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(54) Title: NOVEL AMINOALKYL-OXAZOLE AND AMINOALKYL-THIAZOLE CARBOXYLIC ACID AMIDES AS RE-
GENERATION-PROMOTING SUBSTANCES FOR SENSORY ORGANS AND POST-MITOTIC TISSUE

(54) Bezeichnung : NEUE AMINOALKYL-OXAZOL- UND AMINOALKYL-THIAZOLCARBONSAUREAMIDE ALS RE-
GENERATIONSFORDERNDE SUBSTANZEN FUR SINNESORGANE UND POSTMITOTISCHE GEWEBE

(57) Abstract: The present invention relates to novel aminoalkyl-oxazole

R R3
/ (1)

Iz

and aminoalkyl-thiazole carboxylic acid amides that stimulate the endoge-
nous regeneration of terminally differentiated cells in highly specialized
organs, tissues and sensory epithelia in mammals in sifu. The claimed low-
molecular-weight compounds are able to induce corresponding cell biolo-
gical changes such as dedifferentiation, proliferation and the subsequent
terminal redifferentiation of cells of the normally post-mitotic tissue. The
invention in particular relates to compounds with which a de novo formati-
on of hair sensory cells in the organ of Corti can be obtained by inducing

cell separation of supporting cells of the inner ear and hearing can be resto-
red after hair cell loss. The compounds according to the invention for the
first time enable a causal treatment of inner ear hardness of hearing caused,
for example, by noise, ototoxic substances, symptoms of old age or genetic

causes on the basis of regenerative biology. The invention further relates to
methods for producing the compounds according to the invention, to the
formulation (1) (2) thereof as pharmaceutical preparations and to the use
thereot for producing pharmaceuticals for regenerative medicine.

(57) Zusammenfassung:

[Fortsetzung auf der néichsten Seite]
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—  hinsichtlich der Berechtigung des Anmelders, ein Patent Verbffentlicht:
zu beantragen und zu erhalten (Regel 4.17 Ziffer ii) —  mit internationalem Recherchenbericht (Artikel 21 Absatz
—  Erfindererkldrung (Regel 4.17 Ziffer iv) 3)

Die vorliegende Erfindung betritft neue Aminoalkyl-oxazol- und Aminoalkyl-thiazolcarbonsédureamide, die die endogene Regene-
ration von terminal differenzierten Zellen in hochspezialisierten Organen, Geweben und Sinnesepithelien beim Séuger in situ sti-
mulieren. Die beanspruchten niedermolekularen Verbindungen sind in der Lage, entsprechende zellbiologische Verdnderungen
wie die Dedifferenzierung, die Proliferation und die nachfolgende terminale Redifferenzierung von Zellen des normalerweise
postmitotischen Gewebes zu induzieren. Im Besonderen betriftt die Erfindung Verbindungen, mit denen durch eine Induktion der
Zellteilung von Stiitzzellen des Innenohres eine de novo Bildung von Haarsinneszellen im Corti'schen Organ erreicht und das
Hérvermbgen nach Haarzellverlust wiederhergestellt werden kann. Die erfindungsgeméBen Verbindungen erméglichen erstmals
eine kausale Behandlung der beispielsweise durch Larm, ototoxische Substanzen, Alterserscheinungen oder genetische Ursachen
bedingten Innenohrschwerhérigkeit auf regenerationsbiologischer Grundlage. Die Erfindung betrifft weiterhin Verfahren zur Her-
stellung der erfindungsgeméBen Verbindungen, zu deren Formulierung (1) (2) als pharmazeutische Préparate sowie ihre Anwen-
dung zur Herstellung von Arzneimitteln fiir die regenerative Medizin.
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Beschreibung

Neue Aminoalkyl-oxazol- und Aminoalkyl-thiazolcarbonsédureamide

als regenerationsférdernde Substanzen fur Sinnesorgane und postmitotische Gewebe

Die vorliegende Erfindung betrifft neue Aminoalkyl-oxazol- und Aminoalkyl-thiazolcarbonséure-
amide, die die endogene Regeneration von terminal differenzierten Zellen in hochspezialisierten

Organen, Geweben und Sinnesepithelien beim Sauger in situ stimulieren.

Die beanspruchten niedermolekularen Verbindungen sind in der Lage, entsprechende zellbiolo-
gische Veranderungen wie die Dedifferenzierung, die Proliferation und die nachfolgende termi-

nale Redifferenzierung von Zellen des normalerweise postmitotischen Gewebes zu induzieren.

Im Besonderen betrifft die Erfindung Verbindungen, mit denen durch eine Induktion der Zelltei-
lung von Stitzzellen des Innenohres eine de novo Bildung von Haarsinneszellen im Corti'schen

Organ erreicht und das Hérvermégen nach Haarzellverlust wiederhergestellt werden kann.

Die Erfindung betrifft weiterhin Verfahren zur Herstellung der erfindungsgemaRen Verbindungen,
zu deren Formulierung als pharmazeutische Praparate sowie ihre Anwendung zur Herstellung

von Arzneimitteln fur die regenerative Medizin.

Stand der Technik

Einschrankungen in der Fahigkeit zu héren und somit zu kommunizieren, haben erhebliche Aus-
wirkungen auf die Lebensqualitat in nahezu allen beruflichen und sozialen Bereichen. Damit ist
die Sinneserkrankung Schwerhoérigkeit eines der vordringlichen gesundheitlichen Probleme in

einer von Kommunikation abhangigen Gesellschatt.

Schwerhorigkeit betrifft im Durchschnitt etwa 10% der Bevolkerung in den Industrienationen. In
Deutschland geht man heute von 16 Millionen Schwerhérigen, nahezu einem Funftel der Ge-
samtbevolkerung, aus (ifo-Institut, 1986). Damit ist Schwerhdrigkeit nicht nur die haufigste Er-
krankung eines Sinnesorgans, sondern auch eine der haufigsten chronischen Erkrankungen

Uberhaupt.

Betrachtet man die Ursachen fur die Schwerhdérigkeit, so leiden die Betroffenen in etwa 80% der
Falle an einer Schallempfindungsschwerhérigkeit. Einer der haufigsten Grinde hierfur ist der
Verlust von sensorischen Haarsinneszellen im Corti'schen Organ, dem auditorischen Sinnesepi-
thel, die aufgrund von Larmexposition, Nebenwirkungen von ototoxischen Medikamenten, alters-
bedingter Degeneration oder genetischen Ursachen irreversibel durch Zelltod verloren gehen
(Nadol, 1993).
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Fur diese weitaus haufigste Form der Schwerhdrigkeit kann bisher nur die prothetische Versor-
gung mit Hérgeraten angeboten werden. Das Ergebnis dieser Versorgung ist jedoch fir die Be-
troffenen aufgrund der mangelnden Sprachversténdlichkeit hdufig unbefriedigend. Entsprechend
werden Hérgerate nur von einem relativ geringen Anteil der Schwerhérigen auch tatsachlich ge-
nutzt.

Zum gegenwirtigen Zeitpunkt existiert keine kurative medizinische Behandlungsméglichkeit fiir
die Hauptursache der SchalIemp'ﬁndungsschwerhdrigkeit. Eine solche kausale Behandlung wa-
re nur durch den Ersatz bzw. die Regeneration der verlorenen Haarsinneszellen des Corti'schen

Organs mdoglich.

In den meisten Organen und Geweben des Saugers ist die Fahigkeit zur Regeneration nach
einer Schadigung eingeschrankt oder gar nicht vorhanden. Nur einige wenige Organe und Ge-
webe, wie beispielsweise die Leber, der Knochen oder die Haut besitzen Gber die gesamte Le-
benszeit des Organismus die Fahigkeit zur spontanen Regeneration durch Neubildung von Zel-
len. In vielen Fallen veriassen die entsprechenden Zellen in den hochspezialisierten Organen
und Geweben (z.B. Herz, Gehirn, Skelettmuskel oder die Sinnesepithelien von Auge und Innen-
ohr) den Zellzyklus irreversibel, um in einem terminal differenzierten Zustand zu verharren. Als
Konsequenz haben diese Gewebe auch ihre Fahigkeit zu einer spontanen Regeneration beim
Eintreten von schadigenden Ereignissen verloren. Dies fiihrt entsprechend zu irreversiblen funk-
tionellen Defiziten. So bedeuten beispielsweise ein Herzinfarkt fur das Herz oder ein Schlagan-
fall fir das Gehirn die haufig irreversible Schadigung der betroffenen Gewebeanteile mit entspre-

chend dauerhaften Funktionsverlusten.

Es gibt jedoch, beispielsweise bei Amphibien, Gewebe und Organe, wie die Beispiele von Retina
oder GliedmaRen zeigen, bei denen zwar eine terminale Differenzierung vorliegt, die aber trotz-
dem zu einer spontanen in vivo Regeneration befahigt sind (Tsonis, 2000; Tsonis, 2002). Das
zentrale zellbiologische Ereignis bei diesen Beispielen besteht in der zellularen Dedifferenzie-
rung, die die Entstehung von multipotenten Vorlauferzellen erlaubt, aus denen durch Prolifera-

tion und Redifferenzierung regenerierte Zellen entstehen kénnen.

Die Dedifferenzierung spielt also die entscheidende Rolle bei der Regeneration der terminal
differenzierten Gewebe der Amphibien. Im Unterschied dazu zeigen andere Vertebraten gerin-

gere Fahigkeiten zur Regeneration.

Fir das Hérorgan der Sauger und der Végel ging man bis vor etwa 20 Jahren davon aus, dass
die Haarsinneszellen im Innenohr nur wahrend einer kurzen kritischen Phase der Embryonal-
entwicklung entstehen kénnen (Ruben, 1967). Danach galten die Sinnesepithelien als postmito-

tisch und damit nicht zur Regeneration ihrer Sinneszellen beféhigt. Uberraschenderweise wurde
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jedoch die Fahigkeit der Vogel-Cochlea zu spontaner Regeneration von Haarsinneszellen nach
akustischem Trauma und ototoxischer Schadigung entdeckt (Cotanche 1987; Cruz etal., 1987).

Als grundlegender biologischer Mechanismus fiir die Haarsinneszellregeneration in der Vogel-
Cochlea wurde die Zellteilung von direkt zu den zerstdrten Haarsinneszellen benachbarten
Stutzzellen beschrieben (Corwin und Cotanche, 1988; Ryals und Rubel, 1988), wobei eine Po-
pulation aus undifferenzierten Zellen entsteht, die in der Lage sind, sich zu neu gebildeten Haar-
sinneszellen und Stitzzellen zu redifferenzieren. Hieraus resultiert die nahezu vollstandige mor-
phologische und funktionelle Erholung des Sinnesepithels beim Voge! (Cotanche, 1999; Smol-
ders, 1999).

