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(57) Zusammenfassung

Die Erfindung betrifft die Verwendung von Cyclopentabenzofuran-Derivaten zur Herstellung eines Arzneimittels zur Behandlung von

Nuclear Faktor kB—abhéngigen Krankheiten.
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VYerwendung von Cyclopentabenzofuran-Derivaten zur Bekimpfung von NF-«xB

abhiingigen Krankheiten

Die Erfindung betrifft die Verwendung von Cyclopentabenzofuran-Derivaten zur

Herstellung eines Arzneimittels zur Therapie von NF-«xB abhéngigen Krankheiten.

Extrakte aus der Pflanze Aglaia elliptifolia zeigen antileukdmische Eigenschaften. Als
erste wirksame Verbindung wurde ein Rocaglamid genanntes Dihydrocyclopenta-
benzofuranol-Derivat identifiziert (J. Chem. Soc., Chem. Commun. 1982, 1150; US
4 539 414). Darauthin erschienen mehrere Arbeiten iiber schlieflich auch erfolgreiche
Syntheseversuche. Erst 10 Jahre nach der Isolierung von Rocaglamid wurden seine
insektiziden Eigenschaften beschrieben (Pestic. Sci 36, 53 (1992); Phytochemistry 32,
67 (1993)) und darauf in einer anderen Art, Aglaia odorata, noch drei, sich nur in

einem Substituenten unterscheidende Derivate gefunden (Phytochemistry 32, 307

(1993)).

Spiter wurden z.B. aus der Art Aglaia roxburghiana erst vier anellierte Derivate des
Rocaglamids isoliert (WO 96/04 284), dann zahlreiche weitere neue Derivate sowie
deren pharmakologische Eigenschaften beschrieben (vgl. z.B. J. Nat. Prod 59, 650
(1996); Tetrahedron 52, 6931 (1996); Phytochemistry 44, 1455 (1997); Phyto-
chemistry 45 1579 (1997); Z. Naturforsch., C: Biosci. 52, Tetrahedron 52, 17625
(1997); B.W. Nugroho, Dissertation, Bayer. Julius-Maximilian Univ. Wiirzburg,
1997, WO 97/08 161 Al, J. Nat. Prod. 61, 1482 (1998), Tetrahedron 33, 17625
(1997).).

Ein bedeutender Schritt bei vielen endziindlichen Prozessen ist die Translocation des
Proteins , Nuclear Factor kappa B, kurz NF-«xB, in den Zellkern und die hierdurch
verursachte Stimmulierung der Expression der Gene, deren Produkt fiir enzitindliche

Reaktionen verantwortlich sind (Trends Pharmacol. Sci. 18, 46 (1997)). Beispiels-
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weise bei Asthma ist die nicht niitzliche, tiberméBige (nicht selbstbegrenzende) Pro-
duktion dieser Proteine fiir die Verstidrkung und Aufrechterhaltung des entziindlichen
Prozesses und die damit verbundenen unangenehmen bis lebensbedrohlichen
Symptome dieser Krankheit verantwortlich. Weil die dem heutigen Stand der
Technik entsprechende Langzeitbehandlung mit Glucocorticoiden mit einigen Nach-
teilen behaftet ist, wird NF-xB als ein zwingendes Target gesehen fiir die Ent-

wicklung von neuen entziindungshemmenden Wirkstoffen gegen Asthma.

Es wurde nun gefunden, daf} die Cyclopentabenzofuran-Derivate der Formel (I)

@,

in welcher

[A] R fiir Wasserstoff steht,

R? fiir Methoxy steht,

R’ fiir Wasserstoff steht oder

R*und R®  gemeinsam fiir -OCH,0- stehen,

R fiir Methoxy steht,

R’ fiir Hydroxy, OCHO oder Acetoxy steht,
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Réund R’  jeweils fiir Wasserstoff stehen oder

R’ und R® gemeinsam fiir Sauerstoff (Oxo) oder Hydroxyimino stehen,

5
R® fiir -COOR" oder -CONR"R" steht, worin
RZ?und R"® fiir Wasserstoff oder Methyl stehen und
10 RY  fiur Wasserstoff, Methyl, 4-Hydroxybutyl oder 2-Tetrahydro-
furyl steht,
oder
15 R8  fiir einen Rest der Formel
Sy
O NH \n/CH(CH3)2
0]
steht,
20 R’ und R® gemeinsam fiir eine Gruppe der Formeln (a) oder (b)

(b)

/H%(Nj () /N:(Nj
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stehen, wobei die dem N-Atom benachbarte Verkniipfungsstelle R’

entspricht und dariiber hinaus R® und R’ gemeinsam fiir eine direkte
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(B]

Bindung stehen,

R’  fiir Phenyl steht,
R'  fiir Methoxy steht,
R'""  fiir Wasserstoff, Hydroxyl, Methoxy oder 2-Rhamnosy! steht, oder

R"”und R  benachbart und gemeinsam fiir -OCH,O- stehen, oder

R15

RIi6

fiir Hydroxy, Methoxy oder Ethoxy steht,

fiir Wasserstoff, Hydroxy oder Methoxy steht,

R!', R*und R® jeweils fiir Wasserstoff stehen,

R?*und R*  jeweils fiir Methoxy stehen,

RS

fiir Hydroxy steht,

RéundR”  jeweils fiir Wasserstoff stehen oder

R’ und R® gemeinsam fiir Sauerstoff (Oxo-Gruppe) stehen,

R’ fir Phenyl steht,
R'"  fiir Methoxy steht,
R fiir 2-Methoxy oder 2-Rhamnosy! steht, oder
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R"und R"  benachbart und gemeinsam fiir -OCH,O- stehen,

geeignet sind als Inhibitoren der Nuclear Factor kappa B (NF-xB)-vermittelten Gen-

expression zur Therapie pathophysiologischer Prozesse.
Die erfindungsgeméif} verwendbaren Stoffe sind aus o.a. Literatur bekannt.

