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1 EINLEITUNG

Durch den Einzug des technischen Fortschritts und die rapide Verdanderung
der Gesellschaft in den westlichen Industrienationen im Lauf des letzten
Jahrhunderts finden wir heute eine ganzlich gednderte Situation der gewohnten
Lebensumstinde vor: Wohlstand und Uberfluss bestimmen das Leben. Schwere
korperliche Arbeit wurde immer starker durch spezialisierte Maschinen erledigt.
AuBRerdem fiihrte der wirtschaftliche Aufschwung in Nordamerika und Westeuropa
nach dem 2. Weltkrieg zu einem Angebot an Nahrungsmitteln, was eine

ausreichende Versorgung der Bevolkerung sicherstellte.

All diese Faktoren zusammen beglnstigen einen Lebensstil, der durch
verminderte korperliche Aktivitit und zu hohe Kalorienaufnahme gekennzeichnet
ist. Die langfristige Verschiebung des Gleichgewichtes zwischen Nahrungsaufnahme
und Energieverbrauch fihrt zu einer positiven Energiebilanz und damit zur
Zunahme an Korperfettgewebe [1, 2]. Die Folgen davon sind multiple Stoffwechsel-

storungen im Sinne eines metabolischen Syndroms.
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1.1 METABOLISCHES SYNDROM

1.1.1 DEFINITION

Das metabolische Syndrom, friher auch als "Syndrome X" oder ‘“Insulin
resistance syndrome" bezeichnet, ist eine Assoziation von mehreren Erkrankungen
und kardiovaskuldaren Risikofaktoren wunter einem Deckmantel, denen ein
gemeinsamer pathologischer Mechanismus zugeschrieben wird [3-5]. Die Patienten
leiden oft gleichzeitig unter Fettleibigkeit (Adipositas), Fettstoffwechselstérungen
(Dyslipidamie), Bluthochdruck (Hypertonie) und einer Insulinresistenz bzw. Diabetes
Typ Il. Jede dieser Krankheiten, die als Bestandteil des metabolischen Syndroms
definiert ist, stellt selbst einen Risikofaktor fiir kardiovaskuldare Erkrankungen dar
[6]. Es hat sich jedoch gezeigt, dass die Diagnose des metabolischen Syndroms
starker mit einem kardiovaskuldaren Risiko korrelierte als die einzelnen Faktoren [7].
Die Auswirkungen dieser vier Risikofaktoren fiihren zu einer Erhéhung von
kardiovaskularen und totalen Sterblichkeitsraten [8], weshalb man auch von einem

"todlichen Quartett" spricht.

Bis heute gibt es keine einheitlichen Kriterien fir die Diagnose des
metabolischen Syndroms. So existieren neben der Definition der National
Cholesterol Education Program Adult Treatment Panel Il (NCEP ATP Ill) [9], European
Group for the Study of Insulin Resistance (EGIR) [10, 11] auch Definitionen der World
Health Organisation (WHO) [12] bzw. International Diabetes Federation (IDF) [13].
Friher gab es noch groRere Unterschiede zwischen den verschiedenen
Organisationen, wohingegen die NCEP ATP Ill das Ubergewicht in den Vordergrund
stellte, fokussierten die WHO-Leitlinien eher auf Insulinresistenz. Mittlerweile nahern
sich die Werte der Kriterien einander immer mehr an. Die NCEP schreibt vor, dass
mindestens drei der in Tabelle 1 aufgefiihrten Risikofaktoren vorhanden sein
mussen. Nach der neuen IDF-Definition ist die Stammfettsucht ein zwingendes

Kriterium plus mindestens zwei der darauf folgenden vier Faktoren (Tab. 1).
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Risikofaktoren NCEP Definition IDF Definition
Stammfettsucht Bauchumfang* Bauchumfang*
bei Mdnnern > 102cm > 94cm
bei Frauen > 88cm > 80cm
Triglyzeridlevel > 150mg/dL > 150mg/dL

HDL Cholesterol

bei Mannern < 40mg/dL < 40mg/dL

bei Frauen < 50mg/dL < 50mg/dL
Blutdruck > 130/85mmHg > 130/85mmHg
Nichternblutglukose > 110mg/dL > 100mg/dL

Tabelle 1. Klinische Kriterien, die zur Diagnose des metabolischen Syndroms
verwendet werden. *bezogen auf Europa und Nordamerika.

1.1.2 PRAVALENZ

Wenn man die NCEP Kriterien auf die Bevdlkerung von den Vereinigten
Staaten von Amerika (U.S.A.) anwendet, dann wiirden geschatzte 47 Millionen U.S.
Blrger eine positive Diagnose des metabolischen Syndroms erhalten. Nach Ford et.
al. liegt namlich die altersangepasste Pravalenz bei ca. 23,7% und erreicht Werte von
ca. 43,5% bzw. 42,0% bei den 60- bis 69-jdhrigen bzw. dlter als 70-jahrigen [14]. Es
wurden hierfiir Daten aus der Studie namens National Health and Nutrition
Examination Survey Il (NHANES IIl) genutzt, an der 8814 Mannern und Frauen im
Zeitraum von 1988-1994 teilnahmen [15]. Bei einem Vergleich mit der neueren
Studie NHANES 1999-2000 stieg die altersangepasste Pravalenz im Schnitt sogar auf
27,0% [16].

Laut einer Studie innerhalb der deutschen Bevolkerung wies das metabolische
Syndrom insgesamt eine Prdavalenz von 23.8% auf und besitzt somit eine dhnliche

GroRenordnung wie in den U.S.A. [17].
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1.1.3 ATIOLOGIE

Die zugrunde liegenden Ursachen fiir das metabolische Syndrom sind noch
immer heiR diskutiert und jede seiner Komponenten ist komplex und noch nicht
vollstandig aufgeklart. Es ist jedoch allgemein anerkannt, dass sowohl Adipositas
als auch Insulinresistenz als wichtigste Faktoren gelten [18, 19]. Des Weiteren
existieren ursachliche Effekte, die auf genetische Prddisposition, mangelnde
Bewegung, das Alter, falsche Erndahrungsgewohnheiten und auch hormonelle
Veranderungen zurickzufihren sind [20]. Und obwohl geschadtzt wird, dass die
Vererbung einen Anteil von 40% bei der Entstehung von Adipositas ausmacht, wird
sie zusatzlich sehr stark durch Umweltfaktoren beeinflusst [21]. Deshalb wurde der

Satz geprdgt: "Genes load the gun, but the environment pulls the trigger’ [22].

Die gewaltige Zunahme von Fettleibigkeit in der Weltbevélkerung wurde mit
einem gleichzeitigen Anstieg der Prdavalenz von Diabetes mellitus Typ 2 beobachtet
(Abb. 1), was einen dtiopathophysiologischen Zusammenhang dieser beiden

Erkrankungen vermuten lasst [23, 24].

[A] Obesity

\ = P3SN \\‘ i Lo ;
A\ AN - o A

3

> ~ e >
[ |NoData [ |<4% [ ]4%-6% [ |7%-8% []9%-10% [J>10%

o

Abbildung 1. Priavalenz von Ubergewicht [A Obesity] und Diabetes Typ 2 [B Diabetes] in den
U.S.A. im Jahr 1991 und 2001 [25].
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Es werden Vermutungen angestellt, dass Adipositas die wichtigste
Komponente im metabolischen Syndrom darstellt [26], da sie zum einen die
Hauptursache fir die Entwicklung einer Insulinresistenz ist, und dariiber hinaus eine
groRe Rolle in der Pathophysiologie des Bluthochdrucks, der Dyslipiddamie und des
Entziindungsstatus spielt [27]. Es gibt viele Anzeichen dafiir, dass Fettzellen
(Adipozyten) auf molekularer Ebene endokrine Einheiten bilden, die Entziindungs-
mediatoren ausschitten und Insulinresistenz verursachen [27]. Viszerales
Fettgewebe sezerniert so genannte Adipozytokine, wie z.B. TNF-a, IL-1 und IL-6, die
zur Entstehung von Diabetes mit Insulinresistenz einen groRen Anteil beisteuern
[28, 29]. AuBRerdem spielen sie eine Rolle bei der Freisetzung des C-reaktiven
Proteins, ein Entziindungsmarker und kardiovaskuldarer Risikofaktor [30]. Die
exzessive Freisetzung von Triglyzeriden und freien Fettsduren fordern eine
Dyslipidamie, welche sich in der Veranderung der HDL-, LDL- und VLDL-Werte
auswirkt [31]. Des Weiteren werden durch direkte vaskuldre Effekte von Insulin,
einer Aktivierung des Sympathikus und durch Renin- und Angiotensinogen-
Ausschittung die Grundlagen fiir eine Hypertonie gelegt [32, 33]. Uberdies tragen
eine ganze Menge proinflammatorischer und prothrombotischer Adipozytokine (z.B.
PAI-1) aus dem Fettgewebe zur Atherosklerose und somit zu kardiovaskuldren
Erkrankungen bei [27, 34].