Obwohl zunachst naheliegend, ist es aufgrund grundsétzlicher zellbiologischer Unterschiede bis

jetzt noch nicht gelungen, Erkenntnisse aus anderen Modellen auf den Sauger zu Ubertragen.

Entsprechende Experimente zur Haarsinneszellregeneration bei Sdugern gaben keine (Rober-
son und Rubel, 1994; Vago etal., 1998; Daudet et al., 1998; Daudet etal., 2002; Yamasoba et
al., 2003) oder nur sehr geringe (Yamasoba und Kondo, 2006) Hinweise auf eine Fahigkeit zur
spontanen Zellteilung von Stutzzellen im Corti'schen Organ. Insbesondere gibt es, selbst nach
der Anwendung von Wachstumsfaktoren, keinerlei Hinweise auf eine induzierbare Proliferation
von Stitzzellen im Corti'schen Organ (Staecker etal., 1995; Daudet et al., 2002). Verschiedene
Experimente an Kulturen von friihen Entwickiungsstadien des Corti'schen Organs embryonaler
Mé&use zeigten nach definierter Laserschadigung ebenfalls nur einzelne proliferative Ereignisse
(Kelley etal., 1995).

Dieses vdéllige Fehlen von Zeliteilungen deutet darauf hin, dass die hochspezialisierten Stutz-
zellpopulationen im normalen adulten Corti’'schen Organ einen terminal differenzierten Zustand
erreicht haben und nicht zum Wiedereintritt in den Zellzyklus befahig sind. Damit kann im Fall
des Innenohres bereits ein einmaliges Schalltrauma zum Untergang von Haarsinneszellen fih-

ren und den unausweichlichen sowie irreversiblen Verlust der Horfunktion nach sich ziehen.

Seit kurzem ist bekannt, dass sich aus den in Regeneration befindlichen Geweben der Amphi-
bien (z.B. GliedmaRen) ein Extrakt gewinnen lasst, der in der Lage ist, auch bei Sdugerzellen
eine Dedifferenzierung zu induzieren (McGann etal., 2001). Damit lasst sich bei entsprechender
Stimulation der auf der Dedifferenzierung basierende Mechanismus zur Regeneration terminal
differenzierter Zellen von den Amphibien auf den Sauger Gbertragen (Odelberg, 2002). Bei den
genannten Regenerationsextrakten handelt es sich jedoch um ,Protein-Cocktails®, deren Zu-

sammensetzung nicht ndher bekannt ist.
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Inzwischen ist es jedoch auch gelungen, mit einer definierten niedermolekularen Verbindung ei-
ne entsprechende Wirkung bei Muskelzellen des Sdugers zu erzielen (Chen etal., 2004). Durch
Screening-Untersuchungen konnten weiterhin mehrere niedermolekulare Verbindungen mit re-
generationsbiologisch relevanten Effekten fur verschiedene Zelltypen einschliellich Gliazellen
identifiziert werden (Ubersichten in Xu etal., 2008; Schugar etal., 2008; Feng et al., 2009; Li
und Ding, 2009). Diese Effekte deuten darauf hin, dass auch bei weiteren Zelltypen durch ge-
eignete niedermolekulare Verbindungen eine auf der Dedifferenzierung basierende Regenera-
tion induziert werden kann (Tsonis, 2004; Kim et al., 2004; Odelberg, 2002).

Die Ubertragung dieses Konzeptes auf regenerationsbiologische Untersuchungen im Innenohr
ist bisher einzigartig. Es sind keine niedermolekularen Verbindungen bekannt oder patentiert,

die eine Haarsinneszellregeneration im Innenohr bewirken kénnten.

Auch andere Konzepte zur Regeneration von Haarsinneszellen im Corti'schen Organ, die nach
dem heutigen Stand der Technik verfolgt werden, sind im Hinblick auf eine klinische Anwendung

noch wenig erfolgversprechend.

Bei der Beeinflussung der Zellzyklusregulation von Stitzzellen durch Ausschalten des Zellzyk-
lusinhibitors p27**" konnten in vivo zwar Zellteilungen erreicht werden (WO 99/42088). Die Dif-
ferenzierung zu Haarsinneszellen wurde bisher jedoch nur unter in vitro Bedingungen aulRerhalb
des Gewebekontextes beobachtet (White etal., 2006).

Die gentherapeutisch induzierte Transdifferenzierung von Stutzzellen mit dem fir die Haarsin-
neszelldifferenzierung entscheidenden Transkriptionsfaktor Math 7 fiihrte in einem in vivo Modell
mit induziertem Haarsinneszellverlust zur Konversion von Stiitzzellen zu Haarsinneszellen, so-
gar mit einer teilweisen funktionellen Erholung der Organfunktion (Izumikawa et al., 2005; Ka-
wamoto etal., 2003). Allerdings resultierte die Reduzierung der Stitzstellen in funktionellen Ein-
schrankungen fur das Corti'sche Organ, da ohne Stiitzzellen ein normaler Ablauf der komplexen

Mikromechanik im Transduktionsprozess nicht denkbar ist.

Bei der Aktivierung endogener, im Organ residenter Progenitorstammzellen oder der exogenen
Applikation heterologer Stammzellen in das Innenohr konnten vielversprechende Ergebnisse er-
zielt werden (Tateya et al., 2003; Naito et al., 2004; Martinez-Monedero et al., 20073, b; Li etal.,
2003). Eine gezielte oder funktionell relevante Transplantation von Stammzellen in das Innenohr

konnte jedoch bisher noch nicht realisiert werden.



10

15

20

25

30

35

WO 2011/095338 PCT/EP2011/000502
-5—

Aufgabenstellung

Der vorliegenden Erfindung liegt daher die Aufgabé zugrunde, niedermolekulare Verbindungen
zu identifizieren, die eine endogene Regeneration von terminal differenzierten Zellen in hoch-
spezialisierten Organen, Geweben und Sinnesepithelien beim Sauger in situ stimulieren. Im
Besonderen sollen diese Verbindungen die Wiederherstellung des Hérvermégens beim Sauger
durch eine de novo Bildung von Haarsinneszellen im adulten Corti’ schen Organ ermdglichen.
Auf der Basis dieser Verbindungen sollte erstmalig eine kausale Behandlung der Innenohr-
schwerhdrigkeit auf der Grundiage eines regenerationsbiologisch aktiven Arzneimittels ermég-

licht werden.

Die Aufgabe wird gelost durch die Bekanntmachung neuer niedermolekularer Aminoalkyl-oxazol-
und Aminoalkyl-thiazolcarbonsaureamide mit regenerationsférdernden Eigenschaften, wie sie
im Anspruch 1 dargestelit sind. Bevorzugte Ausfiihrungsformen dieser Verbindungen sind in
Anspruch 2 deklariert. Die Anspriiche 3 bis 5 betreffen die Verwendung der erfindungsgemafien
Verbindungen in der medizinischen Therapie. Anspruch 6 betrifft Herstellungsverfahren fir die
erfindungsgemafien Verbindungen, und die Anspriiche 7 bis 8 betreffen pharmazeutische Pra-
parate, enthaltend die erfindungsgemaRen Verbindungen sowie deren Herstellung. In den An-
sprichen 10 und 11 ist die Verwendung der erfindungsgeméfRen Verbindungen und pharma-
zeutischen Praparate zur Behandlung bestimmter Erkrankungen beim Sauger und in den An-

sprichen 12 und 13 die entsprechenden Therapieverfahren offenbart.

Der Wortlaut samtlicher Anspriiche wird hiermit durch Bezugnahme zum Inhalt der Beschrei-

bung gemacht.

Das wesentliche Merkmal der vorliegenden Erfindung besteht darin, dass mit den erfindungs-
gemaflen Verbindungen erstmals strukturell definierte chemische Wirkstoffe vorliegen, die eine
Regeneration von terminal differenzierten Zellen beim Sauger, insbesondere von Haarsinnes-
zellen im Innenohr des Saugers, bewirken kénnen. Aus diesen Griinden hat die vorliegende
Erfindung mit der Identifizierung von neuen, bisher nicht bekannten niedermolekularen Verbin-
dungen, die in der Lage sind, regenerationsbiologisch relevante Vorgange wie die Dedifferen-
zierung, Proliferation und die daraus resultierende Regeneration von Zellen aus normalerweise

postmitotischen Geweben zu stimulieren, ein Alleinstellungsmerkmal.

Die Erfindung beinhaltet weiterhin die Nutzung der regenerationsférdernden Eigenschaften der
erfindungsgemafen Verbindungen zur ursachlichen Behandlung der Innenohrschwerhdérigkeit
nach Schadigung und Verlust der Haarsinneszellen im Corti'schen Organ bis hin zur vollstan-

digen Wiederherstellung des Hérvermégens bei Mensch und Tier.
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Detaillierte Beschreibung

Aufgrund der komplexen Gewebestruktur im Innenohr erscheint unter den verschiedenen Ver-
fahren der Regenerativen Medizin nur eine endogene Regeneration als Regeneration in situ
denkbar. Voraussetzung fur die Induktion dieser Regeneration bei den Haarsinneszellen ist die
geeignete Stimulation des normalerweise hochdifferenzierten postmitotischen auditorischen Sin-
nesepithels. Zielzellen sind die Stitzzellen, die den geschadigten Zellen direkt benachbart sind

und als potentielle Vorlaufer fur eine Neubildung von Haarsinneszellen dienen kénnen.

Obwohl aufgrund des aktuellen Standes der Technik anzunehmen ist, dass der regenerations-
biologische Mechanismus der Dedifferenzierung von Zellen durch bestimmte Wirkstoffe hervor-
gerufen werden kann, ist es bisher nicht gelungen, entsprechende Verbindungen fir die Rege-

neration im Innenohr zu identifizieren.

Die Fahigkeit organischer Verbindungen, eine regenerationsbiologisch relevante Wirkung im
Innenohr auszuldsen, ist zielstrukturabhangig und kann nicht prazise vorhergesagt werden.

Ein entscheidender Faktor fir die Erfolgsaussichten bei der biologischen Prifung ist neben den
potentiell wirksamen Strukturmerkmalen die Auswahl eines geeigneten Scaffolds mit Wirkstoff-

potential in Abhangigkeit vom und mit Bezug zum Zielsystem.