Beispiele fiir die erfindungsgemaf verwendbaren Stoffe der Formel (I) sind die Ver-

bindungen (I-1) bis (I-45), die im folgenden aufgefiihrt sind.
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Nr. |R R R R° [R° R" R"

(n)

1 |OoCH, |H |OH H |CON(CH,), OCH, H

2 |OCH, |H |OH H |CONHCH, OCH, |H

3 |OoCH, |[H |OH H |CO,CH, OCH, H

4 |-OCH,0- |OH H |CON(CH,), OCH, |H

5 |-OCH,0- |oH H |CON(CH,), OCH, OCH,
6 |OCH, |H |OH H |CONH, OCH, H

7 |OCH, [H |OH H |COH OCH, |H

§ |OCH, |H |OH H |CON(CH,), OCH, OH
9 |OCH, |H |OCOCH, |H |CON(CH,), OCH, OH
10 |OCH, |H |OH H |CONH(CH,),0OH |OCH, |H

11 |OCH, |H |OCOCH, |H |CONH(CH,),OH |OCH, H

12 |OCH, [H |OH H Jz OCH, H

o
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Nr. |R? R' |R’ R® |R® RY R"

)

13 |OCH,; |H |OH H /[(z OCH, H

—

14 |OCH; |H |OCOCH, |H |CONHCH, OCH, OH

15 |OCH,; |H |OH H |CONH, OCH, OH

16 |OCH; |H |OCOCH,; |H |[CO,CH, OCH, OH

17 |OCH; {H |OH H |[H OCH, OCH,

18 [OCH; |H |OH H |H OCH, O-Rham-
nosyl

19 |OCH, |H |OH H |CON(CH,), OCH;, OCH,

20 |OCH; |H |OH H |CONHCH; OCH, OH

21 |OCH,; |H |OH H |CONHCH; OCH, OH

22 |OCH, |H |=NOH CO,CH, OCH, OCH,

23 |OCH, |H |OH H |CO,CH; -OCH,0-

24 |OCH, |H |OH H |H -OCH,0-

25 |OCH; |H (=0 H -OCH,0-

26 |OCH, {H |OCHO H |CO,CH, -OCH,0-
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Tabelle 2
Nr R> RS RI1 R15
30 OCOCH, CON(CHy,), H OH
31 OCOCH, CONHCH; H OH
32 OCOCH; CONH, H OH
33 OH COOCH, OH OH
34 OH COOCH, OCH; OH
35 OCOCH;, COOCH;, H OH
36 OCHO COOCH; H OH
37 OCHO COOCH; OH OH

CH,0
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Tabelle 3
Nr. RS RS
39%* =0 (R5/R6) H
40 OCOCH, COOCH,

*) Cui et al., Tetrahedron 53, 17625 (1997)
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Tabelle 4

- 11 -

Nr. RS RS R11 R16
41 OH CON(CH,), | OCH, | OH
42 OH COOCH, H H
43 OCOCH, | COOCH, H H

44* OH COOCH; OCH, H

*) Brader et al., J. Nat. Prod. 61, 1482 (1998).

I-45

PCT/EP99/05426

Von den obengenannten Stoffen der allgemeinen Formel (I) sind die Verbindungen
I-1, 12, 1-3, 1-4, I-5, 1-6, 1-8, 1-10, I-12, I-13, I-15, I-19, I-20, 1-22, 1-26, I-28. 1-32,
[-33, [-42 bevorzugt.
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Die erfindungsgemill verwendbaren Stoffe sind niedermolekulare Inhibitoren, die
selektiv Nuclear Factor kappa B (NF-kB)-vermittelte pathophysiologische Prozesse
hemmen. NF-kB-vermittelte Prozesse treten bei Entziindungskrankheiten, immuno-
logischen Erkrankungen, septischem Schock, Transplantafabstoﬁung, Strahlungs-
schiden, Reperfusionsverletzungen nach Ischdmie, Thrombosen oder bei komplexen,

chronisch-entziindlichen Erkrankungen wie Arteriosklerose auf.

Zur pharmakologischen Wirkung von Inhibitoren des Nuclear Factor kappa B

Nuclear Factor kappa B (NF-kB) ist ein in vielen Gewebezellen und insbesondere in
Blutzellen vorkommender dimerer Proteinkomplex. NF-xB nimmt eine besondere
Rolle zur Steuerung der Expression von Genen ein, die in ihrer Promotorsequenz
eine NF-kB Bindesequenz aufweisen (5’-GGGPuNNPyPyCC-37). Insofern ist NF-
kB ein Transkriptionsfaktor. Die physiologische Aktivitdt von NF-xB zur Kontrolle
der Genexpression unterliegt jedoch einem Regulationsprinzip, bei dem NF-xB aus
einem Komplex mit dem Protein IxB freigesetzt wird, um als Transkriptionsfaktor in
den Zellkern zur Genaktivierung zu translozieren. Das Regulationsprinzip zur
Freisetzung von aktivem NF-«kB aus einem Komplex mit dem Protein IkB ist noch

nicht in Einzelheiten bekannt.

