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Substanzen zum Schutz von Zellen und/oder Geweben

Patentanmeldung

Gebiet der Erfindung

Die Erfindung betrifft Substanzen, die zum Schutz von Zellen und/oder Gewebe
geeignet sind.

Hintergrund der Erfindung

Organe und Gewebe von Saugetieren oder auch andere eukaryote Zellen kénnen
vielfaltigen schédigenden Einfliussen ausgesetzt sein. Gerade die Zellen von héheren
Organismen sind besonders anféllig, insbesondere treten dann Schadigungen
gehauft auf, wenn Zellen oder Gewebe aus dem Organismus herausgeltst werden,
wie beispielsweise in Zellkulturen oder bei Transplantationen. Des Weiteren treten
auch dann Schadigungen auf, wenn die urspriingliche Umgebung der Zellen oder
Organe, z.B. durch chirurgische Intervention oder pathologische Vorgénge, verandert
wird.

Besonders schwere Schaden an Zellen oder Gewebe eines Saugetiers treten unter
ischamischen Bedingungen auf. Als Ischamie bezeichnet man die pathologisch
verminderte oder aufgehobene Durchblutung eines Gewebes infolge mangelnder
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arterieller Zufuhr von Biut, was zu einer Sauerstoffunterversorgung der Zellen oder
des Gewebes fuhrt. Hierbei findet man haufig trotz der verminderten
Sauerstoffversorgung eine paradoxe oxidative Schédigung der Zellen oder des
Gewebes. Durch Ischamie hervorgerufene Schéden an Zellen oder Gewebe kdnnen
haufig bei chirurgischen Verfahren auftreten, und sind verantwortlich fur hohe
Komplikationsraten. Diesem Risiko entgegenzuwirken ist eine Aufgabe der
Erfindung.

Besonders wichtig ist der Schutz von Zellen und Gewebe im Bereich der
Transplantationschirurgie. Von der Entnahme eines Organs bis zu dessen Einsatz in
den Empfanger ist es wichtig, seine Funktionen so weit wie méglich zu schitzen.

Da Zellen oder Gewebe nur in den seltensten Fallen sofort an Ort und Stelle
transplantiert werden kénnen, wird es immer erforderlich sein, die Zellen oder das
Gewebe zu konservieren. Haufig wird dabei das Gewebe nach Entnahme bei
niedrigen Temperaturen gelagert, wodurch der Metabolismus reduziert wird.
Hierdurch kénnen allerdings am Gewebe schwere Schéadigungen durch Einwirkung
der Kilte selbst entstehen. Dies betrifft insbesondere innere Organe, die
kialtegelagert werden. Ein Beispiel sind die Nieren, wo die Kélte die Endothelzellen
der Nieren schadigt, was zum Verlust der Barrierefunktion fuhrt, womit ein stark
erhdhtes Risiko immunologischer Komplikationen oder Funktionsstérungen
einhergeht. Die bisher zur Pravention von Kélteschdden im Rahmen von Studien
oder experimentell eingesetzten Wirkstoffe, wie Dopamin oder Dobutamin, zeigen
zwar eine protektive Wirkung, jedoch ist hierzu eine sehr hohe Konzentration
erforderlich. Bei der Anwendung an Tier oder Mensch zeigt sich daher schon nach
kurzer Zeit ein sehr starker hamodynamischer Effekt, der in der Regel zu
Komplikationen fuhrt und daher unerwiinscht ist. Bei Einwirkung von Dopamin oder
Dobutamin auf Zellkulturen wird der Metabolismus deutlich verandert, so dass die
Zellen nicht mehr ihre eigentliche Funktionsfahigkeit aufweisen und daher fur die
Transplantation ungeeignet sind.

Eine weitere Mdéglichkeit der Konservierung von Zellen oder Gewebe, insbesondere
bei der Transplantation, ist die Perfusion des Gewebes bzw. der Zellen mit
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Konservierungsmittel enthaltenden Lésungen. So werden Ldsungen zur Erhdhung
der Lebensdauer von Transplantationsgewebe beschrieben, die PHB sowie PHB-
Folsaureantagonisten in Kombination enthalten. Ferner beschreibt DE 295 04 589
U1 zu diesem Zweck die Verwendung von Benzoeséaure und ihren Derivaten, ggf. in
Kombination mit anderen wirksamen Substanzen. An anderer Stelle wiederum wird

auf die Verwendung von Adrenalin oder Carvedilol verwiesen.

Eine optimale Subsfanz, die einerseits die Zellen bzw. das Gewebe ausreichend vor
ischamischen Schaden schitzt und andererseits in geringer Konzentration die
gewlinschte schitzende Wirkung erzielt, so dass keine hamodynamischen
Wirkungen auftreten, wobei die Substanz weder gesundheitsschadlich noch
umweltschéadlich ist, wurde bislang noch nicht gefunden.