Mittels umfangreicher Screening-Untersuchungen von Verbindungen mit potentiell regenera-
tionsfordernden Eigenschaften aus verschiedenen Verbindungsklassen konnten iberraschen-
derweise niedermolekulare Verbindungen identifiziert werden, die in der Lage sind, in vitro und
in vivo entsprechende zellbiologische Veranderungen wie die Dedifferenzierung und die nach-
folgende Proliferation otischer Stltzzellen bis hin zur Regeneration von Haarsinneszellen zu
induzieren. Mit einer Leitstrukturoptimierung konnten Strukturanaloga dieser Verbindungen ent-
wickelt werden, die eine Uiberragende regenerationsférdernde Wirksamkeit beim Sauger auf-

weisen.

Die vorliegende Erfindung betrifft daher Aminoalkyl-oxazol- und Aminoalkyl-thiazolcarbon-

saureamide nach den Formeln (1) und (2)

[e) (@)
R3
R2 ,R3 ,

N
N N
HN >/</ \ H w \
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sowie deren Verwendung als Wirkstoffe fiir die Stimulation der endogenen in situ Regeneration
von terminal differenzierten Zellen in hochspezialisierten Organen und Geweben, bevorzugt

dem Gehirn, dem Herz, der Skelettmuskulatur, und besonders bevorzugt von Sinnesepithelien.
Dabei stehen

5 X fur O oder S,
Y fur C oder N, wobei beide Atome verschieden sein missen,
R2 far Wasserstoff oder Acyl und
R1 und R3, die gleich oder verschieden sein kénnen, fiir einen Substituenten aus den
folgenden Gruppen:

10 verzweigte oder unverzweigte, substituierte oder unsubstituierte, optional Heteroatome
enthaltende Alkylgruppen, Alkylcycloalkylgruppen, Alkylarylgruppen, Cycloalkylgruppen,
Cycloalkylarylgruppen, Arylgruppen und Arylcycloalkylgruppen,
wobei R1 bevorzugt fur (1H-Indol-3-yl)-ethyl und R3 bevorzugt fiir Cyclohexyl steht.

15  Eine bevorzugte Ausfilhrungsform betrifft erfindungsgemafie Aminoalkyl-oxazol- und Amino-

alkyl-thiazolcarbonsaureamide entsprechend den folgenden Formeln (3) bis (8).
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Diese Definitionen schlieRen pharmazeutisch akzeptable Salze (vorzugsweise nicht toxische
und physiologisch vertragliche Salze), die Stereoisomere, Stereoisomeren-Gemische, alle
Tautomere, Prodrug-Verbindungen, bevorzugt Prodrug-Ester oder Prodrug-Peptide, und Ge-
mische der erfindungsgemafen Verbindungen nach den Formeln (1) bis (8) ein.

Das Potential der erfindungsgemaflen niedermolekularen Aminoalkyl-oxazol- und Aminoalkyl-
thiazolcarbonsaureamide, bereits differenzierte Zellen zu dedifferenzieren, wurde in einem Zell-
kultur-Assay an aus dem Innenohr der Maus isolierten Stammzellen mit otischem Entwicklungs-
potential, die in Zellkultur zu, dem urspriinglichen Sinnesepithel méglichst ahnlichen Epithel-
inseln, differenziert wurden, nachgewiesen. Gegeniiber der Kontrolle konnte durch Applikation
der erfindungsgemafien Verbindungen der Anteil Sox2-exprimierender Zellen, ein Stammzell-
marker der auch wahrend der Ontogenese des Corti'schen Organs exprimiert wird und als Zei-
chen zellularer Dedifferenzierung gilt, mehr als verdoppelt werden. Mit einem Anteil von bis zu
7,4% BrdU (Bromdesoxyuridin) -positiven Zellen, als Zeichen fiir die zellulére Proliferation, unter-
scheidet sich die Wirkung der erfindungsgemafen Verbindungen signifikant von der der Diffe-
renzierungs- und DMSO-Kontrollen, bei denen kein BrdU inkorporiert wird.

Somit konnte die Uiberraschende biologische Wirksamkeit der erfindungsgemafien Verbindun-
gen, im Sinne der Stimulation von Dedifferenzierung und nachfolgender Proliferation differen-

zZierter otischer Zellen, im in vitro Modell nachgewiesen werden.

Die immuncytochemische Analyse der Stammzellmarker auf dem dedifferenzierten Epithel be-
statigte die Annahme, dass die erfindungsgemaRen Verbindungen nach ihrer Anreicherung im
Zellkern zuerst eine Dedifferenzierung von differenzierten Zellen im Sinne einer Reprogrammie-

rung induzieren, um anschlieBend deren Proliferation zu ermdéglichen.

In dem Zellkulturmodell wurde durch eine Dosis-Wirkungs-Analyse fir die erfindungsgeméaien
Verbindungen der Konzentrationsbereich fir eine effektive Wirksamkeit beziiglich der Prolife-
ration im Rahmen von 0,1 uM bis 100 uM, bevorzugt von 1 uyM bis 3 uM Substanz im Zellkultur-

medium definiert.
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Vergleichbare Effekte wie im Zellkultur-Assay konnten auch in der in vitro Organkultur eines na-
tiven Organs der Maus, d.h. im komplexen, zelluldren Verband des Corti’schen Organs, erzielt
werden. Nach ototoxischer Haarsinneszelischadigung durch das Aminoglykosid-Antibiotikum
Neomycin fihrte die Applikation der erfindungsgeméaRen Verbindungen zur in situ Proliferation
von verschiedenen Stitzzellen im Corti'schen Organ, wie den im Bereich der &ufleren Haar-
zellen liegenden lateral orientierten Deiterszellen (duBere Phalangenzellen) und duBeren Grenz-
zellen, den im Bereich der inneren Haarzellen liegenden inneren Phalangenzellen und inneren
Grenzzellen sowie anderen Stiitzzellen, die als potentielle Vorlauferzellen fir die Regeneration
innerer Haarsinneszellen gelten. Im Detail konnten einzeln markierte Zellkerne in verschiedenen
Stadien der Mitose bis hin zur vollstandig durchlaufenen Zellteilung mit doppelt vorliegenden

Zellkernen nachgewiesen werden.

Im in vivo Modell des adulten Meerschweinchens zeigten die immunhistochemischen Befunde
dariiber hinaus eine durch die erfindungsgemafen Verbindungen induzierte Regeneration von
Haarsinneszellen auf der Basis von Zellteilungen von Stutzzellen, vorzugsweise in den durch
Larmtraumata geschéadigten Bereichen des Corti'schen Organs. Bei entsprechenden Kontroll-
tieren und Kontrollorganen ohne Applikation der Verbindungen zeigten sich keine spontan rege-

nerierten Haarzellen.

Toxische Effekte oder Unvertraglichkeiten der erfindungsgeméfen Verbindungen wurden bei
den bisherigen in vitro und in vivo Tests in den relevanten Konzentrationsbereichen nicht be-

obachtet.

Ein weiterer Gegenstand der Erfindung ist die Herstellung der erfindungsgeméfien Aminoalkyl-
oxazol- und Aminoalkyl-thiazolcarbonsaureamide, die erfindungsgemag als Wirkstoffe fur die
Stimulation der endogenen in situ Regeneration von terminal differenzierten Zellen in hochspezi-
alisierten Organen und Geweben, bevorzugt dem Gehirn, dem Herz, der Skelettmuskulatur, und

besonders bevorzugt von Sinnesepithelien, eingesetzt werden konnen.

Die Synthese der erfindungsgemaRen Verbindungen erfolgt in mehreren Stufen. Detaillierte
Synthesevorschriften kénnen dem Anwendungsbeispiel A entnommen werden. Die Ausgangs-
stoffe zur Herstellung der erfindungsgemaBen Verbindungen sind bekannt und kénnen im Fach-

handel bezogen oder nach bekannten Vorschriften hergestellt werden.

Ein méglicher Weg ist die Synthese der erfindungsgemaen Verbindungen an einer festen Pha-
se ausgehend von einem Aminosaureamid. Dazu wird die Aminoséaure, deren Seitenkette den
Substituenten R1 reprasentiert, an einem polymeren Trager mit aktivierter Kohlensaureester-
Gruppe immobilisiert und anschlieRend ihre Sauregruppe amidiert. Die Cyclisierung des Amino-
saureamides zum Oxazol bzw. des Aminosaurethioamides zum Thiazol erfolgt mit Brombrenz-

traubensaure und N,N-Dimethylanilin. Bei Verwendung von Brombrenztraubensaureethylester
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muss die entstandene Ester-Gruppe nachtraglich verseift werden. Fur die Synthese der Thia-
zole werden die Aminosaureamide vor der Cyclisierung mit Lawessons Reagenz in die entspre-
chenden Thioamide Uberfihrt. Die erhaltenen Aminosaure-oxazol-/ Thiazolcarbonsauren wer-
den anschlieRend mit einem Amin, welches den Substituenten R3 reprasentiert, umgesetzt. Ab-
schlieBend erfolgen die saure Abspaltung der Aminosaure-oxazol-/ Thiazolcarbonsédureamide

vom Syntheseharz und die nachfolgende chromatographische Aufreinigung.

Bei einer weiteren Herstellungsvariante wird die Synthese der erfindungsgemaien Verbindun-
gen in Lésung durchgefiihrt. Die Synthese erfolgt unter Anwendung der Schutzgruppen-Chemie
ausgehend von einer Boc-geschiitzen Aminosaure mit der Seitenkette R1. Die Synthesestufen
sind prinzipiell zu den fir die feste Phase beschriebenen adaquat. Am Ende der Synthese er-
folgen die saure Abspaltung der Boc-Schutzgruppe und die nachfolgende chromatographische

Aufreinigung.

Beide Herstellungsverfahren erlauben sowohl die Synthese von racemischen als auch von
enantiomerenreinen Verbindungen. Die Verbindungen werden entweder in freier Form oder als
Salz, sofern salzbildende Gruppen enthalten sind, erhaiten. Als Salze der erfindungsgeméfien
Verbindungen sind pharmazeutisch akzeptable Salze bevorzugt. Beispiele solcher Salze sind
Salze anorganischer oder organischer Sauren, Salze anorganischer oder organischer Basen

sowie Salze basischer oder saurer Aminosauren.

Die erfindungsgemafen Verbindungen kénnen auch als Prodrug-Verbindungen, vorzugsweise
als Prodrug-Ester oder Prodrug-Peptide, oder dhnliches modifiziert werden. In bestimmten Fal-
len kann durch die Kupplung von die Zellpenetration férdernden Molekiilen wie z.B. Biotin oder
Maleimidopropionsaure, optional Uber geeignete Spacermolekiile, an die primére Aminogruppe
oder die Acylierung dieser Aminogruppe, entsprechend dem Substituenten R2, die Bioverfligbar-

keit und damit die Wirksamkeit der erfindungsgeméfen Verbindungen verbessert werden.