Ebenso ist nicht bekannt, wie die Bildung von homodimeren und heterodimeren NF-
kB Proteinkomplexen erfolgt. NF-kB wirkt als dimerer Transkriptionsfaktor auf die
Genaktivierung ein. Die Dimerisierung kann unter den strukturell verwandten
Transkriptionsfaktoren Rel A, Rel B, c-Rel, p50 oder p52 erfolgen, die eine Familie
von Transkriptionsfaktorproteinen bilden. Auch kann in der Dimerisierung der
Untereinheiten zum NF-kB bereits ein Regulationsprinzip zur Steuerung der spéter

nzher beschriebenen Gene liegen, das noch nicht bekannt ist.
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Ein entscheidendes Merkmal von NF-xB gegeniiber anderen Transkriptionsfaktoren
ist, daB NF-xB ein primérer Transkriptionsfaktor ist. Primére Transkriptionsfaktoren
sind in inaktiver (meist komplexgebundener) Form bereits in der Zelle vorhanden
und werden nach einem entsprechenden Stimulus freigesetzt, um ihre Wirkung sehr
schnell entfalten zu kdnnen. Primére Transkriptionsfaktoren‘werden nicht erst durch
die Aktivierung des zugehorigen Gens und anschlieBende Transkription und

Translation gebildet.

Diese Eigenschaft des NF-xB, die Ausbildung homodimerer oder heterodimerer Rel-
Proteine sowie die Ausbildung eines inaktiven Proteinkomplexes mit einem IxB
Protein, bieten ganz andere Angriffspunkte fiir pharmakologisch wirksame Substan-
zen, als die Angriffspunkte der de novo Biosynthese von Transkriptionsfaktoren. Der
Vollstindigkeit halber sei erwihnt, da die Gene zur Bildung von NF-«xB (Gene der
Rel Familie) und die Gene zur Bildung der IxB Proteine (Genfamilie umfassend die
Gene fiir IkB-a, IxB-p, p105/IxB-y, p100/IxB-8, IkB-¢ u.a.) ihrerseits natiirlich auch
einer Regulation unterliegen, die Angriffspunkte fiir pharmazeutisch wirksame Sub-
stanzen darstellen konnen. So ist bekannt, daB die Expression der konstitutiv ge-
bildeten IkB Proteine pl05 und p100 durch Stimuli erhoht wird, die auch NF-xB
aktivieren, wie z.B. Tumor Necrosis Factor-a (TNF-ot) oder Phorbolmyristatacetat

(PMA).

Ein Regulationsmechanismus ist in der Literatur beschrieben, in dem gezeigt wird,
daB die Uberexpression von kB aktives NF-xB bindet und damit inaktiviert. Dies
gilt auch, wenn das NF-xB bereits eine Komplexbindung mit der DNA eingegangen
ist (P.A. Baeuerle, T. Henkel, Annu. Rev. Immunol. 12, 141-179, 1994). Daraus
kann geschlossen werden, daB es mehrere spezifische Angriffspunkte in der bio-
chemischen Funktion von NF-kB und IxB Proteinen gibt, die es ermdglichen sollten,
eine ungewiinschte, pathophysiologische, NF-xB-abhingige Genaktivierung selektiv

zu hemmen.
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Eine chemische Verbindung, die selektiv die Funktion von NF-xB hemmt oder die
Funktion von IxB Proteinen oder IxB Genen verstirkt, sollte als Pharmazeutikum zur
Unterdriickung von NF-kB-vermittelten Krankheitsprozessen Verwendung finden

konnen.

Primir kann NF-kB alle pathophysiologischen Prozesse férdern, an denen Gene
beteiligt sind, die in ihrem Promotor die NF-xB Bindesequenz aufweisen. Nament-
lich sind dies Gene, die bei immunologischen Komplikationen, bei Entziindungs-
krankheiten, Autoimmunerkrankungen, septischem Schock, TransplantatabstofSung,
Thrombosen oder aber auch bei chronisch-entziindlichen Krankheiten wie Arterio-
sklerose, Arthritis, Rheuma und Psoriasis eine entscheidende ursédchliche Rolle

spielen.

NF-kB Bindesequenzen enthalten z.B. die Promotoren von Rezeptoren lymphoider
Zellen (T-Zellrezeptoren), von MHCI- und MHCII-Genen, von Zelladhésionsmole-
kiilen (ELAM-1, VCAM-1, ICAM-1), von Zytokinen und Wachstumsfaktoren (siehe
auch nachfolgende Tabelle). Weiterhin finden sich NF-kB Bindesequenzen in den

Promotoren von Akutphasenproteinen (Angiotensinogen, Komplementfaktoren u.a.).

Eine chronisch erhohte oder akut iiberschiefende Aktivierung der genannten Gene

filhrt zu vielfiltigen pathophysiologischen Prozessen und Syndromen.

So ist die schnelle und iiberschieende Produktion von Zytokinen der Entziindungs-
reaktion (TNFa, Interleukin-2, Interleukin-6, Interleukin-8 u.a.) und der Adhdsions-
molekiile (ELAM-1, ICAM-1, VCAM-1) in Leukozyten, insbesondere in Makro-
phagen und auch in Endothelzellen, ein ursichliches Merkmal fiir oft todlich ver-
laufende Prozesse bei septischem Schock; oder fiihrt bei Strahlungsschédden und bei
TransplantatabstoBung zu erheblichen Komplikationen. Hemmstofte, die die NF-kB-
vermittelte Genexpression verhindern, greifen bei einigen Krankheiten sehr friih in

die Auspriagung pathophysiologischer Verdnderungen ein und koénnen daher ein sehr
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wirkungsvolles therapeutisches Prinzip darstellen. Ein Beispiel sind auch NF-xB
Inhibitoren fiir Krankheiten, die auf eine Uberexpression von Akutphasenproteinen
zuriickzufiihren sind. Eine ungewiinschte Uberexpression von Akutphasenproteinen
kann eine komplexe Allgemeinreaktion hervorrufen, bei der Gewebeschaden ver-
schiedenster Art, Fieber und lokale Symptome wie Entziindungen und Nekrosen
auftreten konnen. Meist ist das Blutbild verdndert. NF-xkB induziert zum Beispiel
stark das Serum Amyloid A Vorlduferprotein in der Leber im Zuge einer Induktion

von Akutphasenproteinen.