Aufgabe der Erfindung war es daher eine Substanz zu finden, die Zellen und
Gewebe, in vivo aber insbesondere bei Lagerung und Transport, d.h. ex-vivo,
schitzt, insbesondere zu transplantierendes Gewebe oder entnommene Zellen vor
ischamischen Schiaden oder Kilteschadigungen bewahrt bzw. diese reduziert.
Ferner soll die Substanz in geringer Konzentration angewendet werden kénnen und
keine hamodynamische oder sonst unerwiinschte Aktivitat aufweisen.

Diese Aufgaben werden gelést durch eine Substanz mit den Merkmalen gemaR
Anspruch 1. Die Unteranspriiche haben vorteilhafte Weiterbildungen zum Inhalt.

Detaillierte Beschreibung der Erfindung

Uberraschenderweise wurde nun gefunden, dass ein aromatisches System, das
mindestens einen aromatischen Ring enthédlt, der zwei reduzierend wirkende
Substituenten Ry und R;, und einen weiteren Substituenten R3 aufweist, sodass der
log P des Molekils mindestens 2,5 betragt, Zellen oder Gewebe schutzen kann. Die
erfindungsgemale Substanz wird in der folgenden allgemeinen Formel (1)
dargestellt:
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R1 Rz

Rs

worin der Doppelkreis ein aromatisches System mit 6 bis 18 C-Atomen darstellt, das
mindestens die Substituenten Ry, R, und Rj; tragt, wobei Ry und Rz jeweils
ausgewshlt sind aus der Gruppe bestehend aus OH, SH und NH;, die auch in
geschitzter Form vorliegen kénnen, und R eine hydrophobe Gruppe ist, wobei log P
der Substanz mindestens 2,5 ist.

Das aromatische System kann sowohl aus aromatischen Ringen aufgebaut sein, die
ausschlieflich Kohlenstoffe als Ringatome tragen, als auch solchen die auch
Heteroatome aufweisen, solange sie biologisch kompatibel sind. Geeignet sind
beispielsweise Carbazole und Derivate davon als Heteroatome enthaltende
aromatische Ringe im aromatischen System, nur Kohlenstoff enthaltende Aromaten
sind bevorzugt.

Das aromatische System weist einen oder mehrere aromatische Ringe auf, die
miteinander kondensiert sein kénnen. Bevorzugte Beispiele sind Phenyl, Naphthalin
und Anthracen. Das aromatische System kann neben den Substituenten R4, Rz und
R; weitere Substituenten tragen, die in Bezug auf die gewiinschten Eigenschaften
inert sind und gegebenenfalls das System stabilisieren oder aktivieren k&énnen.
Bevorzugt sind aufler R4, Rz und Rj3 keine weiteren Substituenten gebunden.

Bevorzugt zeichnet sich das aromatische System, das mindestens die Substituenten
Ri1, Rz und Rj3 trégt, dadurch aus, dass es 5-, 6- oder 7-gliedrige Ringe enthalt. Ringe
in einer GréRe von 5 bis 7 Atomen weisen eine hohe Ringstabilitat auf, haben also
verminderte innere Spannungen, selbst bei hohem Substitutionsgrad des
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aromatischen Ringes. Zudem sind derartige aromatische Systeme leicht erhéltlich,
gut untersucht und damit sicher, im Sinne von nicht gesundheitsschadlich oder
umweltschadlich.

Weiter bevorzugt ist ein aromatisches System, das 1 bis 3 Ringe aufweist. Zwar
kénnen prinzipiell auch Verbindungen eingesetzt werden, deren aromatisches
System mehr Ringe enthalt, jedoch hat sich herausgestellt, dass insbesondere
kleinere aromatische Systeme mit lediglich 1 bis 3 Ringen aufgrund ihrer geringen
GréRe besser durch die Zeliwand penetrieren kénnen.

Die Substituenten Ry und R; sind ausgewahlt aus der Gruppe bestehend aus OH,
SH und NH;, gegebenenfalls in geschitzter Form, wobei jede Kombination aus
diesen Resten vorliegen kann. Bevorzugt sind Ry und R; jeweils OH. Die Gruppen
kénnen mit einer Schutzgruppe geschitzt sein, um sie vor schadlichen Reaktionen
wahrend der Lagerung zu schitzen.

Die Reste Ry und R; sind in dem aromatischen System jeweils an einen
aromatischen Ring gebunden und zwar entweder in ortho- oder para-Stellung
zueinander. Es wird vermutet, dass die reduzierende Wirkung der beiden
funktionellen Gruppen und damit der Schutz des Gewebes vor oxidativer Sch&adigung
gerade durch diese selektive Stellung der beiden Substituenten Rs und R:
zueinander verstarkt wird. Es ist anzunehmen, dass aufgrund der Konformation des
aromatischen Ringes bei ortho- bzw. para-Stellung, die beiden funktionellen
Gruppen, also die Substituenten Ry und R3, in die selbe Richtung weisen, und somit
ihre Funktion synergistisch verstarkt wird. Besonders bevorzugt ist das aromatische
System von 2,5-Dihydroxybenzoesédure, 3,4-Dihydroxybenzoeséure, 2,5-Dihydroxy-
phenethylamin oder 3,4-Dihydroxyphenethylamin abgeleitet.

