet.

4.2.2. Untersuchungen an MeWo-Zellen

Durch Behandlung von Fotemustin-resistenten Zellen mit dem alkylierenden Agens
Fotemustin und den MGMT-Inhibitoren sollte untersucht werden, ob die glycosidierten
MGMT-Inhibitoren in der Lage sind, die Resistenz dieser Zellen zu modulieren. MeWo-
Zellen sind ein geeignetes Modell fur solche Bestimmungen, da von der Ursprungszellinie
(MeWo) verschiedene Klone abgeleitet wurden, die unterschiedliche Resistenzstufen
aufweisen (MeW Orotes 0der M eW Orotedo).

Die MGMT-AKktivitét dieser Zellinien wurde bestimmt: 12 fmol/mg Gesamtprotein in MeWo-
Zellen, 806 fmol/mg Gesamtprotein in MeWogqes und 1146 fmol/mg Gesamtprotein in
MeWorqeso [Lage et a. 1999]. Bis dato wurden jedoch noch keine Experimente mit MGMT-
Inhibitoren an diesen Zellinien durchgefiihrt. Deshalb war es von Interesse, zu untersuchen,
ob eine Senshilisierung der resistenten Zellinien durch MGMT-Inaktivierung mittels der
MGMT-Inhibitor-Glucoside erreicht wird und ob unterschiedliche Effekte durch den Einsatz
von O°(4-Bromothenyl)-guanin (4BTG), dessen Ethylglucosid (39) und dessen
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Octylglucosid (42) gezeigt werden kdnnen. In einer Doppelbehandlung mit MGMT-Inhibitor
und Fotemustin wurde dazu jeweils eine der Substanzen in unterschiedlichen und die andere
mit konstanter Konzentrationen zugesetzt (Kapitel 3.2.3.1 und 3.2.3.2).

Die sensitiven MeWo-Zellen zeigten in beiden Versuchsrethen keine erniedrigten
Uberlebensraten nach Fotemustin-Behandlung durch die zusitzliche MGMT-Inhibition. Die
DMF-Werte als Mal’ fir die Erhohung der Toxizitét nach der Behandlung mit Fotemustin und
einer konstanten Konzentration (10 uM) des MGMT-Inhibitors ergaben 0,65 (4BTG), 1,75
(39) und 0,92 (42) (Tabelle 3.2-2). Ein DMF-Wert von 1 zeigt, das kein Unterschied der
Toxizitét mit oder ohne MGMT-Inhibitor besteht. Werte Uber 1 sprechen fir eine Modulation,
doch wird beim Vergleich der ICso-Werte von 11,6 pM [nur Fotemustin], mit 6,6 uM
[Fotemustin + 39] deutlich, wie nahe die absoluten Werte beieinander liegen.

Bel steigender Konzentration der MGMT-Inhibitoren konnte bis 100 uM keine Erhdhung
gegenltber den Kontrollwerten, die nur mit Fotemustin inkubiert wurden, erkannt werden
(Abbildung 3.2-7). Bildet man aus den Uberlebensraten der Doppelbehandlung und den nur
mit Fotemustin-Behandlung erreichten Uberlensraten den Quotienten (C), so ist dieser ein
Mal’ fur die Modulation der Toxizitdt. Der DMF (siehe Kapitel 3.2) kann in diesem Falle
nicht herangezogen werden, da keine | Cso berechnet wurden.

Anhand dieser Quotienten wird deutlich, da3 die Hemmung des Wachstums der MeWo-
Zellen durch Fotemustin nicht durch die zusétzliche Behandlung mit einem MGMT-Inhibitor
beeinflu®t werden kann. Anhand der Versuche mit unterschiedlicher MGMT-Inhibitor-
Konzentration an MeWo-Zellen konnte dartberhinaus festgestellt werden, dal3 weder 4BTG
noch dessen Ethylglucosid 39 oder dessen Octylglucosid 42 bis 100 uM das Zellwachstum
ohne Fotemustin-Zusatz hemmen (Abbildung 3.2-7). Die Substanzen sind demnach in den
eingesetzten Konzentrationen nicht toxisch.

MGMT- (A) Uberlebensrate (B) Uberlebensrate  (C) B/A

Inhibitor  memT-Inhibitor + Fotemustin Fotemustin
4BTG 23,5 (6,5) 27,6 (5,3) 1,17
39 30,0 (4,9) 25,5 (4,6) 0,85
42 27,1 (3,3) 30,0 (3,0) 1,11

Tabelle 4.2-2 Uberlebensraten von MeWo-Zellen nach Behandiung mit 150 ug/ml
Fotemustin und 4BTG, 39 und 42. A: Mittelwert (aus n = 36 +/- SD) dller
Uberlebensraten der Konzentrationsreihe des jeweiligen MGMT-Inhibitors und
konstanter Fotemustin-Konzentration. B: Mittelwert (aus n = 9 +/- SD) der
Fotemustin-Kontrolle.  C:  Errechnet aus. [% Uberleben]roenusin /| [%0
Uberleben] rotemustin + MGMT Inibiotor-
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Wegen der oben beschriebenen aul3erst geringen Aktivitdt der MGMT in den MeWo-Zéellen,
war zu erwarten, dal3 die zusétzliche Behandlung mit einem MGMT-Inhibitor die Fotemustin-
Toxizitét nicht beeinflufd. Das Ergebnis zeigt jedoch auch, dal? keine unspezifischen Effekte
durch die MGMT-Inhibitoren zu beobachten sind.

Die MeWorqes-Z€ellen hingegen lassen sich durch die Behandlung mit einem MGMT-
Inhibitor sensibilisieren. Der DMF fur 42 betrégt 15,52. Die Werte der 1Cys, 1Cso und der 1Crs
nach der Behandlung mit Fotemustin und 42 entsprechen den Werten der sensitiven MeWo-
Zellen (Tabellen 3.2-2 und 3.2-3).

Bel steigender MGMT-Inhibitor-Konzentration wird deutlich, dal3 die MGMT-Inhibitoren
auch auf die MeWogrges-Zellen nicht toxisch wirken (Abbildung 3.2-8). Die
Doppelbehandlung mit Fotemustin jedoch fuhrt zu einer Erhdhung der Toxizitét. Gegentiber
den Uberlebensraten nach Fotemustin-Behandiung von 67,1 % bis 71,6 % wird durch
zusitzliche MGMT-Inhibition eine Senkung der Uberlebensraten auf durchschnittlich 45 %
erreicht.

Fur 4BTG und 42 ist in den Konzentrationen bis 0,019 uM noch keine Dosisabhangigkeit der
Wirkung zu erkennen, wohingegen 39 ab 0,63 pM nicht mehr die maximale Wirkung zeigt.
Die entspricht den Ergebnissen, die mit HeLaS3-Zellen erhalten wurden (Kapitel 3.2.2).

Auch an dieser Zellinie waren 4BTG und 42 die potenteren MGMT-Inhibitoren mit 1Cso-
Werten von 3,7 nM (4BTG) und 18 nM (42). Die I1Csp von 39 lag an HeL aS3-Zellen mit 1,72
MM deutlich dartiber. Die MGMT-Aktivitét betrégt in HeLaS3-Zellen zwischen 500 und 1500
fmol/mg Gesamtprotein, weshalb die Daten sehr gut mit den Ergebnissen an einer der
resistenten MeWo-Zellinien vergleichbar sind.

Auch an MeW0rqies0-Z€llen wurde erwartungsgemald eine Steigerung der Fotemustin-Toxiziét
durch die zusétzliche Behandlung mit den MGMT-Inhibitoren 4BTG, 39 und 42 beobachtet.
Die DMF-Werte lagen bei 1,82 (4BTG), 2,21 (39) und 1,77 (42). Um 50 % des
Zellwachstums zu hemmen, konnten die Fotemustin-K onzentrationen entsprechend um 82 %,
121 %, bzw. 77 % gesenkt werden. Auch wenn die DMF-Werte nicht sehr hoch erscheinen,
wirde die Doppelbehandlung mit Fotemustin und MGMT-Inhibitor klinisch einen enormen
Vorteil bedeuten, da dadurch auch die Gesamtbelastung des Organismus verringert wird.

In der zweiten Versuchsreihe mit unterschiedlicher MGMT-Inhibitor-Konzentration konnte
festgestellt werden, dal3, wie in den MGMT-Tests (Kapitel 3.2.2) und in den Untersuchungen
mMit MeWOrqes-Zellen, 4BTG und 42 bessere Inaktivatoren as 39 sind. Bei Betrachtung der
Uberlebenskurven der Konzentrationsreihen von 0,019 UM bis 5 pM MGMT-Inhibitor plus
150 pg/ml Fotemustin (Abbildungen 3.2-9) wird ersichtlich, dal3 die maximale Wirkung von
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39 bei Konzentrationen von mindestens 1,25 pM erreicht wird, wohingegen 42 schon ab 0,08
MM und 4BTG ab 0,04 uM die maximale Wirkungsverstarkung auf die Fotemustin-Toxizitat
erkennen 1at. Die Uberlebensraten der MeWo-Zellen nach der Behandlung mit 150 pg/mi
Fotemustin von 92,7 % (39), 84,9 % (42) und 87,7 % (4BTG) konnte durch zusétzliche
Behandlung mit den MGMT-Inhibitoren bei diesen und den entsprechend hoheren
Konzentrationen auf 63,5 % (39), 51,8 % (42) und 53,4 % (4BTG) gesteigert werden.

Insgesamt kann festgehalten werden, dal’ die eingesetzten MGMT-Inhibitoren 4BTG, 39 und
42 dlesamt in der Lage sind, die Fotemustin-Toxizitét in MeWO0roes- UNd MeWOrgieso-Z€llen
zu steigern. Wahrend die Resistenz der MeWorqes —Z€llen vollstdndig reversibel ist, lassen
sich MeWorgeao-Z€ellen lediglich bis zu einem gewissen Grad sensibilisieren. Dies spricht
dafur, dal3 die MGMT-Expression den entscheidenden Einfluf auf die Resistenzentwicklung
der MeWorqes-Z€llen ausiibt, wohingegen die MGMT-Aktivitét lediglich einen Beitrag zur
Resistenz der MeWOrqeso-Z€ellen leistet.  Nichtsdestotrotz  konnte durch  zusétzliche
Applikation von MGMT-Inhibitoren eine deutlich effizientere Therapie mit Alkylantien
erreicht werden, sofern die Tumoren einen gewissen Grad an MGM T-AKktivitét aufweisen.
Die Aktivitat der MGMT-Inhibitoren entspricht den Ergebnissen im MGMT-Test. 4BTG ist
der potenteste Inhibitor, wobei nur ein aul3erst geringer Unterschied zu dessen Octylglucosid
(42) festgestellt werden kann.

Davon ausgehend, da3 das Glucosid durch aktive Transportmechanismen im Tumor
angereichert werden konnte, stellt dieses eine entschei dende Weliterentwicklung dar.

Das Ethylglucosid des 4BTG (39) muf3 auch in diesen Versuchen in htheren Konzentrationen
eingesetzt werden, um wirkungsvoll die MGMT-Aktivitdt zu hemmen. Dennoch bietet es
aufgrund seiner deutlich verbesserten Wasserléslichkeit bereits entscheidende Vorteile in

vivo, insbesondere beziiglich einer oralen Applikation.

4.3. Eigenschaften der MGMT-Inhibitoren
4.3.1. Physikochemische Eigenschaften

Anhand des Octylglucosids (42) und des Ethylglucosids (39) des 4BTG sollte exemplarisch
gezeigt werden, wie sich die MGMT-Inhibitor-Glucoside in wéal¥igem Millieu unter
typischen Inkubationsbedingungen der in vitro Testsysteme verhalten. Dazu wurden
Phosphat-Puffersysteme (pH 6,0 und pH 7,4) sowie Zellkulturmedium (Vollmedium mit
Zusatz von 5 % FCS) verwendet und 39 und 42 bei 37°C fur 24 h (pH 6,0), bzw. 168 h (pH
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7,4 und Medium) inkubiert. Die Quantifizierung der Proben erfolgte mittels RP-HPLC und
UV-Detektion.

Fur die beiden Substanzen wurden analytische Methoden etabliert, die einen reproduzierbaren
linearen Zusammenhang zwischen der Probenaufgabemenge und den Signalintegralen zeigte
(Abbildung 3.3-1). Als problematisch stellte sich dabel lediglich die schlechte
Wasserl6slichkeit von 42 in den verwendeten Konzentrationen von 0,1 mg/ml (0,16 mM)
heraus. Obwohl kein fester Bodensatz durch teilweise ungel 6ste Substanz erkennbar war und
die Proben optimal vorbereitet wurden (Ultrafiltration, Zentrifugation), erhielt ich nach
heftiger Bewegung der Proben deutlich hdhere Werte erhédlt als nach langem Ruhen. Um
dieses Problem zu umgehen, wurde die Summe aller Integrale as interner Standard definiert
und der Quotient aus Standard und Produktsignal gebildet. Es zeigte sich, dal3 mit dieser
Methode niedrigere Standardabweichungen innerhalb einer Versuchsreihe erhalten werden,
wenngleich die Reihen mitunter teilweise deutlich voneinander abweichen. Insgesamt kdnnen
jedoch auch auf diese Art wichtige Kernaussagen beziiglich der Haltbarkeit von 42 getroffen
werden.

Fur 39 und 42 konnten in allen Untersuchungen Zerfallskinetiken erster Ordnung beobachtet
werden, dal? heil3t zwischen der Zerfallszeit und den gemessenen Konzentrationen besteht ein
logrithmischer Zusammenhang. Die Edukte zerfalen demnach bei abnehmender
Konzentration mit abnehmender Geschwindigkeit (Abbildungen 3.3-2 und 3.3-3).

Der Zeafdl be pH 6,0 ist duBerst schnell. Nach 24 h konnten fur 39 nur noch
Restkonzentrationen von unter 5 % des Ausgangswertes gemessen werden (Tabelle 3.3-1).
Bel alen biologischen Experimenten mit 39 mul3 demnach darauf geachtet werden, dal? der
pH-Wert nicht in den sauren Bereich absinkt und die schnelle Hydrolyse unter den gegebenen
Bedingungen berlicksichtigt wird. Auch 42 weist bel pH 6,0 nur eine kurze Haltbarkeit auf,
doch liegen die Werte mit 31,4 h (T12) und 4,8 h (Toms) deutlich héher als fur 39.

Unter den Inkubationsbedingungen der MGMT-Tests ist die saure Hydrolyse jedoch
unproblematisch, da die Versuche im neutralen pH-Bereich in PBS oder Zellkullturmedium
durchgefihrt werden (Kapitel 3.2.1).

Von beiden Verbindungen kdnnen bei pH 7,4 nach 13 h (39) bzw. 108 h (42) Gber 90 % ihrer
Ausgangskonzentration nachgewiesen werden. Wasserl6sliche Glucoside wie 39 werden in
vivo sehr rasch Uber die Nieren wieder ausgeschieden [Pfeifer et al. 1995]. Liegt die
Hydrolyserate in diesen Féllen unter der Halbwertszeit fihren auch kurze Too-Werte nicht zu
Anwendungsschwierigkeiten.
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In Medium sind 39 und 42 deutlich stabiler als in Phosphat-Puffer. Der Top,-Wert von 39
liegt bel 26,3 h, der von 42 bei 252,1 h. Die Halbwertszeiten sind mit 172,9 h fir 39 und 1636
h fur 42 ungefahr siebenmal so hoch. Demnach konnen bel Langzeitinkubationen in
Zellversuchen bis zu einem Tag (39) und bis zu einer Woche (42) mit mindestens 90 % der
Ausgangskonzentration gerechnet werden. Eine mdgliche Begrindung fur die langere
Haltbarkeit in Zellkulturmedium konnte in einer Proteinbindung liegen. Das zugesetzte FCS
enthdlt Serumalbumin, das tber nicht kovalente Wechselwirkungen insbesondere lipophile
Arzneistoffe binden kann [Burger & Wachter 1998]. Aufgrund der héheren Lipophilie ist der
Effekt fUr 42 stérker ausgepragt als fur 39.