Hypertension

e
H

/’_C[;!” ¥ HDL cholesterol r
Triglyceride 1 Small dense LDL

C

cuins
Interleukin 6
FFA  \Insulin Sympathetic nervous
VLDL system
Glucose

TNFa B )
C-reactive Interleukin 6 i Insulin
- \
protein ; : .
G

k .y lycogen
Q.
P,
—/
FFA
\_} b 5 w/;\r
Fibrinogen </ 5
i PAI-1 *® Adiponectin
Prothrombic Triglyceride
state (intramuscular droplet)

Abbildung 2. Ubersicht der pathophysiologischen Zusammenhinge, die charakteristisch fir
das metabolische Syndrom sind [34].
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1.1.4 RISIKO & FOLGEN

Das metabolische Syndrom hat einen groRen Einfluss auf die Pravalenz von
kardiovaskuldaren Erkrankungen wie z.B. Atherosklerose, Herzinfarkt, Schlaganfall
und koronare Herzkrankheit. Die Auswirkungen auf die kardiovaskuldre Morbiditat
und Mortalitat wurde in mehreren Studien untersucht. Die schon oben erwdhnte
NHANES Ill-Untersuchung z.B. wies eine signifikante Erhéhung des Auftretens von
Herzinsuffizienz und Herzinfarkt sowie Schlaganfall bei Patienten mit
metabolischem Syndrom nach [15]. In einer Studie von Familien mit Vorkommen von
Diabetes Typ 2 erhohte das Auftreten des metabolischen Syndroms das Risiko fir

koronare Herzkrankheit, Herzinfarkt oder Schlaganfall um das 2- bis 3-fache [35].

Die Untersuchungen zeigen, dass sich wadhrend des Verlaufs des
metabolischen Syndroms das Risiko schwerwiegender Folgekrankheiten drastisch
erhoht und sich sogar teilweise aufgrund des gegenseitig negativen Einflusses der

Einzelkrankheiten potenziert.

1.1.5 BEHANDLUNG

Zur Therapie des metabolischen Syndroms zdhlen in erster Linie
Gewichtsreduktion durch Didat und Bewegung [36]. In Studien konnte gezeigt
werden, dass schon mit geringem Gewichtsverlust (5-10%) und gleichzeitiger
Bewegungssteigerung (30 minltiger Spaziergang) gute klinische Erfolge erreicht
werden [37, 38]. Wenn aber die Umstellung des Lebensstils nicht ausreicht und ein
hohes Risiko fiir kardiovaskuldare Erkrankungen besteht, ist eine medikamentdse

Therapie der einzelnen Krankheiten bzw. Symptome angezeigt [6, 39]:

Zur Behandlung von Ubergewicht stehen heutzutage zwei Wirkstoffe zur
Verfugung: Orlistat (Xenical®), ein Lipasehemmstoff, der die Fettresorption aus dem
Gastrointestinaltrakt (GIT) verringert, Sibutramin (Reductil®), ein indirektes

Sympathomimetikum als Appetitzugler.
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Bei Insulinresistenz und Diabetes mellitus Typ 2 werden folgende

Arzneistoffe eingesetzt: Metformin (z.B. Glucophage®, Siofor®) hemmt die
Glukoneogenese und Triglyzeridsynthese, Thiazolidindione (z.B. Pioglitazon,
Actos® und Rosiglitazon, Avandia®) fuhren zu einer Insulinsensitivierung durch
PPARy-Agonismus, Acarbose (Glucobay®) vermindert die Glucoseaufnahme aus dem
GIT durch o-Glucosidasehemmung, Sulfonylharnstoffe (z.B. Glibenclamid,
Euglucon®) und Glinide (z.B. Repaglinid, Novonorm® und Nateglinid, Starlix®)
erhohen die Freisetzung von Insulin durch Blockade von Kaliumkandlen in den

B-Zellen des Pankreas.

Folgende Wirkstoffe finden bei der Dyslipidaimie Anwendung: Statine (z.B.
Lovastatin, Mevinacor®, Simvastatin, Zocor® und Atorvastatin, Sortis®) senken den
Cholesterinspiegel durch HMG-CoA-Reduktaseinhibition und Fibrate (z.B.
Bezafibrat, Cedur® und Gemfibrozil, Gevilon®) verbessern das Lipidprofil durch

PPARa-Agonismus.

Eine erfolgreiche Therapie von Bluthochdruck wird unter anderem mit den

folgenden Stoffen erreicht: ACE-Inhibitoren (z.B. Captopril, Tensobon®, Enalapril,
Xanef® und Ramipril, Delix®) und AT -Rezeptorantagonisten (z.B. Losartan,
Lorzaar®, Irbesartan, Aprovel®, Telmisartan, Micardis®) senken den Blutdruck
durch Eingriff in das Renin-Angiotensin-Aldosteron-System, Calciumantagonisten
(z.B. Nifedipin, Adalat® Verapamil, Falicard® und Diltiazem, Dilzem®) erzielen ihre
Blutdrucksenkung durch negativ inotrope und negativ chronotrope Wirkung am

Herzmuskel aufgrund einer Hemmung von Kalziumkanalen.
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Abbildung 3. Therapie der einzelnen Komponenten des metabolischen Syndroms [39].

Keines der verwendeten Medikamente ist speziell fur die Behandlung des
metabolischen Syndroms entwickelt worden, und selten werden durch eine Substanz
therapeutische Nutzen fir mehr als eine Komponente des gesamten Syndroms
erzielt. Im Allgemeinen sollte eine Verbesserung der Insulinsensitivitat, verbunden
mit einer blutdrucksenkenden Wirkung und Beeinflussung des Fettstoffwechsels im

Mittelpunkt einer medikamentdsen Intervention stehen.

Da die Gruppe der Peroxisomen Proliferator-Aktivierten Rezeptoren (PPARs)
eine wichtige Rolle bei der Normalisierung metabolischer Dysfunktionen und
Reduzierung kardiovaskuldrer Risikofaktoren spielt, ist sie zu einem beliebten drug
target in der modernen Wirkstoffentwicklung geworden. Es laufen viele Studien und
Projekte, die auf das Konzept von pan-PPAR-Agonisten (pan = alles, ganz), dualen
PPAR-Agonisten oder selektiven PPAR-Modulatoren setzen, da die bisherigen
Agonisten keine ausreichende Potenz besitzen und/oder viele unerwiinschte
Nebenwirkungen mit sich ziehen [40, 41]. Diese noch sehr junge Wirkstoffklasse
bietet eine Hoffnung fir die aktuelle Wirkstoffentwicklung zur Behandlung des

metabolischen Syndroms.
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1.2 PEROXISOMEN PROLIFERATOR-AKTIVIERTE REZEPTOREN

Peroxisomen Proliferator-Aktivierte Rezeptoren sind ligandenaktivierte
Transkriptionsfaktoren und gehoren zur Superfamilie der nuklearen Hormon-
rezeptoren [42]. Es werden drei verschiedene Subtypen beschrieben, die in eckigen
Klammern nach dem Nuclear Receptors Nomenclature Committee klassifiziert sind:
PPARa [NR1C1], PPARy [NR1C3] und PPARS [NR1C2] (auch als PPARB bezeichnet)
[43, 44]. Sie sind hauptsachlich im Zellkern lokalisiert, z.T. schon als Heterodimer
mit dem Retinolsdaure-X-Rezeptor (RXR) vorliegend und an sogenannte

Korepressoren gebunden [45].

Historisch erhielten sie ihren Namen durch chemische Substanzen (bestimmte
Herbizide, Weichmacher und lipidsenkende Substanzen), welche in Nagetieren zur
Peroxisomenproliferation fiihrten. Diese Substanzen aktivierten dabei ein Protein,
welches zur Gruppe der nukledren Transkriptionsfaktoren gehort und als PPAR

bezeichnet wurde [46].