Die erfindungsgeméRe Substanz kann aber nur dann Zellen oder Gewebe vor
schadigenden Einflussen schiitzen, wenn die Substanz so gebildet ist, dass der log P
der Substanz mindestens 2,5 betragt. log P ist ein empirisch kalkulierter Parameter
und kann anhand der Struktur einer Substanz mathematisch berechnet werden,
wobei P den Verteilungskoeffizienten der betrachteten Substanz zwischen n-Octanol
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und Wasser darstellt, also ein MaB fur die Hydrophobizitat einer Substanz darstellt.
Kleine Werte des log P bedeuten dabei eine gesteigerte Hydrophilie des Molekills,
wahrend grofRe Werte eine erhdhte Lipophilie bedeuten.

Es wurde gefunden, dass ein Molekul mit einem log P von mindestens 2,5 eine so
gute Lipophilie bzw. Hydrophobizitat aufweist, dass das Molekil besser durch die
Zellwand in Zellen wandern kann als herkdmmliche Substanzen mit einem
geringeren log P, um dort seinen Schutz zu entfalten. Stark hydrophile Molekile mit
einem log P von weniger als 2,5 gelangen hingegen nicht durch die semipermeable
Zellwand, so dass ihre Wirkung reduziert ist. Mit einem log P Wert von 2,5 scheint
ein Schwellenwert erreicht zu sein, der Substanzen bezeichnet, die geeignet sind in
die Zellen eines Gewebes einzudringen um ischamischen Schiden des Gewebes
durch Verminderung oder Verhinderung oxidierender Faktoren vorzubeugen.

Zur Einstellung des log P Wertes weist die erfindungsgeméRe Zubereitung neben
den beiden reduzierend wirkenden Substituenten R4 und R; noch einen weiteren
Substituenten R3 auf. Dieser dient dazu, die Applikationseigenschaften der Substanz
gezielt einzustellen und wird insbesondere zur Anpassung des log P Wertes
entsprechend variiert. Im Einzelnen ist die Konstitution von Rz nicht beschrénkt,
solange sie biologisch kompatibel ist und zur Hydrophobizitat beitrégt. So kann Rj
sowohl ein Homoalkylrest, wie auch ein Heteroalkylrest sein, geradkettig oder
verzweigt. Die Definition von Rj; umfasst substituierte, wie nichtsubstituierte
homoatomare oder heteroatomare ,Reste® im chemischen Sinne. In einer
bevorzugten Ausfiuhrungsform ist der Substituent R3 ein Alkylsubstituent mit einer
Kettenldnge von C6 bis C26 und bevorzugt von C8 bis C18. Mit anderen Worten ist
R3 bevorzugt ein gesattigter Alkylrest, bestehend aus Kohlenstoffatomen, der linear
oder verzweigt sein kann, und 6 bis 26 und bevorzugt 8 bis 18 Kohlenstoffatome
umfasst. Unter den Alkylresten sind lineare gegeniiber verzweigten Alkylketten
bevorzugt. Es wird vermutet, dass derartige Alkylsubstituenten mit einer
Kohlenstoffkette von 6 bis 26 Kohlenstoffatomen an demjenigen aromatischen Ring,
der die hydrophileren Substituenten Ry und R; tragt, die Hydrophobizitdt des
aromatischen Ringes deutlich anhebt, so dass das Eindringen in die Zellen wiederum
erleichtert wird, und damit die erfindungsgeméRe Substanz diese Zellen und damit
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das Gewebe oder aber das Organ, schitzen kann. Die hydrophilen, stark
reduzierenden Substituenten Ry und R, werden damit sozusagen ,maskiert* und die
Substanzen in die Zelle eingeschleust, wo sie ihre Wirkung entfalten. Diese, die
Lipophilie erhdhende Wirkung kann erst ab einer Kettenldnge von mindestens 6
Kohlenstoffatomen auftreten und ist am starksten bei einem Kohlenwasserstoffrest
von 8 bis 18 Kohlenstoffatomen. Ab einer Kohlenstoffanzahl von Uber 26
Kohlenstoffatomen wirkt der Substituent R; zu stark abschirmend, so dass die
Substanz ihre schltzende Wirkung in der Zelle nicht entfalten kann, da die aktiven
stark reduzierenden funktionellen Gruppen R4 und R; sterisch gehindert sind.

Der Substituent R; kann direkt an das aromatische System gebunden sein. In einer
bevorzugten Ausfiihrungsform erfolgt die Bindung Uber ein Briickenglied, das die
chemische Gruppierung Y-NHCO sein kann, wobei Y entweder eine direkte Bindung
zwischen dem aromatischen System und der NHCO-Gruppe, oder aber eine
Alkylgruppe mit einer Kohlenstoffkette von C1 bis C8 und bevorzugt von C1 bis C3
darstellt. R; ist dann an den Carbonylkohlenstoff gebunden. Zusammen mit R3 stelit
dies somit ein Amid dar.

