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1 7

The invention relates to R R
novel compounds of general
formula (1) in which n represents CH3
a whole number ranging from
1 to 20; each RI? independently
represents a hydrogen atom or an
alkyl radical; R! is selected from an
oxygen atom, from a sulfur atom
or from the groups NR2, NOR? and
N-NR2R3; R7 represents a radical CHSO N \O
—OH, ORY, ~OC(O)R9, -OC(S)R?,
—~OC(O)NHR?, —~OC(S)NHR?
or O(CHR!2),R10, and; RIO
represents a radical -NHR2
_NR2R3, -C(O)OR2, -C(S)OR2,
~C(O)NR2R3, -CN, NR2C(O)NR2R3, ~OC(O)NR2R3, -NR2C(S)NR2R3, ~OC(S)NR2R3 or C(O)NHR!!, The inventive compounds are
capable of influencing the regeneration of neural tissue. The invention also relates to pharmaceutical compositions containing compounds
of this type and to the use thereof for treating defective neural tissue.

(1

|
(CHR12)n__R1o

(57) Zusammenfassung

Beschrieben werden neue Verbindungen der allgemeinen Formel (1), in der n eine ganze Zahl von 1 bis 20 bedeutet, jedes R12
unabhiingig ein Wasserstoffatom oder einen Alkylrest bedeutet, R! aus einem Sauerstoffatom, einem Schwefelatom oder den Gruppen
NR2, NOR? und N-NRZR3 ausgewihlt wird, R7 einen Rest ~OH, OR%, -OC(O)R%, -OC(S)RY, -OC(O)NHR®, ~OC(S)NHR? oder
O(CHR12),R10 darstellt, und R0 einen Rest -NHRZ, -NR2R3, ~C(0)OR2, —-C(S)OR?2, ~C(O)NR?R3, -CN, NR2C(O)NR?R3, ~OC(O)NRZR3,
~NR2C(S)NR2R3, ~OC(S)N R2R3 oder C(O)NHR!! darstellt, die in der Lage sind, die Regeneration von Nervengewebe zu beeinflussen,
ebenso wie pharmazeutische Zusammensetzungen, die solche Verbindungen enthalten, und deren Anwendung zur Behandlung von defektem
Nervengewebe.
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Cycloheximid-Derivate, die die Regeneration von

Nervengewebe beeinflussen
Beschreibung

Die vorliegende Erfindung betrifft neue Cycloheximid-Derivate und pharmakolo-
gisch vertragliche Salze davon, die die Regeneration von Nervengewebe bei S&u-
getieren beeinflussen, sowie pharmazeutische Zusammensetzungen die solche
Verbindungen enthalten. Die Erfindung betrifft ferner die Verwendung der vorge-
nannten Verbindungen zur Herstellung von Arzneimitteln zur Behandlung von be-

schadigten Nervenzellen.

Um Nervenwachstumsfaktoren zu finden besteht eine der Strategien darin, die
Prozesse zu beschreiben, die wahrend des Wachstums von Nervenzellgewebe
ablaufen. Insbesondere wird versucht die teilnehmenden Stoffe (Faktoren, Re-
zeptoren) molekular zu charakterisieren. Darauf aufbauend wird in entsprechen-
den Nervenzellwachstumstests untersucht ob Konzentrationsverénderungen die-
ser Stoffe mit Nervenzellwachstum einher geht. So wurde z.B. fiir Nervenwachs-
tumsfaktor NGF (Hutsai, J. Neurosc. Res. 39 (1994), 634-645) und seine mogli-
chen Rezeptoren trka und p75(NGFR) (Maeda, Molekular Brain Research 37
(1996), 166-174), als auch fur das Neuropeptid Galanin und ein vasoaktives inte-
stinales peptid (VIP) (Kiimaschewski, Neurosc. Letter 195 (1995), 133-136) eine
solche Beziehung gefunden. Ein Einflul auf die Nervenzellgeweberegeneration
(maximal etwa 10%) konnte im PC12-Zell-Modeli nur fiir VIP, nicht aber fur Gala-
nin gefunden werden. Auch fir die Verbindung Veratrylguanidinmethansulfonat

(VGT) konnte eine Stimulation der Regeneration von defekten Nervengewebe
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nachgewiesen werden. Der Effekt war vergleichbar mit der Wirkung von NGF (Be-
cherer, Neurochem. Int. 26 (1995), 245-254).

Zu einem neuen Ansatz in der Suche nach Nervenzellwachstumsfaktoren fihrte
die Entdeckung, daRk die Konzentrationen von FKBP12 mRNA nach Lasionen von
Nervengewebe sehr stark erhoht sind (Lyons, J. Neurosc. 15 (1995), 2985-2994),
und daR die Gabe von FKBP12-Inhibitoren die bisher bekannten NGF-Effekte um
eine Faktor von etwa 100 erhdht. Da FKBP12-Inhibitoren wie FK506, und seine
therapeutischen Effekte, insbesondere seine Nebenwirkungen umfangreich be-
kannt waren, fiihrte diese Entdeckung zur Suche nach FKBP12-Inhibitoren, von
denen therapeutisch nutzbare Nervenregenerationseffekie ausgehen, die aber
nicht die nachteiligen Nebenwirkungen der bekannten FKBP12-Inhibitoren aufwei-
sen. Eine Ubersicht tiber solche bekannten Inhibitoren ist z.B. in Hamilton G.S.
and Steiner, J.P. Current Pharmac. Design 3 (1997), 405-428 zusammenfassend
dargestellt.

Der vorliegenden Erfindung liegt somit die Aufgabe zugrunde, Verbindungen zur
Verfiigung zu stellen, die fur die Therapie von Nervendegenerationskrankheiten
verwendet werden kénnen, ohne daR toxische Nebenwirkungen in Zellen, insbe-

sondere beim Menschen verursacht werden.

Diese Aufgabe wird durch die Bereitstellung der in den Patenansprichen gekenn-

zeichneten Ausflihrungsformen geldst.

Somit betrifft die vorliegende Erfindung ein Cycloheximid-Derivat der aligemeinen
Formel (1):



WO 00/26188 PCT/EP99/08267

3
1
R R
CHs
CHs N
0 T\O
(CHR1Z), — R0

in der

n eine ganze Zahl von 1 bis 20 bedeutet,

jedes R'? unabhéngig ein Wasserstoffatom oder einen Alkylrest bedeutet,

R' aus einem Sauerstoffatom, einem Schwefelatom oder den Gruppen NR?, NOR?
und N-NR?R® ausgewahlt wird, wobei

R? und R® unabhangig voneinander ein Wasserstoffatom, CH,, einen Aralkyirest,
einen gegebenenfalls ein- oder mehrfach mit R® oder R* substituierten Cycloalkyl-
oder Arylrest, einen gegebenenfalls ein- oder mehrfach mit R® oder R™ substitu-
ierten Heterocycloalkyl- oder Heteroarylrest, bei denen ein oder mehrere Kohlen-
stoffatome im Ring durch O, S oder NR® ersetzt sind oder einen Rest —~A-X-B dar-
stellen, oder

R? und R® zusammen einen Alkylrest darstellen, der mit dem Stickstoffatom, an
das sie gebunden sind, einen 3- bis 5-gliedrigen Ring bilden, der gegebenenfalls
einen oder mehrere Substituenten R° aufweist, wobei gegebenenfalls ein oder
mehrere Kohlenstoffe des Alkylenrestes durch —O-, -S-, -NR®-, Cycloalkylen, He-
terocycloalkylen, Arylen oder Heteroarylen ersetzt sind, wobei

R’ ein Wasserstoffatom, einen Alkylrest oder einen Arylrest darstellt,

R® fur Alkyl, Aryl, OR®, C(O)OR®, CN oder ein Halogenatom steht und R® wie vor-
stehend definiert ist, A einen Alkylenrest und B einen Alkylrest darstellt,

X fur —O-, -S-, -NR®-, Cycloalkylen, Heterocycloalkyien, Arylen, Heteroarylen oder

eine Einfachbindung steht und R® wie vorstehend definiert ist,
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R’ einen Rest -OH, -OR?, -OC(0O)R?, -OC(S)R®, -OC(O)NHR?, -OC(S)NHR® oder —
O(CHR™),R" darstellt, wobei

R? einen gegebenenfalls ein- oder mehrfach mit R® substituiertes Aryl- oder He-
teroarylrest, bei dem ein oder mehrere Kohlenstoffatome im Ring durch O, S oder
NRS® ersetzt sind, oder einen Rest —A-X-B darstellt, wobei A, B, X, R® und R® wie
vorstehend definiert sind, und

R einen Rest -NHR?, -NR?R?, -C(O)OR? -C(S)OR? -C(ONR’R® -CN, -
NR2C(O)NRZR?, -OC(O)NR?R?, -NR’C(S)NR?R?, -OC(S)N R?R® oder -C(O)NHR"
darstellt, wobei R? und R® wie vorstehend definiert sind und

R" fiir einen Aminosaurerest oder Oligopeptidrest steht,

oder ein pharmazeutisch vertragliches Salz davon.

Die vorliegende Erfindung beruht auf dem Uberraschenden Befund, dafd der Wirk-
stoff Cycloheximid (CHX) und von diesem Wirkstoff abgeleitete Derivate die Pepti-
dylprolyl cis/trans Isomerase Aktivitat von Peptidylprolyl cis/trans Isomerasen
(PPlasen) vom FK506-bindenden Typ (FKBPs) hemmen kénnen und auf dem
{iberraschenden Befund, dal diese Derivate im Vergleich zu Cycloheximid nur
geringe Toxizitat gegeniiber eukaryotischen Zellinien aufweisen. Diese Verbindun-
gen kénnen daher als Therapeutika zur Regeneration von Nervengewebe bei

Saugetieren, insbesondere beim Menschen genutzt werden.

Der Begriff "Peptidylprolyl cisfrans Isomerasen” (PPlasen, EC 5.2.1.8) bezieht
sich auf eine Gruppe von Enzymen, welche die Interkonversion von cis und frans
Isomeren von Peptidylprolylbindungen katalysieren kénnen. Entdeckt wurden die-
se Enzyme urspriinglich als Katalysatoren dieser Interkonversion in Oligopeptid-
substraten”. Die Einteilung dieser Enzyme erfolgt vorwiegend mittels Aminosé&ure-
Sequenzvergleichen aber auch entsprechend ihrer Inhibierbarkeit mit nieder-
molekularen Inhibitoren?. So werden die als Cyclophiline bezeichneten PPlasen
durch den Wirkstoff Cyclosporin A (CsA) und die unter dem Begriff FKBPs zu-
sammengefalten PPlasen durch den Wirkstoff FK506 inhibiert.
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Beide Wirkstoffe zeigen immunsuppressive Eigenschaften®. Verschiedene Unter-
suchungen belegen, daft die immunsuppressiven Eigenschaften dieser Wirkstoffe
uber die Bildung ternérer Komplexe zwischen PPlase, ihrem Inhibitor und weiteren
Partnern erreicht wird. So kdnnen sowoh! der Enzym-Inhibitor-Komplex FKBP12-
FK506, als auch der Komplex Cyclophilin-CsA an Calcineurin, eine Proteinphos-
phatase binden und so die Signalkaskade, die zur T-Zell-vermittelten Proliferation
fiuhren kann, inhibieren. In dhnlicher Weise kann der Komplex aus FKBP12 und
dem PPlase-Inhibitor Rapamycin mit dem RAFT1/FRAP Protein wechselwirken
und so die Signalkaskade des IL-2 Rezeptors inhibieren.