Obwohl fur eine Reihe von Analoga des 4BTG Stabilitdtsuntersuchungen verdffentlicht
wurden, sind fir das 4BTG keine Daten publiziert. Die Ty, von O°-(4-Bromothenyl)-
guanosin wird mit Uber 16 h in PBS bei 37 °C angegeben, wobel die Quantifizierung
photometrisch erfolgte [Cancer Research Campaign Technology limiteted 1996]. Desweiteren
wurde die Halbwertszeit der biologischen Aktivitdt beschrieben: Sie liegt fur das O°-(4-
Bromothenyl)-guanosin bei Gber 48 h. Der Wert entspricht dem Zeitpunkt, zu dem der
MGMT-Inhibitor noch die halbmaximale Wirkung der MGMT-Hemmung besitzt [Cancer
Research Campaign Technology Limited 1996]. Obwohl 16 h nach Versuchsbeginn nur noch
50 % der Anfangskonzentration des O°-(4-Bromothenyl)-guanosin detektiert werden, liegt die
Aktivitét des Inhibitors auch nach tber 48 h noch bei der Halfte des Ausgangswertes. Anhand
der Differenz der Werte wird deutlich, dal3 moglicherweise Hydrolyseprodukte entstehen, die
auch zur MGMT-Hemmung beitragen.

In den Messungen konzentrierte ich mich in erster Linie auf die Stabilitét des Glucosides.
Sowohl eine Spaltung der glucosidischen Bindung als auch der Bruch der N-Alkyl-Bindung
zwischen Spacer und Purin sollte mit dem analytischen System sicher detektiert werden. Es
konnte in den Versuchen gezeigt werden, dal3 die Glucokonjugate 39 und 42, bezogen auf
diese Molekilteile, in den angegebenen Grenzen stabil sind. Moglicherweise kann jedoch in
dem verwendeten HPLC-System eine Hydrolyse des O°-substituierten Purins nicht
identifiziert werden, weshalb Modifikationen des 4-Bromthenyl-Substituenten nicht
ausgeschlossen werden kénnen. Da das Edukt der Konjugate (4BTG) sich momentan in der
klinischen Prifung befindet [Middleton et al. 2000], kann jedoch davon ausgegangen werden,
dal3 in vivo eine ausreichende Stabilitét des 4BTG gegeben ist.
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4.3.2. b-Glucosidase-Stabilitat der MGM T-Inhibitoren

Im weiteren sollte die mdgliche Hydrolyse durch spezielle, ubiquitér vorkommende Enzyme
untersucht werden.

Die Spaltbarkeit von Glucosiden durch b-Glucosidasen spielt eine grof3e Rolle bei einer Reihe
von Stoffwechselvorgéangen und fir die Umsetzung sogenannter Prodrugs [Conn 1993]. Es
handelt sich dabel um per se mehr oder weniger wirkungslose Arzneistoffe, deren Wirkform
erst durch Freisetzung aktiver Metaboliten zur Verfigung steht [Burger & Wachter 1998].
Beispielsweise wird der DNA-aktive Metabolit des Glufosfamids durch Einwirken von b-
Glucosidasen freigesetzt [ Seker et a. 1998].

Auch im Falle der glucosidierten MGMT-Inhibitoren wére es denkbar, dal3 das durch b-
Glucosidase-Aktivitét freigesetzte Aglycon vollkommen verénderte Eigenschaften gegentber
dem Glycosid besitzt. Das Aglycon kann sich in Bezug auf die Verteilung, die Ausscheidung,
den weiteren Metabolismus und die Pharmakodynamik (= die Interaktion mit der MGMT)
vom Konjugat unterscheiden, weshalb es von Interesse ist, inwiefern die glucosidierten
MGMT-Inhibitoren a's Substrate fur b-Glucosidasen dienen kdnnen.

Mittels Massenspektrometrie (ESI) konnte sowohl fir 39 as auch fir 42 eine Spaltung durch
das Enzym nachgewiesen werden (Abbildungen 3.3-5 und 3.3-6). Insbesondere fir 39 kann
eine hohe Umsetzungsrate angenommen werden, da im ES| kein Edukt mehr detektiert
werden konnte. Neben dem qualitativen Nachweise der Spaltung, konnte fir 39 eine
zeitabhéngige Kinetik gezeigt werden (Abbildung 3.3-5 B), wobei bis 4 min maximale
Umsetzungsraten erreicht werden und nach ungef&hr 10 min eine Séttigung eintritt.

Wegen der grofien Unterschiede in Bezug auf Lipophilie und sterische Anspriiche der zwel
Verbindungen 39 und 42 kann davon ausgegangen werden, dal3 diese einen reprasentativen
Querschnitt der MGMT-Inhibitor-Glucoside 39 bis 45 darstellen. Wahrscheinlich werden
demzufolge auch die anderen Glucoside von b-Glucosidasen hydrolysiert. Aufgrund des
verringerten sterischen Anspruchs und der erhdhten Lipophilie der Aglyca wére es im
weiteren von Interesse zu untersuchen, wie sich die Aglyca von den Glucosiden beziglich

ihrer Potenz zur MGMT-Inaktivierung unterscheiden und wie diese sich in vivo verhalten
[Pegg et a. 1997].
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4.4. Molecular Modeling der MGM T-Inhibitoren

Aufgrund der biologischen Ergebnisse der MGMT-Inhibitoren an Gesamtproteinextrakten
von HelL aS3-Zellen schien sich eine Struktur-Wirkungs-Beziehung abzuzeichnen, die mittels
Molecular Modeling Experimenten gepriift werden sollte.

Dazu wurde mit Molekuldynamiksimulation die mittlere Distanz zwischen Purin- und
Glucoseteill der MGMT-Inhibitor-Glucoside 39 bis 45 ermittelt und mit den 1Cso-Werten in
Relation gesetzt (Abbildung 3.4-1, Tabelle 3.4-1).

Die kakulierten Abstéande fur die homologe Reihe des Ethylglucosids des 4BTG (39) bis zum
Decylglucosid des 4BTG (43) korrelierten hervorragend mit deren 1Cso-Werten fur die
MGMT-Inhibition, die am Proteingesamtextrakt von HelLaS3-Zellen ermittelt wurden
(Abbildung 3.4-2). Da das Decylglucosid (43) und das Dodecylglucosid (44) des 4BTG die
gleiche ICso am Gesamtproteinextrakt von 0,03 uM aufweisen, wurde das Dodecylglucosid
des 4BTG (44) nicht in diese Reihe aufgenommen Es wird ein Grenzwert erreicht, so dal3 ab
einer gewissen Lange des Spacers keine Steigerung der Aktivitdt mehr erreicht werden kann.
Das Butinylglucosid (45) wurde aufgrund seiner dreifach ungeséttigten Bindung ebenso nicht
berticksichtigt.

Eine mdgliche These zur Erklérung dieses Zusammenhangs ist, dal3 die gesteigerte Wirkung
der Glucokonjugate mit langerem Spacer davon abhangig sein konnte, dal3 der hydrophile
Saccharidteil ab einer gewissen Lange aus dem Protein herausragen kann und dadurch die
MGMT-Inhibitor:MGMT-Interaktion erleichtert wird (Abbildung 3.4-3). Dies sollte mit
Molecular Modeling Experimenten an einem Modell zu kldren versucht werden, wobei die
ersten Versuche mit einem Homolgiemodell der humanen MGMT auf Basis ener
RontgenkristalIstruktur des Produktes des ada Gens von E.coli. durchgefihrt wurden [Moore
et al. 1994; Wibley et a. 1995].

Zur Etablierung des Modells war es notwendig, einen moglichen Eintrittskanal fur die
Inhibitoren zu definieren. Hierzu mufdte der Radius der Kugel, die zur Darstellung der
Wasser-zugéanglichen Oberflache (water accesible surface) dient, um 0,4 A auf 1,0 A gesenkt
werden. Dadurch wurde ein moglicher Zugang zu Cysl45 sichtbar, Gber den die Inhibitoren
per Hand in das aktive Zentrum modelliet wurden. Anhand von
Molekuldynamiksimulationen der MGMT-Inhibitor:MGMT-Komplexe ist zu erkennen, dafd
ab einem Octylspacer der Glucoseteil aus dem Protein herausragt und dementsprechend der
sterisch anspruchsvolle Teil des N9-Substituenten nicht mit dem engen Eintrittskanal der
MGMT interferiert (Abbildung 3.4-5). Das Ethylglucosid des 4BTG (39) muf3 vollstandig in
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die MGMT eindringen, damit der O°-Substituent in einen fir die Sy2-Reaktion geeigneten
Abstand kommt (ca. 4 A).

Der Mechanismus erklart jedoch nicht, weshalb die Anderung von Tyr114, das weit vom hier
vorgeschlagenen Eintrittskanal liegt zu einer deutlichen Inaktivierung gegenuber O6BG fihrt
[Goodtzova et a. 1998].

Desweiteren ist das Modell nicht geeignet, den Wirkungsverlust von N7-substituierten
MGMT-Inhibitoren mit Guaninstruktur zu erkléren (Kapitel 1.3.2) [Moschel et a. 1992].
Solche Verbindungen kénnten nach dem hier vorgeschlagenen Bindungsmodus ebenfalls mit
der MGMT reagieren.

Wahrend der experimentellen Arbeit wurde die Kristallstruktur der humanen MGMT sowie
deren methylierte- und benzylierte Produkte verdffentlicht [Wibley et al. 2000; Daniels et al.
2000]. Da die Kristallstrukturen experimentell ermittelt sind, kénnen solche Daten als validere
Grundlage betrachtet werden, um weitere Aussagen bezlglich der Substratspezifitét
abzuleiten [Bohm et al. 1996].

Die Rontgenstruktur zeigte neben dem oben beschriebenen Zugang zu Cysl45 eine weitere
mogliche Orientierung der Liganden, wobei dieser von der anderen Seite in das offen liegende
aktive Zentrum eindringen kann.

Die Molekuldynamiksimulationen fur 39 bis 45 wurden nach dem gleichen
Simulationsprotokoll mit der Kristallstruktur der humanen MGMT wiederholt. Die Komplexe
lieferten sehr aufschlulreiche Daten beziglich der Interaktion einzelner Teile der MGMT-
Inhibitoren mit bestimmten Aminosauren der MGMT (Kapitel 5.4).

Zur besseren Ubersichtlichkeit wurden die Interaktionsenergien der Molekiilteile
zusammengefaldt (Abbildung 3.4-7; Tabelle 3.4-2) bzw. fur die wichtigsten Aminosauren die
Summen der Interaktionsenergien mit dem Gesamtmolekil und dem Spacerglucosid
gegenubergestellt (Abbildung 3.4-9, Tabelle 3.4-3).

Es wurde deutlich, daf3 einige Aminosauren eine entscheidende Rolle fur die Interaktion der
MGMT mit den Pseudosubstraten spielen, wobei der gréfte Anteil der Interaktionsenergie
insgesamt durch das O°-substituierte Purin bedingt wird. Die Summen der Energien der vier
Molekiilteile LTHO, LLNK, LPU1 und LPU2 (Tabelle 3.4-2) betragen zwischen —16 kcal (39)
und —24 kcal (42). Die Interaktionsenergien des Spacers und der Glucose hingegen
summieren insgesamt nur zu einem Anteil von 13 % (45) bis 43 % (43). Die Werte der
Interaktionsenergien dieser Molekilteile steigen beginnend bei 39 mit zunehmender
Spacerlange an, doch liegt der Wert von 44 deutlich niedriger as fur 43. Es mufd davon
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ausgegangen werden, dal3 aufgrund der Lénge des Dodecylspacers ein Grenzwert fur die
Interaktion erreicht ist.

45 zeigt einen aulderst niedrigen Wert fur die Interaktion, was wahrscheinlich auf mangelnde
Wechselwirkungen des Butinylspacers mit der Dreifachbindung und den aromatischen
Aminosauren zurtckzufihren sein konnte. Insgesamt konnte keine Korrelation der
Gesamtsumme der Interaktionsenergien und der biologischen Aktivitdt der Glucoside
abgeleitet werden, doch spricht die Konstanz wichtiger Werte fur die hohe Qualitét des
Modells. Die Glucose leistet fir 39 bis 42 einen Beitrag von -4 kca bis -6 kcal zur
Interaktionsenergie. Die Ethylenteile aller Spacer machen Interaktionsenergien von —1 kcal
bis —2 kcal aus, und auch das O°-substituierte Purin wurde mit einem gut reproduzierbaren
Wert fur alle Glucoside gemessen (siehe oben).

Zur weiteren Evaluation der Daten wurden die Interaktionenergien der wichtigsten
Aminosauren mit dem Gesamtmolekil den Interaktionsenergien derselben Aminosauren mit
dem Spacerglucosid gegenuibergestellt (Abbildung 3.4-10). Die daraus gebildeten Summen
sollten eine bessere Vergleichbarkeit der Molekile gewahrleisten (Tabelle 3.4-3). Es wurden
die Aminosauren ausgewdhlt, die in einer der Interaktionsanalysen einen Zahlenwert grof3er
als—1 kcal aufwiesen. Tabelle 3.4-3 gibt demnach auch eine gute Ubersicht der bedeutendsten
Residuen fir die Wechselwirkungen mit den Glucosiden 39 bis 45.

Tyr-158 ist fur einen Beitrag von 22 % (42) bis 38 % (39), bezogen auf die Summe der
Interaktionsenergien der aufgefihrten Residuen, verantwortlich. Die Rolle dieser Aminosédure
wurde bereits in der Literatur anhand von ortsspezifischen Mutagenese-Experimenten
beschrieben [Edara et a. 1995; Xu-Welliver et a. 1999]. In den Untersuchungen von Edara
und Mitarbeitern konnte festgestellt werden, dal3 der Austausch von Tyrosin an Position 158
durch Alanin eine vollstdndige Inaktivierung der MGMT zur Folge hat. Xu-Welliver und
Mitarbeiter stellten spéter fest, dal3 der Austausch durch Histidin nur eine leicht verringerte
MGMT-Aktivitét, jedoch eine sehr hohe O6BG-Resistenz verursacht. Die meisten der
bekannten MGM T-Sequenzen tragen an dieser Stelle ein Tyrosin oder in etwa 10 % der Féle
ein Phenylalanin. Auch anhand unserer Experimente kann davon ausgegangen werden, daf
die Wechselwirkungen in dieser Position von sehr entscheidender Bedeutung sind.

Arg-128 und Tyr-114 sind zum Grofdeil fur die Interaktion mit dem Spacerglucosid (=
Molekulteil b, Abbildung 3.4-10) verantwortlich. Der Anteil der Interaktionsenergien der
beiden Residuen im Vergleich zur Gesamtsumme des Spacerglucosids weist fir 39 einen eher
niedrigen Wert von 31 % aus, wohingegen fir die anderen zwischen 45 % (43) und 64 % (42)
erreicht werden. Die Bedeutung von Tyrll4 fir die MGMT:Substrat-Interaktion konnte
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anhand von ortsspezifischen M utagenese-Experimenten nachgewiesen werden [Goodtzova et
al. 1998]. Beide Aminosduren sind in allen bekannten MGMT Sequenzen konserviert, was
deren Bedeutung fur die Aktivitét des Enzyms unterstreicht [Pegg et al. 1995]. Werden die
Glucoside 39 bis 43 wie zuvor as homologe Reihe betrachtet, so 1&/% sich eine Korrelation
der Interaktionsenergien der Spacerglucoside mit den ICso-Werten der MGMT-Hemmung
herstellen (Abbildung 3.4-10).