Amide, also Substanzen, die eine Peptidbindung aufweisen, sind in der Natur haufig
anzutreffen. Sie sind Bausteine der Polypeptide, der Eiweile. Es wird demnach
vernutet, dass Substanzen, die eine Amidgruppe aufweisen prinzipiell sehr gut in

Zellen einwandern kénnen.

Die Erfinder haben nun gefunden, dass Amide, die am Stickstoffatom einen Alkylrest
mit 1 bis 8 Kohlenstoffatomen und bevorzugt von 1 bis 3 Kohlenstoffatomen und am
Carbonylkohlenstoff eine Alkylkette mit 2, bevorzugt 6 bis 26 Kohlenstoffatomen
aufweisen, erfindungsgemall gut geeignet sind, um die Permeabilitdt der
erfindungsgeméaRen Substanz durch die Zellwand in das Zellinnere zu erhdhen, und
damit den Eintritt in das Zellinnere zu erleichtern, so dass die Substanz ihre
Zellschitzende bzw. organschitzende Wirkung an Ort und Stelle sehr gut entfalten
kann. Bei Bindungen tiber ein Briickenglied kann somit die Alkylkette von Rj kiirzer
sein, da die Kette durch das Briickenglied verlangert wird. Langere Alkylketten am
Stickstoffatom waren zwar auch geeignet, jedoch hat sich gezeigt, dass besonders
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die kurzen Alkylketten, also solche, die maximal 3 Kohlenstoffatome umfassen,
besonders gut geeignet sind. Es wird vermutet, dass dies mit der sterischen
Anordnung am aromatischen Ring zusammenhadngt, bzw. auch mit der
Elektronenwolke des freien Elektronenpaars am Stickstoffatome, das einen
abschirmenden Effekt bewirken kann. Ahnliches gilt fir den Alkylrest, der an den
Carbonylkohlenstoff gebunden ist. Jedoch ist hier der Effekt der sterischen
Abschirmung nicht mehr so groR, weil bereits durch den Stickstoff die wesentliche
Abschirmung bewirkt ist, so dass prinzipiell auch langere Kohlenstoffketten von bis
zu 26 C-Atomen mdéglich sind.

In einer weiteren bevorzugten Ausfihrungsform ist R3 Uber eine Gruppe mit der
Struktur Y-COO gebunden, wobei Y wiederum eine direkte Bindung zwischen dem
aromatischen System und der Gruppierung COO darstellen, aber auch eine C1 bis
C8 Alkyigruppe, bevorzugt eine C1 bis C3 Alkyigruppe sein kann. R3, d.h. bevorzugt
ein Alkylrest mit einer Kettenlange von C2 bis C26, ist an ein Sauerstoffatom
gebunden und ergibt in diesem Ausfuhrungsbeispiel eine Estergruppierung.

Fir eine derartige Estergruppierung gelten dhnliche, wie die bereits angesteliten,
sterischen Betrachtungsweisen, wie bereits fir die Amide im Einzelnen ausgefihrt.
Ester und Amide weisen zudem eine &hnliche Polaritat auf, so dass sie alternativ
oder aber auch in Kombination verwendet werden konnen. Allerdings tragt die
Peptidbindung zu einer gegeniiber dem Ester etwas verbesserten Akzeptanz in der
Zelle bzw. im Gewebe bei. Ferner sind Ester in chemischer Hinsicht nicht so stabil
wie Peptide und spalten sich schon bei etwas veranderten pH-Werten in Saure und
Alkohol, wodurch die Wirkung der erfindungsgemaRen Substanz zumindest teilweise
verloren geht.

In einer weiteren bevorzugten Ausfilhrungsform ist R3 Uber eine Gruppe mit der
Struktur Y-CH,O gebbunden, wobei Y wiederum eine direkte Bindung zwischen dem
aromatischen System und der Gruppierung CH,O darstellen oder aber auch eine C1
bis C8 Alkylgruppe, bevorzugt eine C1 bis C3 Alkylgruppe sein kann. R; d.h.
bevorzugt ein Alkylrest mit einer Kettenlange von C2 bis C26, ist an den Sauerstoff
gebunden, was in diesem Ausfuhrungsbeispiel zu einer Ethergruppierung fuhrt.
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Auch Ether mit der oben angegebenen Formel kénnen als Substituent R; in Frage
kommen. Durch die Ethergruppe erlangt das Molekil einen Anteil an Hydrophilie, die
aber in Bezug auf die Ester oder aber Amide deutlich reduziert ist. Dennoch sind
freie Ether im Korper eines Saugetiers deutlich weniger anzutreffen, die Akzeptanz
derartiger Substanzen ist daher gegeniiber Amiden und Estern etwas verringert.
Allerdings wird dieser Effekt durch die deutlich erhéhte Lipophilie wieder zumindest
teilweise aufgewogen, so dass Ether in der oben angegebenen Konstitution ebenfalls
eine Alternative fir den Substituenten Rj darstellen.