1.2.1 AUFBAU & MECHANISMUS

Der vereinfachte, schematische Aufbau und ein 3D-Modell von nuklearen
Hormonrezeptoren (NHR) sind in Abbildung 4 dargestellt. Die NH -terminale Region
(A/B-Doméne) ist hoch variabel (50-500 Aminosduren) und beinhaltet die
ligandenunabhdangige Aktivierungsfunktion AF-1  mit mehreren autonomen
Aktivierungsdomdnen. Die A/B-Domdne ist entscheidend fir die Bildung von
Proteinisoformen. Am meisten konserviert ist die DNS-Bindungsdomane (DBD, C-
Domane), die Uber zwei Zinkfingermotive mit der DNS interagiert. Die variable und
flexible D-Domane (Hinge-Region = Gelenk-Region) verbindet die DBD mit der maRig
konservierten Ligandenbindungsdomdne (LBD, E-Domdne), welche fiur die
Ligandenerkennung und Dimerisierung des Rezeptors von Bedeutung ist. Am Ende
dieser Domadne liegt die ligandenabhdngige Aktivierungsfunktion AF-2, die unter
anderem bei der Kofaktorbindung und Transkriptionsaktivierung eine Rolle spielt.
Nukledre Rezeptoren konnen, aber missen keine F-Domane enthalten, deren

Sequenz extrem variabel und deren Funktion noch nicht bekannt ist [42].
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Abbildung 4. Schematischer Aufbau eines nukledren Rezeptors [47]. Unten ist ein 3D-Modell
der LBD und DBD des Estrogenrezeptors gebunden an die DNS zu sehen.

Da die PPARs Teil der NHR-Superfamilie sind, besitzen alle drei Subtypen
einen ahnlichen Domanenaufbau (Abb. 5). Der Sequenzvergleich innerhalb der
Subtypen zeigt bei den DBDs eine hohe Konservierung der Aminosdauren, wahrend
die LBD-Sequenzen weniger stark Ubereinstimmen. Innerhalb der LBD wurden
gewissen Aminosauren wichtige Funktionen der Signalibertragung zugeschrieben.
Jedoch gibt es noch genug Sequenzvariationen in der Bindungstasche, die den
Subtypen bestimmte pharmakologische Effekte zuordnen [43, 48-50]. Neben PPARy,
gibt es noch die Isoform PPARy,, welche sich nur durch zusatzliche 30 NH, -terminale
Aminosduren unterscheidet. Letztere wird fast ausschlieRBlich im Fettgewebe

exprimiert [51].

1

A/B C D E/F 468
TR ) > B G

1 475
RSN ) - B - CX:
1 440

TRENC) - B O

Abbildung 5. Organisation der humanen PPAR Subtypen und deren prozentuale
Ubereinstimmung in der DBD und LBD [52].
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Die PPARs bilden nach Bindung eines synthetischen oder endogenen
Liganden und der dadurch induzierten Konformationsanderung Heterodimere mit
dem 9-cis-Retinolsaure-X-Rezeptor (RXR), einem anderen nukledren Rezeptor vom
Klassifizierungstyp NR2B. Die so entstandenen PPAR/RXR-Dimere binden an DNS-
Sequenzwiederholungen in Promoterregionen von Zielgenen mit der hexa-
nukleotiden Abfolge AGGTCA (Abb. 6), welche durch ein Nukleotid (n) unterbrochen
wird, und in ihrer ganzlichen Sequenz AGGTCAnAGGTCA als direct repeat elements
(DR-T) bezeichnet werden [53]. Diese Erkennungssequenzen konnten im Promoter
einer Vielzahl von PPARy-regulierten Genen (z.B. Acyl-CoA-Oxidase oder adipocyte
fatty acid binding protein) identifiziert werden, weshalb sie auch PPARy Response

Elements (PPRE) genannt werden [54].

Abbildung 6. PPAR/RXR-Heterodimerkomplex gebunden an PPRE mit der DNS-Sequenz
AGGTCANnAGGTCA.

Der genaue Ablauf bis zur Transkriptionsaktivierung gestaltet sich jedoch
nicht so einfach wie in Abbildung 6 gezeigt, da bei der Dimerisierung zusatzlich
Korepressoren vom Proteinkomplex abdissoziieren und Koaktivatoren rekrutiert
werden [47]. Eine Vielzahl dieser Kofaktoren ist bereits beschrieben worden, mit
PPARy ligandenabhangig oder -unabhdngig zu interagieren. Durch verschiedene
enzymatische Aktivitaten (wie z.B. Histon-Azetyltransferaseaktivitat) der rekrutierten
Kofaktoren wird infolge von Histonmodifizierungen und Rekrutierung der basalen
Transkriptionsmaschinerie die transkriptionelle Aktivitait des Komplexes reguliert,

wodurch Art und AusmaR der Zielgenaktivierung bestimmt wird [55, 56].
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Die Abfolge wird in Abbildung 7 anschaulich dargestellt und im folgenden
Text erklart: Nach Ligandenbindung an den Rezeptor fiihrt eine
Konformationsanderung zu einer Abspaltung von Korepressoren (Bindung uber die
CoRNR-Box "LXX(I/H)IXXX(L/1)", L=Leucin, I=lsoleucin, H=Histidin und X=variabel [57,
58]) (1). Der Rezeptor-Ligandenkomplex bindet an PPRE der DNS (2) und rekrutiert
Koaktivatoren  lber selektive Domanen des Rezeptors, welche die
koaktivatortypische NR-Box "LXXLL" erkennen [48]. Auf Rezeptorseite spielt die AF-2
Domane in Helix 12 eine entscheidende Rolle in der Interaktion mit den Kofaktoren,
deren Konformation am stdarksten von der Ligandenbindung beeinflusst wird [59].
Die Koaktivatoren bilden zusammen mit anderen Kofaktoren einen Komplex, der
neben Azetyltransferaseaktivitit auch noch andere Aktivititen (z.B. chromatin
remodeling und Histonmethylierung) besitzt [60] (3). Die Azetylierung der
Histonbausteine ermaoglicht das wuncurling (=entrollen) der DNS und gibt somit
Zielgenabschnitte frei, die dann von dem rekrutierten Basal-Transkriptionskomplex

abgelesen und transkribiert werden (4) [52].

PPRE TATA

Ll G-
i ®

oD

Histone H1

: \:\ f:> Transcription
AN e
BN 0 @

RNA Pol Il initiation
complex

Transcription start site .
P Acetylation

Transcriptional activation

Abbildung 7. Aktivierungsablauf im Zellkern von PPA-Rezeptoren bis zur Transkription.
(1) Ligandenbindung und Korepressorabspaltung (2) Bildung des Liganden-Rezeptor-DNS-
Komplexes (3) Rekrutierung von Koaktivatoren mit Histonazetyltransferaseaktivitat
(4) Rekrutierung des Transkriptions-Initiatorkomplexes [52].

= Informations-Tipp: Weitere Information Uuber nukledre Rezeptoren und

Kofaktoren sind sehr anschaulich auf der Webseite www.nursa.org zu finden.
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1.2.2 FUNKTIONEN

Als molekulare Sensoren aktivieren PPARs Zielgene in Antwort auf
verschiedene endogene Liganden, wie z.B. gesdttigte und ungesadttigte Fettsduren,
Derivate der Arachidonsdaure oder aber synthetische hypolipidaimische und
antidiabetische Wirkstoffe. Die meisten identifizierten Zielgene implizieren Effekte
auf den Glucose- und Lipidstoffwechsel und den gesamten Energiehaushalt des
Korpers (Abb. 8).

*Adipogenesis
+Lipogenesis
and lipid_storage
A -Lipogenesis and  -Adipokine production A
— lipid storage *Major target of TZDs
« Fatty acid oxidation « Fatty acid oxidation
+Fasting response P PA R- 'Y +Energy uncoupling
PPAR-a. PPAR-5

* Regulation of whole -
body insulin sensitivity - Fatty acid oxidation
+ Fatty acid oxidation + Energy uncoupling

Abbildung 8. Funktionen der drei PPAR Subtypen im Uberblick [61]