Einige Monate nach Vertffentlichung der Kristallstruktur der humanen MGMT, wurde die
Kristallstrukturen des benzylierten und des methylierten Produkts der humanen MGMT
publiziert. Es ergab sich dadurch die Moglichkeit, die Qualitét des hier vorgeschlagenen
Modells zur Bindung der 4BTG-Glucoside durch Vergleich mit experimentellen Daten
abzuschétzen. Hierzu wurde das Riickgrat der beiden Modelle Uberlagert und zum einen die
Ubereinstimmung der Lage der wichtigen Strukturmerkmale verifiziert und zum anderen der
Abstand des O°-Substituenten der 4BTG-Glucoside mit dem Benzylrest des Benzylethers
gemessen. Beide Versuche zeigten, dal3 das hier vorgeschlagenen Modell gut mit den
publizierten Daten Ubereinstimmt und von einer hohen Zuverlassigkeit ausgegangen werden
kann.

Im folgenden ware es sinnvoll, beide Modelle auf ihre Eignung zur Vorhersage der
biologischen Aktivitdt von MGMT-Inhibitoren hin zu prifen. Es konnten Glucoside mit
einem Heptylspacer und einem Nonylspacer synthetisiert und getestet werden, um deren
Ubereinstimmung mit der erstellten Struktur-Wirkungsbeziehung zu prifen. Die Interaktion
des Tyr114 kénnte eventuell durch einen aromatischen Spacer zwischen dem 4BTG und der
Glucose verbessert werden. Nach Berechnung durch eine Molekildynamiksimulation mit
dem etablierten Protokoll kénnte eine Vorauswahl von Strukturen getroffen werden, die dann
ebenfalls synthetisiert und getestet werden.

4.5. Biologische Aktivitat der PARP-Inhibitoren

Die zwel PARP-Inhibitoren 2-[(1'‘-H-benzimidazol-4‘* -carboxamidyl)-4‘ -phenyl]-oxoethyl-
b-p-glucosid (56) und 4-[(1'*-H-benzimidazol-4'‘ -carboxamidyl)-4‘ -phenyl]-oxobutyl-b-p-
glucosid (57) wurden mittels eines immunochemischen PARP-Tests auf ihre Fahigkeit zur
PARP-Hemmung getestet.

Sowohl 56 as auch 57 waren deutlich besser wasserlgslich als die nicht modifizierten
Substanzen 2-(4‘-hydroxyphenyl)-1-H-benzimidazol-4carboxamid (PARP-OH) und 2-(4'-
hydroxyphenyl)-1-H-benzimidazol-4carboxamid (PARP-MET). Wéhrend das Ethylglucosid
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(56) bis zu 10 mM in Wasser eine klare Lésung ergab, mufdte fur das Butylglucosid (57) zur
Herstellung einer 10 mM Stammldsung 2 % DM SO zugesetzt werden. PARP-OH und PARP-
MET jedoch sind unter gleichen Bedingungen in Wasser schlecht 16slich.

Die Ergebnisse an den permesbilisierten C4l-Zellen fur PARP-OH und PARP-MET
entsprechen qualitativ den Untersuchungen von White [1996]. PARP-MET ist mit einer 1Cs
von 3,9 pM gegenuber 11,8 uM fir PARP-OH der aktivere PARP-Inhibitor ist. Das
Butylglucosid (57) und das Ethylglucosid (56) liegen mit 1Cso-Werten von 11,2 uM bzw. 15,3
MM in einem vergleichbaren Bereich mit PARP-OH.

Auch im Test an C4l-Zellen zeigten das Butylglucosid (57) und das Ethylglucosid (56)
vergleichbare Werte beziglich der PARP-Hemmung. Es wurden Versuche in
glucosereduziertem und in Vollmedium durchgefiihrt, um zu untersuchen, ob ein mdglicher
aktiver Transport durch Glucosetransporter fur die Aufnahme der Konjugate verantwortlich
sein konnte. Durch Entzug des Substrates D-Glucose konnte eine verstéarkte Aktivitét der
Transporter erreicht werden, die sich in ener erhdhten Wirkung der Glucokonjugate
bemerkbar machen wirde. Lediglich fir das Ethylglucosid (56) konnte mit einer 1Cso von 8,4
MM in glucosereduziertem Medium gegentiber einem Wert von 15,6 uM in Vollmedium ein
Unterschied festgestellt werden. Die Werte des Butylglucosids (57) sind unter beiden
Bedingungen weitestgehend gleich. Ob der beobachtete Effekt fur das Ethylglucosid (56) auf
einen aktiven Transport zurtickzufihren ist, mifte jedoch weiter untersucht werden.

In den Versuchen konnte gezeigt werden, dal3 sowohl das Ethylglucosid (56) als auch das
Butylglucosid (57) in der Lage sind, die PARP an perforierten C4l-Zellen als auch an
lebenden C4l-Zellen zu hemmen. Die fur die halbmaximale Hemmung notwendigen
Konzentrationen entsprechen der nicht-glucosidierten Ausgangssubstanz PARP-OH. Die
Glucoside der PARP-Inhibitoren stellen aufgrund ihrer Fahigkeit zur PARP-Inhibition bei
deutlich gesteigerter Wasserlodlichkeit eine hervorragende Ausgangsbasis fur die

Entwicklungen analoger Verbindungen dar.

4.6. Biologische Aktivitat der SWITCH-Inhibitoren

Die Glucosidierung der drei SWITCH-Inhibitoren N-Methyl-, N-Phenyl- und N-a-Naphtyl-
N*-(4,4-dimethyl-1,2,3,4-tetra-hydro-1,3-dioxo- 7-isochinolinyl)-harnstoff sollte zZur
Verbesserung der Wasserldslichkeit bei einer moglichst gleichwertigen biologischen Aktivitét
fahren.
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CD-Messungen wurden als erstes Screening verwendet, um zu prifen, ob das 2-[2'-(N-
M ethyl-N*-(4,4-dimethyl-1,2,3,4-tetrahydro-1,3-dioxo-7-isochinolinyl)-harnstoff)]-ethyl-1-b-
D-glucosid (50) und das 4-[2'-(N-Methyl-N‘-(4,4-dimethyl-1,2,3,4-tetrahydro-1,3-dioxo-7-
isochinolinyl)-harnstoff)]-butyl-1-b-D-glucosid (51) zur SMTCH-Inhibition geeignet sind.
Mit 1C(CD)so-Werten von 1 uM (50) bzw. 2 pM (51) liegen diese deutlich Uber den Werten
des nicht glucosidierten SWITCH-Inhibitors, der in diesem Versuch eine IC(CD)s, von 150
MM aufweist [von Stosch et al. 1996]. Dartiberhinaus sind 50 und 51 im Gegensatz zu den
nicht modifizierten Ausgangssubstanzen bis 10 mM in Wasser |6dlich.

Mittels des gpl20-CD4-Bindungsversuchs (Abbildung 3.6-5) wurde die Potenz der
glucosidierten SWITCH-Inhibition zur Hemmung der Bindung des LAV 15-Peptids an den
CDA4-Rezeptor in vitro evaluiert. Erste Messungen nach dem etablierten Versuchsaufabau
verliefen ohne erkennbare Hemmung der [**C]-LAV-Hemmung. Nach einem modifizierten
Protokoll wurde das [**C]-LAV-Peptid mit den SWITCH-Inhibitoren 50 und 51 vorinkubiert,
so dal3 die Interaktion vor der Exposition mit den Zellen stattfinden konnte.

Es wurde eine deutlich Reduktion der gebundenen Radioaktivitat beobachtet (Abbildung 3.6-
7). Sowohl 50 a's auch 51 waren ungeféhr 8 mal aktiver als die nicht-glucosidierte Ausgangs-
substanz N-Methyl-N‘-(4,4-dimethyl-1,2,3,4-tetra-hydro-1,3-dioxo-7-isochinolinyl)-harnstoff
mit einer |Cso von 250 uM [ Reed 2000].

Als mogliche Erklarung fur die unterschiedlichen Ergebnisse ist eine Immobilisierung der
SWITCH-Inhibitoren in Betracht zu ziehen. Die glucosidierten SWITCH-Inhibitoren binden
an zellulare Strukturen, die eine Affinitdt gegeniber Glucose aufweisen, und stehen
infolgedessen nicht mehr fur die Interaktion mit dem LAV -Peptid zur Verfigung.

Eine andere Moglichkeit wéare die zellulare Aufnahme der Glucoside. Da nur die
Glucosekonjugate dieses Phanomen zeigen, wird die Aufnahme wahrscheinlich Uber den
Saccharidteil des Molekils vermittelt, was fur die Aktivitdt von Glucosetransportern spricht.
Durch Zusatz von Glucose zum PBS sollte die Inaktivierung der SWITCH-Inhibitoren
unterbunden werden. Dabel wurde von einer hoheren Affinitét der Glucose bindenden
Strukturen gegentber der unsubstituierten D-Glucose im Vergleich zu den Glucosekonjugaten
ausgegangen und erwartet, dald die SWITCH-Inhibitor-Glucoside wieder frei vorliegen und
mit dem LAV-Peptid interagieren kdnnen. Es wurden 3 mM Glucose eingesetzt, da dies der
10- fachen Konzentration des SWITCH-Inhibitors entsprach.

Sowohl fir 50 als auch fur 51 konnte im Konzentrationsbereich von 0,1 uM bis 300 UM eine
Uber 50 %ige Reduktion der [**C]-LAV-Bindung beobachtet werden. Die 1Cs, dieser
Substanzen liegen unterhalb des zuerst gemessenen Wertes und Ubersteigen die Aktivitét der
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Ausgangsubstanz um das 2500-fache. Fir das Ethylglucosid des Phenyl-Derivats (52) ergab
die Messung von 5 nM bhis 300 pM eine logarithmische Beziehung zwischen der
Konzentration und der Hemmung der [**C]-LAV-Bindung mit einer ICso von 0,068 pM. Die
nicht glucosidierte Ausgangssubstanz ist mit einer 1Cso von 30 M Uber 400 mal weniger
wirksam als das Glucosid.

Das Ethylglucosid des Naphthyl-Derivats (53) ist deutlich weniger wirksam als alle anderen
Glucoside mit einer 1Csp von 6 pM. Im Vergleich zur Ausgangsverbindung mit einer [Csp von
5,5 UM konnte demnach auch keine Verbesserung durch die Glucosidierung erreicht werden.
Eventuell ist dies auf die geringe Wasserl6slichkeit zurlickzufiihren, da das Glucosid 53 in
den notwendigen Konzentrationen in Methanol gel6st werden mufite.

Zusammengefaldt kann festgehalten werden, dal3 die Glucoside 50, 52, und 53 der SWITCH-
Inhibitoren  eine  erhebliche  Verbesserung  gegeniber den  unmodifizierten
Ausgangssubstanzen darstellen. Die Glucokonjugate zeichnen sich im Vergleich zu den nicht-
glucosidierten SWITCH-Inhibitoren durch eine erhthte Wasserlédichkeit aus und sind
dartiberhinaus deutlich potenter, die Bindung des LAV 15-Peptids an den CD4-Rezeptor zu
hemmen. Insbesondere die Ethylglucoside des Methyl-Derivates (50) und des Phenyl-
Derivates weisen eine vielversprechende Kombination dieser Eigenschaften auf. Die
Glucosidierung des Naphthyl-Derivates hingegen konnte keine entscheidende Verbesserung
der Wasserldslichkeit bewirken und fuhrte lediglich zu einer dhnlich potenten Struktur in
Bezug auf die SWITCH-Inhibition.

Die Verbindungen werden zur Zeit in einem HIV-Bindungstest geprift, ob sie in der Lage
sind, in komplexeren Systemen eine Infektion der Wirtszellen zu verhindern.
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5. Zusammenfassung und Ausblick

In dieser Arbeit sollte eine Synthesestrategie entwickelt werden, mit der Monosaccharid-
Konjugate potentieller MGMT-Inhibitoren, PARP-Inhibitoren und SWITCH-Inhibitoren
dargestellt werden konnen. Der weitere Schwerpunkt dieser Arbeit lag in der Evaluation der
biologischen Aktivitét der synthetisierten Glucoside, wobei die Weiterentwicklung der
MGMT-Inhibitoren im Vordergrund stand.

Es wurden acetyl- oder benzoylgeschiitzte Bromoalkyl-b-D-Glucoside synthetisiert, die zur
Einfihrung von Glycosylalkylresten in beliebige Molekile geeignet sind. So wurden zum Tell
in sehr guten Ausbeuten O°-substituierten Purine zu MGMT-Inhibitor-Glucosiden, eine
Hydroxyphenyl-benzimidazol-Grundstruktur  zu  PARP-Inhibitor-Glucosiden und eine
I sochinolindion-Grundstruktur zu SWITCH-Inhibitor-Glucosiden umgesetzt. Die nukleophile
Substitution sowohl mit dem Imidazolring der Purine, as auch mit dem NH-aciden Stickstoff
der Isochinolindion-Struktur sowie mit phenolischen OH-Gruppen analog einer Williamson-
Ethersynthese lassen die breiten Anwendungsmaoglichkeiten dieser Verbindungen erkennen.
Es wurden zwanzig neue Zielverbindungen dargestellt und charakterisiert, die im zweiten Teil
der Arbeit auf deren biologische Aktivitéat untersucht werden konnten.

Ein Vortell der neu entwickelten Methode besteht darin, dal3 durch die Verwendung von
Bromoalkyl-b-D-Glucosiden zur Reaktion mit den Pharmakophoren, die oftmals aufwendige
Trennung der bei der direkten Glucosidierung entstehenden a-/b-Glucosid-Gemische
vermieden werden.

Die zur Darstellung der Bromoalkylglucoside entwickelten Synthesestrategien stellen
gegenlber den bislang beschriebenen Wegen eine deutliche Verbesserung dar: Es konnten
eine Reihe neuer Verbindungen synthetisert und fir bekannte Strukturen die Ausbeuten
verbessert und die Reinigung vereinfacht werden. Alle Synthesewege sind mit preiswerten
Edukten im groRen Maldstab durchfihrbar, so da® en guter Zugang zu den
Bromoalkylglucosiden gewahrleistet wird.

Der "Goldstandard" der MGMT-Inhibitoren, das O°-Benzylguanin (O6BG), befindet sich
derzeit in der klinischen Prifung. Es zeichnet sich jedoch durch schlechte Wasserl6slichkeit
aus und zeigt keine Préferenz gegentiber dem Zielgewebe.

Die Bestimmung der I1Csp der MGMT-Hemmung am Gesamtproteinextrakt von Hel aS3-
Zellen zeigte, dal? die MGM T-Inhibitor-Glucoside des O°-(4-Bromothenyl)-guanin (4BTG) in
Abhangigkeit von der Spacerlange eine mit dem O6BG vergleichbare oder deutlich hdhere

MGMT-Aktivitét besitzen. Das Octylglucosid des 4BTG weist einen 1Cso-Wert auf, der 20
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mal niedriger liegt, als der des O6BG. Das Ethylglucosid des 4BTG zeigt bei deutlich htherer
Wasserl6slichkeit eine dem O6BG vergleichbare Potenz zur Hemmung der MGMT-AKktivitét.
Beide Substanzen konnen einem Targeting Konzept geniigen, das einen aktiven Transport
Uber Glucose-Transporter impliziert, was einen grof3en Vorteil gegentiber alen bislang Uber
zweihunderfunfzig verdffentlichten MGMT-Inhibitoren bedeutet. Am Zelltest mit HeLaS3-
Zellen zeigt die hohe Aktivitét der MGMT-Inhibitor-Glucoside, dal3 diese in der Lage sind
auch Gber Zellmembranen an ihren Wirkort zu gelangen.