In einer weiteren bevorzugten Ausfiihrungsform tragt mindestens einer der beiden
Substituenten R; oder R, eine Schutzgruppe. Schutzgruppen fur funktionelle
Gruppen werden in der Chemie immer dann eingesetzt, wenn eine bestimmte
funktionelle Gruppe vor einer vorzeitigen Reaktion bewahrt werden soll. Nach
Abspaltung der Schutzgruppe liegt dann die reaktive funktionelle Gruppe wieder frei
und kann wunschgemaR reagieren. Als Schutzgruppen kommen die Ublicherweise in
der organischen Chemie verwendeten Schutzgruppen fur OH-, SH- und NH,-
Gruppen in Betracht, die dem Fachmann woh!l bekannt sind. Die Schutzgruppen
mussen, wie dem Fachmann allgemein bekannt, an die funktionellen Gruppen R
und Rz in ausreichender Weise binden, um diese wahrend der Lagerung zu
schutzen, wobei die Bindung jedoch so ausgebildet sein muss, dass sich die
Schutzgruppe in physiologischer Umgebung wieder |6st.

Geeignete Schutzgruppen fur OH sind Acylgruppen, bevorzugt die Acetylgruppe oder
Succinylgruppe oder aber Phosphatgruppen. Die erfindungsgeméfRe Substanz wird
demnach entsprechend bei erwiinschtem Schutz von einem der Reste R oder R, mit
einer geeigneten Saure, wie zum Beispiel Essigsdure oder Phosphorsaure,
umgesetzt. Dabei entsteht entweder ein Ester, ein Amid oder ein Thioester, je nach
reduzierend wirkendem Substituent. Derartige Schutzgruppen lassen sich sehr leicht
wieder abspalten, meist schon unter etwas verédnderten Bedingungen im Inneren der
Zelle, z.B. bei verandertem pH-Wert. Durch die Spaltung der Schutzgruppe wird die
funktionelle, stark reduzierend wirkende Gruppe, also entweder OH, SH oder NH;
zurickgewonnen, die im Inneren der Zelle diese vor oxidativen Schaden schitzt.
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Besonders geeignet sind Acetylschutzgruppen. Sie sind leicht erhaltlich, wohl
bekannt, spalten bei Entfernung der Schutzgruppe keine gesundheitsschadlichen
Substanzen ab und sind zudem kostengiinstig.

Alternativ verwendbar sind auch Succinylschutzgruppen oder
Phosphatschutzgruppen. Sie werden durch Reaktion des bzw. der Substituenten R4
und/oder R; mit Bernsteinsdure oder Phosphorsédure erhalten. Auch die
Succinylgruppe oder Phosphatgruppe lasst sich leicht unter Bedingungen, wie sie im
Inneren einer Zelle vorliegen, wieder abspalten, so dass die reduzierende Wirkung
der OH, SH bzw. NH; Gruppen wieder zu Tage tritt. Auch Bernsteinsdure und
Phosphorséaure, die nach Spaltung der Schutzgruppe zuriickgewonnen werden, sind
fur den Kérper ungefahrliche Substanz, die einfach wieder ausgeschwemmt werden
kénnen.

Ohne an die Theorie gebunden zu sein wird angenommen, dass ein aromatisches
System, das an einem Ring mindestens zwei Substituenten R, und R, ausgewahlt
aus OH, SH und NH;, tragt, stark reduzierend wirkt und daher den oxidativen
Schaden an Zellen oder Gewebe, wie sie durch ischdmische Bedingungen
hervorgerufen werden, entgegenwirkt. '

Um diesen Schaden vorzubeugen ist eine sehr geringe Konzentration ausreichend,
d.h. eine Konzentration der Substanz von etwa 0,5 bis 200 uM, bevorzugt 1 bis 100
uM.

Um die gewinschte schitzende Wirkung entfalten zu kénnen kann die
erfindungsgemaRe Substanz auf vielfaltige Weise verabreicht werden. Hier sind alle
Verabreichungsarten geeignet, wie eine parenterale oder orale Verabreichung, wobei
die parenterale Gabe bevorzugt ist. Wesentlich ist, dass die Substanz in den
Blutkreislauf des zu schitzenden Gewebes oder der zu schiitzenden Zellen gelangt,
so dass dort eine Akkumulation der wirksamen Substanz in ausreichender Menge
stattfinden kann. Dies wird zumeist durch Injektion oder Infusion in die Blutbahn des
Spenders erzielt.
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Die erfindungsgemédRe Substanz eignet sich insbesondere in Form eines
injizierbaren Préparats zur Verabreichung an einen Spender. Das Praparat besteht
dabei zumindest aus der erfindungsgemaen Substanz und mindestens einem
pharmazeutisch annehmbaren Tréger. Der Trager kann im einfachsten Fall Wasser
sein. Zumeist wird die Substanz in geeigneten pharmazeutisch annehmbaren
Lésungsmitteln wie PEG-Derivaten oder dergleichen vorgelést und dann nach
Verarbeitung entweder als Ldsung bzw. Dispersion oder aber in Form von
Liposomen oder Mizellen verabreicht. Auch biologisch und physiologisch kompatible
Tenside kdnnen zur besseren Verarbeitung eingesetzt werden. Hierzu sind die auch
fur pharmazeutische Produkte eingesetzten Tenside geeignet, zum Beispiel
Substanzen, die unter dem Namen ,Pluronic®.vertrieben werden.