Neben diesen immunsuppressiven Eigenschaften sind auch Wirkungen fur PPla-
se-Inhibitoren bekannt, die zur Regeneration beeintrachtigter Nervenzellen flhren
kénnen®. Daneben wurde der Effekt der Unterdrlickung der durch FKBP12 ver-
mittelten Hemmung der Autophosphorilierung des EGF-Rezeptors durch FKBP12-
Inhibitoren wie Rapamycin und FK506 beschrieben®. FKBP12 bzw. FKBP12.6
modulieren den Kalzium-Ausstrom durch multiple intrazellulare Kalzium-Kanéle,
wie den tetrameren Ryanodin-Rezeptoren der Skelettmuskel- bzw. Herzmuskel-
~sellen. Abdissoziation des rezeptorgebundenen FKBPs durch FKBP12-Inhibitoren,
2 B. die Wirkstoffe FK506 und Rapamycin, fithrt zur Destabilisierung der Kalzium-

Kanale?.

Die Peptidylprolyl cis/trans |somerase Aktivitat kann (a) sehr einfach mittels iso-
merspezifischer Proteolyse mittels fur den Assay geeigneter isomerspezifischer
Proteasen und geeigneter, eine Peptidylprolyl — Bindung enthaltener Substrate
nachgewiesen werden®, wie dies im Ausfihrungsbeispiel (2) beschrieben wird.

Der Nachweis dieser Aktivitat kann aber auch mittels anderer Verfahren, wie z.B.
(b) mittels isomerspezifischer, spektroskopischer Unterschiede” oder (c) anhand
der Katalyse der Renataurierung geeigneter Proteine®, oder (d) durch Beobachten
der unterschiedlichen isomerspezifischen Mobilitat®, aber z.B. auch anhand der (e)
isomerspezifischen chemischen Verschiebung bei Anwendung der magnetischen

Kernresonanzspektroskopie (NMR)'®, gefuhrt werden.
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Wenn der Zusatz von Wirkstoffen zu einem der oben aufgefiihrten Tests zu einer
Verminderung der durch PPlase katalysierten Reaktionsgeschwindigkeit fihrt,
werden diese Wirkstoffe als PPlase-Inhibitoren bezeichnet, wie dies im Ausfuh-
rungsbeispiel (2) exemplarisch gezeigt wird. Durch Variation der fur den jeweiligen
Assay eingesetzten PPlase kann die PPlase-Spezifitat des Inhibitors beurteilt
werden. Die Inhibitorkonzentration, welche die PPlase-vermittelte Katalyse um
50% inhibiert, wird als IC,,-Wert bezeichnet. Inhibierungskonstanten (K-Werte)
werden mittels Ublicher Methoden' ermittelt.

Zu den Wirkstoffen, welche diese PPlase-Aktivitat in mindestens einer der oben
aufgefiihrten Nachweismethoden vermindern konnen, gehoren die Wirkstoffe Cy-
closporin A, FK506 und Rapamycin'®. Dabei inhibieren die Wirkstoffe FK506 und
Rapamycin PPlasen, die zu den FKBPs gez&hlt werden. Wahrend die Familie der
FKBPs durch das Vermdgen charakterisiert wird, FK506 bzw. Rapamycin spezi-
fisch zu binden, gibt es auch Vertreter von FKBPs, die entsprechend ihrer Ami-
nosauresequenzhomologie zu den FKBPs gezahlt werden, aber nur eine geringe
Affinitat zu diesen Wirkstoffen aufweisen. Bisher war unbekannt, das Cycioheximid
oder eines seiner Derivate, deren Darstellung exemplarisch in Ausfiihrungsbeispiel

(1) beschrieben wird, PPlasen vom FKBP-Typ inhibieren kdénnen.

Cycloheximid (4-[2-(3,5-Dimethyl-2-oxocyclohexyl)-2-hydroxy—ethyl]—2,6-piperidin-
dion: Molekulargewicht: 281,34; Schmelzpunkt: 119-121°) wurde 1947 als Be-
gleiter des Streptomycins aus Streptomyces griseus isoliert. Es wirkt in starker
Verdiinnung gegen viele Hefen, pilzbedingte Hautkrankheiten u. parasitare Pilze,
wie z.B. Erreger der Braunfleckigkeit von Pfirsichen, Blattflecken von Kirschen
usw., weniger gegen Bakterien'®. Nach Jackson'™ und anderen hemmt Cyclohe-
ximid die Protein-Biosynthese und wirkt auf Eukaryoten toxisch'™. Cycloheximid
findet Verwendung als Fungizid im Obstbau. Es konnte aber auch gezeigt werden,
daR nicht-toxische Dosen von CHX andere zuséatzliche Effekte verursachen kon-
nen:

So beschreiben z.B. Akagawa et al'® mittels kinetischer Analysen dal die

Suppression der Induktion bestimmter als ,Hitze/Schock®-Gene bezeichneter DNA-
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Sequenzen durch CHX sich von den durch die Inhibition der Proteinsynthese her-
vorgerufenen Effekten bei tierischen Ei-Zellen unterscheiden lakt. Diese differen-
zierte Wirkung von CHX konnte auch in Tabak-Zellen auf mRNA-Ebene gefunden
werden. So beschreiben Imanishi et al'” die selektive Blockierung bzw. Aktivie-
rung bestimmter mRNAs durch CHX.

Zahireiche Untersuchungen befassen sich mit CHX-Effekten auf Neuronen.
Castagne und Clarke' kdnnen mittels in vivo Untersuchungen an retinalen Gang-
lionzellen zeigen, dak CHX den durch Axotomie eingeleiteten Zelitod inhibiert.
Kharlamov et al'®, die ein phototrombisches in vivo Modell an Ratten nutzen, de-
monstrierten ebenfalls, dal CHX Lasionen des Hirns, die Ublicherweise in diesem
Modell durch Bestrahlung ausgeldst werden, vermindert. Die vor dem Zelltod
schiitzende Eigenschaft des CHX wurde auch an Leberzellen der Ratte gezeigt®™.
Diese therapeutisch wiinschenswerte Wirkung von CHX, die letztendlich sekundar
zur Verringerung von Zellschaden fuhrt, die durch andere primare Faktoren her-
vorgerufen wurden, kann mittels CHX aufgrund seiner oben beschriebenen hohen
Toxizitat nur bedingt therapeutisch genutzt werden.

Die Inhibierung der Peptidylproly! cis/trans Isomeraseaktivitat von PPlasen durch
CHX oder seine Derivate und die Existenz von CHX-Derivaten, die sowohl die
PPlase-Aktivitat inhibieren konnen und gleichzeitig, verglichen mit CHX nur gerin-
ge toxische Wirkung auf eukaryotische Zelllinien zeigen, wie dies im Ausfihrungs-
beispiel (3) gezeigt wird, die aber auch dadurch gekennzeichnet sind, daf} diese
erfindungsgemafen Substanzen bei Anwendung therapeutischer ¥ .1zentrationen,
therapeutischer geeigneter Formulierungen und therapeutisch geeigneter Applika-
tionsformen regenerative Wirkungen auf Nervenzellgewebe aufweisen, wie dies im

Ausfithrungsbeispiel (4) gezeigt wird, sind bisher nie beschrieben worden.

Aus dem oben gesagten ergibt sich, dal die erfindungsgemafien Verbindungen
die Regeneration von Nervenzeligewebe stimulieren kénnen und durch ihre vergli-
chen mit CHX geringe Toxizitét in der Therapie von Krankheiten eingesetzt werden

kénnen, die mit der Schadigung des Nervenzeligewebes in Verbindung stehen.
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Vorzugsweise ist die Toxizitat der erfindungsgemaRen Verbindung mé&fig bis ge-
ring und vorzugsweise nicht gegeben gemaR den Kriterien in nachfolgendem Bei-
spiel 3. Vorteilhafterweise liegt der IC.,-Wert bei 50-100 pg/ml, besonders bevor-
zugt bei einem 1Cy-Wert von 100-200 pg/ml und ganz besonders bevorzugt bei
einem 1C.,-Wert von tiber 200 pg/ml.

Die regenerativen Wirkungen der erfindungsgemalen Verbindungen auf Nerven-
zellgewebe konnen nach herkdmmlichen Methoden bestimmt werden, beispiels-

weise wie im Ausfiihrungsbeispiel 4 gezeigt.

in der vorgenannten Formel (1) ist n vorzugsweise eine ganze Zahl von 1 bis 10.
Bevorzugte Definitionen fur R' sind O, NOH, N-NHPh, N-NHCH,, N-Alkyl und N-
Benzyl. R7 steht vorzugsweise fur OH, O(CHR'),R" oder O(CO)CH,. Bevorzugt
steht R fiir C(O)OCH,, C(0)OC,Hs, CN, C(O)NH, und C(O)NHR,,. R bedeutet

vorzugsweise ein Wasserstoffatom, CH, oder C,Hs.

Bevorzugte Ausfiihrungsformen der erfindungsgemafien Verbindung der vorge-

nannten Formel (1) sind Verbindungen fur die gilt:

(@ n=1,2 3 R=0; R’= OH, O(CHR'),R™, OC(O)CH,; R™= C(O)OCH;,
C(O)OC,Hs, CN, C(O)NH,; R'2= H, CH,, C,Hs; oder

(b) n=3-10; R'= O; R'= OH; R'°= C(O)NHR", R"'= Aminosaurerest, Oligopep-
tidrest; R'?>= H, CH,, C,Hs; oder

(c) n=1,2,3;R'=0;R=0H, O(CHR™),R'; R"= C(0)OCH,, C(0)OC,Hs, CN,
C(O)NH,; R"?= H, CH,, C,Hs; oder

(d) n =1, 2, 3; R'= NOH, N-NHPh, N-NHCH,, N-Alkyl, N-Benzyl; R’= OH,
O(CHR™),R"; R™= C(O)OCH,, C(O)OC,H, CN, C(O)NH,; R™= H, CH,,
C,Hs; oder

() n=1,2 3 R'=0; R’= OH, O(CHR')R™, OC(O)NH-Alkyl, OC(O)NH-
Cycloalkyl, OC(O)NH-Aryl; R= C(O)OCH,, C(O)OCZHS,' CN, C(O)NH,; R"*=
H, CH,, C,Hs.
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Bevorzugte Verbindungen gemaR der vorliegenden Erfindung und die folgenden

Verbindungen 1 bis 39 gemal Formel 1:
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Verbindung | Aminosé&urerest Aminoséaurerest
AS1 AS2
) ) O  OH
18 Alanin Alanin CH H
:]_Q Valin Alanin S, NH—AS1--AS2—COOH
20 Tryptophan Alanin
21 Isoleucin Alanin
22 Methionin Alanin
23 Glycin Alanin 0
24 Alanin Valin
25 Valin Valin
26 Tryptophan Valin
27 {soleucin Valin
28 Methionin Valin
29 Glycin Valin
Verbindung 18-29
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In den vorstehenden Formeln der erfindungsgemafen Verbindungen und im Fol-
genden bedeuten Alkyl einen geradkettigen oder verzweigten Alkylrest insbeson-
dere C,-C,-Alkyl bzw. durch Alkyl, Aryl, Heteroaryl, Halogen, CN, NO,, S, O, C(O)
substituiertes Alkyl. In den vorstehenden Formein der erfindungsgemaflen Verbin-
dungen und im Folgenden bedeuten Cycloalkyl insbesondere C,-C,-Cycloalkyl
bzw. bi- und tricyclische Systeme, die durch Alkyl, Aryl, Heteroaryl, Halogen, CN,
NO,, S, O, C(O) substituiert sein kénnen. Aryl bedeutet insbesondere Phenyl bzw.
durch Alkyl, Aryl, Heteroaryl, Halogen, CN, NO,, C(O) substituiertes Aryl und He-
teroaryl insbesondere sechsgliedrige Aromaten, die Stickstoff enthalten bzw. funf-
gliedrige Aromaten, die Stickstoff, Sauerstoff oder Schwefel enthalten. Oligopeti-
dreste bedeuten bevorzugt Reste aus 2-5 kondensierten Aminosauren. Halogen
bedeutet F, Cl, Brund I.