Die Kklinische Anwendung von MGMT-Inhibitoren soll der Sensbilisierung von
Tumorgewebe zur Uberwindung der Resistenz bei der Behandlung mit chlorethylierenden
oder methylierenden Chemotherapeutika dienen. Die Fahigkeit der 4BTG-Glucoside zur
Steigerung der Toxizitdt dieser Therapeutika konnte an zwel Fotemustin-resistenten
Melanom-Zellinien nachgewiesen werden.

Mit Stabilitétsuntersuchungen wurde sichergestellt, dal3 die 4BTG-Glucoside unter den
angegebenen Bedingungen der in vitro-Testsysteme bel pH 7,4 und in Zellkulturmedium
stabil sind, was diese fur einen Einsatz auch in vivo qualifiziert. Die 4BTG-Glucoside kdnnen
dementsprechend an HelL aS3-Tumor-Xenografts in Nacktméusen auf deren Fahigkeit zur
MGMT-Inhibition in vivo getestet werden.

Anhand der Ergebnisse wurde eine Struktur-Wirkungsbeziehung zwischen der Spacerlange
und der biologischen Aktivitdt aufgestellt, die eine sehr gute Korrelation beider Parameter
nachweist. Durch Molekildynamiksimulationen von MGMT:MGMT-Inhibitor-Komplexen
an einem Homologiemodell und einer Kristallstruktur der MGMT konnten zwei Modelle
etabliert werden, die in der Lage sind, die unterschiedliche Potenz der MGMT-Inhibitoren
einerseits durch Visualisierung und andererseits durch Auswertung der gemessenen
Interaktionsenergien zu erkldren. Die entwickelten Computermodelle konnen ein hilfreiches
Instrument fur die Weiterentwicklung der Substanzklasse darstellen, miissen dazu jedoch auf
ihre Validitét zur Voraussage der biologischen Aktivitéat gepriift werden.

Auch fur die zwel synthetisierten PARP-Inhibitor-Glucoside konnte eine Verbesserung der
biologischen Anwendungsmoglichkeiten erreicht werden. Bel erheblich verbesserter
Wasserl6slichkeit zeigten diese sowohl an permesabilisierten, als auch an intakten C4l-Zellen
eine mit der nicht glucosidierten Ausgangsverbindung vergleichbare PARP-Hemmung.
Zukunftig wére es fur die MGMT-Inhibitor-Glucoside und die PARP-Inhibitor-Glucoside von
Interesse deren Eigenschaften beziiglich eines aktiven Transports zu prufen.

148



Zusammenfassung und Ausblick

In der Literatur wird fir beide Substanzklassen eine Steigerung der Toxizitét akylierender
Agenzien beschrieben. Es kdnnte dementsprechend untersucht werden, inwiefern durch eine
Kombination dieser Substanzen ein synergistischer Effekt erzielt werden kann.

Drei der vier SWITCH-Inhibitoren wiesen im modifizierten gpl20-CD4-Bindungsversuch
eine hohere Wirksamkeit auf, as die nicht glucosidierten Ausgangsverbindungen. Fir das
Ethylglucosid des Phenyl-Derivates wurde eine 400 mal niedrigere | Cso bestimmt, als fir das
nicht-glucosidierte Molekil. Die bislang verwendeten SWITCH-Inhibitoren waren aufgrund
der zu geringen Wirksamkeit und der unzureichenden Wasserléslichkeit in ihrer Anwendung
stark limitiert. Die hier vorgestellten SWITCH-Inhibitor-Glucoside sind allesamt besser
wasserl6dlich und kénnten insbesondere auch wegen der erhéhten Potenz den entscheidenden
Durchbruch bei der Weiterentwicklung dieses Therapiekonzepts bedeuten. Dazu miissen diese
im folgenden am intakten HI-Virus auf ihre Fahigkeit zur Hemmung der Virus-Wirtszell-
Interaktion geprift werden. Zeigen sie sich ebenso aktiv wie im gpl20-CD4-
Bindungsversuch, wére es darliber hinaus sinnvoll zum rationalen Design der Verbindungen
ein Computermodell zu entwickeln, das bessere Voraussagen Uber die Wirksamkeit neuer

Verbindungen zulief2e.
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6. Experimenteller Tell

6.1. Materialien und Methoden

6.1.1. Synthesen

L 6ésungsmittel

Alle Reaktionen wurden in wasserfreien, kauflich erworbenen p.A. Ldsungsmitteln
durchgefiihrt. Die polaren Lésungsmittel Methanol, Ethanol, DMF, DM SO und Acetonitril
wurden iber Molekularsieb 3 A getrocknet, alle anderen tiber Molekularsieb 4 A.

Als mobile Phase der Saulen-, bzw. Flashchromatographie wurden p.A. Losungsmittel, bzw.
frisch destillierte, technische Losungsmittel verwendet.

Als mobile Phase bel der HPLC dienten Laufmittel der Firma Merck (Darmstadt),
Lichrosolv® , und der Firma Roth (Karlsruhe), Gradient Grade, sowie Milipore-Wasser die

zuvor min. 5min im Ultraschallbad, bzw. durch Vakuum (Milipore-Wasser) entgast wurden.

Reagenzien

Soweit nicht anders angegeben wurden alle kommerziell erhaltlichen Edukte tiber die Firmen
Sigma-Aldrich (Deisenhofen), Merck (Darmstadt), Fluka (Neu-Ulm) oder Acros Organics
(Gedl, Belgien) bezogen.

Kernresonanzspekroskopie
'H-NMR:  Bruker AM 250 (250 MHz)
Bruker AM 500 (500MHz)
3C-.NMR  Bruker AM 250 (63 MHz)
Bruker 500 (125 MHz)
Interner Standard: Tetramethylsilan, d = 0,00 ppm
Abteilung Zentrale Spektroskopie des DKFZ, Heidelberg

Massenspektrometrie

Elektrospray-lonisation (ESI) Finnigan MAT TSQ 7000
Abteilung Zentrale Spektroskopie des DKFZ, Heidelberg
Fast-Atom-Bombardment (HR-FAB) JEOL IMS700
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Abteilung Spektroskopie des Instituts fur Chemie der Universitat Heidelberg

UV-Spektren
Kontron Uvikon Spectrophotometer 931, Kontron Instruments (Rotkreuz, Schweiz)

Schmelzpunktbestimmung
Schmel zpunktapparatur nach Dr.Tottoli, Bichi, Flawil Laborgeréte (Schweiz)
Werte sind nicht korrigiert

Elementaranalysen
Carlo Erba Elemental Analyzer CHNS EA 1108
Max-Planck-Institut fir Theoretische Medizin, Heidelberg

Dunnschichtchromatographie

Zur Dunnschichtchromatographie kamen beschichtete Kunststoffplatten der Firma Macherey-

Nagel (Durren), Polygram® Sil G/UVass, und im Einzelfall beschichtete Aluplatten der Firma

Merck (Darmstadt), Kieselgel 60 Fzss, zur Anwendung. Die Detektion erfolgte mittels UV

(254 nm) und / oder Férbereagenzien.

Es wurden dazu im einzelnen verwendet:

Cer-Molybdanreagenz. 25 g Molybdatophosphorsdure, 10 g Cer-(1V)-sulfat-
tetrahydrat und 60 ml konzentrierte Schwefel sdure in 900
ml Wasser gelost. Anwendung bei allen oxidierbaren
Substanzen, speziell Glucoside etc.

Vanillin-Schwefel saurereagenz: 1 g Vanillin gel6st in 1000 g 50% Schwefelséure.
Anwendung insbesondere bei Glucosiden.

Kaliumper manganatreagenz. 5 g Kaliumpermanganat in 1000 g Wasser.
Anwendung bei Olefinen und anderen oxidierbaren
Substanzen.

Die besprihten Platten wurden mit dem Heifduftgeblase bis zur vollstandigen Trocknung

erhitzt (~150 — 200 ° C; 1-3 min).

Saulenchromatographie

Die Saulenchromatographie wurde mit selbst gefillten Normaldruckglassaulen an Kieselgel
der Firma Macherey-Nagel (Duren), Kieselgel 60; 70-230 mesh ASTM, durchgefuihrt, wobei
durchschnittlich 50 g Kieselgel pro g Reaktionsgemisch verwendet wurden. Die eingesetzte
Menge wurden bei grof3eren Trennproblemen bis auf 100 g erhoht.
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Zur Flash-Chromatographie wurde Stickstoff Uber ein Ausgleichsventil auf die selbst
geflllten Saulen geleitet, so dal? Durchfluf3zeiten von 45 - 90 s/ 20 ml erreicht wurden. Als
stationdre Phase diente Kieselgel der Firma Macherey-Nagel (Duren), Kieselgel 60, 230-400
mesh ASTM.

Hochleistungfliissigchromatographie (HPLC)
Die HPL-Chromatographie wurde mit verschiedenen Anlagen durchgefihrt.
Anlage A:
HP1090, Hewlett Packard (Bad Homburg)
Anlage B:
Pumpe PU980, Jasco (Grol3-Umstadt)
Ternarer Gradientenmischer DG980-50, Jasco (Grof3-Umstadt)
Entgaser L G980-02, Jasco (Grof3-Umstadt)
Detekor UV 975 intelligent UV-VIS-detector, Jasco (Grof3-Umstadt)
Ventil mit 250 pl Aufgabeschleife, Rheodyne, Latek (Eppelheim)
Anlage C:
Gradient-Master, Latek (Heidelberg)
PA400-Pumpen, Latek (Heidelberg)
Latek Spectrum-Monitor, Latek (Heidelberg)
HP Integrator 3396A-Integrator, Hewlett Packard (Bad Homburg)
Ventil mit 2ml Aufgabeschleife, Rheodyne, Latek (Eppelheim)

HPL C-Methoden
HPLC Methoden | - XI11 (siehe Tabelle 3.1-6)

Anlage: B
Anwendung: MGMT-Inhibitoren 34, 37, 39 - 45
Saule: Beckmann, Lichrospher (100-RP18-(E)-5 m 250 x 4 mm)
Mobile Phase: siehe Tabelle 3.1-6
FluRrate: 1 ml/min
Detektion: 254 nm
HPLC Methode X111
Anlage: A
Anwendung: MGMT-Inhibitoren 20 - 33, 35 - 36, 38
Saule: Merck (Darmstadt) Lichrospher (100-RP18-(E)-5m 250 x 4 mm)

Mobile Phase: Acetonitril/Wasser 10 : 90 % in 20 min auf 100 % Acetonitril
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FluRrate: 1 ml/min
Detektion: 254 nm und 280 nm
HPLC Methode X1V
Anlage: A
Anwendung: SWITCH-Inhibitoren 46, 47
Saule: Merck (Darmstadt) Purospher (Si 80- 5 p; 125 x 4 mm)
Mobile Phase: Chloroform / Methanol 97,5: 2,5 %
FluRrate: 1 mi/min
Detektion: 254 nm bis 366 nm
HPLC Methode XV
Anlage: A
Anwendung: SWITCH-Inhibitoren 50, 51
Saule: Merck (Darmstadt) Purospher (Si 80- 5 p; 125 x 4 mm)
Mobile Phase: Chloroform / Methanol 85 : 15 %
FluRrate: 0,5 ml/min
Detektion: 254 nm bis 366 nm
HPLC Methode XVI
Anlage: A
Anwendung: SWITCH-Inhibitoren 53
Saule: Merck (Darmstadt) Lichrospher (100-RP18-(E)-5m 250 x 4 mm)

Mobile Phase: Methanol / 0,1 M Trimethylammoniumacetat (pH 7,0) 10 : 90 %
FluRrate: 1 ml/min

Detektion: 254 nm
HPLC Methode XV11
Anlage: A
Anwendung: PARP-Inhibitoren 54, 55
Saule: Merck (Darmstadt) Purospher (Si 80- 5 |; 125 x 4 mm)
Mobile Phase: Chloroform / Methanol 98 : 2 %
FluRrate: 1 ml/min
Detektion: 254 nm; 330 nm
HPLC Methode XVI11
Anlage: A
Anwendung: PARP-Inhibitoren 56, 57
Saule: Merck (Darmstadt) Purospher (Si 80- 5 |; 125 x 4 mm)
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Mobile Phase: Chloroform / Methanol 97,5: 2,5 %, 7 min; in 1 min auf 80 : 20 %

FluRrate: 1 ml/min
Detektion: 254 nm bis 330 nm
HPLC Methode XIX
Anlage: C
Anwendung: PARP-Inhibitoren 56, 57
Saule: Merck (Darmstadt) Purospher (Si 80- 5 |; 250 x 25 mm)
Mobile Phase: Chloroform / Methanol 98 : 2 % in 30 min auf 80 : 20 %
FluRrate: 10 ml/min (Druck 70 bar)
Detektion: 254 nm bis 330 nm

6.1.2. M GM T-Inhibitoren

6.1.2.1. MGMT-Tests

Die MGMT-Tests wurden in Zusammenarbeit mit der Abteilung fir Angewandte Toxikologie

des Instituts fur Toxikologie der Universitéat Mainz durchgefuhrt

Chemikalien, Lésungen und Puffer

Ultraschallpuffer

»10 x“-Puffer

Trypsin

PBS
[*H]-K albsthymus-DNA

20 mM Tris-HCI, pH 8,5

1mM EDTA

1 mM Mercaptoethanol

5 % Glycerin

70 mM Hepes-KOH pH 7,8

10 mM Dithiotreitol

50 mM EDTA

2mM EDTA

0,25 % trypsin

Life Technologies GmbH (Karlsruhe)

Durch Umsetzung mit [®H]-Methyl-N-nitrosoharnstoff
modifizierte Kalbsthymus-DNA. Bereitgestellt von Prof.
Dr. Bernd Kaina, Ingtitut fir Toxikologie, Abteilung fir

angewandte Toxikologie, Universitdt Mainz.
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Zellkulturbedingungen

Zdllinien

Hel aS3 Bereitgestellt von Frau Uta Eichhorn, Ingtitut fir
Toxikologie, Abteilung fur Angewandte Toxikologie,
Universitdt Mainz

Medium

RPMI 1640 Life Technologies GmbH (Karlsruhe)

+ 5 % Fotales Ka berserum

MGMT-Test an Gesamtproteinextrakten von HeLaS3-Zellen (MGMT-GP-Test)

Im MGMT-GP-Test erfolgt die Inkubation der MGMT-Inhibitoren nach der Gewinnung der
Proteinextrakte aus HelLaS3-Zellen (siehe auch abbildung 3.2-1). Ansonsten entspricht die
Bestimmung der MGMT-AKktivitdt, bzw. der MGMT-Hemmung dem MGMT-Zélltest (siehe
unten).

Der MGMT-Inhibitor wird dazu in PBS verdinnt (Stammlésungen in DMSO) und in den
angegebenen Konzentrationen 3 h bei 37°C mit 150 pg Gesamtprotein von HelaS3-Zellen

inkubiert.