PPARa. Im Einklang mit seiner Verteilung in Gewebe mit hohen
Katabolismusraten und hoher Peroxisomenaktivitat spielt PPARa die wichtigste Rolle
bei der Regulation der Energiehomodostase und des Fettmetabolismus [62].
Hauptsdchlich in der Leber exprimiert, stimuliert PPARa die Fettsdaureoxidation, die
Gluconeogenese und die Ketonkorpersynthese. Zusatzlich ist der Rezeptor im
Lipoprotein-aufbau involviert [63-67]. Diese Funktionen sind wichtig fir die
Fastenzeit, in der vermehrt Fettsauren aus dem Fettgewebe sezerniert und in der
Leber zur Energieaufwendung gebraucht werden. AuRerdem wurden auch relevante
Expressionslevel in Niere, Herz und im Skelettmuskel gefunden. Durch Aktivierung
werden die Triglyzeridlevel im Blut gesenkt und die HDL-Cholesterolwerte
verbessert, was eine Adipositas reduziert und somit die Insulinsensitivitdt
verbessert [68, 69]. Des Weiteren zeigen Agonisten an PPARa antientziindliche
Eigenschaften und somit ein protektive Wirkungen auf das kardiovaskuldare System
[70, 71].
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PPARy. PPARy ist ein zentraler Regulator in der Fettzelldifferenzierung und
der Aufrechterhaltung spezifischer Fettzellfunktionen, wie z.B. Fettspeicherung in
weilem Fettgewebe und Energieverbrauch in braunem Fettgewebe [72-75]. Im
Fettgewebe findet man auch die hochsten Expressionslevel [51]. Die Differenzierung
von einem Praadipozyten zum Adipozyten lauft Gber eine transkriptionelle Kaskade,
in die neben PPARy auch Transkriptionsfaktoren der CAAT/enhancer binding protein
(C/EBP)-Familie involviert sind [76, 77]. In der Folge einer Aktivierung dieses
Systems wird die Aufnahme von freien Fettsauren und die Triglyzeridsynthese
gefordert. AuRerdem findet eine Umverteilung von viszeralem hin zu subkutanem
Fett statt. Des Weiteren werden Insulinresistenz vermittelnde Adipozytokine (z.B.
TNFa, Leptin, Resistin) vermindert ausgeschuttet, im Gegensatz zur vermehrten
Freisetzung des antiatherogenen und antidiabetischen Adiponektin [76]. Diese
Veranderungen fiihren zur Verbesserung der Insulinsensitivitit und der
Glukosetoleranz sowie zur Verbesserung der diabetischen Dyslipidaimie mit

Senkung der Triglyzeridspiegel und Anstieg des HDL-Cholesterols [78].

In braunem Fettgewebe, das auf Fettsdureabbau und Thermogenese
ausgerichtet ist, stimuliert PPARy das gewebespezifische und thermogenetische
Protein UCP-1 und andere adipozytenspezifische Gene [79]. Zusatzlich wird PPARy in
kardiovaskularem Gewebe (Herz, GefdaRe) exprimiert und vermittelt dort protektive
Effekte [80]. Antientziindliche Effekte werden durch Beeinflussung der Makrophagen
erreicht: zum einen wird die Infiltration ins Fettgewebe reduziert und zum anderen
wird eine Verschiebung des Gleichgewichts vom M1- zum antiinflammatorischen

M2-Phenotyp initiiert [81].

PPARS. Der Rezeptorsubtyp PPARS ist notwendig fiir die Entwicklung der
Plazenta und des Darms und deswegen in diesen Geweben auch hoch exprimiert.
Ansonsten ist er ubiquitar aber in niedrigen Konzentrationen vorhanden [63]. Seine
Funktion ist noch nicht vollstandig aufgeklart, jedoch scheint er nach bisherigen
Erkenntnissen eine Rolle im Fettsdurekatabolismus und der Thermogenese zu
spielen [82, 83]. Neueste Ergebnisse identifizieren PPARS als Schliisselregulator bei
der Fettverbrennung im Fett- und Muskelgewebe, was ihn zu einem hoffnungsvollen

target fir die Zukunft der Wirkstoffentwicklung macht [84].
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1.2.3 ENDOGENE/NATURLICHE PPAR-LIGANDEN

In der aktuellen Forschung werden PPARs als Lipidsensoren angesehen, die
erndahrungsbedingte Lipid- bzw. Fettsaurelevel in metabolische Aktivitdit umsetzen.
Das kann bei einer energiearmen Diat zu Fettsdureabbau und bei einer

energiereichen Erndhrung zu Fettspeicherung im Koérper fihren.

Als natirliche Liganden wurden sowohl gesadttigte als auch ungesattigte
Fettsdauren, Eicosanoide und Prostaglandine identifiziert (Abb. 9) [52, 85]. Gesattigte
Fettsauren wie Stearin- und Palmitinsaure binden vorwiegend an PPARa. Diese sind
jedoch eher schwache Liganden im Vergleich zu ungesattigten Fettsduren (z.B.
Linolsdaure, Arachidonsaure, Eicosapentaensaure), welche jedoch alle drei PPAR-
Subtypen im mikromolekularen Bereich binden. Exemplarische Vertreter der Klasse
der Eicosanoide, die als PPARa-Agonisten fungieren, sind 8(5)-HETE und LTB,. An
PPARy binden bevorzugt polyungesattigte Fettsauren und Eicosanoide wie z.B.
15-Desoxy-A"*'*-PGJ,, 9-HODE, 13-HODE und 8(S)-HETE. Eicosanoide sind
Metabolisierungsprodukte der Arachidonsdure, welche entweder durch Einwirkung
von Lipoxygenasen zu Leukotrienen (LT) und Hydroxyeicosatetraensauren (HETE)
oder durch Cyclooxygenasen zu Prostaglandinen (PG) umgewandelt werden [52, 86,
87]. 9-HODE wund 13-HODE (9/13-cis-Hydroxyoctadecadiensaure) sind zwei
pathophysiologisch oxidierte Metabolite der Linolsdure, welche als

Hauptbestandteile von oxidiertem Low-density Lipoprotein (oxLDL) identifiziert

wurden [88].
OH
_— CO,H _— — CO,H
Linolsaure Arachidonséaure 8(S)-HETE
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Abbildung 9. Beispiele natiirlicher PPAR Liganden.
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1.2.4 SYNTHETISCHE PPAR-LIGANDEN

PPARa-Liganden. Die Wirkstoffklasse der Fibrate kam schon in den 60er
Jahren als Lipidsenker zum Einsatz, lange bevor ihre Vertreter als PPARa-Agonisten
beschrieben wurden [46]. Wegen Nebenwirkungen des ersten Vertreters Clofibrat
(auBer Handel) werden heutzutage Bezafibrat, Fenofibrat und Gemfibrozil bei
Hypercholesterinamie und Hypertriglyzeridamie eingesetzt. Die Wirkformen sind die

freien Sdauren, welche z.T. als Prodrug-Ester in Abbildung 10 dargestellt sind.

(0] (0]
o5 Ho~en, 0 o5 Hon
H3C CH3 HSC CH3
Cl N
H
Clofibrat cl Bezafibrat
i QU
Cl (o) CH
oY % oY O HC" S0 NAloH
HSC CHS CH3 H3C CH3
(0]
Fenofibrat Gemfibrozil

Abbildung 10. Beispiele synthetischer PPARa-Liganden.

Clofibrat und Fenofibrat zeigen duale PPARa/y-Aktivitdt, jedoch mit einer 10-
15fachen PPARo-Selektivitat. Bezafibrat aktiviert alle drei PPAR-Subtypen in
vergleichbaren Konzentrationen und gehort somit eigentlich zur Klasse der pan-
Agonisten. Alle Wirkstoffe benodtigen wegen ihrer schwachen Aktivitdit hohe
Anwendungsdosen (300-1200mg/Tag) um einen klinischen Effekt zu erreichen [89].
GrolRe klinische Studien haben gezeigt, dass Fibrate das kardiovaskuldare Risiko
senken und ein Fortschreiten der Koronar-Atherosklerose verlangsamen, wodurch
insgesamt die Haufigkeit von Herzinfarktereignissen verringert wird [90]. Es gibt
neue potentere Wirkstoffe, welche allerdings noch in klinischen Entwicklungsphasen
stecken [91].
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PPARy-Liganden. Klinisch bei Diabetes Typ 2 eingesetzte und bis Mitte der
90er Jahre unbekannte PPARy-Liganden sind die Thiazolidindione (TZDs), auch
Glitazone genannt. Sie verbessern die Insulinsensitivitat in peripherem Gewebe und
der Leber. Troglitazon war der erste Insulinsensitizer auf dem Markt, wurde jedoch
wegen seiner Hepatotoxizitat wieder zuriickgezogen [92]. An seine Stelle traten
Rosiglitazon und Pioglitazon, die in vielen Landern entweder in Monotherapie oder
in Kombination mit Sulfonylharnstoffen oder Metformin fir die Behandlung von

Diabetes Typ 2 zugelassen sind.

Jedoch sind diese Wirkstoffe in ihrer Anwendung limitiert, da sie mit vielen
unerwinschten Nebenwirkungen einhergehen, wie z.B. Flussigkeitsretention,
Odeme und Gewichtszunahme. Wegen der entstehenden Odeme wird
moglicherweise das Risiko einer kongestiven Herzinsuffizienz bei Patienten erhoht
[93, 94]. Auch neueste Erkenntnisse verraten nichts Gutes Uber das
Nebenwirkungsprofil von Glitazonen: Rosiglitazon erhoht paradoxerweise das Risiko

eines Myokardinfarktes und das Todesrisiko durch kardiovaskulare Ursachen [95].

3 o] )=o
HO

CHs Troglitazon Rosiglitazon
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N @] 07 |
Pioglitazon

Abbildung 11. Strukturen von bekannten Glitazonen.