In einer bevorzugten Ausfihrungsform besitzen die erfindungsgemalien Verbin-
dungen ein Molekulargewicht kleiner als etwa 2000 g/Mol, vorzugsweise kleiner
als 1000 g/Mol und insbesondere bevorzugt kleiner als etwa 750 g/Mol. Beispiels-
weise hat die erfindungsgemafe Verbindung Cycloheximid-N-

ethansaureethylester (Substanz 5) ein Molekulargewicht von 367.4.

Wie bereits vorstehend aufgefiihrt, wird angenommen, ohne daran zu denken, an
eine bestimmte Theorie gebunden zu sein, daf die vorteilhaften Eigenschaften der
erfindungsgemalen Verbindungen darauf zuriickzufuhren sind, dal® sie eine Affi-
nitat zu FK506-bindende Proteine besitzen und vorzugsweise in der Lage sind, die
Peptidylprolyl cis/trans Isomerase Aktivitdt des FK506-bindenden Proteins zu inhi-
bieren. Dementsprechend betrifft die vorliegende Erfindung in einer bevorzugten
Ausfuhrungsform die oben beschriebenen Verbindungen, die in der Lage sind die
Peptidylprolyl cis/trans Isomerase Aktivitat des FK506-bindende Proteine zu inhi-
bieren. Wie diese inhibitorische Wirkung der erfindungsgemél&en Verbindungen

bestimmt werden kann, ist bereits vorstehend ausgeflihrt worden.
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Ein weiteres erfindungsgemafes Merkmal ist die vorteilhafte Eigenschaft, daf® zu-
mindest der grofte Teil der vorgenannten Verbindungen eine geringe Toxizitat
aufweist: siehe auch das nachfolgende Beispiel 3. In einer bevorzugten Ausfiih-
rungsform weisen die vorgenannten Verbindungen im Vergleich zu Cycloheximid
eine geringere Toxizitdt gegentiiber eukaryotischen Zelllinien auf. Dabei sind Ver-
bindungen mit den oben beschriebenen bevorzugten ICs-Werten besonders be-

vorzugt.

Weiterhin zeichnen sich die erfindungsgemaRen Verbindungen vorzugsweise da-
durch aus, in der Lage zu sein, bei Anwendung in therapeutischen Mengen, die
Regeneration von Nerven therapeutisch zu beeinflussen, d. h. vorzugsweise die
Nervenregeneration zu stimulieren oder unterstiitzend zu begleiten; siehe auch

das nachfolgende Ausfiihrungsbeispiel 4.

Im Hinblick auf die vorteithaften therapeutischen Eigenschaften und die geringe
Toxizitat der erfindungsgemafien Verbindungen betrifft die vorliegende Erfindung
ferner pharmazeutische Zusammensetzungen, die eine erfindungsgemafie Ver-
bindung enthalten, gegebenenfalls in Kombination mit einem pharmazeutisch ver-

traglichen Trager.

Beispiele fiir geeignete pharmazeutisch vertragliche Trager sind dem Fachmann
gelaufig und umfassen beispielsweise phosphatgepufferte Salzidsungen, Wasser,
Emulsionen, wie z.B. Ol/Wasser-Emuisionen, sterile Lésungen etc.. Zusammen-
setzungen, die derartige Trager enthalten, kdnnen nach géngigen Verfahren for-
muliert werden. Die Verbindungen der Forme! (1) werden in herkémmilichen Dosie-
rungsformen hergestellt, indem eine Verbindung der Formel (1) mit pharmazeuti-
schen Standard-Trégern gemaR herkdmmlichen Verfahren kombiniert wird. Die
Verbindungen der Formel (1) kénnen auch in herkdmmlichen Dosierungen in
Kombination mit einer bekannten, zweiten therapeutisch wirksamen Verbindung
verabreicht werden. Diese Verfahren kbnnen — je nach gewlnschtem Mittel — auch

das Mischen, Granulieren und Pressen oder Losen der Inhaltsstoffe beinhalten.
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Der eingesetzte pharmazeutische Trager kann z.B. entweder ein Feststoff oder
eine Flussigkeit sein. Beispiele fir feste Tréger sind Lactose, Terra alba, Saccha-
rose, Talk, Gelatine, Agar, Pektin, Gummiarabicum, Magnesiumstearat, Stearin-
saure und dergleichen. Beispiele fur flissige Trager sind Sirup, ErdnuRdl, Olivendl,
Wasser und dergleichen. Entsprechend kann der Trager oder das Verdunnungs-
mittel im Fachgebiet bekannte Zeitverzégerungsmaterialien enthalten, wie Glyce-
rylmonostearat oder Glyceryldistearat allein oder mit einem Wachs. Mann kann
eine groRe Vielzahl pharmazeutischer Formen einsetzen. Wenn somit ein fester
Trager verwendet wird, dann kann das Mittel tablettiert werden, in eine Hartgelati-
nekapsel in Pulver- oder Pelletform gefullt oder in Form einer Pastille ("Troche"
bzw. "Lozenge") gebracht werden. Die Menge des festen Tragers variiert stark,
reicht jedoch vorzugsweise von etwa 25 mg bis etwa 1 g. Wenn ein flussiger Tra-
ger verwendet wird, hat das Mittel die Form eines Sirups, einer Emulsion, einer
Weichgelatinekapsel, einer sterilen injizierbaren Flussigkeit, wie eine Ampulie oder

eine nichtwalrige flissige Suspension.

Die Menge einer Verbindung der Formel (1), die far eine therapeutische Wirkung
bei topischer Verabreichung erforderlich ist, variiert bei allen hier offenbarten Ge-
brauchsverfahren in Abhangigkeit von der ausgewahlten Verbindung und der Art
und Starke der Nervenzellschadigungen, und vom behandelten Patienten und liegt
schlieRlich im Ermessen des Arztes. Eine geeignete topische entzindungshem-
mende Dosis eines Wirkstoffes, d.h. einer Verbindung der Formel (1), betragt 0,1
mg bis 150 mg und wird ein- bis viermal, bevorzugt zwei- bis dreimal taglich verab-

reicht.

Topische Verabreichung bedeutet nicht-systemische Verabreichung und beinhaltet
die Anwendung einer Verbindung der Formel (1) extern auf die Epidermis, in die
Mundhohle und das Eintropfen dieser Verbindung in Ohr, Auge und Nase, und an
Stellen, bei denen die Verbindung nicht signifikant in den Blutstrom eintritt. Sy-
stemische Verabreichung bedeutet oral, intravendse, intraperitoneale und intra-

muskulare Verabreichung.
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Es ist zwar moglich, den Wirkstoff allein als Rohchemikalie zu verabreichen, be-
vorzugt wird er jedoch als pharmazeutische Formulierung dargereicht. Der Wirk-
stoff kann fiir die topische Verabreichung 0,001% bis 10% (Gew./Gew.), z.B. 1 bis
2 Gew.% der Formulierung, umfassen, obwohl er bis zu 10% (Gew./Gew.), jedoch
vorzugsweise nicht mehr als 5% (Gew./Gew.) und stéarker bevorzugt von 0,1% bis

1% (Gew./Gew.) der Formulierung umfassen kann.

Die erfindungsgemaRen topischen Verbindungen umfassen einen Wirkstoff, zu-
sammen mit einem oder mehreren vertraglichen Trager(n) dafiir und wahlweise
(einen) andere(n) therapeutische(n) Inhaltsstoff(e). Der/die Trager mufl/mussen in
dem Sinne "vertraglich" sein, daf er/sie mit den anderen Inhaltsstoffen der Formu-

lierung kompatibel ist/sind und fur den Empfanger daher nicht schadlich ist/sind.

Die zur topischen Verabreichung geeigneten Formulierungen sind u.a. fliissige
oder halbfliissige Mittel, die die Haut bis zum Wirkort durchdringen konnen, wie
Einreibemittel, Lotionen, Cremes, Salben oder Pasten und Tropfen, die sich zur

Verabreichung an Auge, Ohr oder Nase eignen.

Die erfindungsgemafen Tropfen konnen sterile wassrige oder olige Losungen
oder Suspensionen umfassen, und kénnen durch Lésen des Wirkstoffs in einer
geeigneten waRrigen Losung eines bakteriziden und/oder fungiziden Mittels
und/oder eines anderen geeigneten Konservierungsmittels hergestellt werden, und
enthalten vorzugsweise auch ein grenzflaichenaktives Mittel. Die entstandene L&-
sung kann dann durch Filtration geklart werden, in einen geeigneten Behalter
Uberfihrt werden, der dann verschiossen und durch Autoklavieren oder Halten bei
08-100°C fiir eine halbe Stunde sterilisiert wird. Die Losung kann alternativ durch
Filtration sterilisiert und tiber ein keimfreies Verfahren in den Behalter GberflUhrt
werden. Beispiele fiir bakterizide und fungizide Mittel, die geeigneterweise in die
Tropfen aufgenommen werden kénnen, sind Phenylquecksilbernitrat oder —acetat

(0,002%), Benzalkoniumchlorid (0,01%) und Chlorhexidinacetat (0,01%). Geeig-
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nete Losungsmittel fir die Herstellung einer 6ligen Losung sind u.a. Glycerin, ver-

dinnter Alkohol und Propylenglycol.

Erfindungsgemélle Lotionen beinhalten solche, die sich zum Aufbringen auf die
Haut oder ins Auge eignen. Eine Augenlésung kann eine sterile walrige Losung
umfassen, die gegebenenfalls ein Bakterizid enthalt, und durch Verfahren herge-
stellt werden kann, die denen zur Herstellung von Tropfen ahneln. Lotionen und
Einreibemittel zum Aufbringen auf die Haut kénnen auch ein Mittel enthalten, das
das Trocknen beschleunigt und die Haut kiihlt, wie Alkohol oder Aceton, und/oder

ein Feuchthaltemittel, wie Glycerin oder ein Ol, wie Rhizinusél oder Erdnufél.

Erfindungsgemélle Cremes, Salben oder Pasten sind halbfeste Formulierungen
des Wirkstoffes fiir die aulere Anwendung. Sie kénnen hergestellt werden, indem
der Wirkstoff in feinteiliger oder pulverisierter Form, allein oder in Lésung oder
Suspension in einer wafirigen oder nicht-walrigen Flissigkeit, mittels geeigneter
Maschinerie, mit einer fettigen oder nichtfettigen Basis gemischt wird. Die Basis
kann Kohlenwasserstoffe umfassen, wie Hart-, Weich- oder Flussigparaffin, Glyce-
rin, Bienenwachs, eine Metallseife; einen Schleimstoff, ein Ol natirlichen Ur-
sprungs, wie Mandel-, Mais-, Erdnuf3-, Rhizinus- oder Olivendl, Wollfett oder des-
sen Derivate, oder eine Fettsaure, wie Stearinsaure oder Oleinsaure, zusammen
mit einem Alkohol, wie Propylenglykol oder Makrogelen. Die Formulierung kann
ein geeignetes grenzflachenaktive Mittel beinhalten, wie ein anionisches, kationi-
sches oder nicht-ionisches grenzflachenaktives Mittel, wie Sorbitanester oder Po-
lyoxyethylenderivate davon. Suspendierungsmittel, wie Naturkautschuke, Cellulo-
sederivate oder anorganische Materialien wie kieselsdurehaltige Siliziumdioxide

und andere Inhaltsstoffe, wie Lanolin, kbnnen ebenfalls enthalten sein.

Die erfindungsgemafien Verfahren kénnen durchgefiihrt werdén, indem der erfin-
dungsgeméfe Wirkstoff beispielsweise parenteral verabreicht wird. Der hier ver-
wendete Begriff "parenteral" steht flr intravenése, intramuskulare, subkutane, in-

tranasale, intrarektale, intravaginale oder intraperitoneale Verabreichung. Die sub-
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kutanen und intramuskuldren Formen der parenteralen Verabreichung werden ge-
wohnlich bevorzugt. Die geeigneten Dosierungsformen fiir diese Verabreichung

konnen durch herkdmmliche Techniken hergestellt werden.