MGMT-Test an intakten HeLaS3-Zellen (MGMT-Zélltest)

Der MGMT-Zelltest ist detailliert von Preuss und Mitarbeitern [1995 und 1996] beschrieben.
Die Zellen (HeLaS3) werden in Schalen (&£ = 6 cm) mit einer Zelldichte von ca. 100.000 /
Schale konfluent ausgesét. Der MGMT-Inhibitor wird in PBS verdinnt (Stammldsungen in
DMSO) und in den angegebenen Konzentrationen 3 h bel 37°C inkubiert. Das Medium wird
abgenommen und die Zellen trypsiniert, wieder in Medium aufgenommen und zentrifugiert
(2000 U / min; 5 min). Das Medium wird abdekantiert und das Pellet in 1 ml PBS (4°C)
suspendiert. Es wird zentrifugiert (8000 U / min; 1 min), abdekantiert, in 200
Ultraschallpuffer aufgenommen und sonifiziert. Es wird zentrifugiert (14.000 U / min; 10
min) und 5 Wl zur Proteinbestimmung nach Bradford verwendet [Bradford 1976]. Dazu wird
verdunnt (1:20) und 10 pl der Verdinnung mit jeweils 200 pl Bradford-Lésung in einer 96
Well-Platte photometrisch (600 nm; Kontrolle / Eichkurve as Vergleiche) vermessen.

150 pg des Proteins (Berechnung aus Eichkurven) werden jeweils mit 20 pl “10 x“-Puffer, 15
ul [®H]-Kalbsthymus-DNA (100.000 cpu) umgesetzt, mit H,O auf 200 pl aufgefiillt und 1,5 h
bei 37 °C inkubiert.

Mit 400 pl 13 % Trichloressigsdure werden die Proteine gefélt und mit Rinder-Serum-
Albumin auf 300 pg Protein erganzt. Der Protein-Gehalt wird auf 10 mg / ml eingestellt,
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wovon 15 pl 15 — 20 min bei 95 °C gekocht werden. Nach dem Abkuhlen wird zentrifugiert
(14.000 U / min; 10 min) und das Pellet in 400 W 5 % Trichloressigsaure gewaschen. Der
Vorgang wird zweimal wiederholt. Danach wird das Pellet in 200 pl NaOH geldst und nach
Zusatz von 4 ml Szintillator (Cocktail) im 3-Counter vermessen (3 min).

Der Ausdruck der Aktivitat erfolgt im Vergleich zur Kontrolle ( = 100 %) in Femtomol
tbertragener [*H]-Methylgruppen / mg Protein.

6.1.2.2.  Untersuchungen an MeWo-Zellen

Die Untersuchungen an MeWo-Zellen wurden in Zusammenarbeit mit der Klinischen

Kooperationseinheit fir Dermato-Onkologie durchgefiihrt

Chemikalien, Lésungen und Puffer

Wasser
DMSO
FCS
MTT

PBS
Penicillin/Streptomycin
Fotemustin
Trypsin/EDTA (10x)
Trypsin/EDTA (2x)

MTT/PBS-L6sung

M essmedium:

Fotemustin-Ldsung

Zellkulturbedingungen
Zdllinien

Aqua ad injectabilia; Braun (Melsung)

Dimethylsulfoxid; Sigma (Deisenhofen)

Fotales Kaberserum; Life Technologies (Karlsruhe)
3-(4,5-Dimethyltiazol-2-yl) 2,5diphenoltetrazoliumbromide;
Sigma (Deisenhofen)

Phosphatgepufferte Saline, Biochrom KG (Berlin)

Biochrom KG (Berlin)

Muphoran®; Les Laboratoires Servier (Mnchen)

Biochrom KG (Berlin)

Trypsin-EDTA (10x) mit Aqua ad injectabile zur
Endkonzentration von 0,1/0,04% (w/v) (Trypsin/EDTA (2x))
verdunnt.

MTT zu 5mg/ml PBS losen, steril filtrieren (=Stammlosung);
lichtgeschiitzt aufbewahren

20%(v/v) Medium

70%(v/v) PBS

10%(v/v) MTT/PBS-L6sung

Fotemustin mit 95% Ethanol zu 50mg/ml |6sen; mit RPMI 1640
zu Stammldsungen verdinnen; lichtgeschitzt bei —20 °C
aufbewahren (<= 2 Monate).
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Medium
RPMI 1640
Vollmedium

Gerate
EL|SA-Reader
I nkubator

Mikroskop
Sterilbank

Wasserbader

Zentrifuge

MewWo Humanen Melanomzellinie, aus einer
Lymphknotenmetastase eines Melanompatienten am Memorial
Sloan Kettering Cancer Center New York etabliert.
Bereitgestellt von Prof. Dr. Dirk Schadendorf, Klinische
K ooperationseinheit fir Dermato-Onkologie, DKFZ Heidelberg.
Ausgehend davon wurden Zellinien abgeleitet, die
chemoresistent gegen  verschiedene  Chemotherapeutika
(Cisplatin, Etoposid, Fotemustin, Vindesin) sind (siehe Kapitel

3.2.2).

M eW Orotes Inkubationskonzentration 4 pg Fotemustin
/ ml Vollmedium

M eW Orotedo I nkubationskonzentration 40 Mg

Fotemustin / ml Vollmedium

Biochrom KG (Berlin)

+10% inaktiviertes FCS

+2% Glutamin (100X) 200mM

+1% Penicillin/Streptomycin (100X)

H-QUANT, BIO-TEK-Instruments Inc., Delux (Godenstorf)
US Auto-Flow; Nuaire, American Auto-Matrix (Export,
Pennsylvania)

DMIL, Leica (Heidelberg)

SterilGard Classll Type A/B3

The Baker Company (Sanford, Maine)

K 6ttermann Labortechnik (Uetze/Hanigsen)

SW20, Julabo Labortechnik (Seelbach)

RT7, Sorvall (Bad Homburg)

I nkubation mit MGMT-Inhibitor / Fotemustin

Die Zellen werden in einer Dichte von 500 Zellen / Loch (100 Wl Suspension / Loch) in einer
96 Loch-Kulturplatte ausgesét (48 h, 37 °C, 5 % COy). Es wird bei wird fur 2 h mit dem
MGMT-Inhibitor und anschlief3end mit Fotemustin inkubiert (jeweils in 50 Wl Medium). Als
Kontrolle dient ein nur mit Medium behandelter Vergleich. Nach einer Gesamtzeit von 5 h
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wird das Medium entfernt, 3 x mit 150 pl PBS gewaschen und im letzten Schritt durch 150 pl
Vollmedium ersetzt. Die Platten werden 96 h bei 37 °C / 5 % CO, inkubiert und die
Uberlebensraten mittels des MTT-Tests ermittelt:

Bestimmung der Uberlebensraten mittels desMTT-Test

Mitochondrien lebender Zellen sind in der Lage MTT aufzunehmen und dies zu Formazan zu
reduzieren. Die Menge des gebildeten Formazans ist proportional zur Zahl |ebender Zellen
und wird erlaubt die photometrische Quantifizierung bei 540 nm. Dazu wird das Medium in
der 96 Loch-Kulturplatte durch 100 pI Mel3medium ersetzt und fur 4 h unter den
Standardkulturbedingungen (s.0.) inkubiert. Es wird abgesaugt und 150 il DMSO zum
Lysieren der Zellen und Lésen der Formazan-Kristalle zugegeben. Die Platten werden im
ELISA-Reader vermessen. Aus dem Quotienten der Extinktion behandelter und
unbehandelter Zellen wird die Uberlebensrate berechnet, wobei die Eigenabsorption durch die
Patte zu berticksichtigen ist.

6.1.2.3.  Eigenschaften der MGMT-Inhibitoren
6.1.2.3.1. Stabilitatsbestimmungen

Losungen und Puffer

Puffer pH 6,0 37,4 ml KH,PO,4-L6sung (9,073 g/l H,0)
62,6 ml NapHPO, x 2 H,0 -Ldsung (9,073 g/l H,0)
Puffer pH 7,4 9,8 ml KH,PO,-L6sung (9,073 g/l H20)

90,2 ml NapHPO, x 2 H,0 -Ldsung (9,073 g/l H,0)

Der pH-Wert ist mittels pH-Meter (Handylab 1, Schott Glaswerke

Mainz) kontrolliert und im Bedrafsfalle eingestellt worden.
Medium RPMI 1640, Glucosefrei, ohne Farbstoff

5 % inaktiviertes FCS

Stabilitatsbestimmung

Die beiden MGMT-Inhibitor-Glucoside wurden aus DM SO-Stammlésungen (10 mg/ml) mit
den Puffern oder Medium unter Einhaltung der Sterilitét verdinnt und bel 37 °C geschuttelt.
Zu den angegebenen Zeitpunkten wurden jeweils 150 pl entnommen, direkt in flissigem
Stickstoff eingefroren und bei -30 °C bis zur Analyse gelagert.
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Fur die Messungen in Puffer pH 6,0 erfolgte die Probenentnahme nach %2h, 1 h, 2h, 4 h, 8 h
und 24 h. In Puffer pH 7,4 und in Medium wurden nach 1 h, 8 h, 24 h, 48 h, 72 h, 168 h
Proben entnommen.

HPLC-Analytik

Die Proben wurden ohne Aufarbeitung auf einer HP1090- Anlage (Hewlett Packard, Bad
Homburg) analysiert.

Methode filr 2-] O°-(4-Bromothenyl)-guan-9-yl]-ethyl-b-D-glucosid (39):

Saule: Merck (Darmstadt) Lichrospher (100-RP18-(E)-5 p; 250 x 4 mm)
Mobile Phase: Methanol / Wasser 52 : 48 %

FluRrate: 1 ml/min

Detektion: 254 nm

Aufgabevolumen: 20 pl
Methode fiir 8-[ O°-(4-Bromothenyl)-guan-9-yl]-octyl-b-D-glucosid (42):

Saule: Merck (Darmstadt) Lichrospher (100-RP18-(E)-5 p; 250 x 4 mm)
Mobile Phase: Methanol / Wasser 65 : 35 %

FluRrate: 1 ml/min

Detektion: 254 nm

Aufgabevolumen: 20 pl

6.1.2.3.2. Glucosidase-Bestimmung

Losungen und Puffer

Puffer pH 6,0 siehe 5.1.3.1 Stabilitétsmessungen

Glucosidase [3-Glucosidase von Sigma-Aldrich (Deisenhofen); Nr.: G 4511,
EC3.2.1.21.

Glucosidase-L 6sung 1,15 mg Protein gel6st in 2,53 ml Puffer pH 6

p-Nitrophenol-L 6sung 2,4 mg p-Nitrophenol-b-D-glucosid in 50 ml Puffer pH 6

Cer-Molybdan-Reagenz siehe 5.1.1 Synthese

Materialien und Gerate

DC siehe 5.1.1 Synthese.
UV -Spektrophotometer siehe 5.1.1 Synthese.
Massenspektrometrie (ESI) siehe 5.1.1 Synthese.
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Bestimmung der Aktivitat

Die Freisetzung des Aglycons aus der p-Nitrophenol-Ldsung wird photometrisch anhand der
Extinktionszunahme bei 420 nm quantifiziert. Die p-Nitrophenol-L6sung wird hierzu mit der
Glucosidase-L6sung vereinigt und auf ein konstantes Volumen (1 ml) mittels Puffer pH 6
eingestellt.

Bestimmung der Zeitabhangigen Kinetik

2-[ O°-(4-Bromothenyl)-guan-9-yl] -ethyl-b-D-glucosid (39)

DC-Bestimmung: 99 Wl einer Lésung von 39 (1,93 mg/ml) werden mit 1 gl Glucosidase-
Losung bel Raumtemperatur inkubiert und nach 15 s, 30 s, 45 s, 1 min, 2 min, 5 min, 10 min
und 20 min eine Probe auf eine DC-Platte aufgetragen (Laufmittel: Chloroform / Methanol 5/
1; Detektion mit Cer-Molybdan-Sprihreagenz).

HPLC-Messung: 961,5 gl 39 (1,93 mg/ml) werden mit 9,6 Wl Glucosidase-L6sung bei
Raumtemperatur inkubiert. Nach jeweils 30 s, 1 min, 2 min, 3 min, 4 min, 5 min, 10 min, 15
min und 20 min werden 90 Yl entnommen und in 910 gl Methanol inaktiviert. Die Proben
werden abzentrifugiert (5000 U/min) und bei —30 °C bis zur HPLC Analyse aufbewahrt. Die
HPL C-Methode entspricht der Stabilitétsbestimmung von 39 (Kapitel 5.2.3.1).

8-[ O°-(4-Bromothenyl)-guan-9-yl] )-octyl-b-D-glucosid (42)

5 mg 42 werden in 10 ml Puffer pH 6 und 1 ml DM SO gel6st und mit 100 pl Glucosidase-
Losung versetzt. Das Gemisch wird vorsichtig mit 5 ml Chloroform unterschichtet und sehr
langsam gerdhrt. Nach 1h werden die Phasen getrennt, das Chloroform abrotiert und der
Rickstand der organischen Phase massenspektroskopisch (ESI) anaysiert.

6.1.2.4. Molecular Modeling

Die Versuche wurden in Zusammenarbeit mit Dr. C.W. von der Lieth aus der Molecular
Modeling Gruppe der Abteilung Zentrale Spektroskopie des DKFZ durchgefiihrt

Die Simulationen mit den Kristallstrukturen der humanen MGMT und dem Homol ogiemodel|
wurden nach dem gleichen Protokoll durchgefiihrt. Die Kristallstruktur der O°-Methylguanin-
DNA-methyltransferase (PDB-Eingang 1QNT, Auflésung 1.90, R-Wert 0.198) wurde genutzt
um ein Modell der Orientierung der Liganden innerhalb des aktiven Zentrums abzuleiten. Um
die Rechenzeiten zu minimieren, wurde das N-proximale Ende (Residuen 1-82) nicht

berlicksichtigt, da das aktive Zentrum vollstéandig innerhalb des C-proximalen Ende lokalisiert
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ist (Residuen 83-176). Fehlende Wasserstoff-Atome wurden durch Anwendung eines pH-
Wertes von 7 generiert. Atomtypen und Patialladungen des CFF91 Kraftfeldes wurden mittels
automatischer Routinen zugeordnet. Alle Berechnungen und Zuordnungen wurden durch
Verwendung der INSIGHTII-Software ermittelt. Die Liganden wurden per Hand durch die
Builder-Option der Software konstruiert. GemaR der Ausrichtung des O°-Benzylguanin (von
Wibley et a. [2000] beschrieben) wurde das 4BTG und die 4BTG-Glucoside per Hand in die
Bindungstasche gedockt. Der Komplex wurde in eine Box zentriert (Kantenldnge: 50 x 40 x
50 A), die mit 2720 Wassermolekiilen gefiillt war. Mittels DISCOVER wurde von allen so
entstandenen Komplexen das gleiche Protokoll einer Molekular-Dynamik-Simulation (MD)
durchgefiihrt. Um sicherzustellen, daid die Tertidrstruktur wahrend der Simulation erhalten
blieb, wurde eine konstante Kraft von 100 Kcal/ A angelegt, um das Riickgrat in seine
urspringliche  Position  zurtickzubringen  (tethering force). Es wurden 1000
Minimationsschritte initial durchgefihrt und dann mit 50000 Bewegungen aquilibriert. Die
Produktion der MD erfolgte durch 1 fs lange Integrationsschritte, die insgesamt Uber 1 ns
ermittelt wurden (entsprechend 1.000.000 Schritten / Komplex). Die Simulationen erfolgten
bei 300 K mit einem Cutoff von 10 A fiir die nicht bindenenden (gebundenen) Interaktionen
und einer Dielektrizitétskonstante on 1. Jeder 100. Schritt wurde wéhrend der MD als
Schnappschul®  aufgenommen und gespeichert. Das so archivierte Material der
Konformationen diente der Ausfihrung der Interaktionsanalysen und der Ermittlung einiger
Trajektorien (zeitliche Darstellung der Mel3gréfien). Die Liganden wurden in sinnvolle
strukturelle Gruppen unterteilt, um deren Interaktion detaillierter zu betrachten. Mittels der
ENCLOSE-Option von DISCOVER wurden die nicht-bindenden Interaktion der Liganden
mit den Residuen der MGMT und Wasser-Molekiilen innerhalb eines Radius von 5 A. Diese
Prozedur wurde fur alle 1.000 Strukturen jedes Komplexes durchgefiihrt. Das Programm
PAVODO [Frank 2000] extrahiert die relevanten Detalls der grofen DISCOVER
Ausgabedateien und generiert von CAT lesbare Tabellen. Diese Software wandelt die
Rohdaten um und berechnet die gewlnschten Interaktionsmatrizes samt der statistischen
Asdriicke.
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6.1.3. PARP-Inhibitoren

Die Versuche wurden in Zusammenarbeit mir dem Seinbeis-Transfer zentrum fir Angewandte

Biologische Chemie durchgefiihrt.