Weitere synthetische Verbindungen, welche an PPARy binden, sind auf
L-Tyrosin basierende Liganden [96], FMOC-L-Leucin [97] und verschiedene nicht-
steroidale Antiphlogistika [98]. Zum Teil dienen diese Strukturen als ldeengeber fir

neue, dringend bendétigte PPARy-Agonisten [99].
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PPARd-Liganden. Das Wissen liber PPARS hinkt den anderen Subtypen bislang
hinterher, da erst spat spezifische Agonisten gefunden wurden. Zurzeit gibt es nur
den Wirkstoff GW501516, der es bis in Phase Il der klinischen Studien geschafft hat
[100]. Seine Anwendungsgebiete werden die Dyslipidimie, Adipositas und
Insulinresistenz sein, wobei noch genauere Studien fiir die einzelnen Indikationen
notwendig sind. Bei den Nebenwirkungen gibt es leider Anzeichen dafir, dass die

generelle PPARS-Aktivierung karzinogene Effekte nach sich zieht [101].
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Abbildung 12. PPARS-Agonist GW501516 von GlaxoSmithKline in klinischer Studie Phase Il
[91].

1.2.5 PRINZIP DER PAN- UND DUAL-AGONISTEN

Von potenten Agonisten mit einer gemeinsamen Selektivitdit gegeniber
PPARa. und PPARy, auch duale PPARa/y-Agonisten genannt, wird ein signifikantes
Wirkpotential hinsichtlich antidiabetischer Effekte erwartet [102]. In den letzten 5
Jahren wurde eine Vielzahl an PPARa/y-aktiven Verbindungen entwickelt, die sich in
unterschiedlichen Phasen der klinischen Entwicklung befinden. AuRerdem wurden
auch duale PPARS/y-, PPARa/S- und pan-PPAR-Agonisten als Wirkstoffe entdeckt.

pan-Agonisten sind Liganden, die alle Rezeptorsubtypen gleichermaRen aktivieren.

Das Konzept der dualen PPARa/y-Aktivierung wurde bereits in einer Studie
vorgestellt, in der fettleibige Patienten mit Diabetes Typ 2 gleichzeitig mit
Rosiglitazon und Fenofibrat behandelt wurden. Die Komedikation verbesserte alle
metabolisch relevanten Werte von freien Fettsauren, Glykamie, Insulinresistenz und

Adiponektin [103].

Man erwartet nun von den neuen Wirkstoffen enorme synergistische Effekte,

um viele verschiedene Krankheitsparameter auf einmal zu verbessern. Doch trotz
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ihrer klinischen Effektivitat in Bezug auf metabolische Parameter treten sowohl
glitazondhnliche als auch karzinogene und toxische Nebenwirkungen in
Nagetierstudien auf, was zur Entwicklungseinstellung mancher Wirkstoffe fiihrte
(z.B. Muraglitazar, Tesaglitazar und Ragaglitazar). Die meisten PPARa/y-Agonisten
besalen volle agonistische PPARy-Aktivitdt mit einer hoheren Affinitat zu PPARy als
zu PPARa, was mit den unerwiinschten Nebenwirkungen assoziiert wurde. Um diese
Probleme in Zukunft zu umgehen, wurden duale PPARa/y-Liganden mit partiellem
PPARy-Agonismus entwickelt, die auf den vielversprechenden Ergebnissen der

selektiven PPARy-Modulatoren beruhen [91].

1.2.6 SELEKTIVE PPARY-MODULATOREN (SPPARYMs)

Das Konzept selektiver PPARy-Modulation entstand analog der Funktions-
weise selektiver Estrogenrezeptormodulatoren (SERM), welche auf der Grundlage
einer selektiven Rezeptor-Kofaktorinteraktion und Zielgenregulation beruht. SERMs
sind Substanzen (z.B. Tamoxifen und Raloxifen), die agonistische und
antagonistische Estrogenwirkungen entfalten und dabei gewebe-, zell- und
zielgenspezifische Effekte besitzen [104, 105]. Allgemein auch als nukledre
Hormonrezeptor-Modulatoren genannt, verdndern sie in Abhangigkeit ihrer
chemischen Struktur die NHR-LBD-Konformation derartig, dass nur selektiv
Kofaktoren gebunden werden [106]. Diese Substanzen aktivieren dann eine
Untergruppe der bekannten NHR-Zielgene, was zur Induktion ganz bestimmter NHR-
Funktionen in einem definierten Gewebe fihrt [107]. Durch Liganden-
strukturveranderungen kann somit selektiv eine bestimmte Gruppe von NHR-

Zielgenen zell- bzw. gewebespezifisch reguliert werden.

Ziel der Entwicklung von SPPARYMs ist die Verbesserung der therapeutischen
Wirksamkeit (Insulinsensitivitat, Anti-Dyslipidamie, Anti-Inflammation) unter
gleichzeitiger  Vermeidung der Nebenwirkungen wie Gewichtszunahme,
Flussigkeitsretention und Odeme, die bisher volle Agonisten aus der Gruppe der
Thiazolidindione hervorrufen [108]. Das SPPARyM-Konzept wurde durch die
Identifizierung von FMOC-L-Leucin als PPARy-Liganden bestatigt, welcher starke
insulinsensitivierende Effekte zeigte, ohne eine mit den Glitazonen vergleichbare

Adipogenese zu induzieren [97]. Dies resultierte aus einer unterschiedlichen
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Kofaktorrekrutierung der Koaktivatoren SRC-1 und TIF-2, wobei TIF-2 abge-
schwachter rekrutiert wurde. TIF-2 wurde als "adipogener" Koaktivator identifiziert
und wird in Zusammenhang mit PPARy-vermittelter Gewichtszunahme gebracht
[109]. Die mangelhafte TIF-2-PPARy-Bindung wird deshalb fiir eine abgeschwachte

Gewichtszunahme unter SPPARYM-Therapie verantwortlich gemacht.

Die Bindung der Koaktivatoren, welche mit dem Rezeptor liber spezielle NR-
Boxen interagieren, wird durch die Anderung der LBD-Konformation beeinflusst. Fiir
SPPARYyMs ist hier ein anderer Rezeptorbindungsmodus beschrieben als es fiir volle
Agonisten der Fall ist. Bei Rosiglitazon z.B. interagiert die Kopfgruppe, ein
Thiazolidindion, Gber H-Briicken mit mehreren Aminosauren (His323 und His449; in
rotem Kreis in Abb. 13). Insbesondere Tyr473 aus der AF-2 Domane (Helix 12) liegt
in einer moglichen H-Briickenbindungsdistanz [48]. Die H-Briickenbindungen sind
z.T. auch zwischen den Aminosduren vorhanden und bilden somit einen
stabilisierten Komplex. Dahingegen zeigt z.B. der neue SPPARyM2-Wirkstoff von
Merck Laboratories keine Interaktion mit Tyr473 aus der AF-2 (roter Kreis in Abb.
13), was zu einer Destablisierung der AF-2 fuhrt [110]. Er bildet vielmehr eine
H-Briickenbindung Uber seine Saurefunktion mit dem Stickstoff aus der Serin-
peptidbindung (Ser342, roter Pfeil in Abb. 13). Diese Interaktion lasst sich bei

Rosiglitazon nicht beobachten.

Abbildung 13. 3D-Darstellung der Rontgenkristallstruktur von der PPARy-LBD (blau) inklusive
AF-2 (griin) gebunden mit Rosiglitazon (A) bzw. SPPARYM2 (B).
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Im Detail ist dies nochmals in Abbildung 14 dargestellt.

Ser342

Abbildung 14. VergroRerte Darstellung der Liganden-LBD-Interaktion von Rosiglitazon (A)
bzw. SPPARYM2 (B). Bild wurde mit LigandScout 2.02 erstellt [111].

Demnach wird die unterschiedliche Stabilisierungsfahigkeit der vollen oder
partiellen PPARy-Agonisten mit der AF-2 dafiir verantwortlich gemacht, die Rezeptor-
Koaktivator-Interaktion zu beeinflussen und damit eine bestimmte Gentranskription

zu bewirken, die in pharmakologischen Effekten resultiert.



22 | Einleitung - Peroxisomen Proliferator-Aktivierte Rezeptoren

Eine Reihe von SPPARyMs befindet sich derzeitig in praklinischer und
klinischer Entwicklung (Abbildung 15) [91, 112].
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Abbildung 15. Strukturen von selektiven PPARy Modulatoren [97].