Ein weiterer Gegenstand der Erfindung ist die Verwendung der erfindungsgeméfen Aminoalkyl-
oxazol- und Aminoalkyl-thiazolcarbonsaureamide zur Herstellung pharmazeutischer Préparate
far die Behandlung von Erkrankungen beim Sauger, die mit geschadigten postmitotischen Ge-
weben in Zusammenhang stehen, insbesondere fir die Behandlung der durch Schédigung und
Verlust der Haarsinneszellen im Corti'schen Organ bedingten Innenohrschwerhdérigkeit beim
Séauger. Diese Praparate, enthaltend wenigstens einen erfindungsgeméfien Wirkstoff allein oder
in Kombination, enthalten optional weitere pharmazeutisch geeignete Hilfs- und Zusatzstoffe
wie z.B. Tragersubstanzen, Konservierungsmittel, Stabilisatoren, Emulgatoren, Detergentien,
Lésemittel, Losevermittler, Salze zur Regulation des osmotischen Druckes und Puffersalze.
Zusétzlich kdnnen sie weitere therapeutisch relevante Wirkstoffe, Adjuvantien sowie regenera-

tionsférdernde Substanzen wie z.B. Wachstumsfaktoren oder Entziindungshemmer enthalten.
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Pharmazeutisch geeignete Materialien sind die im Bereich der Pharmazie und Lebensmittel-
technologie sowie in angrenzenden Gebieten bekanntermafien verwendbaren Stoffe, insbeson-
dere die in den einschlagigen Arzneibuchern gelisteten, deren Eigenschaften einer physiologi-
schen Anwendung nicht entgegenstehen.

Die Effekte, die durch die erfindungsgemaRen Verbindungen hervorgerufen werden, sind auch
abhiangig von deren Formulierung. Entsprechende pharmazeutische Praparate soliten die direk-
te Applikation des Arzneimittels in die Cochlea des Saugers erméglichen. Geeignete Applika-
tionsformen fiir die erfindungsgemaflen pharmazeutischen Praparate, enthaltend mindestens
einen Wirkstoff nach den Formeln (1) und (2), kbnnen beispielsweise Losungen, Suspensionen,

Sprays, Gele, Hydrogele, Lotionen, Emulsionen, Pasten, Salben oder Cremes sein.

Die Herstellung der erfindungsgemafen pharmazeutischen Praparate erfolgt in Ublicher Weise
nach dem Fachmann bekannten Verfahren, wie in den einschidgigen Arzneibiichern beschrie-
ben, z.B. durch Mischen, Granulieren oder Beschichtungsmethoden. Die erfindungsgemafien

pharmazeutischen Préaparate kénnen zuséatzlich sterilisiert werden.

Die Erfindung betrifft auch die Verwendung der erfindungsgeméafien Aminoalkyl-oxazol- und
Aminoalkyl-thiazolcarbonsaureamide als regenerationsférdernde Wirkstoffe zur Behandlung von
Erkrankungen bei Menschen und Tieren, die mit geschadigten postmitotischen Geweben in Zu-
sammenhang stehen, bevorzugt zur Wiederherstellung des Hérvermégens nach Verlust oder
Schadigung der Haarsinneszellen im Innenohr. Hierzu verabreicht man einer Person oder ei-
nem Tier, die oder das einer derartigen Behandiung bedarf, eine therapeutisch effektive Menge
eines erfindungsgemafen regenerationsférdernd wirkenden Praparates, enthaltend mindestens
eine erfindungsgemafe Verbindung nach den Formeln (1) und (2). Der Wirkstoff oder das erfin-
dungsgemafe pharmazeutische Praparat werden dabei direkt oder indirekt (einschlief3lich sys-
temisch), vorzugsweise lokal, unmittelbar auf/an die geschadigten Gewebestrukturen aufgetra-
gen. Die Applikation an oder in das Innenohr erfolgt beispielsweise transtympanal durch Injek-
tion in das Mittelohr, durch Auftragen an das runde oder ovale Fenster des Innenchres oder
durch Injektion in das Innenohr. Hierbei kénnen verschiedene Systeme zur Wirkstoffapplikation

(Gelformulierungen, Pumpen) verwendet werden.

Die erfindungsgemafen Verbindungen und pharmazeutischen Praparate kénnen allein, in Kom-
bination mit anderen erfindungsgemaRen Verbindungen oder in Kombination mit einem oder
mehreren Wirkstoffen, die fur die jeweilige beschriebene therapeutische indikation der erfin-
dungsgeméfRen Verbindungen relevant sind, angewendet werden. Die zeitliche Abfoige der Ap-
plikation ist dabei nicht eingeschrénkt. Eine erfindungsgemafie Verbindung kann entweder zeit-
gleich, vor oder nach den anderen Wirkstoffen, als separates Arzneimittel oder Kombinations-

praparat und auf demselben oder unterschiedlichen Applikationswegen verabreicht werden.
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Die exakte therapeutisch effektive Menge fiir die Behandlung der Innenohrschwerhdérigkeit bei
einem Subjekt hangt von verschiedenen Faktoren, unter anderem vom Umfang der Schadigung
des Gewebes, von Grof3e, Statur, Alter und Gesundheitszustand des Patienten, von Applika-
tionsweg und -form, der angewandten konkreten Verbindung und gegebenenfalls weiteren ver-
wendeten Arzneimitteln ab. Somit ist es zum jetzigen Zeitpunkt nicht sinnvoll, die exakte Menge
zu spezifizieren. Jedoch kann man prinzipiell von einer mehrfachen Applikation der erfindungs-
gemé&Ren pharmazeutischen Praparate Uber einen Zeitraum von bis zu 8 Wochen in Abstdnden
von einem bis sieben Tagen bis hin zu einer kontinuierlichen Applikation durch Systeme zur
Wirkstoffdosierung, die Gber einen Mechanismus zur dauerhafte Abgabe verfiigen ,sustained
release”, ausgehen. Die eingesetzte Wirkstoffmenge solite im Bereich von 0,5 pg bis 1,0 mg pro
Innenohr und Applikation liegen.

Gewerbliche Anwendbarkeit

Regenerationsbiologisch relevante Verbindungen, die in der Lage sind, entsprechende zellbio-
logische Veranderungen wie Dedifferenzierung, Proliferation oder terminale Redifferenzierung
zu induzieren, sowie deren Formulierungen stellen eine neue Form von Wirkstoffen dar, da es

sich um ein véllig neues Therapiekonzept handelt.

Mit den erfindungsgemé&BRen Aminoalkyl-oxazol- und Aminoalkyl-thiazolcarbonsdureamiden ist
es erstmals gelungen, eine durch niedermolekulare Verbindungen induzierte Zellteilung von
otischen Stitzzellen und die daraus resultierende Regeneration von Haarsinneszellen im hoch-
differenzierten postmitotischen Gewebe des Corti'schen Organs beim Sauger nachzuweisen.
Bisher sind keine vergleichbaren Verfahren zur in vivo Regeneration von Haarsinneszellen auf

der Basis von pharmazeutischen Wirkstoffen beschrieben.

Aufgrund der beobachteten Wirkprofile der erfindungsgeméRen Verbindungen sind diese als
pharmazeutische Wirkstoffé zur kausalen therapeutischen Behandlung der Schallempfindungs-
Schwerhorigkeit auf regenerationsbiologischer Grundlage geeignet. Dieser Behandlungsansatz
ist allen anderen bisher diskutierten Verfahren wie Gentherapie oder Stammzelltransplantation
grundsétzlich Gberlegen. Negative Einflisse wurden in den bisherigen in vitro und in vivo Model-

len nicht beobachtet.

Né&heres zu besonders bevorzugten Ausfihrungsformen sowie weitere Merkmale und Vorteile
der Erfindung ergeben sich aus der folgenden Beschreibung von Ausfiihrungsbeispielen in Ver-
bindung mit den Unteranspriichen, wobei die vorstehend genannten und nachstehend noch zu
erlfauternden individuellen Merkmale jeweils fur sich und in beliebigen Kombinationen miteinan-
der beansprucht sind.

Die Ausfuhrungsbeispiele sind rein illustrativ und schranken die Breite der Erfindung nicht ein.
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Ausfuhrungsbeispiele

Beispiel A— Synthese von 2-[1-Amino-alkyl]-oxazol-4-carbonsdureamiden und

der entsprechenden 2-[1-Amino-alkyl]-thiazol-4-carbonsaureamide

Die Synthese der erfindungsgeméRen Verbindungen erfolgte ausgehend von den Aminoséure-
amiden unter Nutzung relevanter Publikationen zur Herstellung ahnlicher Verbindungen (Vide-
nov etal., 1996; Stanchev etal., 1999; Stankova etal., 1999; Kaiser et al; 2000).

Sowohl die Zwischenstufen als auch die Endprodukte wurden mit HPLC und Massenspektrome-
trie beziglich ihrer Reinheit und Identitat Gberpruft. Zusatzlich erfolgte die Charakterisierung der
Endprodukte mit Hilfe der NMR-Spektroskopie. Alle Ausgangsstoffe und Reagenzien sind kom-

merziell erhaltlich.

Im Folgenden ist ein Syntheseweg an einer festen Polymer-Phase, ausgehend von einem Ami-
nosdureamid, beschrieben. Da ein Grofteil der Synthesevorschriften identisch ist, wurden fiir
die Oxazole und die Thiazole keine separaten Syntheseverfahren verwendet. Vorangestellt wur-
de exemplarisch die Synthese des Tryptophanamides (11) als Ausgangsstoff fur die besonders
bevorzugten Verbindungen (3) und (4).

Anschlieflend wurde ein alternativer Syntheseweg in Losung, lediglich fir die Thiazole, be-
schrieben. Fir den gelibten Fachmann stellt es jedoch keine Schwierigkeit dar, die Synthese-

bedingungen auf die Oxazole zu Gbertragen.

Fur die variablen Substituenten wurden in den Versuchsbeschreibungen die Abkirzungen X,

R1 und R3, die die gleiche Bedeutung wie in den Patentanspriichen haben, verwendet.

Die beschriebenen Synthesen erméglichen die Darstellung der Verbindungen in stereochemisch
reiner Form. Sie werden entweder in freier Form oder als Salz, sofern salzbildende Gruppen

enthalten sind, erhalten.