Bei allen hier offenbarten Gebrauchsverfahren fiir die Verbindungen der Formeln
(1) reicht das tagliche orale Dosierungsschema vorzugsweise von etwa 0,05 bis
etwa 80 mg/kg Gesamtkérpergewicht, vorzugsweise von etwa 0,1 bis 30 mg/kg,
starker bevorzugt von etwa 0,5 bis 15 mg/kg. Das tégliche parenterale Dosie-
rungsschema reicht vorzugsweise von etwa 0,05 bis etwa 80 mg pro Kilogramm
(kg) Gesamtkérpergewicht, vorzugsweise von etwa 0,1 bis etwa 30 mg/kg, und

starker bevorzugt von etwa 0,5 bis 15 mg/kg.

Die Verbindungen der Formel (1) kénnen auch durch Inhalierung verabreicht wer-
den. "Inhalierung" bedeutet intranasale und orale Inhalierungsverabreichung. Ge-
eignete Dosierungsformen fur diese Verabreichung, wie Aerosolformulierung oder
ein MeRdosis-Inhalator, kénnen durch herkdmmliche Techniken hergestellt wer-
den. Die bevorzugte tagliche Dosierungsmenge einer Verbindung der Formel (1),
die fur alle hier offenbarten Verfahren durch Inhalierung verabreicht wird, reicht

von etwa 0,01 mg/kg bis etwa 1 mg/kg pro Tag.

Der Fachmann weiR, daf die Form und die Eigenschaft des pharmazeutisch ver-
traglichen Tréagers oder Verdunnungsmittels von der zu kombinierenden Wirk-
stoffmenge, dem Verabreichungsweg und anderen wohlbekannten Variablen be-

stimmt wird.

Der Fachmann weil} auch, daR die optimale Menge und der optimale Abstand von
Einzeldosierungen einer Verbindung der Formel (1) oder eines pharmazeutisch
vertraglichen Salzes davon von der Art und dem Ausmals des zu behandeinden
Leidens, der Verabreichungsform, dem Verabreichungsweg und der Verabrei-
chungsstelle und dem jeweils behandelten Patienten bestimmt wird, und daB diese

Optimalwerte durch herkémmliche Techniken bestimmt werden kénnen.
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Der Fachmann ist sich auch darliber bewullt, dal® der optimale Behandlungsver-
lauf, d.h. die Anzahl der Dosen einer Verbindung der Formel (1) oder eines phar-
mazeutisch vertraglichen Salzes davon, die taglich fir eine bestimmte Anzahl von
Tagen gegeben werden, vom Fachmann uber herkémmliche Behandlungsver-

laufs-Bestimmungstest bestimmt werden kann.

Die Dosierung hangt dabei von vielen Faktoren ab, z.B. dem Geschlecht, dem
Gewicht, dem Alter des Patienten, sowie der Art der speziell verabreichten Verbin-
dung, der Art der Verabreichung etc.. Im allgemeinen liegt die taglich verabreichte
Dosis bei 1 pg bis 10mg Einheiten pro Tag. Im Zusammenhang mit der intravent-
sen Injektion von der Verbindung der Substanzklasse der erfindungsgemafen
Verbindungen sind Dosierungen von etwa 1-40 mg/kg Kérpergewicht pro Tag
gangig. Die Zusammensetzungen kénnen lokal oder systemisch verabreicht wer-
den. Im allgemeinen wird die Verabreichung parenteral erfolgen, z.B. intravends.
Nach chirurgischen Eingriffen kann eine lokale Verabreichung z.B. uber ein Pfla-
ster mit Depotwirkung bevorzugt sein. Nach chirurgischen Eingriffen kann es aber
auch von Vorteil sein, die lokale Verabreichung unmittelbar in die Nahe des zum
Wachstum zu beeinflussenden Nervengewebes zu verbringen, z.B. mittels einer
Drainage oder eines ortlichen Tragermaterials. Das Tragermaterial weist dabei die
Beschaffenheit auf, daR es geeignet ist, den zu verabreichenden Wirkstoff unmit-
telbar in einer therapeutisch gewlnschten Zeit- und Dosis-abhéangigen Weise an
den Wirkort zu verbringen. Eine weitere Eigenschaft kann sein, da das Trager-
material durch kdrpereigene Prozesse abbaubar ist, so dal kein weiterer chirurgi-
scher Eingriff zur Entfernung des Tragermaterials notwendig ist. Es kann aber
auch von Vorteil sein, solches Tragermaterial einzusetzen, welches nach der er-
wiinschten Wirkung einer Nervenregeneration durch geeignete chirurgische Mal-

nahmen wieder entfernt wird.

Ferner betrifft die vorliegende Erfindung die Verwendung einer erfindungsgema-

Ren Verbindung oder einer Verbindung, die die vorgenannten Eigenschaften der
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erfindungsgemalen Verbindungen aufweist, beispielsweise die Eigenschaft, die
Peptidylprolyl cis/trans Isomerase Aktivitat des FK506 bindenden Proteins zu inhi-
bieren, eine geringe Toxizitat aufzuweisen und therapeutische Effekt insbesondere
auf die Regeneration von Nerven zu entfalten zur Herstellung einer pharmazeuti-
schen Zusammensetzung zur Behandlung von Nervenzellkrankheiten. Neben der
chemischen Derivatisierung der oben beschriebenen Verbindungen kénnen solche
Verbindungen auch durch Uberlegungen zu deren Struktur aufgefunden werden.
Beispielsweise kénnen dreidimensionale und/oder kristallografische Strukturanaly-
sen der erfindungsgemafen Verbindungen insbesondere derjenigen, die beson-
ders geringe Toxizitat und eine hohe Wirkung auf die Regeneration von Nerven-
gewebe zeigen, zum Design von erfindungsgemaRen Wirkstoffen dienen. Solche
Ansatze sind bereits mit anderen Systemen erprobt, siehe beispielsweise Rose,
Biochemistry 35 (1996), 12933-12944; Rutenber, Bioorg. Med. Chem. 4 (1996),
1545-1558. Weiterhin konnen xenobiotische Wirkstoffe identifiziert werden, die
nicht oder nicht unmittelbar von Cycloheximid abgeleitet werden kénnen. Die bio-
logischen Eigenschaften solcher Verbindungen kénnen beispielsweise gemall den
nachfolgenden Ausfuhrungsbeispielen getestet werden.

Es sind ferner eingeschlossen alle Verbindungen, die in einer Pro-Form verab-
reicht werden kénnen und im Korper in eine der wirksamen und wie oben defi-
nierten Strukturen metabolisiert werden konnen. Die erfindungsgemafien Verbin-
dungen oder an diesen orientierte Derivate kdnnen von dem Fachmann bekann-
terweise hergestellt werden (siehe z.B. Piatak D.M. et. al. (1986), J. Med. Chem.
29, 50-54).

Die erfindungsgemafien Verbindungen werden zum Beispiel hergestellt, indem in

bekannter Weise

(@) Cycloheximid und geeignete Derivate in einem geeigneten Losungsmittel,
wie zum Beispiel wasserfreien Dimethylformamid, bei Raumtemperatur mit
Halogenalkylverbindungen und einer geeigneten Base, wie K,CO, zu den
entsprechenden N-Alkyl- bzw. N,O-Bisalkylverbindungen umgesetzt wer-

den.
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Cycloheximid und geeignete Derivate in einem geeigneten Ldsungsmittel,
wie zum Beispiel wasserfreien Aceton, bei Raumtemperatur mit Halogenal-
kylverbindungen und einer geeigneten Base, wie K,CO, unter Zusatz kata-
lytischer Mengen an Kronenethern, wie z.B. 18-Krone-6-ether zu den ent-
sprechenden N-Alkyl- bzw. N,O-Bisalkylverbindungen umgesetzt werden.
Cycloheximid und geeignete Derivate in einem geeigneten Ldsungsmittel,
wie zum Beispiel wasserfreien Aceton, bei Siedehitze mit Halogenalkylver-
bindungen und einer geeigneten Base, wie K,CO, unter Zusatz katalytischer
Mengen an Kronenethern, wie z.B. 18-Krone-6-ether zu den entsprechen-
den N-Alkyl- bzw. N,O-Bisalkylverbindungen umgesetzt werden.
Cycloheximid und geeignete Derivate in einem geeigneten L&sungsmittel,
wie zum Beispiel wasserfreien Dimethylformamid, bei Raumtemperatur mit
an Tragermaterialien (Ubliche Harze fur Festphasenreaktionen) gebundenen
Halogenalkylverbindungen und einer geeigneten Base, wie K,CO, unter Zu-
satz katalytischer Mengen an Kronenethern, wie z.B. 18-Krone-6-ether zu
den entsprechenden N-Alkylverbindungen umgesetzt und in gewohnter
Weise vom Trager abgespalten werden.

Cycloheximid-Derivate in einem geeigneten Losungsmittel, wie zum Beispiel
Pyridin, bei Raumtemperatur mit Carbons&ureanhydriden zu den entspre-
chenden Estern umgesetzt werden.

Cycloheximid-Derivate in einem geeigneten Ldsungsmittel, wie zum Beispiel
einem Gemisch aus Pyridin/H,O (2:1), bei Raumtemperatur mit Hydroxyla-
min-Hydrochloriden zu den entsprechenden Oximen umgesetzt werden.
Cycloheximid-Derivate in einem geeigneten Lésungsmittel, wie zum Beispiel
wasserfreien Methanol, bei Raumtemperatur mit Hydrazinen zu den ent-
sprechenden Hydrazonen umgesetzt werden.

Cycloheximid-Derivate in einem geeigneten Lésungsmittel, wie zum Beispiel
wasserfreien Methanol, bei Raumtemperatur mit primaren Aminen zu den
entsprechenden Azomethinen umgesetzt werden.

Cycloheximid-Derivate in einem geeigneten Losungsmittel, wie zum Beispiel

Methylenchlorid, bei Raumtemperatur mit Isocyanaten und einem geeigne-
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ten Katalysator, wie zum Beispiel HCI, zu den entsprechenden Urethanen

umgesetzt werden.

Die erfindungsgemafien Verbindungen kénnen auch zusammen mit bekannten,

nervenregenerationsfordernden Wirkstoffen verabreicht werden.

Die erfindungsgemaRen Cycloheximid-Derivate kdnnen z.B. verabreicht werden
(a) bei zu erwartenden Schilaganfallen oder sonstigen Nervenzellschadigungen als
vorbeugende Gabe zur Vermeidung oder Begrenzung dieser Nervenzellschadi-
gungen, (b) zur Forderung des Nervenwachstums von infolge chirurgischer Ein-
griffe bzw. unfallbedingt unterbrochener Nervenbahnen und (c) zur Behandlung
allgemeiner Nervenzelischadigungen, die durch Regeneration gelindert oder ge-

heilt werden kénnen.

Die Abbildungen zeigen:

Abbildung 1:

Inhibierung von hrFKBP12 durch Substanz 5: Puffer: 35 mM HEPES (pH 7.8);
Substrat: 69.8 uM Suc-Ala-Phe-Pro-Phe-(4-) NA,; Protease: 1.7 mg/ml a-
Chymotrypsin; 16 nM rhFKPB12, Effektor: Substanz 3, Stammitsung 10 mg/ml in
Ethanol, Konzentration im Mefansatz 250-0.1 uM; Temp.: 10°C.