Losungen und Puffer
PBS

PBS/Milchpulver

NAD-Lésung

10 H-Antikorper

G a M-Antikorper

H>O,-L6su ng

Zellkulturbedingungen
Zdlinie
C4l

Medium
RPMI

140 mM NaCl

2,6 mM KClI

6,4 MM Na;HPO,

1,4 mM KH2PO4

= ,Blockpuffer:PBS (so0.) + 5 %
Magermilchpulver (Marke ,, Glickskleg")
50 yl 10 MM NAD-L 6sung

100 pl 1M TRIS-LBsung

10 W 1 M MgCl,-Lésung

10 W 0,1 M Dithiotreitol-L 6sung

730 I H,O

Bereitgestellt von Dr. Manfred Frey, Steinbeil3transferzentrum

(m/m) fettfreles

fr angewandte biologische Chemie, Heidelberg.

Eingesetzte Konzentration = 20 pg/ml. Verdinnung in
Blockpuffer

F4018, Sigma (Deisenhofen).

Anti mouse 1gG (Fab - spezifisch), in Ziegen entwickelt.
Eingesetzte Konzentration = 1/50 in Blockpuffer verdunnt.
Zusatz von 0,1 % einer 1000-fach konzentrierten DAPI-L6sung.
Aus 30 % H,0,-Losung mit RPMI auf 10 mM verdinnt.

Zervix-Karzinom-Zellinie. Uber ATCC (American tissue culture
corporation) bezogen; beritgestellt von Dr. Manfred Frey
Steinbeidtransferzentrum fir angewandte biologische Chemie,
Heidelberg.

Life Technologies GmbH (Karlsruhe)
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Gerate
Fluoresezensscanner Fluoroskan ,, Ascent”, Labsystems

PARP-Bestimmungen an permeabilisierten C4l-Zellen

Die C4l - Zellen werden mit einer Dichte von ca. 1.000.000/ml in 24 Well-Platten ausgesét
(entspricht 100.000 / 100 pl) und Uber Nacht anwachsen gelassen. Das Medium wird
abgesaugt, die Zellen mit 100 yl/Well —20 °C katem Ethanol fir 10 min bel —20 °C fixiert
und 3 hin der Laminar-Flow getrocknet.

Durch Zusatz von 100 gl PBS werden die Proteine 15 min bei RT zurlickgefaltet und dann
durch PBS plus den PARP-Inhibitor ersetzt. Nach 5 min wird abgesaugt und mit 100 pl NAD-
Losung plus den PARP-Inhibitor (10 % des Gesamtvolumens) fur 1 h bei 37 °C inkubiert. Es
folgen 3 Waschschritte mit 200 pyl / Well PBS/Milchpulver + 0,3 % TWEEN und 1
Waschschritt mit PBS fr jeweils 5 min (Ruttler; 200 rpm).

Zur Immunoreaktion wird mit 70 pl 10 H-Antikorper fur 1 h bel 37 °C inkubiert und einmal
mit 200 ul PBS (Rittler; 200 rpm) und dreimal mit 75 W PBS (Ruttler; 600-800 rpm)
gewaschen. Der G a M-Antikorper (70 pl) wird zugesetzt und nach 1 h bel 37 °C wie oben
beschrieben gewaschen. Nach Zusatz von 70 il PBS erfolgt die Messung im Fluoroskan.

PARP-Bestimmungen an C4l-Zellen

Konfluent wachsende C4l-Zellen werden in 24 Well-Platten kultiviert. Nach 30 min
Inkubation der PARP-Inhibitoren (in RPMI-Medium), werden 50 pl H,O,-L6sung zugesetzt
(Ruttler; 200 U/min; % min) und fir weitere 10 min bei 37°C inkubiert. Mittels 500 pl
Methanol/Aceton (70/30 (vol/vol)) werden die Zellen bei —10 °C fixiert und nach dem
Absaugen mit 500 Wl PBS fur 5 min bei RT rehydratisiert. Es wird abgesaugt und 500 pl
PBS/Milchpulver plus 0,05% Tween fir 30 min zugesetzt. Die Immunreaktion erfolgt wie
oben beschrieben: 10 H-Antikorper 200l fir 1h (37°C) inkubieren; 5 x 5 min mit 500 Wl PBS
waschen (Ruttler; 300 U/min); G a M-Antikorper fur 30 min (37°C) inkubieren, 5 x 5 min
mit 500 pl PBS waschen (Ruttler; 300 U/min). Die Messung erfolgt nach Zusatz von 500 p
PBS im Fluoroskan.
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6.1.4. SWITCH-Inhibitoren

Die Untersuchungen wurden in Zusammenarbeit mit der Abteilung fir Pathochemie des
DKFZ durchgefiihrt.

6.1.4.1. CD-Messungen

Gerate

Spektropolarimeter  Jasco J-710; gekoppelt mit einer Peltier Temperatur-Kontrolle.

Die Kalibrierung erfolgt mittels einer 0,05 % R-Androsteron-Ldsung in Dioxan (spectral
grade) als Standard. Gearbeitet wurde mit einer Aufldsung von 1 nm Uber das gesamt
Spektrum von 190 — 240 nm be Raumtemperatur. Die Spektren wurden in 1 mm,
dichroistisch neutralen Quartz-K Givetten vermessen. Die Sensitivitét betragt dabei 10,0 mdeg /

cm, die Zeitkonstante 4,0 s und die Scan-Geschwindigkeit 5,0 nm/ s.

CD-Messungen der SWITCH-Inhibitoren

Die Fahigkeit der Substanzen den kooperativen Charakter der Konformationsanderung von
gp120 (SMTCH) aufzuheben wird mittels Circular-Dichroismus-Spektroskopie gemessen.
Dazu werden 100 pg / ml des LAV38mer mit- und ohne Zusatz von 100 pM SWITCH-
Inhibitor gemessen (5 gl 10mM L ésung wurden dazu 495 pl LAV 38mer zugesetzt). Die CD-
Spektren werden aufgenommen und die Verschiebung des Minimums ermittelt. Es wird
anschlieffend eine Konzentrationsrethe (1 pM, 5 pM, 10 pM, 50 uM, 100 pM, 150 pM)

vermessen und daraus in erster Nadherung eine 1Csy im Vergleich zur unmodifizierten
Substanz berechnet.

6.1.4.2. gpl20-CD4-Bindungsversuch

Losungen und Puffer

[**C]-LAV-Peptid 15-meres Fragment von gp120, das die Fahigkeit zur CD4-
Bindung aufrecht erhélt [Reed & Kinzel 1991]. Die Sequenz
Leu-Pro-Lys-Arg-lle-Lys-Glu-Phe-lle-Asn-Met-Trp-Glu-Glu-Val
ist im Leucin am N-terminalen Ende [**C]-markiert. Die
Synthese erfolgte nach der Merrifield-Methode.

Szinitillator-Cocktall Quickzint, Zinsser Analytik (Frankfurt)

GluPBS 3 mM [3-D-Glucosein PBS
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Zdllinien HelLaT4 Bereitgestellt von PD. Dr. Jennifer Reed,
Abteilung fur Pathochemie, DKFZ Heidelberg. Bezogen Uber
das NIH AIDS Research and Reference Reagent Programm
(Katalog-Nr.: 154). Die Zdlen wurden  mittels
immunohistochemischer Methoden auf die Expression von
CD4-Rezeptoren geprift und zeigten zu 100 % positives

Ergebnis.

HelL a Bereitgestellt von PD. Dr. Jennifer Reed,
Abteilung fur Pathochemie, DKFZ Heidelberg. Bezogen Uber
die Tumorbank des DKFZ.

gp120([**C]-LAV)-CD4-Bindungsversuch

Die Hel aT4-Zellen werden mit einer Dichte von ca. 200.000 Zellen / Well auf einer 24-Well-
Platte ausgesédt und auf Eis gestellt. Es wird zweima mit 1 ml PBS gewaschen und
anschlief3end 300 pl PBS zugefiigt. Nacheinander werden die entsprechende Verdiinnung des
SWITCH-Inhibitors und 20 pl der [**C]-LAV-L6sung zugesetzt. Die Inkubation erfolgt 1 h
bei 4 °C, bevor zwei mal mit 1 ml kaltem PBS gewaschen wird. Anschlief3end werden die
Zellen mit 200 W SDSin PBS lysiert, 3 ml Szintillationscocktail zugefiigt und die Proben im
[3-Counter vermessen.

Desweiteren wurde diese Standardvorschrift aufgrund der beschriebenen Problematik (siehe
3.6) modifiziert, indem (1) der SWITCH-Inhibitor mit dem [**C]-LAV-Peptid vorinkubiert
wurde und (2) durch die Verwendung von GIuPBS, anstelle des normalen PBS. Der weitere
Versuchsaufbau erfolgt analog der Beschreibung.
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6.2. Synthesevor schriften

Alle Kopplungskonstanten sind in Hz, Verschiebungen in ppm angegeben gegen Me,S als
interner Standard.

6.2.1. MGMT-Inhibitoren
6.2.1.1. O*substituierte Pyrimidine

2-Amino-4-chloro-6-(5-hydroxypentylamino)-pyrimidin (1)

26 g [158 mmol] 2-Amino-4,6-dichloropyrimidin und 15 g [145 mmol] 5-Amino-1-pentanol
werden in einem Gemisch aus 150 ml Triethylamin und 600 ml n-Butanol gel6st. Es wird
unter Ruckflufd fur 48 h auf 150 °C erhitzt. Nach Abkthlen auf Raumtemperatur werden die
flichtigen Bestandteile abrotiert und nach Adsorption auf Kieselgel sdulenchromatographisch
gereinigt. (SiO,, Dichlormethan / Methanol 40: 1,30:1,20: 1, 15: 1, 10: 1). Die Substanz
wird in 250 ml Aceton aufgenommen, wobei das Triethylamin abfiltriert werden kann. Es
wird erneut einrotiert und aus Essigester umkristallisiert, um weil3graue Kristalle zu erhalten.
Ausbeute: 32 g (88 %)

DC: Rs (SO, Dichlormethan / Methanol 20 : 1): 0,15
MS (ESI): m/z (%) 101,8 (10) [N(CH3)s+H]*, 230,9 (100) [M+H]*, 461,2 (20)
[2M+H]", 483,2 (20) [2M+Na]*

C9H15N4OC| Mr = 230,1

Cl

4

N~ Xy 5
i s 1 3 5
HoN N H/\/\/\OH
2 4

'H-NMR dy (250 MHz, CDs0OD): 1,40 (m, 2H, 3); 1,54 (m, 4H, 2',4'); 3,28 (dd, 2H, 1);
3,52 (dd, 2H, 5); 5,78 (s, 1H, 5); Jes = 6,1

C-NMR dc (63 MHz, CD3OD): 24,40; 30,25; 33,40; 41,84; 62,94 (5C, 1'-5'); 101,30 (1C,
5); 164,40; 165,91 (3C, 2, 4, 6)

2-Amino-4-chloro-5-[ (4-chlorophenyl)azo] -6-(5-hydr oxypentylamino)-pyrimidin (2)

Aus 1,47 g [11,5 mmol] p-Chloranilin in 25 ml 3 N HCl und 870 mg [12,6 mmol]
Natriumnitrit in 10 ml Wasser wird die Losung des entsprechende Diazonium-Salzes
dargestellt. Diese wird zu einer Losung von 2,4 g [10,5 mmol] 1 in 50 ml Essigsaure, 50 ml
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Wasser und 20 g Natriumacetat-trihydrat gegeben und bei Raumtemperatur fur 1 h gerthrt.
Der zitronengelbe Niederschlag wird filtriert und mehrere Male mit Wasser gewaschen. Es
wird aus Methanol umkristallisiert.

Ausbeute: 3,6 g (93 %)

DC: R (SIOz, Dichlormethan / Methanol 20 : 1): 0,24
MS (ESI): m/z (%) 369,0 (95) [M+H]"

Ci5H1sN6Cl0 M, = 368,1

cl

e

4 =N
N
NT X
1 3 5
al\ — 6 /\/\/\
N N OH
H .

2 4

HoN

'H-NMR dy (250 MHz, CDsOD): 1,56 (m, 6H, 2,3 ,4'); 3,55 (m, 4H, 1',5'); 7,44; 7,73 (dd,
4H, Phenyl-); Jenenyl = 8,7; Jiss = 6,2

4-Chloro-2,5-diamino-6-(5-hydroxypentylamino)-pyrimidin (3)

3,08 g [12 mmol] 2 und 5,2 g Zink-Staub werden in 2,6 ml Essigsaure, 130 ml Ethanol und
130 ml Wasser aufgenommen und 3 h unter Ruckflufd unter Argon erhitzt. Nach dem
Abkihlen wird filtriert, abrotiert, das Produkt auf Kieselgel adsorbiert und
saulenchromatographisch gereinigt (SiO,, Dichlormethan / Methanol 20 : 1).

Ausbeute: 0,85 g (29 %)

DC: R¢ (SIO,, Dichlormethan / Methanol 20 : 1): 0,17 (rosa)
MS (ESI): miz (%) 2458 (100) [M+H]*, 267,8 (10) [M+Na]*, 491,1 (10)
[2M+H]", 513,2 (5) [2M+Na]*
C9H16N5C|O Mr = 245,1
Cl
y \4 NH,
i s 1 3 5
HoN N H/\/\/\OH

2 4'

'H-NMR dy (250 MHz, CDs0D): 1,45 (m, 2H, 3'); 1,60 (m, 4H, 2'4'); 3,41 (dd, 2H, 1');
3,56 (dd, 2H, 5'); iz =7,1; Jais = 6,4
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2-Amino-6-chloro-9-(5-hydroxypentyl)-purin (4)

245 mg [1 mmol] 3 werden in 5 ml Triethylorthoformat und 0,26 ml 12 N Salzsiure gelGst
und 12 h gertihrt. Die flichtigen Bestandteile werden abrotiert und nach Zusatz von 7,3 ml
verdunnter Salzsdure erneut gertihrt. Nach Neutralisation mit IN NaOH wird auf Kieselgel
adsorbiert und saulenchromatographisch gereinigt (SiO,, Dichlormethan / Methanol 20 : 1).
Ausbeute: 0,0883 g (34,6 %)

DC: R (SIO, Dichlormethan / Methanol 20 : 1): 0,5
MS (ESI): m/z (%) 255,8 (100) [M+H]"*,277,8 (30) [M+Na]*, 511,1 (10) [2M+H]",
533,2 (50) [2M+Na]”
Ci10H14NsCIO M, =255,1
Cl
x Y

\/W
1
3 OH

5

'H-NMR dy (250 MHz, CDCls): 1,42; 1,61; 1,88 (3m, 6H, 2', 3, 4'); 3,31 (s, 1H, OH); 3,61
(dd, 2H, 5'); 4,09 (dd, 2H, 1'); 5,63 (s, 2H, NH,); 7,81 (s, 1H, 8); Jy2 = 7,1; Jus = 6,4

3C-NMR dc (63 MHz, CD;0D): 22,68; 29,22; 31,90; 43,61; 61,61 (5C, 1'-5'); 124,62 (1C,
5); 142,41 (1C, 8) 150,88 (1C, 6); 153,61 (1C, 4); 159,16 (1C, 2)

2-Amino-8-aza-6-chloro-9-(5-hydroxypentyl)-purin (5)

245 mg [1 mmol] 3 werden in 1,5 ml Essigsdure und 2,5 ml Wasser gel6st und tropfenweise
mit einer Losung von 83 mg Natriumnitrit in 2 ml Wasser versetzt. Der Reaktionsverlauf wird
dabel mittels Kaliumiodid-Starke-Papier Uberwacht. Es wird eine weitere Stunde bei 0 °C
gerdhrt und anschlief3end der Niederschlag abfiltriert, mit kaltem Wasser gewaschen und
getrocknet. Gereinigt wird durch Umkristallisation aus Methanol.