Darstellung von D-Tryptophanamid (11)

N N N N NN N
—_— —_— x HCI
boc_ OH boc_ NH, NH,
O @) O
(9) (10) (11)
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N-Boc-D-Tryptophan (9) (1 Aquiv.; 2,75 mmol; 1,00 g), Hydroxybenzotriazolammoniumsalz (2
Aquiv.; 5,50 mmol; 924 mg) und Diisopropylcarbodiimid (DIC) (1,1 Aquiv.; 3,03 mmol; 382 mg;
454 uL) wurden in (iber Molsieb getrocknetem Dimethylformamid (DMF) gelést und 18 h bei
Raumtemperatur geriihrt. Das Lésungsmittel wurde anschlieRend am Rotationsverdampfer
5 unter vermindertem Druck entfernt und der Riickstand in Ethylacetat aufgenommen. Nach
Abfiltrieren von unléslichen Riickstédnden wurde die organische Phase gewaschen (1x 1 M
KHSO4-Lésung, 2 x gesattigte wassrige Natriumcarbonat-Losung, 1 x geséttigte wéssrige
Natriumchlorid-Lésung), Uber Natriumsulfat getrocknet und eingedampft.
Zur Abspaltung der Boc-Schutzgruppe wurde das Rohprodukt (10) in einer Lésung von 50%
10 Trifluoressigsaure (TFA) in Dichlormethan (DCM) aufgenommen und 3 h bei Raumtemperatur
gertihrt. Nach dem Abdampfen der Lésungsmittel wurde das Produkt (11) umkristallisiert.

Beladung von Chloro-(2'-chloro)trityl-Polystyrol-Harz (12) mit Aminosaureamid (13)

R1 R1
Harz—CI + NH, —>  Harz_ NH,
H,N N
O @)
(12) (13) (14)

Chloro-(2’-chloro)trityl-Polystyrol-Harz (12) (Rapp Polymere H10033; Beladung 1,31 mmol/g)

15 (1 Aquiv.; 655 ymol; 500 mg) wurde zweimal mit DMF (iiber Molsieb) gewaschen, mit einer
Lésung des Aminosaureamid Hydrochlorids (13) (2 Aquiv.; 1,31 mmol) und von Diisopropyl-
ethylamin (DIPEA) (5 Aquiv.; 3,28 mmol; 424 mg) in DMF versetzt und 18 h bei Raumtempera-
tur geschuttelt. Zum Capping des Harzes wurde anschlieRend Methanol (MeOH) zu der Sus-
pension gegeben und nochmals 15 min bei Raumtemperatur geschittelt. Die Reaktionslésung

20 wurde abgesaugt, das beladene Harz (14) gewaschen (5 x DMF, je 3 x MeOH, Tetrahydrofuran
(THF), Diethylether) und im Olpumpenvakuum getrocknet.

Cyclisierung des immobilisierten Aminosaureamides (14) zum Oxazol (15)

R1 R1
Harz\”)\H/NH2 _— Harz\N)\éN o)
H ﬂ
o) Y
© OEt
(14) (15)

Brombrenztraubensaureethylester (5 Aquiv.; 3,28 mmol; 640 mg; 412 uL) und N,N-Dimethyl-
25 anilin (10 Aquiv.; 6,55 mmol; 794 mg; 832 uL) wurden in Dioxan (5 mL) gelést und zu dem Ami-
nosdureamid-Harz (14) (1 Aquiv.; 655 pmol; 500 mg) gegeben. Die Suspension wurde 16 h bei
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Raumtemperatur geschiittelt und dann 2 h auf 60°C erwarmt. Die Reaktionsiésung wurde ab-
gesaugt und das Harz mit trockenen Lésungsmitteln gewaschen (5 x DMF, 5 x DCM).
Eine auf -20°C gekilhite Losung von Pyridin (10 Aquiv.; 6,55 mmol; 520 mg; 530 uL) in trocke-
nem DCM (5 mL) wurde mit Trifluoressigsaureanhydrid (5 Aquiv.; 3,28 mmol; 688 mg; 456 pL)
gemischt und zu dem gewaschenen Harz gegeben. Nach 30 min bei -20°C wurde die Suspen-
sion auf Raumtemperatur erwarmt und weitere 2 h bei Raumtemperatur geschuttelt. Die Reak-
tionslésung wurde abgesaugt, das Harz (15) gewaschen (je 3 x DMF, MeOH, THF, DCM, Di-
ethylether) und im evakuierten Exsikkator getrocknet.

Darstellung von immobilisierten Thioamiden (16) mit Lawessons Reagenz

R1 R1
Harz\N)\ﬂ/NH2 — Harz\N)\”/NH2
H H
o) S

Das Aminosaureamid-Harz (14) (1 Aquiv.; 655 umol; 500 mg) wurde mit einer Lésung von
Lawessons Reagenz (3 Aquiv.; 1,97 mmol; 797 mg) in Dimethoxyethan (DME) (10 mL) ver-
setzt und 18 h bei Raumtemperatur geschittelt. Die Reaktionslésung wurde abgesaugt, das
Harz (16) gewaschen (6 x DMF, je 3 x MeOH, THF, DCM, Diethylether) und im evakuierten

Exsikkator getrocknet.

Cyclisierung des immobilisierten Thioamides (16) zum Thiazol (17)

R1 R1
Harz\N)\[(NHz — Harz\N)\(/N @)
H o g H /

S o)
(16) (17) <

Brombrenztraubensadureethylester (5 Aquiv.; 3,28 mmol; 640 mg; 412 uL) und N,N-Dimethy!-
anilin (5 Aquiv.; 3,28 mmol; 397 mg; 416 uL) wurden in DMF (4 mL) gelést und zu dem Amino-
s&ure-Thioamid-Harz (16) (1 Aquiv.; 655 pmol; 500 mg) gegeben. Die Suspension wurde 16 h
bei Raumtemperatur geschuttelt. Die Reaktionslésung wurde abgesaugt, das Harz (17) gewa-
schen (je 3 x DMF, MeOH, THF, DCM, Diethylether) und im evakuierten Exsikkator getrocknet.
Die Identitat und Reinheit des Reaktionsproduktes (17) wurden nach einer Testabspaitung mit
5% TFA in DCM uber 1 h bei Raumtemperatur chromatographisch und massenspektrome-

trisch Oberprift.
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Verseifung der immobilisierten Ethylester (15) und (17)
R1

R1
Harz
\” /\N)_‘(O ——= P NN o
X~ OEt H x\/)_/<
OH
X=0, S
(15) 1 (17) (18) 1 (19)

Das Aminoséaure-oxazol- (15) bzw. Aminosaure-thiazolcarbonsaureethylester-Harz (17)

(1 Aquiv.; 655 umol; 500 mg) wurde in THF (2,5 mL) vorgequollen und mit einer Lésung von
Lithiumhydroxid Monohydrat (5 Aquiv.; 3,28 mmol; 137 mg) in Wasser (1,25 mL) und MeOH
(1,25 mL) versetzt. Nach 3 h bei Raumtemperatur wurde die Reaktionslésung abgesaugt, das
Harz (18) bzw. (19) gewaschen (je 3 x Wasser, Wasser/ DMF 1:1, DMF, Dioxan, THF, DCM,

Diethylether) und im evakuierten Exsikkator getrocknet.

Amidierung der Carbonsauren (18) und (19) und Abspaltung vom Harz

R1 R1
Harz\u)\@%o ; HzN/KfN 0]
X~ OH X\/)_/<N—R3
H
X=0,S
(18) 1 (19) (20) / (21)

Zu dem Aminosaure-oxazol- (18) bzw. Aminosaure-thiazolcarbonsaure-Harz (19) (1 Aquiv.;
655 umol; 500 mg) wurde eine Lésung von 1-Hydroxybenzotriazol (HOBt) (5 Aquiv.; 3,28 mmol;
443 mg) und DIC (5 Aquiv.; 3,28 mmol; 413 mg) in trockenem DMF (5 mL) gegeben. Nach 30
min Schitteln bei Raumtemperatur wurde das R3-Amin zugegeben (10 Aquiv.; 6,55 mmol)
und die Suspension 16 h bei Raumtemperatur weiter geschuttelt. Nach Absaugen der Reak-
tionslosung wurde das Harz gewaschen (je 3 x DMF, MeOH, THF, DCM, Diethylether) und im
Luftstrom trocken gesaugt.

AnschlieRend wurde das Produkt (20) bzw. (21) mit einer Lésung von §% TFA in DCM tber

1 h bei Raumtemperatur vom Harz abgespalten.

Nach dem Eindampfen der Abspaltlosungen wurde das Rohprodukt aus tBuOH / Wasser 4:1
lyophilisiert und Uber Kieselgel mit einem DCM-MeOH-Gradienten chromatographiert.
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Darstellung der Thioamide (23) mit Lawessons Reagenz in Lésung

R1 R1
boc\N/H]/NH2 e bOC\”/‘\”/NHZ
H 5 s

(22) (23)

Zu einer Lésung des Boc-Aminosdureamides (22) (1 Aquiv.; 1,00 mmol) in trockenem DME
(7,5 mL) wurde unter Riihren Lawessons Reagenz (0,75 Aquiv.; 750 umol; 305 mg) gegeben.
Die Reaktionslésung wurde 16 h bei Raumtemperatur geriihrt und das Losungsmittel nach-
folgend am Rotationsverdampfer unter vermindertem Druck abdestilliert. Der Rickstand wur-
de in Ethylacetat (30 mL) aufgenommen und mit 10%iger Natriumhydrogencarbonat-Lésung
(15 mL) 30 min kraftig geriihrt. Nach Trennung der Phasen wurde die wassrige Phase zweimal
mit Ethylacetat extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden dreimal mit 10%iger
Natriumhydrogencarbonat-Losung gewaschen und anschlieBend uber Natriumsulfat getrock-
net. Nach Filtration wurde das Lésungsmittel abdestilliert und das Produkt (23) im Olpumpen-
vakuum getrocknet.

Die Rohprodukte kénnen aus Ethylacetat bzw. Ethylacetat/ Petrolether umkristallisiert oder
per Flash-Chromatographie an Kieselgel gereinigt werden.