Beispielsweise kann die NF-xB-vermittelte Genexpression des Interleukin-2-

(11-2)Gens gehemmt werden.

Interleukin-2 ist ein Cytokin das u.a. als hamatopoetischer Wachstumsfaktor eine
zentrale Rolle bei diversen entziindlichen Prozessen spielt (Annu. Rev. Immunol
1994, 12:141-79). Der Promotor des Interleukin-2 Gens ist NF-xB abhéngig. Eine
Inhibition der NF-xB Stimulierung eréffnet somit die Moglichkeit, ein UberschieBen

der I1-2 Produktion zu verhindern und somit entziindliche Prozesse zu therapieren.

Bei anderen Krankheitsbildern wie Gewebeschéddigung nach Reperfusion oder Leber-
zirrhose kénnen Hemmstoffe der NF-xB-vermittelten Genexpression ebenfalls einen
bedeutenden Therapiefortschritt darstellen. Es gibt Evidenzen, dafy durch Oxidations-
reaktionen, die zu oxidativem Strefl nach Reperfusion von ischdmischem Gewebe
fihren, NF-kB-gesteuerte Gene induziert werden. Auf diese Weise wird eine Uber-
expression von Zytokinen und Zelladhédsionsmolekiilen im ischdmischen Gewebe
eine iiberméBige Rekrutierung von infiltrierenden Lymphozyten ausgeldst. Die

rekrutierten Lymphozyten tragen urséchlich zur Gewebeschiddigung bei.

Ebenso ist die Beteiligung der NF-kB-gesteuerten Genexpression bei mehreren
neurodegenerativen Erkrankungen evident. Insbesondere bei Nervenkrankheiten, bei
denen der Redoxzustand von Zellen des neuronalen Gewebes gestort ist, wird der

selektiven Hemmung von Genen mit NF-kB Bindesequenz ein therapeutischer
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Nutzen beigemessen. Ein gestorter Redoxzustand neuronaler Zellen wird bei

amytropher Lateralsklerose und bei Down-Syndrom angenommen.

Es ist bekannt, daB NF-xB ein hiufig anzutreffender Transkriptionsfaktor in
neuronalem Gewebe ist und dal NF-xB im Gehirn ein Redoxpotential-gesteuerter
Transkriptionsfaktor ist (P.A. Bauerle, T. Henkel, Annu. Rev. Immunol. 12, 141-179,
1994). Ein Aufstellung Der Gene, die durch NF-kB induziert werden ist in Tabelle 2

wiedergegeben.
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Tabelle 2

Gene, die durch NF-kB induziert werden (P.A. Bauerle, T. Henkel, Annu. Rev.
Immunol. 12, 141-179, 1994)

Immunorezeptoren Immunoglobulin « light chain
T cell receptor 3
T cell receptor o chain (human)
Major histocompatibility complex class I
(H-2K)
B,-Microglobulin
Invariant chain I
Tissue factor-1

Zelladhisionsmolekiile Endothelial leukocyte adhesion molecule 1
(ELAM-1)
Vascular cell adhesion molecule 1
(VCAM-1)
Intercellular cell adhesion molecule 1
(ICAM-1)*

Zytokine und Wachstumsfaktoren B-Interferon
Granulocyte/macrophage colony-
stimulating factor (GM-CSF)
Granulocyte colony-stimulating factor
(G-CSF)
Macrophage colony-stimulating actor
(M-CSF)
Melanoma growth stimulating activity
(groa-y/MGSA)
Interleukin-2
Interleukin-6
Interleukin-8
TNFa
Lymphotoxin (TNF-§)
Proenkephalin
MPC-1/JE*

Akutphasenproteine Angiotensinogen
Serum amyloid A precursor
Complement factor B
Complement factor c4
Urokinase-type plasminogen activator*

*Die Bindung von NF-kB an den Promotor des genannten Gens ist noch nicht

schliissig experimentell nachgewiesen.
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Neben den bereits genannten Genen, deren Aktivitdt mit der Freisetzung des NF-xB
gesteuert wird und die besonders bei Entziindungsprozessen, septischem Schock und
Transplantatabstofung eine Rolle spielen, seien auch noch NF-kB-gesteuerte Gene in
Viren erwihnt und solche, die oncogene zelluldre Verdnderungen hervorrufen
(Oncogene wie c-myc, c-rel, Melanoma Growth Stimulating Activity MGSA). Auch
bei diesen Genen stellt eine selektive Hemmung der NF-xB Bindung ein viel-
versprechendes, therapeutisch nutzbares Konzept dar. Die Genexpression lympho-
tropher Viren wie HIV, HTLV und Epstein-Barr Virus wird entweder direkt oder
durch NF-«xB aktiviert oder in der infizierten Wirtszelle wird NF-xB induziert, was
der Virusreplikation férderlich ist. Neben HIV wirkt NF-xB positiv auf die Gen-
expression im Zytomegalievirus (CMV) und Adenovirus. Auch hier sind antivirale

Effekte mit NF-xB Inhibitoren denkbar.

Die Verwendung der erfindungsgemiBl verwendbaren Stoffe geht aus den nach-

folgenden Beispielen hervor.
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Anwendungsbeispiele

Beispiel A
Hemmung der NF-kB-vermittelten Genexpression des Tumor Nekrose Faktor-a

(TNFa) Gens in menschlichen Monozyten

Der Promotor des humanen TNFa Gens enthilt drei NF-xB Bindesequenzen, die als
k1, k2 und k3 bezeichnet werden. Die NF-kB Bindesequenzen finden sich im Pro-
motor des TNFa Gens an den Nukleotid-Positionen k1 = -587 bis -577, k2 = -210 bis
-202 und k3 = -98 bis -87 und diese DNA Sequenzen binden spezifisch NF-kB (A.E.
Goldfield et al., Proc. Natl. Acad. Scri. USA 87, 9769-9773, 1990). Lipopoly-
saccharid oder Phorbolester (wie z.B. Phorbolmyristatacetat) induzieren die NF-xB

Freisetzung (M.J. Lenardo et al., Cell 58, 227-229, 1989).