Die folgenden Beispiele veranschaulichen die Erfindung. Der Fachmann kann oh-
ne weitere Ausarbeitung anhand der vorstehenden Beschreibung die vorliegende
Erfindung im vollsten Ausmaf nutzen. Die nachstehenden Beispiele werder daher
nur als Veranschaulichung und keineswegs als Einschrénkung des Umfangs der

vorliegenden Erfindung gegeben.
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BEISPIEL 1: In vitro Synthese von Derivaten des Cyloheximids

Alle Substanzen wurden mittels konventioneller, dem Fachmann allgemein be-
kannter, chemischer Verfahren unter Verwendung kommerziell verfigbaren Cyclo-
heximids so hergestellt, wie es fUr die Substanzen 1 — 29 beispielhaft angegeben

wird:

Substanz 1: Cycloheximid-N-4-butansdureethylester
500 mg (1.78 mmol) Cycloheximid werden in 10 ml Dimethylformamid (DMF) ge-
I6st. Zu der Losung werden unter Rihren 414 mg (3.0 mmol) K,CO, und 390 mg
(2.0 mmol) 4-Brombuttersdureethylester gegeben. Anschlielend wird bei Raum-
temperatur gertihrt. Nach 72 h wird die Reaktionsmischung im Vakuum eingeengt
und das feste Produkt in 10 ml CHCIl,/Essigester (2:1) aufgenommen. Unl6sliche
Bestandteile werden abfiltriert und die Losung saulenchromatographisch aufgear-
beitet. Als stationare Phase wird SiO, (230-400 mesh) verwendet. Als Laufmittel
dient CHCI, / Essigsaureethylester (EE) (2:1). Die zweite Fraktion wird im Vakuum
eingeengt.
Ausbeute: 197 mg (27.8 %), farbloses, zahflissiges Ol.
Analyse: (C,H;sNOg, M = 397.52 g/mol); MALDI-TOF-MS: [M+H]"= 397.8 m/e;
Ber.: C 63.45, H 8.87, N 3.52, Gef.: C 63.60, H 8.84, N 3.34%.
'"H-NMR (CDCl,): 6 0.85-1.10 (d +t,6 H, J(d) = 6.4 Hz); 1.24 (d, 3 H, J = 7.2 Hz);
1.8-3.4 (m, 21 H); 3.68 (m, 1 H); 3.91 (t, 2 H, J = 6.6 Hz); 4.05
(m, 1 H).
*C-NMR (CDCl,): 8 14.1 (s, CH,CHCO); 15.1 (s, CH,CH,); 18.3 (s,
CH,CH(CH,),);170.9 (s, COO); 172.3 (s, CO-NH); 172.3 (s,
CO-
NH); 216.5 (s, CH-CO-CH).
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Substanz 2: Cycloheximid-N,O-bis-4-butansdureethylester

Die Aufarbeitung der 1. Fraktion ergibt Cycloheximid-N,O-bis-4-butansaure-
ethylester.

Ausbeute: 83 mg (9.1 %), farbloses, zahflissiges Ol.

Analyse: (C,;H,sNO;, M = 509.65 g/mol); MALDI-TOF-MS: [M+H]'= 509.8 m/e;
Ber.: C 63.63, H 8.50, N 2.75, Gef.: C 63.42, H 8.74, N 2.94%.

Substanz 3: Cycloheximid-N-4-butanséurenitril

250 mg (0.89 mmol) Cycloheximid werden in 5 ml Aceton geldst. Zu der Ldsung
werden unter Rihren 210 mg (1.52 mmol) K,CO, , 20 mg (0.08 mmol) 18-Crown-6
und 0.20 mg (1.35 mmol) 4-Brombuttersaurenitril gegeben. Anschlief’end wird bei
Raumtemperatur gerihrt. Nach 72 h werden unldsliche Bestandteile abfiltriert und
die Reaktionsmischung wird im Vakuum eingeengt. Das 6lige Produkt wird in 10
ml  CHCI,/Essigester (1:1) aufgenommen und die L&sung s&ulen-
chromatographisch aufgearbeitet. Als stationare Phase wird SiO, (230-400 mesh)
verwendet. Als Laufmittel dient CHCI, / Essigester (1:1). Die zweite Fraktion wird
im Vakuum eingeengt.

Ausbeute: 125 mg (40.3 %), farbloses, zahflissiges Ol.

Analyse: (C,gHxN,0,, M = 348.44 g/mol); MALDI-TOF-MS: [M+H]'= 349.6 m/e;
Ber.: C 65.49, H 8.10, N 8.04, Gef.: C 65.20, H 8.04, N 8.18%.

Substanz 4: Cycloheximid-N-methyl-p-benzoes&urenitril

300 mg (1.07 mmol) Cycloheximid werden in 3 ml Aceton gelést. Zu der Lésung
werden unter Rithren 250 mg (1.81 mmol) K,CO, , 20 mg (0.08 mmol) 18-Crown-6
und 250 mg (1.27 mmol) 4-Brommethylbenzoesaurenitril gegeben. AnschlieRend
wird bei Raumtemperatur geriihrt. Nach 72 h werden unldsliche Bestandteile abfil-
triert und die Reaktionsmischung wird im Vakuum eingeengt. Das 6lige Produkt
wird in 10 ml CHCI,/Essigester (1:1) aufgenommen und die Losung saulen-

chromatographisch aufgearbeitet. Als stationare Phase wird SiO, (230-400 mesh)
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verwendet. Als Laufmittel dient CHCI, / Essigester (1:1). Die zweite Fraktion wird
im Vakuum eingeengt.
Ausbeute: 135 mg (40.3 %), farbloses, zahflissiges Ol.
Analyse: (C,H,N,0,, M = 396.48 g/mol); MALDI-TOF-MS: [M+H]"= 398.1 m/e;
Ber.: C 65.49, H 8.10, N 8.04, Gef.: C 65.20, H 8.04, N 8.18%.
'H-NMR (CDCl,): 8 0.98 (d, 3 H, J = 6.4 Hz); 1.24 (d, 3 H, J = 7.1 Hz); 1.50- 3.60
(m, 14 H); 4.19 (m, 1 H); 4.94 (s, 2 H); 7.51-7.67 (m, 4 H).
*C-NMR (CDCl,): 8 14.0 (s, CH,CHCO); 21.1 (s, CH,CH(CH,),);
118.6 (s, CN); 129.2, 131.2, 132.4, 133.5 (s, C4H,); 171.9 (s,
CO-NH); 172.1 (s, CO-NH); 216.5 (s, CH-CO-CH).

Substanz 5: Cycloheximid-N-ethansdureethylester

5.0 g (17.8 mmol) Cycloheximid werden in 35 ml Aceton geldst. Zu der Lésung

werden unter Rihren 3.0 g (21.6 mmol) K,CO, , 100 mg (0.38 mmol) 18-Crown-6

und 3 ml (27.0 mmol) 2-Bromessigséureethylester gegeben. Anschliellend wird bei

Raumtemperatur gerthrt. Nach 72 h wird die Reaktionsmischung filtriert und im

Vakuum eingeengt. Das o6lige Produkt wird in 20 ml CHCI,/Essigester (2:1) aufge-

nommen. Die Losung wird saulenchromatographisch aufgearbeitet. Als stationare

Phase wird SiO, (230-400 mesh) verwendet. Als Laufmittel dient CHCI,/ EE (2:1).

Die zweite Fraktion wird im Vakuum eingeengt.

Ausbeute: 4.3 g (65.7 %), farblose Kiristalle (EE), Fp = 100-101°C, [o],= 8.7°

(Pyridin).

Analyse: (C;gH,sNOg, M = 367.45 g/mol); MALDI-TOF-MS: [M+H]'= 368.8 m/e;

Ber.: C 62.11,H 7.96, N 3.81, Gef.: C 61.99, H 7.91, N 3.87%.

'H-NMR (CDCl,): & 0.99 (d, 3 H, J = 6.4 Hz); 1.20-1.35 (d+t, 6 H, J(d) = 7.2 Hz, J(t)
= 7.2 Hz); 1.55-2.95 (m, 14 H); 4.10-4.30 (gq+m, 3 H, J(q) = 7.1
Hz); 4.49 (s, 2 H).

*C-NMR (CDCl,): § 14.0 (s, CH,CHCO); 14.1 (s, CH,CH,); 18.3‘(3, CH,CH); 40.5
(s, CH,COO0); 61.4 (s, CH,0); 66.5 (s, CHOHY); 167.9 (s, COO);
171.6 (s, CO-NH); 171.8 (s, CO-NH); 216.4 (s, CH-CO-CH).
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Substanz 7: Cycloheximid-N-ethansdureamid
500 mg (1.78 mmol) Cycloheximid werden in 10 ml Aceton geldst. Zu der Ldsung
werden unter Rithren 420 mg (3.04 mmol) K,CO, , 20 mg (0.08 mmol) 18-Crown-6
und 270 mg (1.96 mmol) 2-Bromessigsaureamid gegeben. Anschliellend wird bei
Raumtemperatur geriihrt. Nach 72 h wird die Reaktionsmischung filtriert und im
Vakuum eingeengt. Das 6lige Produkt wird in 15 ml CHCI /Essigester (2:1) aufge-
nommen. Die Lésung wird sdulenchromatographisch aufgearbeitet. Als stationare
Phase wird SiO, (230-400 mesh) verwendet. Als Laufmittel dient CHCI,/ EE (2:1).
Die zweite Fraktion wird im Vakuum eingeengt.
Ausbeute: 210 mg (34.8 %), farbloses, amorphes Pulver.
Analyse: (C,;HxN,O5, M = 338.41 g/mol); MALDI-TOF-MS: [M+H]"= 339.7 m/e;
Ber.: C 60.34, H 7.74, N 8.28, Gef.: C 60.17, H7.77, N 8.02%.
'H-NMR (CDCl,): 6 0.97 (d, 3H, J=6.4 Hz); 1.23 (d, 3 H, J = 7.1 Hz); 1.55-

2.90 (m, 14 H); 4.15 (m, 1 H); 4.43 (s, 2 H); 5.80-6.20

(m, 2 H).
3C-NMR (CDCl,): 8 14.2 (s, CH,CHCO); 18.3 (s, CH,CH); 40.4 (s, CH,COOy};

66.5 (s, CHOH); 169.6 (s, COO); 172.1 (s, CO-NH);

172.3 (s, CO-NH); 216.3 (s, CH-CO-CH).

Substanz 9: Cycloheximid-N-3-propionséduremethylester

500 mg (1.78 mmol) Cycloheximid werden in 40 ml Aceton geldst. Zu der Lésung
werden unter Rihren 2.0 g (14.5 mmol) K,CO,, 100 mg (0.38 mmol) 18-Crown-6
und 2.5 ml (22.9 mmol) 3-Brompropionsauremethylester gegeben. Anschlielend
wird unter Rithren 72 h zum Sieden erhitzt. Danach wird die Reaktionsmischung
filtriert und im Vakuum eingeengt. Das Produkt wird in 15 ml CHCI,/Essigester
(2:1) aufgenommen. Die Losung wird sdulenchromatographisch aufgearbeitet. Als
stationére Phase wird SiO, (230-400 mesh) verwendet. Als Laufmittel dient CHCI,/
EE (2:1). Die zweite Fraktion wird im Vakuum eingeengt.

Ausbeute: 220 mg (33.6 %), farbloses z&hfiissiges Ol.
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Analyse: (C,oH,xNOg, M = 367.45 g/mol); MALDI-TOF-MS: [M+H]'= 368.9 m/e;
Ber.: C 62.11, H 7.96, N 3.81, Gef.: C 61.89, H 7.93, N 3.73%.

Substanz 10: Cycloheximid-N-3-propionséureethylester

500 mg (1.78 mmol) Cycloheximid werden in 40 ml Aceton geldst. Zu der Lésung
werden unter Rihren 2.0 g (14.5 mmol) K,CO,, 100 mg (0.38 mmol) 18-Crown-6
und 2.5 ml (20.0 mmol) 3-Brompropionsaureethylester gegeben. Anschlieltend
wird unter Rihren 72 h zum Sieden erhitzt. Danach wird die Reaktionsmischung
filtriert und im Vakuum eingeengt. Das Produkt wird in 15 ml CHCI,/Essigester
(2:1) aufgenommen. Die Losung wird séulenchromatographisch aufgearbeitet. Als
stationare Phase wird SiO, (230-400 mesh) verwendet. Als Laufmittel dient CHCI,/
EE (2:1). Die zweite Fraktion wird im Vakuum eingeengt.

Ausbeute: 110 mg (16.2 %), farbloses z&hflissiges Ol.