Cyclisierung der Thioamide (23) zum Thiazol (24) in L&sung

R1 R1
boc\N )\[(NHZ _ = boc\N )\r/N o
H H /
S S OH
(23) (24)

Zu einer Lésung des Boc-Aminoséurethioamides (23) (1 Aquiv.; 0,80 mmol) in wasserfreiem
Ethanol (6 mL) wurde Calciumcarbonat (2 Aquiv.; 1,60 mmol; 161 mg) gegeben und die Sus-
pension 10 min bei Raumtemperatur gerihrt. AnschlieBend wurde Brombrenztraubensaure
(1,5 Aquiv.; 1,20 mmol; 201 mg) zugegeben. Nach 4 h Rihren bei Raumtemperatur wurde die
Reaktionsmischung filtriert und der Ruckstand mit Ethanol nachgewaschen. Die vereinigten
Filtrate wurden am Rotationsverdampfer unter vermindertem Druck eingeengt, der Rickstand
in Ethylacetat (10 mL) aufgenommen und dreimal mit 10 mL 5%iger Kaliumhydrogensulfat-
Lésung sowie einmal mit gesattigter Natriumchlorid-Losung extrahiert. AnschlieBend wurde
die organische Phase tber Natriumsulfat getrocknet. Nach Filtration wurde das Lésungsmittel
abdestilliert und das Produkt (24) im Olpumpenvakuum getrocknet.

Die Rohprodukte wurden per Flash-Chromatographie an Kieselgel gereinigt.
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Amidierung des Thiazols (24) und Abspaltung der Boc-Schutzgruppe in Lésung

R1 R1
boc
\N)ﬁéN O . H N)\'éN 0
H Sﬂ —_— 2 ﬂ
OH S N—R3
H
(24) (25)

Die Boc-Aminosaure-thiazolcarbonsaure (24) (1 Aquiv.; 0,80 mmol) wurde mit (Benzotriazol-
1-yloxy)tripyrrolidinophosphonium hexafluorophosphat (PyBOP) (1,05 Aquiv.; 0,84 mmol;
437 mg) und Triethylamin (TEA) (3 Aquiv.; 2,40 mmol; 242 mg; 330 L) in THF versetzt und -
30 min bei Raumtemperatur gerithrt. Dann wurde das R3-Amin (1,3 Aquiv.; 1,04 mmol) zu-
gegeben und 18 h bei Raumtemperatur geriihrt.

Die Reaktionslésung wurde eingedampft und das Rohprodukt mit einem DCM-MeOH-Gra-
dienten Gber Kiesegel chromatographiert.

Zur Abspaltung der Boc-Schutzgruppe wurden das Amid in 25% TFA in DCM {ber 1 h bei
Raumtemperatur gerthrt und anschlieend eingedampft. Zu dem Rohprodukt wurde mehr-
fach Heptan zugegeben und am Rotationsverdampfer unter vermindertem Druck wieder ab-
destilliert. Das Produkt (25) wurde anschlieRend aus tBuOH/Wasser 4:1 lyophilisiert.

N-Acetylierung von 2-[1-Amino-2-(1H-indol-3-yl)-ethyl]-oxazol-4-carbons&ure-cyclohexylamid (3)

(3) 4)

Das Aminoalkyl-oxazolcarbonsaureamid (3) (1 Aquiv.; 28 pmol; 10 mg) wurde mit Acetanhydrid
(5Aquiv.; 140 umol; 14 mg; 13 pL) und TEA (2 Aquiv.; 56 umol; 6 mg; 8 uL) in DCM (0,5 mL)
versetzt und 18 h bei Raumtemperatur gertihrt. Die Reaktionslésung wurde anschlieRend ein-
gedampft und das Rohprodukt (4) aus tBuOH/Wasser 4:1 lyophilisiert.
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Beispiel B — Nachweis der regenerativen Eigenschaften im in vitro Zellkultur-Assay

Zunichst wurden in einer Suspensionskultur typische zelluldre Cluster ,Spharen®, ausgehende
von aus dem postnatalen Corti'schen Organ der Maus isolierten Stammzellen mit otischem Ent-
wicklungspotential, geziichtet. Unter im Vergleich zu bekannten Verfahren (Oshima etal., 2007;
Senn et al., 2007) optimierten Kulturbedingungen in einem mit 827 und N2 supplementierten
DMEM | F12-Medium (Dulbecco's Modified Eagle Medium), konnten aus der Stammzellkultur
unter Zugabe von FGF (fibroblast growth factor) und /GF (insulin-like growth factor) ca. 1.600
solide Spharen pro Corti'sches Organ generiert werden (Abbildung 1C).

Durch Markierungen auf Proteinebene (Abbildung 1A) und den Nachweis von mehreren Stamm-
zellmarkern auf mRNA-Ebene (Abbildung 1B) wurde gezeigt, dass sich die unter diesen Kultur-
bedingungen gebildeten Otosphéren in einem dedifferenzierten Zustand befinden, der einem
fruheren Zustand wahrend der Ontogenese im Corti'schen Organ entspricht. Dariiber hinaus

kénnen Zellteilungen in den Otospharen nachgewiesen werden.

Stutzzellen sind in situ die potentiellen Vorlaufer fur eine Regeneration von Haarsinneszellen
und damit die eigentlichen Zielzellen fur die Induktion einer Haarsinneszellregeneration. Zu die-
sem Zweck war es erforderlich, in vitro eine gemeinsame Kultur von Haar- und Stitzzeli-&hnli-
chen Zellen zu etablieren, die das Corti'sche Organ in seiner zelluldren Zusammensetzung

maéglichst gut reprasentiert.

Dazu wurden in einem zweiten Schritt die kultivierten Otospharen unter adharenten Kultur-
bedingungen auf einer Ornithin/ Fibronektin Oberflache zu, dem urspriinglichen Sinnesepithel
moglichst d&hnlichen, einschichtigen Epithelinsein differenziert.

Durch immuncytochemischen Nachweis konnten auf Proteinebene je drei geeignete Stutz- und
Haarsinneszellmarker identifiziert werden. In Abbildung 2 ist ein Vergleich der Situation im nati-
ven Organ (in vivo) und in den differenzierten Epithelinseln der Zellkultur (in vitro) anhand dieser

Marker zum dargestelit.

Diese mit den bisher bekannten Methoden und ohne Zusatz der erfindungsgemafen Verbin-
dungen durchgefiihrten Voruntersuchungen zeigten, dass die kultivierten otischen Epithelinseln
als zellulare Basis fiir den Nachweis des regenerativen Potentials der erfindungsgemafRen Ver-
bindungen bei Stitzzell-dhnlichen Zellen des Innenohrs geeignet sind. Zum Nachweis der Effek-
te, die durch die applizierten Substanzen vermitteit werden, kann die Verénderung der Protein-

Expression von Stutz-, Haar-, und Stammzelimarkern herangezogen werden.

Fur das Screening wurde zum einen der Anteil Sox2-positiver Zellen in der in vitro Kultur be-

stimmt. Sox2 ist ein Stammzellmarker, der auch wahrend der Ontogenese des Corti'schen Or-
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gans exprimiert wird. Ihm wird eine tragende Rolle in der Pluripotenz von embryonalen Stamm-
zellen und bei der Induktion von pluripotenten Stammzellen aus differenzierten Zellen zuge-
schrieben (Takahashi und Yamanaka, 2006). Dies macht Sox2, insbesondere im Kontext einer

induzierten Dedifferenzierung/ Reprogrammierung von Zellen, zu einem wichtigen Marker.

Durch Zugabe der erfindungsgeméafRen Verbindung 2-[1-Amino-2-(1H-indol-3-yl)-ethyl]-oxazol-4-
carbonsaure-cyclohexylamid (3) zu der Zellkultur konnte der Anteil Sox2-exprimierender Zellen
gegeniber der Differenzierungs-Kontrolle mehr als verdoppelt werden (Abbildung 3).

Ob die durch die Verbindungen induzierte Expression von Stammzellmarkern letztlich auch mit
einer erhéhten Proliferation der Zellen in Kultur einhergeht, wurde durch die Quantifizierung der
BrdU-positiven Zellen gepriift. Dabei wurde die Kultur wahrend der Substanzapplikation fir 5 h
mit dem Thymidin-Analogon BrdU inkubiert. Zellteilung fuhrt wahrend der S-Phase des Zellzyk-
lus zur Inkorporation von BrdU. Regt eine der Substanzen zu Zellteilungen an, lasst sich dies

mit einem gegen BrdU gerichteten Antikérper detektieren und visualisieren.

Durch Zugabe der erfindungsgemafen Verbindung 2-{1-Amino-2-(1H-indol-3-yl)-ethyl}-oxazol-4-
carbonsaure-cyclohexylamid (3) zu der Zellkultur konnte bei 4,8% der zuvor differenzierten Zel-

len eine Proliferation induziert werden (Abbildung 4).

Die erfindungsgemé&Re Verbindung 2-[1-Amino-2-(1H-indol-3-yl)-ethyl]-oxazol-4-carbonsaure-
cyclohexylamid (3) erzielte sowohl bezuglich der Sox2-Expression als auch der BrdU-Inkorpora-
tion signifikant positive Ergebnisse. Damit wurde der Nachweis erbracht, dass sie in der Lage

ist, die Dedifferenzierung und nachfolgende Proliferation von otischen Stiitzzellen zu induzieren.

In einer Dosis-Wirkungs-Analyse wurde der optimale Konzentrationsbereich ermittelt, in dem

diese Verbindung ihre maximale regenerationsbiologische Wirkung in der Zellkultur entfaltet.

Hierzu wurde die BrdU-Inkorporation in dem Stammzeli-basierten in vitro Zellkultur-Assay bei 4
Konzentrationen zwischen 0,3 uM und 10 uM im Kulturmedium erfasst. Es zeigte sich, dass fir
die Konzentration 0,3 uM kein signifikanter Effekt erzielt werden kann. Der Mittelwert bei einer
Konzentration von 1 uM aber bereits erhoht ist. Ab einer Konzentration von 3 pM wird bereits

das Sattigungsniveau von ca. 9% BrdU-positiven Zellen erreicht (Abbildung 5).

Beispiel C — Nachweis der regenerativen Eigenschaften im in vitro Organkulturmodell

Zur Bestatigung der im Zellkultur-Assay beobachteten Effekte im nativen Organ, d.h. in situ im
komplexen zelluldren Verband des Corti'schen Organs, wurde eine Form der Organkultur ge-
nutzt, bei der sich das zu kultivierende Gewebe, in diesem Fall das gesamte Innenohr der Maus,

in einem rotierenden, mit Kulturmedium gefliten Zylinder befindet (Hahn et al., 2008). Die
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Cochlea wurde zuvor basal und apikal im Bereich der scala tympani eréffnet. Dadurch konnte
der Einfluss der Schwerkraft minimiert und gleichzeitig ein optimaler Gas- und Néhrstoffaus-
tausch zwischen dem Gewebe des Corti'schen Organs und dem Kulturmedium erreicht werden.
Unter diesen Bedingungen konnte das Explantat im Vergleich zu einer stationdren Kultur langer

in Kultur erhalten werden.