Das Praparat ist dazu geeignet in einen Spender injiziert zu werden und kann
bevorzugt als Spullésung eingesetzt werden, die das betreffende zu
transplantierende Organ durchstrémt, so dass die erfindungsgeméafle Substanz in
alle Zellen des Organs gelangt. Eine nahezu volistdndige Durchspilung ist nach
etwa 30 Minuten bis zu 2 Stunden erreicht. Bevorzugt enthélt das Préparat die
Substanz zu 0,5 bis 20 uM, da somit eine ausreichende, wirkungsvolle, also die
Zellen oder die Organe schitzende Konzentration an der erfindungsgemaéfRen
Substanz vorliegt.

Die oben beschriebene erfindungsgeméafRe Substanz wird verwendet, um Zellen oder
aber auch Gewebe und Organe zu schitzen. Der Schutz bezieht sich insbesondere
auf Schaden durch Sauerstoffunterversorgung (ischamische Bedingungen) der
Zellen/des Gewebes, besonders bei zu transplantierendem Gewebe oder
enthommenen Zellen. Die erfindungsgem&afRe Substanz wird dabei in sehr geringer
Konzentration angewendet und zeigt keine hamodynamische Aktivitat. Sie ist damit
bestens vertraglich und verldngert die Lebenszeit von Zellen oder Gewebe, das fir
die Transplantation vorgesehen ist, ausreichend, um bereits vor der Transplantation
entstehende Schdden am Gewebe zu reduzieren oder aber komplett zu verhindern,
so dass die Chancen einer erfolgreichen Transplantation deutlich erh$ht sind.

Ausfuhrungsbeispiele der Erfindung werden im Folgenden n#her beschrieben
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Die aktiven Substanzen werden wie nachfolgend beschrieben synthetisiert. Die
Wirkung der Substanzen auf die kaiteinduzierte Schadigung von Zellen wird in einem
Modellsystem quantifiziert. Hierzu werden Endothelzellen, beispielsweise Zellen des
Endothels der menschlichen Nabelschnurvene, in Kultur geziichtet. Die Zellen
werden mit verschiedenen Konzentrationen der Testsubstanzen flr variable
Zeitspannen inkubiert, danach das Medium durch frisches Medium ohne
Testsubstanz ersetzt. AnschlieBend werden die Zellen fir beispielsweise 24 Stunden
bei 0°C inkubiert. Am Ende der Inkubationszeit wird im Uberstand der KulturgefaRe
mit bekannten Verfahren die freigesetzte Laktatdehydrogenase bestimmt, deren
Konzentration ein Mal fur die Zellschadigung ist. Die Effektivitdt der einzelnen
Verbindungen wird durch die Konzentration bestimmt, bei der 50% der Freisetzung
von Laktatdehydrogenase gehemmt werden (ECS50).

Beispiel 1
N-Octanoyldopamin

1 Gramm N-Octans&ure wird in 10 ml Tetrahydrofuran gelést und 0,90 Gramm N-
Ethyldiisopropylamin zugegeben. Unter Ruhren wird langsam 0,75 Gramm (0,658 ml)
Chlorameisenséureethylester zugegeben. Nach 3 Stunden wird die Mischung mit 15
ml Ethylacetat und 10 ml Wasser versetzt. Die organische Phase wird abgetrennt
und Ober Magnesiumsulfat getrocknet.

Unter Stickstoffatmosphare wird 1,24 Gramm Dopaminhydrochlorid in 10 ml
Dimethylformamid geldst. Hierzu wird eine stéchiometrische Menge des in
Ethylacetat geldsten Ethoxycarbonyl-octanoats unter Rilhren zugegeben. Die dabei
sich bildende Tribung l6st sich nach Zugabe der stéchiometrischen Menge von N-
Ethyldiisopropylamin wieder auf. Nach Rihren unter Lichtausschiuss Uber Nacht
werden 20 mi einer wassrigen Losung mit 5% Natriumhydrogencarbonat/1%
Natriumsulfit zugegeben und die organische Phase abgetrennt. Die wassrige Phase
wird nochmals mit 10 ml Ethylacetat extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen
werden nacheinander mit 10 ml ges. Kochsalziésung, 10 ml 0,6 M Schwefelséure

sowie 10 ml Kochsalzldsung gewaschen. Die organische Phase wird Ober
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Magnesiumsulfat  getrocknet und  das Lésungsmittel im  Vakuum
(Rotationsverdampfer) entfernt. Man erhdlt 1,74 Gramm (96%) eines sehr zahen,
nahezu farblosen Ols.