Neueste Untersuchungen konnten sogar noch andere, nicht fiir PPARy-
konzipierte, Wirkstoffe als SPPARyMs enthiillen. Die Wirkstoffklasse der Angiotensin
[l Rezeptor Typ 1 (AT )-Antagonisten, auch Sartane oder Angiotensinrezeptorblocker
genannt, ist schon seit Uber 10 Jahren in der Bluthochdruckbehandlung etabliert
[113, 114]. Ausgelost durch eine Studie, die im Jahre 2002 in Diabetes veroffentlicht
wurde und sich mit der Rolle des lokalen Renin-Angiotensin-System wahrend der
Adipozytendifferenzierung beschaftigte, wurden einige Sartane im diesem
Zusammenhang auf pleiotrope Effekte hin untersucht. Die Ergebnisse zeigten
moderate Potenzen (uM-Bereich) und partielle Eigenschaften hinsichtlich einer
PPARy-Aktivierung [115]. Als PPARy aktiv wurden folgende Sartane in steigender
Wirksamkeit identifiziert: Losartan < Irbesartan < Telmisartan. Weitere Resultate in
Bezug auf Kofaktorrekrutierung und Insulinsensitivitat lieRen insbesondere
Telmisartan als SPPARYM erkennen [116, 117].

e R dpyres
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Losartan Irbesartan Telmisartan

Abbildung 16. Sartane mit PPARy-Aktivitat.
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1.3 ZIELSETZUNG

Aus den Erkenntnissen und Vorarbeiten von Michael Schupp [115] entstand
die Idee, neuartige SPPARyMs zu entwickeln. Das Benzimidazolderivat Telmisartan
wurde als Leitstruktur ausgewahlt, da es die hochste Potenz der in Abbildung 16

dargestellten Sartane besitzt.

Ziel der vorliegenden Arbeit ist es zuerst die Strukturmerkmale von
Telmisartan zu identifizieren, welche fir die PPARy-Aktivierung ausschlaggebend
sind. Aus diesen Ergebnissen wird ein Grundgerist erstellt, das als essentiell fir die
Rezeptoraktivierung angesehen werden kann. Im Weiteren geht es um
Modifizierungen und Erweiterungen dieses Grundgeristes, die zur Entwicklung von
potenteren SPPARyMs fiihren sollen. Der Hauptbestandteil besteht aus der Synthese
von Verbindungen und deren pharmakologische Testung in etablierten in-vitro

Versuchsmodellen.

Zur genauen Untersuchung der Struktur-Wirkungsbeziehungen wurde das
Wirkstoffmolekil Telmisartan (nach IUPAC: 4'-[(1,4'-Dimethyl-2'-propyl[2,6'-bi-1H-
benz[dlimidazol]-1'-yl)methyl]-[1,1'-biphenyl]-2-carbonsaure) in vier Bereiche

untergliedert:

(I) Kernbereich, zentrales Benzimidazol
(Il) Position 1 des zentralen Benzimidazols
(lll) Position 2 des zentralen Benzimidazols

(IV) Position 6 des zentralen Benzimidazols

Abbildung 17. Einteilung von Telmisartan in vier Bereiche fiir die Struktur-Wirkungs-
Aufkldarung hinsichtlich PPARy
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PPARy Agonists: Benzimidazole Derivatives - Importance of Pos. 5 and 6, and
computational studies on the binding mode. ChemMedChem, 2009.
(Manuskript)

Die vollstandigen Publikationen und Manuskripte sind im Anhang an diese Arbeit zu

finden.
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2.1 SYNTHESE & STRUKTURAUFKLARUNG

Fur die Herstellung der Verbindungen wurden sowohl in der Literatur
beschriebene, im Arbeitskreis etablierte als auch eigens entwickelte Synthese-
vorschriften verwendet. Die Aufreinigung und Isolierung der Zwischen- und
Endprodukte wurde durch 2-Phasenextraktion, kieselgelbasierte Saulenchromato-
graphie und/oder Umkristallisation erreicht. Die Strukturaufklarung und
Reinheitsbestimmung erfolgte liber Methoden der instrumentellen Analytik wie z.B.
'"H-NMR-Spektroskopie, Massenspektrometrie, Infrarotspektroskopie und Elementar-
analyse (CHN).

Als ein Beispiel wird hier exemplarisch die Synthese von 4'-[(2-Propyl-1H-
benz[dlimidazol-1-yl)methyllbiphenyl-2-carbonsadure (4) in Abbildung 18 gezeigt.

HsCO Br CN

HaCO

NH2 HSCO N

o gy 28
NH, HCl konz., ||§|| NaH, DMF,

rt, 30min. 0°-rt, 5h

@N\)_/— @“g_/—

N CN —_ N CO,H
O KOH, H;0, Q
O Ethylenglykol, O
185°C, 6h 4

Abbildung 18. Syntheseschema von Verbindung 4.

Zur Synthese: Im ersten Schritt wird das 1,2-Phenylendiamin in
Buttersaureorthomethylester suspendiert und durch langsames Zutropfen von
konzentrierter Salzsdaure (36%) zur endothermen Reaktion gebracht. Durch
Ringschluss entsteht das 2-Propyl-1H-benz[d]imidazol. Fur die Einfihrung des
4'-(Brommethyl)biphenyl-2-carbonsaurenitrils wurde der Benzimidazolstickstoff
unter Verwendung von Natriumhydrid (NaH) in Dimethylformamid (DMF)
deprotoniert. AnschlieRend wurde das entstandene Nitril in Ethylenglykol mit
Kaliumhydroxid (KOH) bei 180-190°C zur Carbonsaure verseift.
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Benzimidazole mit einem freien Iminowasserstoff sind tautomere Systeme. Es
existiert ein schneller Austausch des Protons zwischen N-1 und N-3. Die zwei
moglichen tautomeren Formen der Benzimidazole sind identisch, wenn man eine
Symmetrieebene durch das Molekul legen kann. Die Substitution des
Iminowasserstoffes eliminiert die Moglichkeit der Tautomerie. Dies ist sowohl in
Position 1 als auch in Position 3 des Benzimidazolgeriistes moglich. Bei
unsymmetrischer Substitution des Benzimidazolrings werden daher bei der
N-Alkylierung immer zwei Regioisomere erhalten, auch Konstitutions- oder
Strukturisomere genannt. Im Falle der Verbindungen in Abbildung 19 wdren es

5- bzw. 6-substituierte Benzimidazolderivate.

BTCN
FesTab oS L

\©: >_/_ R/@:?_/_ CN

Abbildung 19. Synthese der 5- und 6-substituierten Benzimidazolverbindungen.

Die unsymmetrisch substituierten Benzimidazolderivate wurden entweder
Uber saulenchromatographische Trennung an Kieselgel oder durch fraktionierte
Kristallisation getrennt. Die Strukturaufklarung der verschiedenen Isomere erfolgte
uber 'H-NMR-NOE-Differenzierungsspektren. Durch sukzessive Einstrahlung von
Anregungsfrequenzen ausgewahlter Protonen (Spin-Entkopplung) und Auswertung
der dabei auftretenden Signalintensitaten zu raumlich benachbarten Protonen erhalt

man eine Aussage Uber die Konstitution des Isomers.
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Dies ist anhand der Verbindung 25-6 in Abbildung 20 gezeigt, worin ein NOE-
Differenzspektrum mit einer Einstrahlung bei 2248Hz bzw. 5.62ppm erstellt wurde.
Diese Frequenz bzw. Verschiebung entspricht der benzylischen CH -Gruppe am N-1
des Benzimidazols. Die sichtbaren Signale im positiven Intensitdtsbereiches sind die
benachbarten Protonen, welche mit der CH,-Gruppe in Resonanz treten. In diesem
Falle sind es Proton H-7 des Benzimidazols und die zwei Protonen des H_, -Systems

der Biphenylfunktion.

Br/@[:»_l{: CO,H
I HJV\

iy “_44_4”4%\'*&_‘ ,.Au(_J v — — o
H-7 o |

T T T T T T T T T T T | T T
7.6 .4 2 7.0 6.8 6.6 6.4 6.2 6.0 58 (3 5

Abbildung 20. NOE-Differenzspektrum von Verbindung 25-6 in [DG]DMSO (400K),
Einstrahlfrequenz v = 2248Hz (5.618ppm).

Zur Kontrolle wurde die Rickkopplung von H-7 zur CH,-Gruppe untersucht
(Abb. 21). In diesem Falle wurde bei einer Frequenz von 3135Hz eingestrahlt. Man
sieht deutlich die Resonanz der CH_ -Protonen bei 5.618ppm und sogar der beiden

Protonen H, des Biphenylringsystems bei ca. 7.2ppm.