Zum Nachweis, dass durch die Applikation der erfindungsgeméafen Verbindungen die nach
Haarsinneszellverlust im Corti'schen Organ verbleibenden Stutzzellen zu Vorlauferzellen de-
differenzieren und nachfolgend proliferieren, wurde eine Situation analog einem schwerhdérigen
Ohr geschaffen. Nach Applikation des ototoxischen Aminoglykosid-Antibiotikums Neomycin

(1 mM) fanden innerhalb von 24 Stunden %/ aller Haarsinneszellen den Zelltod. Lediglich in den
apikalen Bereichen der Cochlea Uberlebten einige Haarsinneszellen, deren Anzahl im Versuchs-
verlauf durch die initiale Schadigung weiter abnahm. Nach Entfernung des Neomycins aus dem

Medium, konnten die verbliebenen Stlitzzellen weiter kultiviert werden.

AnschlieRend wurde BrdU gleichzeitig mit den erfindungsgeméfien Verbindungen (5 uM) in das
Kulturmedium appliziert und die Proliferation durch die BrdU-Inkorporation nach 4 Tagen quanti-
fiziert.

Nach Zugabe der erfindungsgemaRen Verbindung 2-[1-Amino-2-(1H-indol-3-yl)-ethyl]-oxazol-4-
carbonsaure-cyclohexylamid (3) zu der Organkultur konnte in den am weitesten lateral orientier-
ten Deiterszellen eine BrdU-Inkorporation nachgewiesen werden (Abbildung 6B). Dies traf auch
fur einzelne innere Phalangen- und Grenzzellen zu (Abbildung 6C), die mit der inneren Haarsin-
neszelle assoziiert sind und als potentielle Vorlauferzellen fir deren Regeneration angesehen
werden kénnen. in Kontrollexperimenten chne Substanzapplikation erfolgte keine spontane In-
korporation von BrdU innerhalb der Deiters-, inneren Phalangen- und inneren Grenzzellen
(Abbildung 6A). |

Die unterschiedliche Morphologie der BrdU-positiven Zellkerne deutet auf verschiedene Stadien
der Mitose, bis hin zur vollstandig durchlaufenen Zellteilung, hin. An verschiedenen Kernen
konnte eine Chromatin-Kondensation beobachtet werden (Abbildungen 6D, E). Gleichzeitig
wurden BrdU-positive Kerne in unmittelbarer, relativer Nahe zueinander nachgewiesen (Ab-
bildungen 6E, F).

Dies bedeutet, dass im Sinnesepithel des Corti'schen Organs durch die Wirkung der erfindungs-
gemalen Verbindung 2-[1-Amino-2-(1H-indol-3-yl)-ethyl]-oxazol-4-carbonsdure-cyclohexylamid

(3) neue Zellen im Sinne einer Regeneration durch Zellteilung von Stitzzellen entstanden sind.
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Beispiel D — Nachweis der regenerativen Eigenschaften nach in vivo Applikation

Die regenerationsbiologische Wirkung der erfindungsgemafRen Verbindungen wurde ebenfalls
im in vivo Modell des adulten Meerschweinchens nachgewiesen. Durch Impulslarm wurde eine
akute Larmschadigung verursacht, die in einem Verlust von Haarsinneszellen des Corti'schen
Organs, insbesondere im Bereich der aulleren Haarsinneszellen resultierte. Anschliel3end er-
folgte die kontinuierliche lokale Applikation der erfindungsgeméafRen Verbindung 2-[1-Amino-2-
(1H-indol-3-yl)-ethyl}-oxazol-4-carbonsaure-cyclohexylamid (3) aus einer subkutan implantierten
miniosmotischen Pumpe (Alzet®) via Choleostomie direkt in die scala tympani der Cochlea. Die
Substanz in der Pumpe wurde mit 200 uM entsprechend héher dosiert, da ein Verdiinnungs-

effekt in der Perilymphe zu erwarten war.

Die Applikation erfolgte tiber einen Zeitraum von 6 Wochen mit einem sich anschlieRenden
Warteintervall von 2 Wochen. Parallel wurde BrdU Uber das Trinkwasser oder die miniosmo-

tische Pumpe verabreicht, um proliferierende Zellen im Corti'schen Organ zu markieren.

Nach Entnahme des Corti'schen Organs erfolgte die immunhistochemische Dreifach-Markierung
mit BrdU (Zeliteilung), Myosin VI (Haarsinneszellen) und DAPI (Kernfarbung) (Abbildung 7) so-

wie mit Sox2 (pluripotente Stutzzellen).

BrdU-markierte Stitzzellen und Haarsinneszellen konnten vorzugsweise in den durch das
Larmtrauma geschéadigten Bereichen des Corti'schen Organs nachgewiesen werden. In Kon-
trollorganen der Gegenseite mit/ohne Larmschadigung und ohne Substanzapplikation waren
keine BrdU-markierten Haarsinneszellen und insgesamt, entsprechend den bekannten Befun-

den zur Spontanproliferation, nur wenige BrdU-markierte Zellen nachweisbar.

Die in vivo Befunde zeigen eindeutig, dass durch die Applikation der erfindungsgemafen Ver-
bindung 2-[1-Amino-2-(1H-indol-3-yl)-ethyl]-oxazol-4-carbonsédure-cyclohexylamid (3) eine Re-
generation von Haarsinneszellen auf der Basis von Zellteilungen auch im adulten Tier induziert
werden kann. Dies unterstreicht das tiberraschend groRe Potential der erfindungsgemafien Ver-
bindungen als Wirkstoff zur kausalen Behandlung der Innenohrschwerhérigkeit durch die Rege-

neration von Haarsinneszellen.

Beispiel E —Toxizitat

In den Zellkultur-, Organkultur- und in vivo Untersuchungen ergaben sich fiir den untersuchten
Konzentrationsbereich von 0,3 uM bis 200 yM, keine Hinweise auf eine toxische Wirkung der

erfindungsgemafien Aminoalkyl-oxazol- und Aminoalkyl-thiazolcarbonsdureamide.
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Abbildung 2
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Abbildungen

Isolation und Kultivierung von Stammzellen aus dem Corti'schen Organ der Maus.
(A) Stammzellen aus dem Innenohr lassen sich gewinnen, indem man die Zellen
des postnatalen Corti'schen Organs vereinzelt, die noch enthaltenen Stammzellen
isoliert und unter selektiven Bedingungen in einer Suspensionskultur kultiviert. Un-
ter diesen Bedingungen bilden sich Spharen aus, die den Stammzelimarker Sox2
exprimieren (A’), dem eine tragende Rolle in der Pluripotenz von embryonalen
Stammzellen und bei der Induktion von pluripotenten Stammzellen aus differenzier-
ten Zellen zugeschrieben wird (Takahashi und Yamanaka, 2006). AuRerdem inkor-
porieren die Zellkerne in den Spharen BrdU (A""), das die Proliferation der Zellen
anzeigt.

(B) In den Spharen werden mehrere Stammzellmarker exprimiert, die sich auch
wahrend der Ontogenese im Corti'schen Organ nachweisen lassen. Als Positiv-
Kontrolle (pos) wurde die mRNA aus einem Corti'schen Organ vom embryonalen
Entwicklungstag 14,5 aufgetragen. Normiert auf das Haushaltsgen GAPDH konn-
te gezeigt werden, dass sowohl im entstehenden Innenohr als auch in den daraus
isolierten Stammzellen Jag1, Nestin, Sox2 und Nanog exprimiert werden.

(C) Mit optimierten Methoden konnte, im Vergleich zur aktuell publizierten Literatur
(Oshima etal., 2007; Senn etal., 2007), der Anteil der aus der Primarkultur gebil-
deten Sphéaren verdoppelt werden.

In vivo und in vitro Protein-Expressionsprofil von Haar- und Stutzzellmarkern.
(A) p27°P" wird in allen Stiitzzellen des Corti’'schen Organs exprimiert. Weder in-
nere noch duRere Haarsinneszellen sind p27<*'-positiv. Innerhalb der epithelialen
Inseln konnte eine p27*P'-Expression nachgewiesen werden (A").
(B) GFAP-Markierung bei Stutzzellen im Corti'schen Organ unmittelbar unter den
Kernen der Deiterszellen sowie im Bereich der inneren Phalangenzellen. Auch in
vitro wurde das Muster der Filamente nachgewiesen (B").
(C) E-Cadherin markiert alle Stutzzellen, die lateral zu den Pfeilerzellen orientiert
sind. E-Cadherin befindet sich auch in den Membranen der epithelialen Inseln (C”).
Haarsinneszellmarker wie Myosin VIIA (D), Myosin VI (E) und Calretinin (F) markie-
ren in vivo zuverlassig innere und duflere Haarsinneszellen. Alle Marker sind auch
in einzelnen Zellen innerhalb der in vitro Kultur nachweisbar (D", E”, F’).
Die Sterne markieren im nativen Organ jeweils die 3 dufReren Haarsinneszellen
und die innere Haarsinneszelle (immer rechts).
Skalierung: 20 ym in den Bildern des naiven Corti'schen Organs (A-F),

10 um in der Zellkultur (A-F’).
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Abbildung 3

Abbildung 4

Abbildung 5

Abbildung 6

—24 —

Relative Anzahl von Zellen mit Sox2-Expression im Screening-Assay.

Es wurde untersucht, welche der niedermolekularen Verbindungen eine Erhéhung
des Anteils Sox2-positiver Zellen (als Marker fir die Dedifferenzierung von Zellen,
normiert auf das Niveau der Differenzierungs-Kontrolle) induzieren konnten.
Sieben Verbindungen unterscheiden sich signifikant von der Kontrolle (p < 0,05,
n=10).

Relative Anzahl BrdU-positiver Zellen im Screening-Assay.

Durch den Nachweis von BrdU kann quantifiziert werden, wie viele Zellen inner-
halb eines bestimmten Zeitraums in die S-Phase des Zellzyklus eingetreten sind.
Im Screening wurden die Zellen fir finf Stunden mit BrdU inkubiert.

Dargestellt ist der Anteil von Zellen in der Gesamtpopulation, die durch Substanz-
applikation zur Proliferation angeregt wurden.

Acht Verbindungen konnten eine signifikante Proliferation induzieren (p < 0,05,
n=10).