Beispiel 2
O-Succinyl-N-octanoyldopamin

0,66 Gramm N-Octanoyldopamin werden unter Stickstoff in 3 ml Tetrahydrofuran
gelost und hierzu 236 mg Bernsteinsaureanhydrid in 4 ml Tetrahydrofuran gegeben.
Nach Rihren tber Nacht wird das Lésungsmittel im Vakuum entfernt und der feste
Ruckstand in 5 ml 5% Natriumhydrogencarbonat und 5 ml Ethylacetat
aufgenommen. Die organische Phase wird verworfen, die wassrige Phase mit 10 ml
Ethylacetat versetzt und mit 10 ml 0,5 M Schwefelséure anges&uert. Die organische
Phase wird mit ges. Kochsalzlésung gewaschen, Uiber Natriumsulfat getrocknet und
das Ldsungsmittel im Vakuum entfernt. Man erhélt rohes O-Succinyl-N-
octanoyldopamin, das durch Umkristallisieren weiter gereinigt wird.

Beispiel 3
N-Decanoyldopamin

1,72 Gramm n-Decanséure wird in 10 ml Tetrahydrofuran gelést, 1,2 Gramm
Thionyichlorid zugegeben. Nach Zugabe eines Tropfens Dimethylformamid wird
unter Riihren zum Ruckfluss erhitzt. Nach 5 h wird das Lésungsmittel abdestilliert.
0,95 Gramm Dopaminhydrochlorid werden in 6 ml Dimethylformamid gelést und im
Eisbad unter Stickstoff die stdchiometrische Menge Decanséurechlorid langsam
zugetropft. Nach 3 Stunden wird wie in Beispiel 1 aufgearbeitet.

Beispiel 4

N-Octadecanoyldopamin

1,42 Gramm Stearinsdure wird in 10 ml Tetrahydrofuran gelést und 0,57 g N-
Hydroxysuccinimid sowie 1,03 Gramm Dicyclohexylcarbodiimid zugegeben. Nach
Ruhren Ober Nacht wird das Prazipitat durch Filtration abgetrennt, mit
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Tetrahydrofuran nachgewaschen und die vereinigten Filtrate im Vakuum von
Lésungsmittein befreit. Unter Stickstoffatmosphéare wird das so erhaltene N-
Octanoyloxysuccinimid mit der stéchiometrischen Menge Dopaminhydrochiorid und
Triethylamin (in Dimethylformamid gel®st) zur Reaktion gebracht. Nach Ruhren unter
Lichtausschluss Uber Nacht erhalt man nach Aufarbeitung N-Octanoyldopamin.

Beispiel 5

2,5-Dihydroxybenzoylamidooctan

Aus 2,38 Gramm 2,5-Dihydroxybenzoesdure wird in bekannter Weise mittels
Phosphortrichlorid das Séaurechlorid dargestellt. Zu diesem, gelést in 20 ml
Tetrahydrofuran, wird unter Stickstoffatmosphére im Eisbad unter kraftigem Rihren
langsam die stéchiometrische Menge N-Octylamin zugegeben. Nach beendeter
Zugabe wird das Eisbad entfernt und iber Nacht unter Lichtausschluss geruhrt. Das
Losungsmitte! wird im Vakuum entfernt, die organische Phase nacheinander mit
Natriumhydrogencarbonat/Natriumsulfit-Lésung, Wasser, verd. Phosphorsdure und
Kochsalzlésung gewaschen und schlieBlich Uber Molekularsieb getrocknet. Nach
Entfernen des Lésungsmittels erhalt man 2,5-Dihydroxybenzoylamidooctan als fast
weilRen Feststoff.

Beispiel 6
3,4-Dihydroxybenzoylamidooctan

1,19 Gramm 3,4-Dihydroxybenzoesdure werden in 10 ml Tetrahydrofuran geldst und
unter Stickstoff 0,57 Gramm N-Hydroxysuccinimid, 1,03 Gramm Dicyclohexyl-
carbodiimid und 0,65 Gramm Octylamin zugegeben. Nach Riihren Uber Nacht unter
Lichtausschluss wird das Préazipitat abfiltriert und die organische Phase mit 15 ml
Ethylacetat verdinnt und mit 10 ml 5% Natriumhydrogencarbonat/1% Natriumsulfit
gewaschen. Nach Schitteln mit Kochsalzlésung, 0,5 M Schwefelsdure und
Kochsalzlésung wurde die organische Phase tber Natriumsuifat getrocknet und vom
Losungsmittel befreit. Man erhait 1,44 Gramm (83%) eines beigen Feststoffs.
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Beispiel 7
2,5-Bisacetoxybenzoylamidohexan