Analyse: (CyHyNOg, M = 381.47 g/mol); MALDI-TOF-MS: [M+H]"= 382.8 m/e;
Ber.: C 62.97, H 8.19, N 3.67, Gef.: C 62.84, H 8.03, N 3.72%.

Substanz 11: Cycloheximid-N-(+/-)-2-propions&ureethylester

500 mg (1.78 mmol) Cycloheximid werden in 20 ml Aceton geldst. Zu der Losung
werden unter Rihren 420 mg (3.04 mmol) K,CO, , 20 mg (0.08 mmol) 18-Crown-6
und 1.75 ml (13.5 mmol) (+/-)-2-Brompropionsaureethylester gegeben. Anschlie-
Rend wird bei Raumtemperatur gerihrt. Nach 72 h wird die Reaktionsmischung
filtriert und im Vakuum eingeengt. Das o¢lige Produkt wird in 20 ml
CHCI,/Essigester (2:1) aufgenommen. Die L&sung wird s&ulenchromatographisch
aufgearbeitet. Als stationare Phase wird SiO, (230-400 mesh) verwendet und elu-
iert wird mit CHCI,/ EE (2:1). Die dritte Fraktion wird im Vakuum eingeengt.
Ausbeute: 110 mg (16.2 %), farbloses zahfliissiges Ol.

Analyse: (CyHyNOg, M = 381.47 g/mol); MALDI-TOF-MS: [M+H]'= 382.9 m/e;
Ber.: C 62.97, H 8.19, N 3.67, Gef.: C 62.84, H 8.03, N 3.72%.
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Substanz 13: Cycloheximid-N,O-bis-(+/-)-2-propionséureethylester

Die Aufarbeitung der 2. Fraktion ergibt Cycloheximid-N,O-bis-4-butansaure-
ethylester. |

Ausbeute: 73 mg (9.1 %), farbloses, zahflissiges Ol.

Analyse: (C,sH3sNOg, M = 481.59 g/mol); MALDI-TOF-MS: [M+H]"= 483.0 m/e;
Ber.: C 62.35, H 8.16, N 2.91, Gef.: C 62.22, H 8.14, N 2.81%.

Substanz 14: Cycloheximid-N-3-propionséure(4-aminocyclohexyl)amid*CF,COOH
100 mg Chlorotrityl-Harz (0.93 mmol/g, Fa. NovaBiochem), 250 mg (2.19 mmol)
1,4-trans-Diaminocyclohexan, 2 ml CH,Cl, und 1 ml Diisopropylethylamin (DIEA)
werden 12 h bei RT umgesetzt. Anschliefend wird dreimal mit je 2 ml CH,CI,,
MeOH, Ether gewaschen. Das Harz wird in 2 mi N-Methylpyrrolidon (NMP) aufge-
nommen. Dazu werden 80 mg (0.52 mmol) 3-Brompropionséure, 120 mg (0.78
mmol) Hydroxybenzotriazol (HOBt) und 85 pl (0.55 mmol) Diisopropylcarbodiimid
(DIC) gegeben. Nach 12 h schiittein bei RT wird filtriert und wie oben gewaschen.
Das Harz wird in 4 ml Aceton und 1 ml CH,CI, aufgenommen und 48 h bei 35°C
mit 100 mg (0.36 mmol) Cycloheximid, 200 mg (1.45 mmol) K,CO, und 20 mg
(0.08 mmol) 18-Crown-6 umgesetzt. AnschlieRend wird zweimal mit je 3 ml Aceton
und dann weiter wie oben gewaschen. Die Substanz wird auf gewohnte Weise mit
5%iger Trifluoressigsédure in CH,Cl, vom Harz abgespalten und im Vakuum ge-
trocknet.

Ausbeute: 23 mg (43.9 %); weilles Pulver.

Analyse: (C,H,F3sN;O;, M = 563.62 g/mol);

MALDI-TOF-MS: [M-CF,COO7"= 450.8 m/e.

Substanz 15: Cycloheximid-N-3-valerianséure(4-aminocyclohexyl)amid*CF,COOH
100 mg Chlorotrityl-Harz (0.93 mmol/g, Fa. NovaBiochem), 250 mg (2.19 mmol)
1,4-trans-Diaminocyclohexan, 2 ml CH,Cl,und 1 ml DIEA werden 12 h bei RT um-
gesetzt. Anschliefend wird dreimal mit je 2 ml CH,Cl,, MeOH, Ether gewaschen.

Das Harz wird in 2 ml NMP aufgenommen. Dazu werden 95 mg (0.52 mmol) 5-
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Bromvaleriansaure, 120 mg (0.78 mmol) HOBt und 85 ul (0.55 mmol) DIC gege-
ben. Nach 12 h schiitteln bei RT wird filtriert und wie oben gewaschen. Das Harz
wird in 4 ml Aceton und 1 ml CH,Cl, aufgenommen und 48 h bei 35°C mit 100 mg
(0.36 mmol) Cycloheximid, 200 mg (1.45 mmol) K,CO, und 20 mg (0.08 mmol) 18-
Crown-6 umgesetzt. AnschlieRend wird zweimal mit je 3 ml Aceton und dann wei-
ter wie oben gewaschen. Die Substanz wird auf gewohnte Weise mit 5%iger Trif-
luoressigsaure in CH,Cl, vom Harz abgespalten und im Vakuum getrocknet.
Ausbeute: 21 mg (38.2 %); weiles Pulver.

Analyse: (C,gH..F;N;O,, M = 591.67 g/mol);

MALDI-TOF-MS: [M-CF,COO7'= 479.3 m/e.

Substanz 16: Cycloheximid-N-ethanséureethylester-adamantylurethan

140 mg (0.38 mmol) Cycloheximid-N-ethansaureethylester werden in 3 ml CH,Cl,
geldst. Zu der Lésung werden unter Rihren 67 mg (0.38 mmol) Adamantylisocya-
nat, 10 mg (0.18 mmol) NH,CI und 1Tropfen CF,COOH gegeben. Anschlieftend
wird bei 30°C geriihrt. Nach 4 h wird die Reaktionsmischung filtriert und im Vaku-
um eingeengt. Das 8lige Produkt wird in 20 ml CHCI./Essigester (2:1) aufgenom-
men. Die Lésung wird saulenchromatographisch aufgearbeitet. Als stationare Pha-
se wird SiO, (230-400 mesh) verwendet. Als Laufmittel dient CHCI,/ EE (2:1). Die
Fraktion wird im Vakuum eingeengt.

Ausbeute: 78 mg (37.7 %), weilles Pulver .

Analyse: (C4HuN,0O;, M = 544.69 g/mol); MALDI-TOF-MS: [M+H]'= 546.4 m/e;
Ber.: C 66.15, H 8.14, N 5.14, Gef.: C 65.99, H 7.95, N 4.89%.

Substanz 17: Cycloheximid-N-ethanséureethylester-2-bromethylurethan

140 mg (0.38 mmol) Cycloheximid-N-ethanséaureethylester werden in 3 ml CH,Cl,
gelost. Zu der Lésung werden unter Ruhren 57 mg (0.38 mmol) 2-
Bromethylisocyanat, 10 mg (0.18 mmol) NH,Cl und 1 Tropfen CF3COOH gegeben.
AnschlieRend wird bei 30°C geriihrt. Nach 4 h wird die Reaktionsmischung filtriert
und im Vakuum eingeengt. Das 6lige Produkt wird in 20 ml CHCI,/Essigester (2:1)

aufgenommen. Die Lésung wird saulenchromatographisch aufgearbeitet. Als sta-
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tionare Phase wird SiO, (230-400 mesh) verwendet. Als Laufmittel dient CHCI, /
EE (2:1). Die Fraktion wird im Vakuum eingeengt.

Ausbeute: 67 mg (34 %)

Analyse: (C,,Ha:BrN,0O;, M = 517.49 g/mol); MALDI-TOF-MS: [M+H]'= 518.8 m/e;
Ber.: C 51.06, H 6.43, N 5.41, Gef.: C 51.23, H6.71, N 5.27%.

Substanz 18: Cycloheximid-N-a-undecanséure-ala-ala(OH)

100 mg Chlorotrityl-Harz (0.93 mmol/g, Fa. NovaBiochem), 87 mg (0.28 mmol)
Fmoc-Ala(OH), 2 ml CH,Cl,und 1 ml DIEA werden in 6 h bei RT umgesetzt. An-
schlieend werden 0.5 ml MeOH zugesetzt und nach 30 min wird dreimal mit je 1
ml CH,Cl,. Danach wird 1 h mit 40%iger Piperidin-Lésung in DMF behandelt und
dreimal mit je 1 ml NMP, i-PrOH, Ether gewaschen. Das Harz wird in 2 ml NMP
aufgenommen. Dazu werden 87 mg (0.28 mmol) Fmoc-Ala(OH), 64 mg (0.42
mmol) HOBt und 46 ul (0.30 mmol) DIC gegeben. Nach 12 h schitteln bei RT wird
filtriert. Mit 40%iger Piperidin-Lésung in DMF wird 1 h behandelt und dreimal mit je
1 ml NMP, i-PrOH, Ether gewaschen. Das Harz wird in 3 ml Aceton und 1 ml
CH,Cl, aufgenommen und 72 h bei 35°C mit 100 mg (0.36 mmol) Cycloheximid,
200 mg (1.45 mmol) K,CO; und 20 mg (0.08 mmol) 18-Crown-6 umgesetzt. An-
schlieRend wird zweimal mit je 3 ml Aceton. Das Harz wird in CH,Cl, aufgenom-
men, abdekantiert, filtriert und dann weiter wie oben gewaschen. Die Substanz
wird auf gewohnte Weise mit 5%iger Trifluoressigséure in CH,Cl, vom Harz abge-
spalten und im Vakuum getrocknet.

Ausbeute: 19 mg; weiles Puiver.

Analyse: (M = 607.88 g/mol); MALDI-TOF-MS: [M+H]'= 609.3 m/e.

Substanz 19: Cycloheximid-N-w-undecanséure-val-ala(OH)

Die Synthese erfolgte analog der Vorschrift fir Substanz 18 ausgehend von Fmoc-
Val(OH) und Fmoc-Ala(OH).

Ausbeute: 15 mg; weilles Pulver.

Analyse: (M = 635.99 g/mol); MALDI-TOF-MS: [M+H]"= 637.8 m/e.
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Substanz 20: Cycloheximid-N-a-undecanséure—trp-ala(OH)

Die Synthese erfolgte analog der Vorschrift flr Substanz 18 ausgehend von Fmoc-
Trp(OH) und Fmoc- Ala(OH).

Ausbeute: 17 mg; weilles Pulver.

Analyse: (M = 723.02 g/mol); MALDI-TOF-MS: [M+H]"= 725.0 m/e.

Substanz 21: Cycloheximid-N-a-undecanséure—ile-ala(OH)

Die Synthese erfolgte analog der Vorschrift fur Substanz 18 ausgehend von Fmoc-
lle(OH) und Fmoc-Ala(OH).

Ausbeute: 11 mg; weiltes Pulver.

Analyse: (M = 649.77 g/mol); MALDI-TOF-MS: [M+H]*= 652.3 m/e.

Substanz 22: Cycloheximid-N-a-undecanséure- met-ala(OH)

Die Synthese erfolgte analog der Vorschrift fur Substanz 18 ausgehend von Fmoc-
Met(OH) und Fmoc-Ala(OH).

Ausbeute: 9 mg; weilles Pulver.

Analyse: (M = 667.91 g/mol); MALDI-TOF-MS: [M+H]'= 670.5 m/e.

Substanz 23: Cycloheximid-N-o-undecansdure—gly-ala( OH)

Die Synthese erfolgte analog der Vorschrift fir Substanz 18 ausgehend von Fmoc-
Gly(OH) und Fmoc-Ala(OH).

Ausbeute: 11 mg; weifdes Pulver.

Analyse: (M = 593.76 g/mol); MALDI-TOF-MS: [M+H]"= 595.0 m/e.