Ausbeute: 179 mg (69,9 %)
DC: R (SIO;, Dichlormethan / Methanol 20 : 1): 0,5
MS (ESI): m/iz (%) 256,8 (100) [M+H]*, 278,8 (40) [M+Na]®, 513,1 (20)
[2M+H]", 535,1 (100) [2M+Na]*
CoH13NsCIO M, = 256,1
cl
RSN,
ol Lo
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'H-NMR dy (250 MHz, CDCls): 1,39; 1,57; 1,99 (3m, 6H, 2, 3, 4); 3,51 (dd, 2H, 5'); 4,47
(dd, 2H, 1); 2 = 7,0; Juys = 6,4

2-Amino-8-aza- 6-benzyl oxy-9-(5-hydr oxypentyl )-purin (6)

24 mg [1 mmol] Natriumhydrid werden vorsichtig in 5 ml Benzylalkohol gegeben und unter
Ruhren portionsweise128 mg [0,5 mmol] 5 zugesetzt. Man hélt fur einige Minuten in ein auf
110 °C vorgeheiztes Olbad. Nach Abkiihlen auf Raumtemperatur wird mit Essigsiure
neutralisiert und der Benzylalkohol abdestilliert. Gereinigt wird saulenchromatographisch
(SO, Dichlormethan / Methanol 20 : 1).

Ausbeute: 30 mg (18,3 %)
DC: R (SIO;, Dichlormethan / Methanol 20 : 1): 0,28
MS (ESI): m/z (%) 328,9 (100) [M+H]", 351,0 (60) [M+Na]*, 679,3 (30) [2M+H]"
C16H20N6O2 M, = 328,2
Bn2 Bn3
Sy Bnl Brd
O

Bn6 Bn5
6l s
o
N
2 /
)\/N

H,N N 4 2
,

3
5

'H-NMR dy (250 MHz, CD:OD): 1,42; 1,62; 2,01 (3m, 6H, 2', 3', 4'); 3,57 (dd, 2H, 5'); 4,47
(dd, 2H, 1'); 5,64 (s, 2H, CHy); 7,39; 7,57 (2m, 5H, Bn2-6); Juyz = 7,1; Jys = 6,5

3C-NMR dc (63 MHz, CDsOD): 24,09; 30,23; 33,07; 47,40; 62,75 (5C, 1‘-5'); 69,90 (1C,
CHy); 122,31 (1C, 5); 129,51-129,71 (5C, Bn2-6); 137,38 (1C, Bnl); 154,56 (1C, 6); 162,79
(1C, 4); 164,22 (1C, 2)

2-Amino-4-benzyl oxy-6-(5-hydroxypentylamino)-pyrimidin (7)
23,0 g [100 mmol] 1 werden in 70 ml Benzylakohol gel6st und langsam eine Mischung aus
4,8 g Natriumhydrid in 30 ml Benzylalkohol zugetropft. Es wird fir 6 h auf 150-160 °C unter
Ruckflufd erhitzt. Nach AbkiUhlen auf Raumtemperatur wird mit Essigsdure neutralisiert und
der Alkohol abdestilliert. Das Produkt wird in Essigester aufgenommen und mit einer
Natriumhydrogencarbonat-Ldsung ausgeschuttelt. Die organische Phase wird Uber
Natriumsulfat getrocknet und einrotiert. Gereinigt wird saulenchromatographisch (SO,
Aceton / Petrolether 1 : 1).
Ausbeute: 16,2 g (53,6 %)
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DC:
MS (ESI):
Ci16H22N4O2

R: (SIO,, Essigester / Petrolether 10 : 1): 0,18
m/z (%) 303,0 (100) [M+H]", 605,4 (10) [2M+H]"
M, =302,2

Bn2 Bn3
Bnl

CH, Bn4

O

Bné Bn5

4

N~ X 5
1 3 5
al\ — 6 /\/\/\
HoN N H OH
2' 4

2-Amino-6-benzyl oxy-4-(5-hydr oxypentylamino)-5-nitrosopyrimidin (8)

3,6 g [11,9 mmol] 7 werden in 100 ml 30 %iger Essigsaure gelost und die Verunreinigungen
abfiltriert. Es wird auf 80 °C erhitzt und unter Kontrolle mit Kaliumiodid-Stérke-Papier eine
konzentrierte Natriumnitrit-Losung zugetropft bis der Farbumschlag von gelb nach violett
erfolgt. Es wird mit 0,1 N NaOH neutralisiert und mit Essigester ausgeschittelt. Die
organische Phase wird mit Natriumsulfat getrocknet, auf Kieselgel adsorbiert und
saulenchromatographisch gereinigt (SiO,, Dichlormethan / Methanol 20 : 1).

3,94 g (100 %)

Ausbeute:
DC:

MS (ESI):
Ci16H21Ns03

'H-NMR dy (250 MHz, CDsOD): 1,49 (m, 2H, 3'); 1,65 (m, 4H, 2' ,4'); 3,58 (m, 4H,1', 5°);

R:(SiO,, Dichlormethan/Methanol 20/1): 0,22

R: (SIO,, Essigester / Petrolether / Methanol 10: 2 :1): 0,43
m/z (%) 332,0 (100) [M+H]"

M, =331,2
Bn2 Bn3
o, B0t T -
2
A/
Bné Bn5
4
NO
NT O
1 3 5'
al\ ~ 6 NN
H,N N N OH

H > &

5,67 (s, 2H, -CH,); 7,36-7,60 (2m, 5H, Bn2-6); Jij> = 7,0; Juss = 6,4

BBC-NMR dc (63 MHz, CD3OD): 24,49; 30,05; 33,33; 40,74; 62,88 (5C, 1‘-5'); 70,05 (1C,
CH,); 114,57 (1C, 5); 129,41-129,67 (5C, Bn2-6); 137,63 (1C, Bnl); 154,56 (1C, 4); 172,19

(2C, 2, 6)

2-Amino-8-aza- 6-benzyl oxy-9-(5-hydr oxypentyl)-purin (6)

993 mg [3 mmol] 8 werden in 5 ml Wasser und 15 ml Essigsdure gel6st. Nach Zusatz von 1,8

170



Experimenteller Tell

g Zinkstaub wird fir 15 min auf 80 °C erhitzt. Nach Abklhlen auf Raumtemperatur, wird
abfiltriert und unter Kontrolle mit Kaiumiodid-Starke-Papier eine konzentrierte
Natriumnitrit-Losung zugetropft. Es wird mit Dichlormethan ausgeschiittelt, einrotiert und
saulenchromatographisch gereinigt. (SiO,, Essigester / Petrolether 5: 1, 4 :1).

Ausbeute: 600 mg (61,6 %)

Analytische Daten siehe 6

6.2.1.2. O°-substituierte Guanin-Derivate

O°-Methylguanin (O6M G)

0,6 g [26 mol] Natriumhydrid werden vorsichtig in 20 ml Methanol suspendiert und 2 g [11,8
mmol] 2-Amino-6-chloropurin in kleinen Portionen zugesetzt. Das Gemisch wird im
Stahlautoklaven auf 130 °C erhitzt. und 18h gerdhrt. Nach Abkuhlen auf Raumtemperatur
wird mit Essigsdure neutralisiert und der Alkohol abrotiert. Gereinigt wird durch
Umkristallisation aus 60 ml Wasser.

Ausbeute: 1,26 g (65 %)

DC: Rs (SO, Dichlormethan / Methanol 5: 1): 0,55

MS (ESI): m/z (%)165,3 (70) [M+H]", 186,8 (5) [M+Na]*, 330,5 (50) [2M+H]",
352,6 (100) [2M+Na]*

C12H11Ns0 M, =165,1

CH,
/
o
6 &
5
NT N N\
AL e
2N
HN N 4 N

'"H-NMR d (250 MHz, CD30D): 4,06 (s, 3H, -CHs); 7,83 (s, 1H, 8)

O°-Benzylguanin (O6BG)

0,6 g [26 mol] Natriumhydrid werden vorsichtig in 20 ml Benzylalkohol gelést und auf 130
°C erhitzt. 2 g [11,8 mmol] 2-Amino-6-chloropurin werden in kleinen Portionen zugesetzt
und 18 h gertihrt. Nach Abkthlen auf Raumtemperatur wird mit Essigsdure neutralisiert und
der Benzylalkohol abdestilliert. Gereinigt wird saulenchromatographisch  (SiO.,
Dichlormethan / Methanol 20 : 1).

Ausbeute: 0,91 g (31 %)

DC: R¢ (SiO;, Dichlormethan / Methanol 10 : 1): 0,31
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MS (ESI): miz (%) 241,8 (100) [M+H]*, 263,8 (5) [M+Na]", 483,2 (15) [2M+H]",
505,2 (5) [2M+Na]*, 724,3 (5) [3M+H]*
C12H11N50 Mr = 241,1
2 3
~0-
O
6 . 6 &
\ N
AT
H,N N4 N

'H-NMR dy (250 MHz, CDsOD): 5,52 (s, 2H, 7'); 7,35 (m, 3H, 2', 6'); 7,48 (m, 2H, 3'-5');
7,82 (s, 1H, 8)

BBC-NMR dc (63 MHz, CD;0D): 69,11 (1C, 7'); 116,22 (1C, 5); 129,25-129,60 (5C, 2'-6');
138,08 (1C, 1'); 140,19 (1C, 8); 161,55; 161,85 (2C, 2, 4)

2,6-Diamino-4-benzyl oxypyrimidin

21,6 g [149,5 mmol] 2,4-Diamino-6-chloropyrimidin wird zu einer Lésung von 6 g [260
mmol] Natriumhydrid in 200 ml Benzylalkohol gegeben, auf 150 °C erhitzt und 3 h gerthrt.
Der Benzylalkohol wird abdestilliert und das resultierende gelbe Ol mit Wasser gewaschen.
DC: R¢ (SIO,, Aceton / Petrolether, 1 : 1): 0,26

C11H12N4O M, = 2451

2,6-Diamino-5-nitroso-4-benzyloxypyrimidin

Das Rohprodukt s.0. wird in 300 ml 30%iger, warmer Essigsdure aufgenommen und von
unléslichen Ruckstanden abfiltriert. Es wird auf 80 °C erhitzt und unter Kontrolle mit KJ-
Stérke-Papier tropfenweise mit einer 2 M-Natriumnitrit-LOosung versetzt. Es fallt ein pinkes

Produkt aus; das abgesaugt, mit Wasser gewaschen und Uber Blaugel im Exzikator getrocknet

wird.
Ausbeute: 26 g (71 %)
DC: R¢ (SIO,, Aceton / Petrolether, 1 : 1): 0,37
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MS (ESI): m/z (%) 245,9 (30) [M+H]", 267,9 (10) [M+Na]", 491,1 (15) [2M+H]",
513,2 (100) [2M+Na]*
C11H11NsO2 M,= 2451

0
4 NO

H,N N NH,

2,5,6-Triamino-4-benzyl oxypyrimidin

9,8 g [40 mmoal] 2,4-Diamino-5-nitroso-6-benzyloxypyrimidin werden in 250 ml Wasser
suspendiert und bei 80 °C mit einer ausreichenden Menge Natriumdithionit behandelt bis der
vollstéandige Farbumschlag von pink nach gelb erfolgt. Es wird abgesaugt, mit Wasser
gewaschen und unter Vakuum getrocknet.

Ausbeute: 7,16 g (77,5 %)
DC: R: (SIO,, Essigester / Petrolether, 5: 1): 0,45
MS (ESI) m/z (%) 231,9 (100) [M+H]", 463,2 (5) [2M+H]"
C11H13N5O Mr = 231,1
O :
4 NH,
NT O
Al s
H,N N NH,

O°-Benzylguanin (O6BG)

4,62 g [20 mmol] 2,4,5-Triamino-6-benzyloxypyrimidin werden in 15 g [90 mmol]
Diethoxymethylacetal 25 min bei 185 °C Olbadtemperatur vorsichtig gekocht (Auf- und
Abbewegungen!). Es wird auf 100 °C abgekuhlt und eingeengt. Zum Ruickstand werden 20
ml Wasser und (bis zur vollstandigen Ldsung) NaOH-Pellets gefiigt. Das Gemisch wird 15
min unter Ruckflufd gekocht, mit Aktivkohle behandelt und erneut fir 5 min gekocht. Es wird
Uber ein Celite-Bett abfiltriert, und mit Essigsdure auf pH 6 eingestellt. Das Gemisch wird
eingeengt und aus Wasser / Ethanol umkristallisiert.

Ausbeute: 1,19 (22,8 %)
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8-Aza-0°-benzylguanin (8ABG)

4,9 g [20 mmol] 2,4,5-Triamino-6-benzyloxypyrimidin und 1,38 g [20 mmol] Natriumnitrit
werden in 200 ml Aceton und 20 ml Eisessig suspendiert und 2 h gerdihrt. Der Aceton wird
eingeengt und mit 5 x 100 ml Chloroform gegen 100 ml Wasser ausgeschiittelt. Die
Reinigung erfolgt mittels Flash-Chromatographie (SiO,; Chloroform / Methanol 15 : 1).
Produkt wird aus Ethanol / Wasser 1 : 1 umkristallisiert.

Ausbeute: 3,059 (63 %)
DC: R (SIO;, Dichlormethan / Methanol 10 : 1): 0,40
MS (ESI): m/z (%) 243,0 (50) [M+H]", 264,9 (20) [M+Na]", 485,2 (80) [2M+H]",
507,1 (50) [2M+Na]*
C11H10N60 Mr = 242,1
2 3
avs
O
6 6 5
N| N N
2 N
HzN/I\N/4 ﬂ/

'H-NMR dy (250 MHz, CD30D): 5,62 (s, 2H, 7'); 7,37 (m, 3H, 2', 6'); 7,53 (m, 2H, 3'-5')
BC-NMR dc (63 MHz, CD3OD): 69,90 (1C, CHy); 121,46 (1C, 5); 129,53-130,62 (5C, 2'-
6'); 137,41 (1C, 1'); 156,29 (1C, 6); 162,78 : 164,22 (2C, 2, 4)

4-Brom-2-thenylalkohol

25 g [130 mmol] 4-Bromthiophen-2-aldehyd und5,7 g [150 mmol] Natriumborhydrid werden
in 400 ml Isopropanol 1 h gertihrt. Es wird durch Zusatz von 10 ml Wasser deaktiviert,
abfiltriert und mit n-Hexan extrahiert.