Daher wird zum Nachweis der Inhibition der NF-kB-vermittelten TNFoa Genexpres-

sion durch die hier beschriebenen Substanzen folgender biologischer Test durch-

gefiihrt.

Mononukleare Zellen aus Spenderblut werden mit Vacutainer CPT(™) Réhrchen
(Becton Dickinson and Company, Franklin Lakes, NJ. 07417-1885) isoliert, ent-
sprechend den Vorschriften des Herstellers. Die Vacutainer CPT Rohrchen enthalten
1,0 ml phosphatgepufferte Saline mit 120 USP Einheiten Natriumheparin tiber 3,0 g
eines Polyestergels, das 2,0 ml einer Ficoll-Losung tiberschichtet. Nach der Zentri-
fugation des Spenderbluts werden die Monozyten aus einer Zone oberhalb des Poly-
estergels genommen und mit einer Zelldichte von 250 x 10° Zellen pro well ind

96-well Mikrotiterplatten fiir die Zellkultur ausgesit.

Die Zellen werden 4-6 Stunden in Medium RPMI-1640 (Gibco BRL, Life
Technologies GmbH, Dieselstr. 5, 76344 Eggenstein) inkubiert. AnschlieBend wird

der Kulturiiberstand abgesaugt, es wird erneut Medium RPMI-1640 hinzugefiigt und
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die zu testenden Substanzen werden in Konzentrationen iiblicherweise zwischen
0 uM (Negativ-Kontrolle) und 20 pM zugesetzt. Direkt anschlieBend wird bakteriel-
les Lipopolysaccharid (LPS), Fa. Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Griinwalder Weg
30, 82039 Deisenhofen, Best.-Nr.: L 4391, in einer Konzentration von 125 ng/ml zur
Stimulierung der NF-kxB-vermittelten TNFo Genexpression zugegeben. Nach einer
weiteren Inkubation von 18 Stunden bei 37°C in 5 % CO, Atmosphire wird aus den
Mikrotiterplatten Kulturiiberstand entnommen und darin der TNFo Gehalt quanti-

tativ bestimmt mit kommerziell verfiigbaren enzymgebundenen Immunosorbent-

assays (ELISA).

TNFo ELISA zur Konzentrationsbestimmung werden z.B. von Fa. Sigma-Aldrich
Chemie GmbH, Griinwalder Weg 30, 82039 Deisenhofen unter der Bezeichnung
Human TNFa ELISA Kit, Best.-Nr.: CKH-200A, vertrieben. Entsprechend der Ge-
brauchsanweisung des Herstellers wird die Konzentration des gebildeten TNFo im
Kulturiiberstand der Monozytenkultur nach LPS Stimulation mit und ohne Inhibitor-

substanz quantitativ bestimmt.

Die Ergebnisse der TNFa-Konzentrationsbestimmung werden in einem x-y-Achsen-
diagramm gegeneinander aufgetragen. Der Graph der y-Koordinaten (TNFa-Konzen-
tration im Kulturiiberstand) und der x-Koordinaten (Konzentration des eingesetzten
Inhibitors) erlaubt es, die Hemmung der NF-xB-vermittelten TNFo Synthese in Ab-
hiangigkeit von der Konzentration der Inhibitorsubstanz abzulesen. Auf diese Weise
kann diejenige Wirkstoffkonzentration des zugesetzten Inhibitors aus dem Diagramm
abgelesen werden, die z.B. die TNFa Synthese um 50 % hemmt. Diese Wirkstoff-
konzentration, die eine 50 %-ige Hemmung hervorruft, wird effektive Hemmstoft-

konzentration fiir 50 %-Hemmung (I1C,,) genannt.

Beispielsweise betragen die Konzentrationen der halbmaximalen TNFa Synthese-

Inhibition (ICs,) der Verbindung [-2 (aus Tabelle 1) 0,3 uM, bei Verbindung I-15
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1,0 pM und bei Verbindung [-21 0,5 um. Die Verbindungen stellen damit potente
Inhibitoren der NF-kB-vermittelten TNFo Synthese dar.

Beispiel B
Hemmung der NF-xB-vermittelten Genexpression des menschlichen Tissue-

Factor Gens in Monozyten

Tissue Factor ist ein membranstindiges Protein, das den priméren Initiator der Blut-
Koagulationskaskade darstellt und eine Schliisselfunktion bei Herzkreislaufer-
krankungen wie unstabiler Angina pectoris, akuten Implikationen nach Plaque-
Ruptur, Gefifocclusionen verschiedener Atiologie, arteriosklerotischen Prozessen
und anderen Krankheiten wie septischem Schock oder Krebs einnimmt. Das Tissue
Factor Gen wird insbesondere in Monozyten und Endothelzellen durch NF-«kB-
Aktivierung induziert. Der Promotor des humanen Tissue Factor Gens enthilt eine
NF-xB Bindestelle, die entscheidend zur Aktivierung des Promotors beitrégt (P. Oeth

et al. Arteriosclerosis, Thrombosis, and Vascular Biology 17, 365-374, 1997).