Aus  2,5-Dihydroxybenzoeséure wird nach bekannten Methoden mit
Essigsaureanhydrid und Natriumacetat 2,5-Bisacetoxybenzoeséure dargestellt. Aus
1,19 Gramm dieser Verbindung, geldst in 10 ml Diethylether, wird durch Zugabe von
0,68 Gramm N-Hydroxybenzotriazol und 0,96 Gramm N-(3-Dimethylaminopropyl)-N'-
ethylcarbodiimid der aktive Ester synthetisiert. Nach Rihren Gber Nacht wird das
Lésungsmittel entfernt und der Rickstand in 10 ml Ethylacetat und 10 ml Wasser
aufgenommen. Die organische Phase wird getrocknet und 0,5 Gramm Hexylamin
zugegeben. Nach Ruhren Gber Nacht  wird nacheinander mit
Natriumhydrogencarbonatiésung, Kochsalzlésung und verd. Phosphorsaure
gewaschen und die organische Phase getrocknet. Nach Entfernen des
Lésungsmittels erhdlt man 1,3 Gramm (81%) rohes 2,5-Bisacetoxy-
benzoylamidohexan.
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Die protektive Wirkung einiger erfindungsgeméRer Substanzen ist anhand ihrer
EC50-Werte dargestellt (Dopamin, Adrenalin, Noradrenalin und Dobutamin nur zum

Vergleich):
Substanz ECS50 [uM]
Dopamin 75
Adrenalin 600
Noradrenalin 700
Dobutamin 5
N-Octanoyldopamin 21102
N-Decanoyldopamin 09+0,2
N-Dodecanoyldopamin 12£0,2
N-Tetradecanoyldopamin 1,3+£0,2
N-(4-Methylphenylsulfonyl)dopamin 12+£1
N-(3-Phenylpropanoyl)dopamin 9+1
2,3-Dihydroxybenzoylamidooctan 1,2+0,1
3,4-Dihydroxybenzoylamidooctan 24102
2,5-Dihydroxybenzoylamidooctan 61

Beispiel 8

0,5 Gramm N-Octanoyldopamin wird in 9,5 Gramm einer Mischung von 60% (v/v)
1,2-Propylenglycol und 40% (v/v) Wasser aufgenommen und gemischt. Es entsteht
eine klare, haltbare Lésung, die nach Sterilisation nach den anerkannten
pharmazeutischen Regeln zur parenteralen Anwendung an Saugetieren geeignet ist.



WO 2009/015752 PCT/EP2008/005651
17

Patentanspriiche

1. Substanz zum Schutz von Zellen oder Gewebe, dadurch gekennzeichnet,
dass die Substanz mindestens einen aromatischen Ring der Formel 1 mit zwei
Substituenten Ry und Rz, ausgewahlit aus der Gruppe bestehend aus OH, SH
und NH; aufweist, wobei Ry und R; zueinander in ortho- oder para-Stellung
stehen und einen weiteren Substituent R3, der den log P des MolekUlls auf
mindestens 2,5 bringt.

R1 R2
Formel (1)

Rs

2. Substanz nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass das aromatische
System 1 bis 3 Ringe aufweist, die kondensiert sein kénnen.

3. Substanz nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass das aromatische
System aromatische Ringe mit 5, 6 oder 7 Kohlenstoffen enthalt.

4. Substanz nach Anspruch 1 bis 3, dadurch gekennzeichnet, dass R; ein
substituierter oder nicht substituierter Alkylrest mit einer Kettenlédnge von C6
bis C26, bevorzugt C8 bis C18, ist.

5. Substanz nach einem der Anspriche 1 bis 4, dadurch gekennzeichnet, dass
Rz Uber Y-CH.0O-, Y-COO- oder Y-NHC(O)- gebunden ist, wobei Y eine
direkte Bindung oder eine C1 bis C8 Alkylgruppe, bevorzugt eine C1 bis C3
Alkylgruppe ist.



WO 2009/015752 PCT/EP2008/005651
18

6. Substanz nach einem der vorhergehenden Anspriche, dadurch
gekennzeichnet, dass mindestens einer der beiden Substituenten R4 oder R,
eine Schutzgruppe tragt.

7. Substanz nach Anspruch 6, dadurch gekennzeichnet, dass die Schutzgruppe
eine Acylgruppe, bevorzugt eine Acetylgruppe, Phosphatgruppe oder eine
Succinylgruppe ist.

8. Praparat enthaltend eine wirksame Menge Substanz nach einem der
Anspriiche 1 bis 7, gelést in einem physiologisch annehmbaren Trager, wobei
der Trager ein auf Wasser oder einem organischen Lésungsmittel basierender
Trager ist, und ggf. ein Tensid.

9. Praparat nach Anspruch 8, dadurch gekennzeichnet, dass der Trager Wasser
ist und dass die Substanz ggf. in einem Lésungsvermittler vorgelést wurde.

10. Praparat nach einem der Anspriche 8 oder 9, dadurch gekennzeichnet, dass
es die Substanz zu 0,5 bis 200 uM enthalt.

11. Praparat nach einem der Anspriiche 8 bis 10, dadurch gekennzeichnet, dass
es in injizierbarer Form ist.

12.Préparat nach einem der Anspriche 8 bis 11, dadurch gekennzeichnet, dass
es in Form einer Dispersion vorliegt und die Substanz in Form von Micellen
oder Liposomen enthalten ist.

13.Verwendung einer Substanz nach einem der Anspriche 1 bis 7 zur
Herstellung einer Injektionslésung zur Organprotektion.
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