Ausbeute: 22,5 g (89 %)
DC: Rs (SiOy, Toluol / Methanal, 4 : 1): 0,38
MS (ES): m/z (%) 190,7 / 192,7 (40) [[M (“Br/ ®Br) - H]
CsHsOSBr M, = 191,9
HO : 2 Sl

'H-NMR dy (250 MHz, CDCls): 4,67 (s, 2H, 6); 6,84; 7,13 (2d, 2H, 3, 5); Jys = 1,4
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3C-NMR dc (63 MHz, CDCls): 59,41 (1C, 6), 77,20 (1C, 2), 109,27 (1C, 4), 122,30 (1C, 3),
127,42 (1C, 5)

0°-(4-Bromothenyl)-guanin; 2-Amino-6-(4-bromothenyloxy)-purin (4BTG)

4,63 g [24 mmol] 4-Bromothenylalkohol werden in 5 ml DM SO gel6st, vorsichtig mit 0,64 g
[16 mmol] Natriumhydrid behandelt und 1 h gertihrt. 1 g [5,9 mmol] 2-Amino-6-chloropurin
werden in kleinen Portionen zugesetzt, die Temperatur auf 100 °C erhéht und 6h gerthrt.
Nach Abkihlen auf Raumtemperatur wird mit 1,3 ml Essigsdure neutralisiert, 240 ml
Diethylether zugefugt und 1,5 h gertihrt. Der Feststoff wird abgesaugt, mit Wasser gewaschen
und bei 15 °C aus Methanol umkristallisiert.

Ausbeute: 1,2 g (61 %)
DC: Rs (SiO;, Dichlormethan / Methanol 10: 1): 0,4
R¢ (SIO,, Toluol / Methanol 4 : 1): 0,22
SP: 212-214°C
MS (ESI): m/z (%) 325,8 / 327,8 (98 / 100) [M ("°Br / ®Br) + H]*, 347,8 / 349,8
(19/20) [M (“Br/ ®Br) + Na|*
C1oHgBrNsOS M, = 326,2
S— 5
\ \
3
S
x 4
N 4 N

NMR-Daten siehe Tabellen 3.1.5 und 3.1.6

6.2.1.3. Bromoalkylglucoside

1-(2-Bromoethyl)-2,3,4,6-tetra-O-acetyl-b-D-glucopyranosid (9)

50 ml Dichlormethan werden 1 h unter Argon mit Molsieb (gepulvert 4 A) geriihrt. 9,85 g [20
mmol] Pentaacetyglucose und 7,1 ml [12,5 g; 100 mmol] 2-Bromethanol werden darin gelost
und ene weitere Stunde gerdhrt. Nach Zusatz von 54 ml [30 mmol]
Trimethylsilyltriflouromethansulfonat wird 1,5 h unter DC-Kontrolle reagiert. Die Reaktion
wird durch Zusatz von 3,3 g [30 mmol] Triethylamin abgebrochen und mit festem
Natriumhydrogencarbonat ein pH-Wert von 6 - 7 eingestellt. Es wird von den festen

Bestandtellen Uber en Celite-Bett abfiltriet und die organische Phase mit
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Natriumhydrogencarbonat-Ldsung (4 x 80 ml) ausgeschittelt. Es wird Uber Natriumsulfat
getrocknet, abfiltriert und einrotiert. 9 kristallisiert aus Methanol bei -30 °C in weil3en Nadeln.

Ausbeute: 4,1 g (36,1 %)
DC: R: (SIO,, Petrolether / Essigester, 1: 1): 0,49
MS (ESI): m/z (%) 477,1/ 479,1 (98 / 100) [M (“Br / ®Br) + Na]*
C16H23010Br M, = 455,3
OAc
4 |6 5 o
Acgco s <1 T
OAc \/\

IH-NMR dy (250 MHz, CD;0D): 1,97: 2,01; 2,04; 2,06 (4s, 12H, 4 CH3): 3,55 (m, 2H, 2°):
3,86 (dd, 1H, 1'a); 3,88 (ddd, 1H, 5); 4,11 (dd, 2H, 1°b); 4,14 (dd, 1H, 64): 4,28 (dd, 1H, 6b):
4,74 (d, 1H, 1); 4,91 (dd, 1H, 2); 5,02 (dd, 1H, 4): 526 (dd, 1H, 3); Jus = 8,1 Jy3= 95; Jya=
9,7, Jys=9,7; Joais = 2,8; Jotys = 4,6; Jeaien = 12,5

3C-NMR dc (63 MHz, CDs0D): 20,69: 20,77; 20,89 (4C, CH3); 31,32 (1C, 2'); 69,98 (1C,
1'); 63,22 (1C, 6): 71,16; 72,83; 73,07; 74,32 (4C, 2, 3, 4, 5); 101,99 (1C, 1); 171,31; 171,38;
171,74; 172,43 (4C, C=0)

1-(2-Bromoethyl)-2,3,4,6-tetra-O-acetyl-b-D-gal actopyranosid (10)

4,11 g [10 mmol] 1-Bromo-2,3,4,6-tetra-O-acetyl-b-D-galactopyranosid werden in 100 ml
trockenem Dichlormethan gel6st und bel 0 °C gerthrt. Nacheinander werden 2,49 g [20
mmol] 2-Bromethanol, 3,3 g [30 mmol] N,N,N",N"-Tetramethylharnstoff und 4,1 g [16,5
mmol] Silbertriflat zugegeben und die Reaktion mittels DC-Kontrolle Gberwacht. Nach 2 h
wird die Reaktion durch Filtration Uber ein Celite-Bett abgebrochen und das Gemisch gegen
geséttigte Natriumhydrogencarbonat-L 6sung ausgeschiittelt. Die organische Phase wird Uber
Natriumsulfat getrocknet, abfiltriert, einrotiert und saulenchromatographisch gereinigt (SO,
Petrolether / Essigester, 2 : 1).

Ausbeute: 0,95 g (20,9 %)
DC: R¢ (SIO,, Petrolether/Essigester, 1/1): 0,53
MS (ESI): m/z (%) 476,8 / 478,8 (98 / 100) [M (“Br / ®Br) + Na]*
C16H23OloBr M,= 455,3

AcO OAc

%5 o
a0\ 21 g T
OAc \2'/\Br
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IH-NMR dy (250 MHz, CD,0D): 1,94; 2,02; 2,05; 2,14 (4s, 12H, 4 CHs); 3,52 (dd, 2H, 1°):
3,86 (ddd, 2H, 5); 4,13 (m, 5H, 6a, 6b, 2'); 4,70 (d, 1H, 1): 5,11 (2dd, 2H, 2, 4); 5,38 (dd, 1H,
3) ; J2=7,8; Jas=1,9; Jovs = 5,4; Jewep= 11,5 ; Jy5=9,7

BC-NMR dc (63 MHz, CD30D): 20,63; 20,70; 20,98 (4C, CHg3); 31,35; 68,97 (2C, 1, 2');
62,72 (1C, 6); 70,42; 71,12; 72,09; 72,45 (4C, 2, 3, 4, 5,); 102,43 (1C, 1); 171,57; 171,63,
172,13; 172,20 (4C, C=0)

1-(3-Bromopropyl)-2,3,4,6-tetra-O-acetyl-b-D-glucopyranosid (11)

3,9 g [10 mmol] Pentaacetyglucose und 6,9 g [50 mmol] 3-Brompropanol werden wie fir 9
beschrieben umgesetzt. Durch Umkrsitallisation des nach Aufarbeitung erhaltenen
Rohproduktes in Methanol bei -30 °C erhdt man 11 as weil3e Nadeln.

Ausbeute: 1,82 g (38,84 %)
DC: R: (SIO,, Petrolether / Essigester, 1: 1): 0,64
MS (ESI): m/z (%) 491,0/ 493,0 (100 / 95) [M (“Br / ®Br) + Na]*
C17H25010Br M, = 469,0
OAc
4 |6 5 o
AcO 2
AcO—\3 1o 2

'H-NMR dy (250 MHz, CDCLs3): 2,01-2,09 (4s, 12H, CHs); 2,05 (dd, 2H, 2'); 3,46 (dd 2H,
1°); 3,70 (m, 2H, 5, 3‘a); 3,98 (ddd, 1H, 3'b); 4,15 (dd, 1H, 6a); 4,27 (dd, 1H, 6b); 4,52 (d,
1H, 1); 5,00 (dd, 1H, 2); 5,08 (dd, 1H, 4); 5,22 (dd, 1H, 3); Jeaeb = 12,3; Jeas= 2,5 ; Jois = 4,8
s =79, 53=98; Ja=95; Jys=9,6

3C.NMR dc (63 MHz, CDCL3): 20,49; 20,59; 20,63 (4C, CHs); 29,97; 32,21; 67,27 (3C, 1',
2, 3"); 61,87 (1C, 6); 68,36; 71,22; 71,76; 72,68 (4C, 2, 3, 4, 5); 100,97 (1C, 1); 170,54;
170,13; 169,30 (4C, C=0)

1-(4-Bromobutyl)-2,3,4,6-tetra-O-acetyl-b-D-glucopyranosid (12)

Eine Losung von 9 g [25 mmol] Quecksilberbromid und 10,5 g [25,5 mmol] 1-Bromo-
2,3,4,6-tetra-O-acetyl-b-D-glucopyranosid in 50 ml absolutem THF werden innerhalb von 15
h bei 35 °C unter Vakuum (250 - 300 mm Hg) eingeengt. Der Rickstand wird in 100 ml
Chloroform aufgenommen und von festen Ruicksténden abfiltriert. Es wird mit 1 M
Kaliumbromid-Lésung (1 x 50 ml, 3 x 25 ml) ausgeschittelt, mit CaCl, getrocknet, mit

Aktivkohle behandelt und das Ldsungsmittel abrotiert. Die Aufreinigung erfolgt mittels
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Flash-Chromatographie (SiO,, Petrolether / Essigester, 2 : 1). 12 kristallisert als weil3e
Nadeln aus Methanol / Wasser bei + 4 °C. Hierzu wird das Produkt in wenig Methanol gel 6st
und tropfenweise Wasser zugegeben, bis eine leichte Tribung durch leichtes Schiitteln gerade
noch verschwindet.

Ausbeute: 1,2 g (10 %)
DC: R: (SIO,, Petrolether / Essigester, 1: 1): 0,39
MS (ESI): m/z (%) 505,0 / 507,0 (98 / 100) [M("Br / &'Br) + Na]*
C18H27010Br M, = 483,3
OAc
485 o
Acgco 3 1o

IH-NMR dy (250 MHz, CDCLs): 1,72 ; 1,92 (2m, 4H, 2, 3); 2,00; 2,02; 2,05; 2,09 (4s, 12H,
4 CHa); 341 (dd, 2H, 4'); 353 (ddd, 1H, 1'a); 3,77 (ddd, 1H, 5); 3,89 (ddd, 1H, 1'b); 4,14
(dd, 1H, 6a); 4,26 (dd, 1H, 6b); 4,98 (d, 1H, 1): 5,00 (dd, 1H, 2); 5,08 (dd, 1H, 4); 5,20 (dd,
1H, 3); h2=7,6; 3= 9,4; Ja= 9,4; Jys= 9,4; Joas = 2,5; Jotvs = 4,7; Jparen = 12,3

3C-NMR dc (63 MHz, CDCLa): 20,55; 20,62; 20,69 (4C, CHa); 27,96, 29,23 (2C, 2", 3);
33,21 (1C, 4'); 68,84 (1C, 1'); 61,93 (1C, 6); 68,44: 71,26, 71,80; 72,79 (4C, 2, 3, 4, 5);
100,70 (1C, 1); 169,22; 169,32; 170,20; 170,57 (4C, C=0)

1-(6-Bromohexyl)-2,3,4,6-tetra-O-acetyl-b-D-glucopyranosid (13)

7,8 g [20 mmol] 1,2,3,4,6-O-Pentaacetyl-3-D-glucopyranosid und 5,52 g [4 ml; 30mmol] 6-
Bromhexanol werden wie fur 9 beschrieben umgesetzt und sdulenchromatographisch
gereinigt (SIO,, Petrolether / Essigester, 2 : 1). 13 kristallisiert als weil3e Nadeln aus Methanol
/ Wasser bel + 4 °C (siehe 12).

Ausbeute: 2,09 (19,6 %)

DC: R: (SIO,, Petrolether / Essigester, 1: 1): 0,5

MS (ESI): m/z (%) 530,2 (20) [M+NH,]*, 5351 (50) [M+Na]*, 1045,3 (80)
[2M+Na]*

CooH31010Br M,=5114
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OAc

OAc & 1'
"
2 Br

'H-NMR dy (250 MHz, CDCLs): 1,42; 1,62; 1,89 (3m, 8H, 2, 3, 4, 5'); 2,01; 2,03; 2,06;
2,09 (4s, 12H, 4 CHs); 3,40 (dd, 2H, 6'); 3,49 (ddd, 1H, 1‘a); 3,70 (ddd, 1H, 5); 3,97 (ddd,
1H, 1'b); 4,13 (dd, 1H, 6a); 4,25 (dd, 1H, 6b); 4,49 (d, 1H, 1); 4,98 (dd, 1H, 2); 5,04 (dd, 1H,
1; 4); 5,21 (dd, 1H, 3); J2=7,9; B;3=9,5; Jga = 9,3; Jus = 9,8; Joas = 2,5; Jovs = 5,1; Jsaiep =
12,3

3C.NMR dc (63 MHz, CDCL3): 20,47; 20,54; 20,56 (4C, CHs); 25,12; 27,68; 28,93; 32,50;
33,51; 68,34 (6C, 1, 2, 3, 4,5, 6'); 61,86 (1C, 6); 67,08; 68,55; 70,10; 70,81 (4C, 2, 3, 4,

5,); 95,56 (1C, 1); 169,43; 169,94; 170,42 (4C, C=0)

1-(6-Bromohexyl)-2,3,4,6-tetra-O-benzoyl-b-D-galactopyranosid (14)

2 g [3 mmol] 1-O-(2,3,4,6-tetra-O-benzoyl-a-D-galactopyranosyl)trichloracetimidat, 652 mg
[3,6 mmol] 6-Brom-1-hexanol und Molsieb 4 A (gepulvert) werden in 20 ml Dichlormethan
aufgenommen und unter Argon mit 72 pl Bortriflouridetherat versetzt. Nach 15 stindigem
Rihren werden 10 ml Wasser zugefuigt und nochmals 10 min gertihrt. Das Reaktionsgemisch
wird mit NaHCOs-L6sung ausgeschittelt und die organische Phase Uber Natriumsulfat
getrocknet. Die Renigung erfolgt mittels Saulenchromatographie (SO, Petrolether /

Essigester 6: 1).
Ausbeute: 1,19 (48 %)
DC: Rs (SIO,, Petrolether / Essigester, 4 : 1; 2 x entwickelt): 0,46
MS (ESI): m/z (%) 781,1 / 782,9 (70) [M (“Br / ®Br) + Na]*, 1541,7 (20)
[2M+Na]*
C40H3goloBr M, = 759,2
OBz

BzO

A 85 o

Bzomo 5

OBz & 3 1
.
2 Br

IH-NMR dw (250 MHz, CDCLs): 1,26; 1,58 (2m, 8H, 2, 3, 4', 5); 3,20 (dd, 2H, 6'); 3,58;
3,99 (2ddd, 2H, 1'a, 1'b); 4,38 (m, 2H, 5, 6a): 4,69 (dd, 1H, 6b); 4,81 (d, 1H, 1); 5,62 (dd,
1H, 3); 5,79 (m, 1H, 2); 5,99 (dd, 1H, 4) 7,21-8,23 (m, 20H, Benzoyl): Ji» = 7,8; Jyz = 10,4;
Jia=3,4; ys=0,9; s = 4,7; Jpaen = 11,0
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