Daher wurde zum weiteren Nachweis der Hemmung der NF-xB-vermittelten Gen-
expression durch die erfindungsgeméfien Inhibitoren folgender biologisch Test

durchgefiihrt:

Das Promotor-Fragment des humanen Tissue Factor Gens, das die NF-kB Binde-
sequenz enthélt, wurde mit Oligonukleotid-Primern der Sequenz 5°-TCC CTC GAG
ATC TCC CAG AGG CAA ACT GCC AGA T-3’ (5’-Primer der Position -925) und
5’-TCC TCG AGC CAT GGC TAC CAG TTG GGC GGC GAG ATC-3’ (3°-Primer
enthaltend das ATG-Startcodon der kodierenden Sequenz des Tissue-Factor Gens)
durch die Polymerase-Kettenreaktion (PCR) kloniert und durch eine Ncol-/ Xhol-
Klonierung mit dem Luciferase Startcodon im Plasmid pGL3-Basic Vector (Promega
Corp. 2800 Woods Hollow Road, Madison, WI 53711-5399 USA) fusioniert.

Dadurch wird die Expression der Luciferase im so entstandenen rekombinanten
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‘Plasmid durch den humanen Tissue Factor Promoter reguliert. Dieses Expressions-

konstrukt wurde zur Analyse der DNA-Sequenzierung unterworfen und in die Mono-
zytenzellinie RAW 264.7 (American Type Culture Collection 12301 Parklane Drive,
Rockville, Maryland 20852, USA) transfiziert. Die Transfektion, Selektion und
Klon-Analyse erfolgte nach Standardmethoden, wie sie beschrieben sind (siehe
Transfection of Mammalian Cells in Culture, L.G. Davis et al. Basic Methods in
Molecular Biology, Elsevier Sci. Publishing Co., New York 1986). Nach der
Selektion von RAW-Klonen, die das Expressionskonstrukt stabil im Genom
integriert hatten, wurde eine dieser Transfektanten, genannt RAW-A3, fiir den Test

der Inhibitoren ausgewahlt.

Testdurchfithrung:

In 12-well Mikrotiterplatten werden in jede Vertiefung 106 RAW-A3 Zellen
ausgesit. Schrittweise wird die Serum-Konzentration in drei Tagen im RPMI
Medium von 10 % fotalem Kilberserum auf 0,5 % und 0,1 % Serum-Anteil abge-
senkt, um die serum-abhingige Tissue Factor Promotor Aktivierung auf ein
Minimum zu senken. Nach 24 Stunden Kultur in Medium mit 0,1 % Serum wird der
NF-«B Inhibitor zugesetzt und anschlieend Serum bis zu einer Konzentration von

15 % im Medium zur Promotor-Induktion zugesetzt.

Nach weiteren 6 Stunden wird der Kulturiiberstand abgesaugt und die Zellen werden
zur Messung der Luciferase-Aktivitdt gemall der Vorschrift des ,,Luciferase Assay
System* (Technical Bulletin der Fa. Promega, 2800 Woods Hollow Road, Madison,
WI 53711-5399 USA, Produkte E4030, E1483, E1501) verarbeitet. Das Zelllysat
wird mit dem Luciferase Assay Substrat inkubiert und in einem Luminometer zur
Messung des emittierten Lichts vermessen. Bei einer Auftragung in einem x-y-
Achsendiagramm mit dem jeweils emittierten Licht (angegeben in relative light
units) als y-Koordinate und den Inhibitorkonzentrationen als x-Koordinaten ergibt
sich ein Graph fir f(x), bei dem der halbmaximale y-Wert einer Inhibitor-
konzentration x zuzuordnen ist, die der Hemmkonzentration ICs, in diesem Test

entspricht.
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Zum Beispiel betrigt der IC,,-Wert der Verbindung I-2 (aus Tabelle 1) 0,4 uM und
der Verbindung 1-21 4,0 uM. Die NF-xB-vermittelte Expression der Luciferase
durch die erfindungsgeméBen Inhibitoren mit einer Konzentration im unteren
mikromolaren oder im submikromolaren Bereich weist auf dié hohe Wirksamkeit der

Hemmung einer NF-kB-vermittelten Genexpression hin.

Beispiel C
Hemmung der NF-kB-vermittelten Genexpression des Tumor Nekrose Faktor-o
(TNFo) Gens in menschlichen Monozyten in Abhiingigkeit von drei

verschiedenen TNFa Synthesestimuli

Die NF-kB-vermittelte Induktion der TNFa-Synthese ist unabhdngig von den
unterschiedlichen Stimuli, die durch LPS, opsonisiertem Zymosan oder Phorbol-
myristatacetat (PMA) fiir die Aktivierung des TNFo Promotors eingesetzt werden
(A. Baldwin, Annual Rev. Immunology 14, 649, 1996). Daher sollte der Einsatz der
erfindungsgeméfen Inhibitoren auch zu einer vergleichbar starken Hemmung der
TNFo Synthese fithren unabhiéngig von der Art der Stimulierung der TNFa

Synthese.

Die Tests fiir diesen Nachweis der stimulusunabhingigen Hemmung der TNFa
Synthese erfolgten von der Art der Testdurchfithrung genauso wie es unter Beispiel
A beschrieben ist mit dem Unterschied, daBl neben LPS als Stimulus auch Zellkul-
turansitze mit 100 nM PMA oder mit 100 pg/m! opsonisiertem Zymosan stimuliert
wurden. Zymosan und Phorbolmyristatacetat (PMA) kénnen von der Firma Sigma,
Griinwalder Weg 30, 82041 Deisenhofen, Deutschland unter den Bestell-Nrn. Z4250

und P8139 bezogen werden. Zymosan wird in humanem Serum opsonisiert.

Die erfindungsgemifien NF-kB-Inhibitoren hemmen unabhingig vom Stimulus mit

IC,, Werten im submikromolaren Bereich in vergleichbarer Weise die TNFa
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Synthese in humanen Monozyten wie es im Beispiel A gezeigt wurde. So ist fiir
Verbindung 1-2 der IC;-Wert nach PMA-Stimulus 0,4 uM und nach Zymosan-
Stimulus 0,4 pM.