Substanz 24: Cycloheximid-N-o-undecanséure-ala-val(OH)

Die Synthese erfolgte analog der Vorschrift fiir Substanz 18 ausgehend von Fmoc-
Ala(OH) und Fmoc-Val(OH).

Ausbeute: 7 mg; weilles Pulver.

Analyse: (M = 635.99 g/mol); MALDI-TOF-MS: [M+H]"= 638.2.0 m/e.
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Substanz 25: Cycloheximid-N-w-undecanséure-val-val(OH)

Die Synthese erfolgte analog der Vorschrift fiir Substanz 18 ausgehend von Fmoc-
Val(OH) und Fmoc-Val(OH).

Ausbeute: 14 mg; weildes Pulver.

Analyse: (M = 664.09 g/mol); MALDI-TOF-MS: [M+H]'= 666.3 m/e.

Substanz 26: Cycloheximid-N-w-undecanséure-trp-val-(OH)

Die Synthese erfolgte analog der Vorschrift fiir Substanz 18 ausgehend von Fmoc-
Trp(OH) und Fmoc-Val(OH).

Ausbeute: 17 mg; weifses Pulver.

Analyse: (M = 751.12 g/mol); MALDI-TOF-MS: [M+H]"= 753.6 m/e.

Substanz 27: Cycloheximid-N-w-undecanséure-ile- val(OH)

Die Synthese erfolgte analog der Vorschrift fiir Substanz 18 ausgehend von Fmoc-
lle(OH) und Fmoc-Val(OH).

Ausbeute: 12 mg; weilles Pulver.

Analyse: (M = 678.07 g/mol); MALDI-TOF-MS: [M+H]'= 680.1 m/e.

Substanz 28: Cycloheximid-N-a-undecanséure-met-val(OH)

Die Synthese erfolgte analog der Vorschrift fir Substanz 18 ausgehend von Fmoc-
Met(OH) und Fmoc-Val(OH).

Ausbeute: 12 mg; weifles Pulver.

Analyse: (M = 696.10 g/mol); MALDI-TOF-MS: [M+H]"= 698.4 m/e.

Substanz 29: Cycloheximid-N-a-undecanséure-gly-val(OH)

Die Synthese erfolgte analog der Vorschrift fur Substanz 18 ausgehend von Fmoc-
Gly(OH) und Fmoc-Val(OH).

Ausbeute: 7 mg; weilles Pulver.

Analyse: (M = 621.96 g/mol); MALDI-TOF-MS: [M+H]'= 623.9 m/e.
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BEISPIEL 2: Bestimmung der Inhibitionskonstanten der Derivate von Cyclo-

hex-imid

Die Bestimmung von Inhibitionskonstanten von Cycloheximid und einigen Deriva-
ten gegeniiber der PPlase FKBP12 erfolgt mittels Protease-gekoppeltem PPlase-
Assay
Puffer: 35 mM HEPES (pH 7.8), 1200 ul
Substrat: Suc-Ala-Phe-Pro-Phe-(4-) Nitroanilid (BACHEM)
Stammldsung 10 mg/ml in DMSO, Konzentration im MelRansatz 69.8
UM
Hilfsprotease: a-Chymotrypsin (Rind), 400 U/mg protein, (MERCK),
Stammlésung 50 mg/mil, Konzentration im MeRansatz 1.7 mg/mi
Enzym: humanes FKBP12 (recombinant aus E. coli) Stammiltsung 25 uM,
Konzentration im MeRansatz 16 nM
Effektoren: Effektor-Stammidsung 10 mg/mi in Ethanol, Konzentration im MeR-
ansatz
zwischen 1000 und 0.01 yM
Temperatur: 10°C.
Die Effektoren wurden im Inkubationsansatz 5 min vorinkubiert, die Reaktion wur-
de unmittelbar darauf durch Zugabe von 10 ul der Hiifsprotease gestartet.
MeRinstrument: Hewlett Packard UV/VIS Spektrophotometer HP 8452A,
Wellenlange 390 nm
Die kinetische Analyse erfolgte mittels ,SigmaPlot* (Scientific Graphing System
Vers. 2.0,Jandel Corp.)
Abbildung 1 zeigt exemplarisch die Inhibierungskinetik fir 5 entsprechend Beispiel

2. Typische Inhibitionskonstanten sind in den Tabellen 1 und 2 éufgefijhrt.
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BEISPIEL 3: Zytotoxizitditsmessung der Cycloheximid-Derivate

ErfindungsgemaRe Verbindungen lassen sich anhand ihrer toxischen Effekte auf
eukaryotische Zellen klassifizieren. Zur Klassifizierung im eukaryotischen Zellas-
say sind solche Zellen besonders gut geeignet, die durch die Zugabe von Cyclo-
heximid absterben. Die Charakterisierung der zytotoxischen Eigenschaften der
entdeckungsgeméafen Verbindungen erfolgte mit den CHX-sensitiven Standard-
zellinien Hela, Mausfibroblasten L-929 und Humanleuk&miezellen K-562. Zur
Quantifizierung des Einflusses von CHX oder seiner Derivate auf den Zellassay
wird diejenige Wirkstoffkonzentration bestimmt, die zu einem Absterben von 50%
der Zellen fuhrt (IC4,). Die Klassifizierung der Verbindungen entsprechend ihrer

Zytotoxizitat wurde nach folgenden Kriterien vorgenommen:

sehr hoch: ICy, < 5 pg/ml
hoch: ICs, = 50- 5 pg/ml
manig: ICs, = 50 -100 pg/ml
maRig/gering: ICs, = 100 - 200 pg/mi

gering/nicht: 1Cso > 200ug/mi
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Tabelle 2:
O
H OH
HC,,
" AS1—AS2—COOH
L O
CH3O
rhFKBP12-
Verbin- AS1 AS2 Zytotoxizitat Inhibierung
dung ICso (M)
18 Alanin Alanin MaRig/gering ICso= 110.4
19 Valin Alanin MaRig/gering ICs, = 160.6
20 Tryptophan Alanin Nicht/gering ICyo= 204
21 Isoleucin Alanin Nicht/gering ICso = 437
22 Methionin Alanin Nicht/gering ICsp= 414
23 Glycin Alanin Nicht/gering ICs, = 173.8
24 Alanin Valin Nicht/gering ICs =  95.1
25 Valin Valin Nicht/gering ICs, = 48.4
26 Tryptophan Valin MaRig/gering ICy= 16.8
27 Isoleucin Valin MaRig/gering ICso= 77.0
28 Methionin Valin MaRig/gering ICsp= 228
29 Glycin Valin Nicht/gering ICso= 48.3
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Zytotoxizitaten ausgewahiter Verbindungen sind in den Tabellen 1 und 2 zusam-

mengefalit.

BEISPIEL 4: Nervenzeliregenerative Wirkung von Cycloheximid-Derivaten:

Die erfindungsgemafen Verbindungen lassen sich auch anhand ihrer Wirkung auf
die Regeneration des Nervus ischiadicus von Ratten charakterisieren. Dazu wur-
den vier Monate alte weibliche Albino-Ratten (Han:WIST) in einen Atherrausch
versetzt und entsprechend ihrem Koérpergewicht mit Rompun (16 mg/kg) und Ke-
tavet (125 mg/kg) in Kombination intramuskular narkotisiert. Der Nervus ischiadi-
cus wurde nach einem Hautschnitt prapariert, vor der Auftrennung in seine distalen
Aste durchtrennt und anschlieBend mikrochirurgisch durch drei epineurale Ner-
vennahte in seiner Kontinuitat wiederhergestelit. Die Naht wurde mit BASIC (bac-
terial synthesized cellulose) ummantelt. Das Material Ubt gleichzeitig eine Depot-
funktion fur die unmittelbar nach der Operation einmalig auf die Lasionsstelle
applizierten Testsubstanzen aus. Beispielhaft fir die entdeckungsgemafien Ver-
bindungen wurde Cycloheximid-N-ethans&ureethylester 5 in 10% DMSO/H,O ge-
I6st und in Dosen von 30 (n=4/7) und 60 (n=3) mg/kg Ratte in 50 Losungsmittel
am Tiermodell getestet. Als Negativkontrolle (n=3/6) wurden entsprechende Dosen
des Dipeptids Ala-Ala-OH verwendet. Als Positivkontrolle diente der FKBP-
Inhibitor FK506 (1mg/kg; n=3), dessen neuroregenerative Wirkung bereits be-
schrieben wurde. Der Hautverschluf® erfolgte mittels fortlaufender Naht.

In einem Zeitraum von 10 Wochen wurden die Tiere einer wochentlichen Begut-
achtung des Gangverhaltens unterzogen. Die Bewertung wurde nach folgenden
Kriterien vorgenommen:

- Koordination der Beinbewegung
- Belastung/Schonung des operierten Beines

- Belastungsschwerpunkt (Fuzehen-/-fersenbelastung)
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- Zehenstellung

- Beweglichkeit des Fufles und der Zehen (z.B. Versteifung)

Dabei erfolgte jeweils eine Einschétzung des Zustandes des operierten Beines
durch Punktvergabe: -1 (negativ), 0 (unauffallig) und +1 (positiv). Die Punkte wur-
den nach Versuchsablauf verrechnet.

Nach 10 Wochen wurde das nach Versuchsprotokoll vorgesehene Tier erneut nar-
kotisiert und der M. ext. digit. longus sowie der N. peroneus profundus und der N.
ischiaticus im Bereich der Ummantelung zur Préparategewinnung entfernt. Zusatz-
lich wurden fur einen direkten Vergleich die entsprechenden Praparate der Ge-
genseite gewonnen. Die entnommenen Muskeln wurden gewogen, in flissigem
Stickstoff eingefroren und in 30 ym dicke Serienschnitte (FRIGOCUT) geschnitten.
Die histologische Auswertung der Schnitte erfolgte lichtmikroskopisch nach Ace-
tylthiocholinjodid-Farbung. Die entnommenen Nervenstlicke wurden histologisch
aufgearbeitet und die erhaltenen Querschnittpraparate lichtmikroskopisch ausge-

wertet (Myelinisierung, neuromuskulare Endplatten).

Tabelle 3
Substanz Bewertung des Gangver-|Muskelgewicht des operierten
haltens Beines
(Punkte) (% des gesunden Beines)
Ala-Ala-OH 7 63.8+28
5 8 78.9+ 3.1
FK506 14 75.3+7.7
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Die Ergebnisse der Begutachtung des Gangverhaltens der Versuchstiere und des
Vergleichs des Gewichtes der M. ext. digit. longi sind in Tabelle 3 exemplarisch fur

die Substanz 5 bei einer applizierten Dosis von 30 mg/kg dargestellt.
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Patentanspriiche

Cycloheximid-Derivat der allgemeinen Formel (1):

1
R R7
CH3
CHs .
0 hIJ o
(CHR12 )n_R1O
in der

n eine ganze Zahl von 1 bis 20 bedeutet,

jedes R'? unabhangig ein Wasserstoffatom oder einen Alkylrest bedeutet,
R' aus einem Sauerstoffatom, einem Schwefelatom oder den Gruppen
NR?, NOR? und N-NR?R® ausgewahlt wird, wobei

R2 und R® unabhéngig voneinander ein Wasserstoffatom, CH;, einen Aral-
kylrest, einen gegebenenfalls ein- oder mehrfach mit R® oder R substitu-
ierten Aryl- oder Cycloalkylrest, einen gegebenenfalls ein- oder mehrfach
mir R® oder R" substituierten Heterocycloalkyl- oder Heteroarylrest, bei
denen ein oder mehrere Kohlenstoffatome im Ring durch O, S oder NR®
ersetzt sind oder einen Rest —~A-X-B darstellen, oder