N

A

Br/[;[N Ha  copH
L epo

Abbildung 21. NOE-Differenzspektrum von Verbindung 25-6 in [DG]DMSO (400K),
Einstrahlfrequenz v, =3135Hz (7.836ppm).
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2.2 SYNTHETISIERTE VERBINDUNGEN
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Abbildung 22. Uberblick liber alle synthetisierten Substanzen.
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Da in der Literatur bisher noch keine Struktur-Wirkungsbeziehungen in Bezug
auf PPARy von Telmisartan oder dhnlichen Strukturen beschrieben wurden, musste

das Molekul von Grund auf untersucht werden.

Abbildung 22 gibt einen kompletten Uberblick tber alle synthetisierten
Substanzen. Zu Beginn, angefangen mit Verbindung 1 und der Biphenyl-2-
carbonsaure (BPA), wurde das zentrale 4-Methyl-2-propylbenzimidazol untersucht,
welches in den Verbindungen 2-5 sukzessive aufgebaut wurde (Gruppe I). Dann
wurde in Gruppe Il die Biphenyl-2-carbonsdure-Struktur in Position 2 des
Benzimidazols verdandert, um dessen Relevanz zu prifen. Zuvor gab es durch die
Untersuchung verschiedener Sartane auf PPARy-Aktivierung von Schupp et al.
Hinweise darauf, dass das Biphenylringsystem einen entscheidenden Einfluss auf die
Rezeptoraktivitait hat, da Eprosartan mit einer einfachen p-Benzoesdure als
Substituent keinen Effekt ausloste [115]. Eine weitere strukturelle Ableitung (6)
ergab sich z.B. von Irbesartan, dessen Biphenyl anstelle einer Carbonsaurefunktion
dessen Bioisoster Tetrazol besaR. Der Vergleich der Substanzen 4, 6 und 9 erlaubte
somit einen Rickschluss auf die PPARy-Aktivitat der verschiedenen Sartane (Abb.
23).
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Abbildung 23. Strukturableitungen I.
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Bei den Substanzen in Gruppe lll stand die Position 2 des Benzimidazols im
Fokus der Erforschung. Ausgehend von der 4'-[(1H-Benz[d]imidazol-1-
yl)methyl]lbiphenyl-2-carbonsaure (10) wurden dort verschieden lange Alkylketten
von Methyl (11), Ethyl (12), Propyl (4), Butyl (13), isoButyl (14) und tert-Butyl (15) bis

hin zu volumindsen Phenylderivaten (16-21) substituiert.

Des Weiteren wurden verschiedene Reste in Position 5 und 6 des
Benzimidazols eingefiihrt, um die Rolle des zweiten Benzimidazols von Telmisartan
aufzukldren und essentielle Strukturmerkmale fir die PPARy-Aktivierung zu finden
(Gruppe IV). Zum einen wurde das zweite Benzimidazol in Position 5 und 6 des
zentralen Benzimidazols mit (30-5/6) und ohne (29-5/6) Methyl Gruppe am
Stickstoff untersucht. Zum anderen wurden funktionelle Gruppen in Position 5 und 6
eingefligt, die sich an Losartan und dessen Metaboliten anlehnen (Abb. 24), da es
Erkenntnisse Uber eine PPARy-Aktivierung von EXP3179 gab [118]. Dies fiihrte zu
Uberlegungen iiber H-Briicken-Donor/-Akzeptor-Funktionen in diesen Positionen.
Die Hydroxymethyl- und Aldehydfunktion der Verbindungen 23-5/6 und 24-5/6
wurden in 26-5/6 und 27-5/6 mit einem Phenylrest erweitert, um die lipophilen
Eigenschaften dhnlich dem zweiten Benzimidazol zu erhéhen. Um den Einfluss der

Lipophilieerhéhung ging es auch bei der Substanzreihe 25-5/6, 28 und 31.

Cl N

Cl cl
N N N N N
‘)—/_/N NH | ‘)—/_/'?" NH | ‘)—/_/’?" NH
HO\I OJ cyp2co O N N=

Losartan EXP3179 EXP3174

@ @

24-6 236

Abbildung 24. Strukturableitungen II.
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2.3 ERGEBNISSE & DISKUSSION

Alle Wirkstoffe wurden sowohl in einem Adipozyten-Differenzierungs-Assay
als auch in einem Luziferase-Aktivitats-Assay getestet. Die Testresultate waren in
beiden Versuchsreihen einheitlich. Die Systeme sind etablierte Untersuchungs-

methoden, um eine Rezeptorinteraktion inkl. Aktivierung festzustellen.

Die Ergebnisse fir die Substanzen aus Gruppe | und Il ergaben, dass das
Grundgerist 4'-[(2-Propyl-1 H-benzimidazol-1-yl)methyllbiphenyl-2-carbonsdure
elementar wichtig fiir die Rezeptoraktivierung ist. Wenn man Verbindung 4 und 5
vergleicht, konnte man schon Hinweise lber einen Einfluss der Methylgruppe in

Position 4 des Benzimidazols auf eine partielle Aktivierung erhalten.

Mit der Testung der Verbindungen in Gruppe Ill wurde deutlich, dass die
Position 2 des Benzimidazols einen entscheidenden Einfluss sowohl auf die Aktivitat
als auch auf die Potenz besitzt. Eine Kettenlange von mindestens 2 C-Atomen (Ethyl)
ist flr eine Aktivierung zwingend notwendig. Mit der Substitution eines Phenylethyl-,
Phenyl- bzw. 4-Methoxyphenylrestes in dieser Position wurden mit 16, 17 und 21
die potentesten Verbindungen in dieser Gruppe erzielt. Alle drei EC_-Werte lagen im
Bereich von 0.3uyM, was eine 10fach stdarkere Aktivierung im Vergleich zu
Telmisartan (3.4pM) bedeutet. Neben der Erhéhung der Potenz wurde jedoch auch
die Aktivitat verstarkt, was einen Verlust des partiellen Agonismus von Telmisartan
bedeutete. Ob dies jedoch positiv oder negativ zu bewerten ist, ldsst sich mit diesen

Testergebnissen noch nicht beurteilen.

Die Untersuchung der Positionen 5 und 6 lieferten auch einige interessante
Ergebnisse (Gruppe IV). Mit den Verbindungen 22-5/6 bis 24-5/6 wurde bestatigt,
dass die Aldehydgruppe wie bei EXP3179 fiur die Aktivierung des Rezeptors
entscheidend ist. Sowohl die Hydroxymethyl- als auch die Carboxylfunktion
verringerten die Wirkung im Vergleich zum Aldehyd. Daraus lasst sich
schlussfolgern, dass in der Ndahe der Position 5 und 6 eine Protonenakzeptor-
funktion sinnvoll ist und eine Protonendonorfunktion eher stérend wirkt. Dies ldsst
sich auch bei dem Vergleich von 29-5/6 mit 30-5/6 beobachten. Die N-Methyl-

verbindung ist jeweils wirksamer als die NH-Verbindung.



Darstellung der Arbeit - Ergebnisse & Diskussion | 33

Zudem zeigen sich bei diesen vier Substanzen deutliche Unterschiede
zwischen der 5- und 6-Substitution. Da bei einem Substitutionswechsel von 6 zu 5
eine Wirkverminderung zu beobachten ist, kann man behaupten, dass Position 6

gegenuber der Position 5 zu bevorzugen ist.

Eine wichtige Rolle scheint auch auf dieser Seite des Molekils die Lipophilie
zu spielen: zum einen deutlich zu sehen, wenn man 23-5/6 mit 26-5/6 und 24-5/6
mit 27-5/6 vergleicht. Zum anderen ist im Vergleich zum unsubstituierten Wirkstoff
4 sowohl die Potenz als auch die Aktivitat bei 25-5/6, 28 und 31 erhoht.

Ein weiterer Vergleich von 30-6 mit Telmisartan, ldasst wie schon zuvor bei
den Verbindungen 4 und 5 den Schluss zu, dass die in Position 4 stdandige

Methylgruppe zu einer partiellen Rezeptoraktivierung fuhrt.

Zusammenfassung der Ergebnisse:

Methylgruppe
flhrt zu einer
verminderten Aktivitat:
partieller Agonismus?

Sdure- oder Tetrazol-
gruppe erhohen leicht
| die Aktivitat

Methylgruppe Mindestvoraussetzung
erhoht Aktivitat flr Aktivierung

Abbildung 25. Zusammenfassung der Struktur-Wirkungsbeziehungen von
Telmisartan in Bezug auf PPARy.
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2.4 AUSBLICK

Die Ergebnisse bieten eine erste Grundlage fiir das Verstindnis von der
Wechselwirkung Telmisartans mit dem PPARy. Dennoch sind noch weitere
Untersuchungen notwendig, um die genaue Interaktion zu verstehen. Dabei kénnte
eine Rontgenkristallstrukturanalyse des PPARy-Telmisartan-Komplexes helfen und
viele Fragen beantworten: z.B. wie genau sieht die Interaktion mit der AF-2 Domadne
aus? Wie viel Raum bietet die Rezeptortasche fiir die einzelnen untersuchten
Bereiche (z.B. Position 2 des Benzimidazols)? Bisher gibt es nur ein errechnetes 3D-
Modell der Rezeptorbindung (docking study) [117] (Abb. 26).