Beispiel D
Hemmung der NF-kB vermittleten Genexpression des Adhiisionsproteins

ELAM-1 an humanen Nabelschnurendothelzellen (HUVEC)

Die Rekrutierung von Leukozyten aus der Blutzirkulation in den extravaskuldren
Raum ist essentiell bei inflammatorischen Antworten und bei derReparierung von
Gewebeschiden. Der ProzeB der Leukozyteneinwanderung beinhaltet mehrere hinter-
einander geschaltete Schritte. Die initiale Interaktion zwischen Leukozyten und dem
Endothel der Blutgefifie wird durch TNF und Il-1 abhdngige Expression des
Adhisionsproteins ELAM-1 am Endothel vermittelt. Sie vermittelt das sogenannte
Rolling der Leukozyten entlang der Blutgefiwand. Die transskriptionale Regulation
der ELAM-1 Expression ist abhéngig sowoh!l von der Nuclear Faktor-xB (NF-kB)
Aktivierung und Bindung am ELAM-1 Pfomotor als auch von der "AP-1 binding
site." MA. Read et al., J. Biol. Chem. Vol. 272, 2753-2761, (1997).

Der EinfluB von Verbindung I-2 auf die Expression von ELAM-1 wurde in zwei
unterschiedlichen Testansétzen tiberpriift. Es wurde in einem funktionellen Ansatz
die Adhssion von humanen Neutrophilen an TNF-a stimulierten HUVEC-Zellen
gemessen. Die Expression von ELAM-1 an der Oberflache der HEVECs wurde mit
einem fluoreszenz-markierten ELAM-1 spezifischen monoklonalen Antikdrper

mittels FACS-(Cell Sorting) Analyse bestimmt.
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Versuchsdurchfiihrung: ELAM-1  abhingige Neutrophilen-Adhision an

Endothelzellen

Die Neutrophilen wurden aus menschlichem Blut (100 ml) isoliert. Dazu wurde in
einem Zentrifugenbecher 3,5 ml Polyprep vorgelegt und rﬁit 5 ml Blut vorsichtig
liberschichtet. Nach 30 Minuten Zentrifugieren bei 2100 min-! wurde die Neutro-
philenbande in der Mitte des Zentrifugenbechers abgesaugt. Nach 1:2 Verdiinnungen
in Endothelial Cell Basal Medium (EBM) Fa. Clonetics wurde wiederum 20 Minuten
bei 1000 min-! zentrifugiert und anschliefend zu einer Zellkonzentration von

106 Zellen/ml aufgenommen.

Die Nabelschnur-Endothelzellen wurden in 96 Well-Mikrotiterplatten  in
EBM +10% FCS zur Konfluenz angezogen. Bei Versuchsbeginn wurde das
Medium gegen EBM ohne FCS ausgetauscht und anschlieBend die Versuchssub-
stanzen eingesetzt. Nach 20 Minuten wurden die HUVECs mit 10 nM TNF-o
stimuliert. Nach 4 Stunden Inkubation wurden gegen 200 ul/Well der
Neutrophilensuspension ausgetauscht. Die Neutrophilen wurden vorher 20 Minuten
mit einer 25 uM BCESP-Fluoreszenzfarbstofflosung markiert. Nach 30 Minuten
Inkubation wurde die BCECP-Neutrophilen-Losung mit liberschiissigen Neutro-
philen abgezogen und gegen 200 pul/Well 0,5 %iger NaOH-L&sung ausgetauscht. Die
Fluoreszenz der anhaftenden Neutrophilen wurde anschlieBend im Fluoreszenz-

photometer gemessen.

Sowohl die Adhdsion der Neutrophilen an TNF-a. stimulierten HUVECs, als auch
die Expression von ELAM-1 an der Zelloberfléiche konnte durch die Verbindungen
zu 50 % inhibiert werden. Die maximale Inhibition der Zelladhision wurde mit
10 nM fiir Verbindung I-2 bestimmt. Die maximale 50 %ige Hemmung der ELAM-1
Expression steht in guter Ubereinstimmung mit der gleichzeitig NF-xB und AP-1

abhéngigen Regulation des ELAM-1-Promotors.



10

15

20

25

WO 00/07579 PCT/EP99/05426

-26 -

‘Versuchsdurchfiihrung: Quantitative Messung der TNF-induzierten Expression

- von ELAM-1 in HUVECs:

Nabelschnur-Endothelzellen (HUVEC) wurden wie oben beschrieben kultiviert und
in Gegenwart oder Abwesenheit von 10 ng/ml TNF in Gegenwart oder Abwesenheit
von Testsubstanzen fiir 4 Stunden inkubiert. Die Zellen wurden aus den
Mikrotiterplatten durch Inkubation mit 5mM EDTA in PBS herausgelost, fiir 5
Minuten bei 1000 min-! zentrifugiert, und in 100 pul PBS plus 1% Rinderserum
Albumin (BSA, Fa. Sigma-Aldrich GmbH, Best. Nr. A7906) in einem Anti-
ELAM 1 Antikérper (monoklonaler Antikorper, Fa. Becton and Dickinson,
Erembodegem, Belgien, Best. Nr. 550 023, 30 pg/ml) bei RT inkubiert. Nach 15
Minuten wurden die Zellen erneut zentrifugiert, der Uberstand wurde verworfen und
die Zellen wurden in PBS plus 1 % BSA gewaschen. Nach erneuter Zentrifugation
wurde das erhaltene Zellpellet in PBS plus 1 % BAS und einem Ziege-anti-Maus
Antikodrper (Fa. Dianova, Raboisen 5, Hamburg, Best. Nr. 115-096-062; 30 pg/ml)
fiir die Dauer von 15 Minuten inkubiert. Nach erneutem Zentrifugieren und Waschen
wurden die Zellen in 1 ml PBS plus 1 % BSA aufgenommen und in einem Flow-
Cytometer (Fa. Becton and Dickinson) bei 488 nm vermessen. Gemessen wird mit
diesem Verfahren die Intensitidt der Fluoreszenz in Abhingigkeit von gebundenem

anti-ELAM-1-Antikorper pro Zelle- Fiir jeden Wert wurden 5000 Zellen vermessen.