Dosis-Wirkungs-Analyse fur 2-[1-Amino-2-(1H-indol-3-yl)-ethyl]-oxazol-4-carbon-
saure-cyclohexylamid (3) (Substanz 33).

In der Adhasionskultur wurde die Dosis-Abhangigkeit des induzierten BrdU-Effek-
tes Uberpruft. Bei Erhéhung der Substanzkonzentration im Kulturmedium von

0,3 uM auf 3 uM stieg die BrdU-Inkorporation auf ein signifikant héheres Niveau
(p<0,05, n=10). Mit hheren Konzentrationen konnte die BrdU-Inkorporation nicht
weiter gesteigert werden. Die Kontrolle, eine Population von Zellen aus der in vitro
Kultur mit einer vergleichbaren Menge DMSO ohne Substanzapplikation, vermittel-
te keinen Effekt.

Durch 2-[1-Amino-2-(1H-indol-3-yl)-ethyl]-oxazol-4-carbons&ure-cyclohexylamid (3)
(Substanz 33) induzierte BrdU-Inkorporation im Organkultur-Modell.

Durch BrdU-Inkorporation wurde der Umfang der induzierten Proliferation von
Stutzzellen nachgewiesen.

In der Kontrolle ohne Substanzapplikation wurde in den Deiters-, den inneren Pha-
langen- und den Grenzzellen keine BrdU-Inkorporation festgestellt (A). Nach Appli-
kation der erfindungsgemafen Verbindung (3) (Substanz 33, 5 uM) wurde in lateral
orientierten Deiterszellen (B) sowie in einzelnen inneren Phalangen- sowie inneren
Grenzzellen (C) BrdU inkorporiert.

Die BrdU-positiven Zellkerne befanden sich in verschiedenen Stadien der Mitose
bzw. hatten die Zellteilung vollstandig durchlaufen (D, E, F).

Skalierung: 20 pm.
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Abbildung 7 Dreifach-Markierung nach intracochlearer Applikation von 2-[1-Amino-2-(1H-indol-
3-yl)-ethyl]-oxazol-4-carbonsaure-cyclohexylamid (3) in vivo.
Im in vivo Experiment am adulten Meerschweinchen wurde die regenerative Wir-
kung der erfindungsgemafen Verbindungen unter realen Bedingungen nachge-
wiesen (Applikation iiber 6 Wochen durch Alzet®-Pumpe (200 uM) parallel mit
BrdU (100 mg/mL), Organentnahme und Farbung nach 8,5 Wochen).
Dargestellt sind mit Myosin VI (Marker fur Haarsinneszellen) und BrdU (Marker fur
Zellteilung) markierte innere Haarsinneszellen. Der Zellkern ist mit DAPI (Kern-
farbung) markiert.
Die Markierung mit BrdU zeigt die Regeneration auf Basis einer Zellteilung an.
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Patentanspriiche

1. Aminoalkyl-oxazol- und Aminoalkyl-thiazolcarbonsé@ureamide nach den Formeln

o 0
R2 R3 R3
HN N N N N
% Do
X
R1 X ( Y—Y

1) (2)
wobei

X fur O oder S,

Y fiir C oder N, wobei beide Atome verschieden sein missen,

R2 fur Wasserstoff oder Acyl und

R1 und R3, die gleich oder verschieden sein kénnen, fir einen Substituenten aus den
folgenden Gruppen stehen:
verzweigte oder unverzweigte, substituierte oder unsubstituierte, optional Heteroatome
enthaltende Alkylgruppen, Alkylcycloalkylgruppen, Alkylarylgruppen, Cycloalkyl-
gruppen, Cycloalkylarylgruppen, Arylgruppen und Arylicycloalkylgruppen,
wobei R1 bevorzugt fur (1H-Indol-3-yl)-ethyl und R3 bevorzugt fiir Cyclohexyl steht,

oder

ein pharmazeutisch akzeptables Salz, ein Stereoisomer, ein Stereoisomeren-Gemisch,

ein Tautomer oder eine Prodrug-Verbindung, bevorzugt ein Prodrug-Ester oder ein

Prodrug-Peptid, davon.
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2. Verbindungen nach Anspruch 1 ausgewahlt aus der Gruppe

N
H

0] O
O 2O
@) O
_ T

(3) (4)

ZT
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H
N
N \
Ho\ S\—EE}}Q

NH,

N
(5) (6) <\\>

o
0]
N
\S—\_(Z{LQ
@]
NH, y
(7) (8) <\:>

ein pharmazeutisch akzeptables Salz, ein Sterecisomer, ein Stereocisomeren-Gemisch,

Iz
~Z
wn
-

oder

ein Tautomer oder eine Prodrug-Verbindung, bevorzugt ein Prodrug-Ester oder ein
Prodrug-Peptid, davon.

3. Verbindung nach einem der Anspriiche 1 und 2 zur Verwendung firr jedweden medizi-
nischen Zweck, bevorzugt als Medikament fir verschiedene Indikationen in der Human-

und Veterindrmedizin.
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Verwendung einer Verbindung nach einem der Anspruche 1 und 2 als regenerationsfor-
dernder Wirkstoff, dadurch gekennzeichnet, dass sie bei Einwirkung einer therapeutisch
effektiven Menge auf das geschadigte Gewebe von hochspezialisierten Organen und
Geweben, bevorzugt dem Gehirn, dem Herz, der Skelettmuskulatur, und besonders be-
vorzugt von Sinnesepithelien, die endogene in situ Regeneration des normalerweise post-
mitotischen Gewebes durch regenerationsbiologische Wirkungen wie Dedifferenzierung,
Proliferation und nachfolgende Redifferenzierung von terminal differenzierten Zellen sti-

muliert.

Verwendung einer Verbindung nach einem der Anspriiche 1 und 2 als regenerationsfor-
dernder Wirkstoff zur Regeneration der otischen Sinnesepithelien beim Sauger, dadurch
gekennzeichnet, dass sie bei Einwirkung einer therapeutisch effektiven Menge die endo-
gene in situ Regeneration geschéadigter und verlorener Haarsinneszellen im Corti'schen
Organ durch regenerationsbiologische Wirkungen wie Dedifferenzierung, Proliferation und

nachfolgende Redifferenzierung von Stiitzzellen im Innenohr stimuliert.

Verfahren zur Herstellung der Aminoalkyl-oxazol- und Aminoalkyl-thiazolcarbonséure-
amide nach einem der Anspriiche 1 und 2, dadurch gekennzeichnet, dass die Cyclisierung
zum Oxazol bzw. Thiazol und deren nachfolgende Amidierung ausgehend von einer natur-
lichen oder unnatirlichen zu amidierenden Aminosaure an fester Phase oder unter Ver-

wendung der Boc-Schutzgruppen-Chemie in Losung erfolgt.

Pharmazeutisches Praparat, enthaltend eine therapeutisch effektive Menge mindestens
eines Aminoalkyl-oxazol- oder Aminoalkyl-thiazolcarbons&ureamides nach einem der An-
spriiche 1 und 2 allein oder in Kombination, optional weitere regenerationsférdernde oder
anderweitig therapierelevante Wirkstoffe sowie weitere pharmazeutisch geeignete Inhalts-
stoffe wie z.B. Tragersubstanzen, Hilfs- und Zusatzstoffe, Detergentien, Adjuvantien und

andere.

Pharmazeutisches Praparat nach Anspruch 7, dadurch gekennzeichnet, dass es in einer
fur die direkte (lokale) oder indirekte (einschlieBlich der systemischen) Applikation auf/an
das geschadigte Gewebe bzw. auf/in die Cochlea des Saugers geeigneten Formulierung,
bevorzugt als Lésung, Suspension, Spray, Gel, Hydrogel, Lotion, Emulsion, Paste, Salbe

oder Creme vorliegt.

Verfahren zur Herstellung eines pharmazeutischen Praparates nach den Anspriichen 7
und 8, dadurch gekennzeichnet, dass man die Bestandteile vermischt und/oder in Lésung

bringt und/oder mit einem physikalischen oder biologischen Trager assoziiert.
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11.

12.

13.
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Verwendung einer Verbindung nach einem der Anspriiche 1 und 2 oder eines pharmazeu-
tischen Praparates nach einem der Anspriiche 7 bis 9 zur Herstellung eines Arzneimittels
zur kausalen Behandlung von Erkrankungen beim Sauger, die mit geschadigten postmito-
tischen Geweben in Zusammenhang stehen, auf regenerationsbiologischer Grundlage
durch unmittelbare oder mittelbare Applikation einer therapeutisch effektiven Menge auf/an
die geschédigten Gewebestrukturen.

Verwendung einer Verbindung nach einem der Anspriiche 1 und 2 oder eines pharmazeu-
tischen Praparates nach einem der Anspriiche 7 bis 9 zur Herstellung eines Arzneimittels
zur kausalen Behandlung der Innenohrschwerhdérigkeit und Wiederherstellung des Horver-
maogens beim Sauger nach Schadigung und Verlust der Haarsinneszellen im Corti'schen
Organ auf regenerationsbiologischer Grundlage durch unmittelbare oder mittelbare Appli-
kation einer therapeutisch effektiven Menge auf/an die geschadigten Gewebestrukturen in

der Cochlea.

Verfahren zur kausalen Behandlung von Erkrankungen von Menschen und Tieren, die mit
geschadigten postmitotischen Geweben in Zusammenhang stehen, auf regenerationsbio-
logischer Grundlage, dadurch gekennzeichnet, dass eine therapeutisch effektive Menge
einer Verbindung nach einem der Anspriiche 1 und 2 oder eines pharmazeutischen Prépa-
rates nach einem der Anspriiche 7 bis 9 unmittelbar, vorzugsweise lokal, auf/an die ge-
schadigten Gewebestrukturen aufgetragen oder mittelbar, vorzugsweise systemisch, ver-

abreicht wird.

Verfahren zur kausalen Behandlung der Innenohrschwerhérigkeit und zur Wiederherstel-
lung des Horvermégens von Menschen und Tieren nach Schadigung und Verlust der Haar-
sinneszellen im Corti'schen Organ auf regenerationsbiologischer Grundlage, dadurch ge-
kennzeichnet, dass eine therapeutisch effektive Menge einer Verbindung nach einem der
Anspriiche 1 und 2 oder eines pharmazeutischen Praparates nach einem der Anspriiche 7
bis 9 unmittelbar oder mittelbar auf/an die geschadigten Gewebestrukturen in der Cochlea,
vorzugsweise transtympanal durch Injektion in das Mittelohr, durch Auftragen an das run-

de oder ovale Fenster des Innenohres oder durch Injektion in das innenohr appliziert wird.
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