Abbildung 26. (A) Telmisartan-PPARy-LBD-Docking-Studie. (B) Uberlagerung des linken
Modells mit der Rosiglitazon-PPARy-LBD-Réntgenkristallstruktur [117].

Dieses Modell bleibt unserer Meinung nach sehr fragwirdig, da die
verglichenen Strukturen (GW0072 [119], Rosiglitazon [48]) wenig mit derjenigen des
Telmisartans vereinen (Abb. 27). Auch die Bindungsmodi zwischen Rosiglitazon-
PPARy und GWO0072-PPARy sind extrem unterschiedlich, da Rosiglitazon eine starke
Wechselwirkung mit der AF-2 (ber H-Brickenbindungen, insbesondere der
Aminosaure Tyrosin (Y473) besitzt, wahrend GW0072 als partieller Agonist mit der
Aminosaure Serin (§342) eine H-Briickenbindung eingeht (Abb. 26).
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Abbildung 27. Strukturvergleich von GW0072, Rosiglitazon und Telmisartan.

Des Weiteren ware eine molekulare Charakterisierung der synthetisierten
Verbindungen von Interesse, wie z.B. unterschiedliche Zielgenexpression und
bestimmte Kofaktorrekrutierung. Man koénnte sich genau anschauen, ob ein fine-
tuning der Rezeptorkonformation und somit der Kofaktorbindung durch

verschiedene funktionelle Gruppen und Reste moglich ist.

Da die Leitstruktur Telmisartan ein optimierter AT -Rezeptorantagonist ist,
wdre es weiterhin interessant, die Verbindungen auf ihre eventuell verbliebene
Fahigkeit der AT -Rezeptorblockade zu testen. Die Kombination mit einem PPARy-
Agonismus wirde Wirkstoffe ermoglichen, die im metabolischen Syndrom einen
wichtigen Stellenwert bekamen. Der Ansatz dieses dualen Wirkprinzips ist auch

schon Thema industrieller Forschung [120, 121].
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3 ZUSAMMENFASSUNG/ABSTRACT

Zusammenfassung

Seit Mitte der neunziger Jahre werden Angiotensin-ll-Rezeptor Typ 1 (AT)-
Antagonisten, auch Sartane genannt, als neue Wirkstoffklasse in der Behandlung
von Bluthochdruck eingesetzt. Es konnte gezeigt werden, dass AT -Antagonisten
positive Effekte auf eine Insulinresistenz haben. Die zugrunde liegenden,
molekularen Mechanismen dieser Prozesse sind jedoch weitgehend unbekannt.
Einige Sartane zeigten pleiotrope Effekte bei in-vitro Untersuchungen in
Adipozytendifferenzierung. Es konnte eine agonistische Aktivitdit am Peroxisomen
Proliferator-Aktivierten Rezeptor gamma (PPARy) festgestellt werden. PPARy ist ein
nuklearer Hormonrezeptor, dessen Funktion als transkriptioneller Regulator eine
bedeutende Rolle im Lipid- und Glukosestoffwechsel spielt. Aktiviert durch
synthetische Liganden wie Thiazolidindione, auch Glitazone genannt, verbessert

PPARy die Insulinsensitivitat.

Der Wirkstoff Telmisartan (IUPAC-Name: 4'-[(1,4'-Dimethyl-2'-propyl[2,6'-bi-
1 H-benz[dlimidazol]-1'-yl)methyl]-[1,1'-biphenyl]-2-carbonsadure) zeigte sich unter
den Sartanen als potentester PPARy-Ligand mit partiell agonistischen Eigenschaften,
aus welchem Grund er flur diese Arbeit als Leitstruktur fir die Entwicklung
neuartiger PPARy-Agonisten ausgewahlt wurde. Diese neue Wirkstoffgruppe wird
nach dem Prinzip der selektiven Estrogenrezeptormodulatoren als selektive PPARy-
Modulatoren (SPPARyMs) bezeichnet. lhnen wird bei gleicher Wirksamkeit ein
verbessertes Nebenwirkungsprofil im Vergleich zu den vollen Agonisten, den

Glitazonen, zugeschrieben.

Im Mittelpunkt dieser Arbeit standen die Synthese von Verbindungen und
deren pharmakologische Untersuchung in etablierten in-vitro Versuchsmodellen.
Zundchst wurde eine Struktur-Wirkungs-Untersuchung von Telmisartan-fragmenten
durchgefiihrt, um relevante Strukturmerkmale zu identifizieren, welche fir die
PPARy-Aktivierung ausschlaggebend sind. Dafiir wurde das Wirkstoffmolekul in vier
Bereiche untergliedert: das zentrale Benzimidazol und die verschiedenen Reste in

Position 1, 2 und 6.
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Aus diesen ersten Ergebnissen wurde ein Grundgerust (4'-[(2-Propyl-1H-
benzimidazol-1-yl)methyl]lbiphenyl-2-carbonsdure) erstellt, das als essentiell fir die
Rezeptoraktivierung angesehen werden kann. AnschlieRend wurden
Modifizierungen und Erweiterungen dieses Grundgeriistes an den genannten
Positionen durchgefiihrt. Als besonders wichtig fiir die PPARy-Aktivierung wurde die
Position 2 identifiziert. Der Methylgruppe in Position 4 wird ein positiver Einfluss
hingehend einer partiellen Rezeptoraktivitat zugeschrieben. Veranderungen an den
Positionen 5 und 6 ergaben eine erhohte Wirksamkeit auf Seiten der 6-substituierten
Verbindungen. Neben der Beobachtung, dass lipophile Reste in Position 5 und 6 fir
eine Potenzerhohung sorgten, zeigte an diesen Positionen ein H-Brickenakzeptor

eine hohere Wirksamkeit als ein H-Briickendonor.

Die Ergebnisse dieser Arbeit bieten eine Grundlage fur zukiinftige SPPARyM-
Wirkstoffentwicklung, die in der Behandlung des metabolischen Syndroms einen

wichtigen Stellenwert erhalten kénnen.
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Abstract

Since the mid of 1990's angiotensin-ll-receptor type 1 (AT ) antagonists, also
known as sartans, are used for treatment of hypertension. They have been shown to
exhibit positive effects on the state of insulin resistance. However, the underlying
molecular mechanism of this process is widley unknown. A subgroup of sartans
demonstrate pleiotropic effects in in-vitro assays like adipocyte differentiation. They
could be identified as Peroxisome Proliferator-Activated Receptor gamma (PPARy)
agonists. PPARy is a nuclear hormone receptor, which plays a central role in lipid-
and glucose homeostasis. Activated by synthetic ligands like thiazolidindiones, also

known as glitazones, PPARy improves insulin sensitivity.

The compound telmisartan (IUPAC name: 4'-[(1,4"-Dimethyl-2'-propyl[2,6'-bi-
1 H-benzo[d]imidazole]-1"-yl)methyl]-[1,1'-biphenyl]-2-carboxylic acid) was identified
as the most potent PPARy activating sartan with partial agonistic activity, for which
reason it was chosen as lead structure for development of novel PPARy-ligands. This
new class of compounds is termed analogously to the concept of selective estrogen
receptor modulators as selective PPARy modulators. They are considered as
compounds with an improved side effect profile, compared to full agonists like

glitazones, and maintenance of their clinical efficacy.

The focus of this work was the synthesis of compounds and their
pharmacological testing in established in-vitro assays. Initially, several fragments of
telmisartan are investigated, to identify the structural components with relevant
PPARy activity. Thus, the molecule was partitioned into four sections: the central

benzimidazole and its different moieties in position 1, 2 and 6.

From the first results a basic scaffold (4'-[(2-Propyl-1H-benzo[d]imidazole-1-
yl)methyl]lbiphenyl-2-carboxylic acid) was created, which was considered as the most
essential structure for receptor activity. This was followed by modifications and
extensions on above mentioned positions. Results showed a high impact of position
2 on PPARy activation. The methyl group in position 4 positively influenced receptor
activity towards partial agonism. Introducing lipophilic moieties at position 5 and 6

increased efficacy, meanwhile a shift of the moieties from position 6 to 5 led to a



40 | Zusammenfassung/Abstract

diminished activity. Further studies showed a preference of an H-bond acceptor to

an H-bond donor at these positions.

The data obtained in this structure activity relationship study provide the
basis for the development of new SPPARyMs, which could be used for the treatment

of the metabolic syndrome in the future.
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