HUVECSs, die mit TNF fiir 4 Stuhden stimuliert wurden, zeigten nach Inkubation mit
anti-ELAM-1-Antikérpern deutlich stirkere Floureszenzsignale als Zellen, die dem-
gegeniiber nicht mit TMF inkubiert wurden. Die Verbindung I-2 vermochte diese
induzierte Expression von ELAM-1 in einem Konzentrationsbereich zwischen
0,05 uM und 5 uM signifikant zu inhibieren, die Expression von ELAM-1 wurde

allerdings bei keiner der untersuchten Konzentrationen vollstdndig inhibiert.
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Beispiel E
Hemmung der Interleukin-2-Synthese

Zur Testung der Hemmwirkung von Cyclopentabenzol-Derivaten auf die Interleukin-
2-Synthese wurde eine Reportergenzellinie benutzt, die den Interleukin-2-Promotor
gekoppelt an das Luciferasegen enthilt. Der Promotor enthilt die DNA-Sequenz von
-480 bis +4. Der eingesetzte Vektor ist pGL3; die Ausgangszellinie, in die das ge-
samte Kontrukt stabil transfiziert wurde, ist SS-1. Das Kulturmedium fiir diese
Zellinie war RPMI 1640 (Gibco, Rockille). Es enthielt zusétzlich: 100 pg/ml Strepto-
mycin, 100 U/ml Penicillin, 2 mM L-Glutamin, 10 % Hitze-inaktiviertes FBS und
800 pg/ml G418 Sulfat.

Testdurchfiihrung

Die Reportergen-Testzellinie wurde in Phenolrot-freies RPMI mit den Zusitzen zu
1 x 106 Zellen pro Well in 96-Well-Platten ausgesiht und mit Phorbol 12-myristat
13-Acetat (PMA; 5 ng/ml) und Ionomycin (10 M; 0,4 pg/ml) fiir 24 Stunden bei
37°C in einer Atmosphare von 5 % CO,, 95 % Luft inkubiert. Die Testsubstanzen

wurden gleichzeitig mit PMA zugesetzt.
Messung der Luciferaseaktivitit:
Zur Generierung der Lumineszenz wurde LucLiteTM Lésung (Packard, Meriden, CT)

zu einer Konzentration von 100 pl/Well zugesetzt und sofort nach Zugabe die

Lumineszenz im Luminometer (Luminoskan, Labsystems) gemessen.
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Patentanspriiche
1. Verwendung von Cyclopentabenzofuran-Derivaten der Formel (I)
@,
5
in welcher
[A] R fiir Wasserstoff steht,
10 R? fiir Methoxy steht,
R’ fiir Wasserstoff steht oder
R? und R’ gemeinsam fiir -OCH,O- stehen,
15
R*  fiir Methoxy steht,
R’ fiir Hydroxy, OCHO oder Acetoxy steht,
20 R® und R’ jeweils fiir Wasserstoff stehen oder

R’ und R® gemeinsam fiir Sauerstoff (Oxo) oder Hydroxyimino stehen

3

R® fiir -COOR'? oder -CONR"R" steht, worin
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R'? und R® fiir Wasserstoff oder Methyl stehen und

RY  fiir Wasserstoff, Methyl, 4-Hydroxybuty! oder 2-Tetra-
5 hydrofuryl steht oder

oder

R8 fiir einen Rest der Formel

10
N
O NH T]/CH(CHS)Z,
)
steht,
R’ und R® gemeinsam fiir eine Gruppe der Formeln (a) oder (b)
15
H
) e
_<N (a) _<N (b)
O O
stehen, wobei die dem N-Atom benachbarte Ver-
kniipfungsstelle R® entspricht und dariiber hinaus R® und R” ge-
20 meinsam fiir eine direkte Bindung stehen,

R’ fiir Phenyl steht,

R'  fiir Methoxy steht,
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R"  fiir Wasserstoff, Hydroxy, 2-Methoxy oder 2-Rhamnosy] steht,

oder

R' und R" benachbart und gemeinsam fiir -OCH,O- stehen, oder

RI5  fiir Hydroxy, Methoxy oder Ethoxy steht,

RI6  fiir Wasserstoff, Hydroxy oder Methoxy steht,

[B] R, R’undR® jeweils fiir Wasserstoff stehen,

R*und R*

RS

R®und R’

R® und R®

R9

RIO

Rll

R'%und R"

jeweils fiir Methoxy stehen,

fiir Hydroxy steht,

jeweils fiir Wasserstoff stehen oder

gemeinsam fiir Sauerstoff (Oxo-Gruppe) stehen,

fiir Phenyl steht,

fiir Methoxy steht,

fiir 2-Methoxy oder 2-Rhamnosy! steht, oder

benachbart und gemeinsam fiir -OCH,O- stehen,

zur Herstellung eines Arzneimittels zur Behandlung von Nuclear Faktor

kB-abhingigen Krankheiten.
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2. Verwendung nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dafl ein Arzneimittel
zur Behandlung von Entziindungskrankheiten, immunologischen Erkran-
kungen, septischem Schock, Transplantatabstoffung, Strahlungsschéden,

Reperfusionsverletzungen nach Ischdmie, Thrombosen oder komplexen,

chronisch-entziindlichen Erkrankungen wie Arteriosklerose hergestellt wird.
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