R? und R?® zusammen einen Alkylrest darstellen, der mit dem Stickstoffa-
tom, an das sie gebunden sind, einen 3- bis 5-gliedrigen Ring bilden, der
gegebenenfalls einen oder mehrere Substituenten R® aufweist, wobei ge-

gebenenfalls ein oder mehrere Kohlenstoffe des Alkylenrestes durch —O-, -
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S-, -NR®-, Cycloalkylen, Heterocycloalkylen, Arylen oder Heteroarylen er-
setzt sind, wobei

R® ein Wasserstoffatom, einen Alkylrest oder einen Arylirest darstellt,

R® fiir Alkyl, Aryl, OR®, C(O)OR®, CN oder ein Halogenatom steht und R®
wie vorstehend definiert ist, A einen Alkylenrest und B einen Alkylrest dar-
stellt,

X fur —O-, -S-, -NR®-, Cycloalkylen, Heterocycloalkylen, Arylen, Heteroary-
len oder eine Einfachbindung steht und R® wie vorstehend definiert ist,

R’ einen Rest -OH, -OR®, -OC(0)R?, -OC(S)R?, -OC(O)NHR?, -OC(S)NHR?
oder O(CHR'?),R" darstellt, wobei

R® einen gegebenenfalls ein- oder mehrfach mit R® substituiertes Aryl-
oder Heteroarylirest, bei dem ein oder mehrere Kohlenstoffatome im Ring
durch O, S oder NR® ersetzt sind, oder einen Rest —A-X-B darstellt, wobei
A, B, X, R® und R® wie vorstehend definiert sind, und

R' einen Rest -NHR?, -NR?R?, -C(0)OR?, -C(S)OR?, -C(O)NR*R?, -CN, -
NR2C(O)NR?R?, -OC(O)NR?R®, -NR’C(S)NR®R’, -OC(S)N R’R’ oder -
C(O)NHR'" darstellt, wobei R? und R* wie vorstehend definiert sind und

R" fur einen Aminosaurerest oder Oligopeptidrest steht,

oder ein pharmazeutischvertragliches Salz davon.

Verbindung nach Anspruch 1, namlich eine Verbindung der Formel (1) far

die gilt

(@ n =1, 2, 3; R'= O; R'= OH, O(CHR™),R", OC(0)CH,; R"=
C(O)OCH,, C(O)OC,Hs, CN, C(O)NH,; R'?= H, CH,, C,Hs; oder

(b) n=3-10; R'= O; R’= OH; R"= C(O)NHR"', R"'= Aminosaurerest, Oli-
gopeptidrest; R'?= H, CH,, C,Hs; oder

(c/ n = 1,2 3 R'= 0; R'= OH, O(CHR™)R", R'= C(O)OCH;,,
C(0)OC,Hs, CN, C(O)NH,; R'*= H, CH,, C,Hs; oder

(d) n=1,2,3;R'= NOH, N-NHPh, N-NHCH,, N-Alkyl, N-Benzyl; R"= OH,
O(CHR'}),R"; R™= C(O)OCH,, C(0)OC,Hs, CN, C(O)NH,; R'*= H,
CH,, C,H,; oder
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(€) n=1,2,3;R'=0; R’= OH, O(CHR™),R", OC(O)NH-Alkyl, OC(O)NH-

Cycloalkyl, OC(O)NH-Aryl; R™= C(O)OCH,, C(O)OC,Hs, CN,
C(O)NH,; R'2= H, CH,, C,Hs.
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3. Verbindung nach Anspruch 1 oder 2 mit der Formel:
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Verbindung | Aminos&urerest | Aminosdurerest
AS1 AS2
. i o] OH
18 Alanin Alanin CH H
19 Valin Alanin S NH—AS1—AS2—COOH
20 Tryptophan Alanin
21 Isoleucin Alanin
22 Methionin Alanin 3
23 Glycin Alanin 0
24 Alanin Vaiin
25 Valin Valin
26 Tryptophan Valin
27 Isoleucin Valin
28 Methionin Valin
29 Glycin Valin
Verbindung 18-29
/\/IO]\
0 o oH
0o O OCH H
H ° 0 O/\/lkOCH:; CHa.,,
G, oH H o OH
3w,
CHs.,, H
o N~ O
CH
3 N ¢} CHa ~ NH
0 N~ o CHa
0 N~ O 33
30 3 —
& = 32 K/\ 07 "NH ©
07" ~oCHs NHz O
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Verbindung nach einem der Anspriiche 1 bis 3, mit einem Molekularge-

wicht kleiner als etwa 2000 g/Mol, vorzugsweise kleiner als 1000 g/Mol.

Verbindung nach Anspruch 4, wobei das Molekulargewicht kieiner als etwa
750 g/Mol ist.

Verbindung nach einem der Anspriiche 1 bis 5, welche die Peptidylprolyl
cis/trans Isomerase Aktivitdt des FK506 bindenden Proteins inhibieren

kann.

Arzneimittel enthaltend eine Verbindung nach einem der Anspriiche 1 bis

6 und gegebenenfalls einen pharmazeutisch vertraglichen Trager.

Verwendung einer Verbindung nach einem der Anspriiche 1 bis 6 zur Her-

stellung eines Arzneimittels zur Regeneration von Nerven.

Verwendung einer Verbindung nach einem der Anspriiche 1 bis 6 zur Her-
stellung eines Arzneimittels zur Behandiung von beschadigtem Nerven-

zellgewebe.

Verfahren zur Herstellung einer Verbindung nach einem der Anspriiche 1
bis 6 umfassend die Umsetzung von Cycloheximid oder eines Derivates

an einem polymeren Tréger.

Verfahren nach Anspruch 10, wobei der polymere Trager Chlorotrityl-Harz

ist.

Verwendung einer Verbindung mit einer Affinitat zu FK506 bindendem
Protein, einem Molekulargewicht kleiner 2000 g/Mol, welche die Peptidyl-

prolyl cis/trans Isomerase Aktivitdat des FK506 bindenden Proteins inhibie-
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ren kann zur Herstellung eines Arzneimittels zur Behandiung von bescha-

digtem Nervenzeligewebe.
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2. ClaimsNos.: 12 (in part)
because they relate to parts of the international application that do not comply with the prescribed requirements to such
an extent that no meaningful international search can be carried out, specifically:

See supplemental sheet Additional Matter PCT/ISA/210

3. [] ClaimsNos.:
because they are dependent claims and are not drafted in accordance with the second and third sentences of Rule 6.4(a).

Box I Observations where unity of invention is lacking (Continuation of item 2 of first sheet)

This International Searching Authority found multiple inventions in this international application, as follows:

1. D As all required additional search fees were timely paid by the applicant, this international search report covers all
searchableclaims.

2. D Asall searchable claims could be searched without effort justifying an additional fee, this Authority did not invite payment
of any additional fee.

3. D As only some of the required additional search fees were timely paid by the applicant, this international search report
covers only those claims for which fees were paid, specifically claims Nos.:

4, D No required additional search fees were timely paid by the applicant. Consequently, this international search report is
restricted to the invention first mentioned in the claims; it is covered by claims Nos.:

Remark on Protest D The additional search fees were accompanied by the applicant’s protest.
D No protest accompanied the payment of additional search fees.

Form PCT/ISA/210 (continuation of first sheet (1)) (July 1992)



INTERNATIONAL SEARCH REPORT International Application No
PCT/EP 99/08267

Additional matter PCT/ISA/210
Claim No. 12 (in part)

Patent Claim No. 12 relates to the use of chemical compounds which are solely defined by the
following parameters:

(1) They must have an affinity to an FK506 binding protein,

(2) must comprise a mole weight of less than 2000 g/mol, and

(3) must inhibit the peptidylproly! cis/trans isomerase activity of the FK506 binding protein.

The use of these parameters appears, in the given context, to lack clarity under the terms of
PCT Article 6 (said chemical compounds can also not be defined with regard to their
structure). This absence of clarity is such that it makes it impossible to conduct a meaningful
and complete search (it is impossible to compare the parameters selected by the applicant with
that which discloses the prior art). For this reason, Claim No. 12 was only searched to the
extent that the compounds according to Claim No. 1 are concerned.

The applicant is therefore advised that patent claims or sections of patent claims laid to
inventions for which no international search report was drafted normally cannot be the subject
of an international preliminary examination (PCT Rule 66.1(¢)). Similar to the authority
entrusted with the task of carrying out the international preliminary examination, the EPO
also does not generally carry out a preliminary examination of subject matter for which no
search has been conducted. This is also valid in the case when the patent claims have been
amended after receipt of the international search report (PCT Article 19), or in the case when
the applicant submits new patent claims pursuant to the procedure in accordance with PCT
Chapter II.

Form PCT/ISA210 (extra sheet) (July 1992)
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A. KLASSIFIAERUNQG DES ANMELDUNGSQEQ!
Ky /8!

PK C07D211/88 A61K31 45 C07K5/06

Nach der intemationalen Patentidassifikation (IPK) oder nach der nationalen Klassiftikation und der IPK

B. RECHERCHIERTE QEBIETE

Recherchlerter Mindestprifstoff (ilassifikationssystem und Klasstfikationssymbole )
IPK 7 CO7D CO7K

Recherchierte aber nicht zum Mindestpriffstoff gehdrende Verdffentlichungen, soweit deee unter die recherchierten Geblete fallen

Wihrend der intemnationalen Recherche konsultlerte elektronische Datenbenk (Name der Datenbenk und evll. verwendete Suchbegriffe)

C. ALS WESENTLICH ANGESEHENE UNTERLAGEN

Kategorie® | Bezelchnung der Verdifentichung, sowelt erforderfich unter Angabe der in Betracht komimenden Telle Betr. Anspruch Nr.

A DATABASE WPI 1-9
Section Ch, Week 199204

Derwent Publications Ltd., London, GB;
Class B02, AN 1992-030619

XP002131940

-& JP 03 279327 A (TSUMURA & CO),

10. Dezember 1991 (1991-12-10)

Zusammenfassung
m Weltere Versffentichungen sind der Fortsetzung von Feld C zu D Slehe Anhang Patenttamile
entnehimen
° Besondere Kategorien von angegebenen Verdifentichungen  : T Spétere Verdffentichung, die nach dem intemationalen Anmeldedatum
e den aligem et Anmeldung nicht kollidiert, sondem nur zum Versténdnis dee der
sbernicht als bedeutsam anzusehen ot Erfindung zugrundel Prinzipe oder der thr zugrundellegenden
“E" MDokunent.das]edochemtamodefneohdemlntemaﬂm mmmm'ﬁf
Anmeidedatum verffentiicht worden X" Verdftentlichung von besonderer Bedeutung; die beanspruchte Erfindung
“‘ Veriﬂfemlbhm dle geeignet lst, einen Pflodﬂmnpnnhzweﬁehft er— kann alieln auf deeer Verdffentiichung nicht als neu oder aut
\ Aamymmddﬁlt\demVer\i;ﬂamuwmwe;m etfindedacher Ttigkelt beruhend betrachtet werden
9"""‘""‘ echerchenbericht genannten e'wb"‘“d“'g werden «yw versffentiichung von beeonderer Bedeutung; dle beanspruchte Erfindung
soloderdl)eamehemmdemnbeomdemn rund angegeben lst (wie mmdnabgl‘e’tmdedod\eﬂw 3!ber£:ndbetladmt
ausgeflhrt wetden, wenn de eféﬂenﬂdwg ner oder mehreren anderen
"0" Verdifentichung, dle sich aut eine miindiche Offenbarung, Veritfentichungen deermVMﬂmq;bﬁdﬂMMW
o VESEiEed. s Nisehy i e M L S Vgl dhn Ficonn rebloond
dem beanspiuchten Priotitsdatum verdifenticht worden lst "&" Verdftentliciung, die Mitglied derselben Patertfamille lst
Datum des Abechiusses der intemationalen Recherche Absendedatum des intemationalen Recherchenbertichts
1. Marz 2000 2 % 03.00
Name und Postanschitft det Intemationaien Recherchenbehtrde Bevolim#chtigter Bedensteter
Européisches Patentamt, P.B. 5818 Patentiaan 2
NL ~ 2280 HV Rijswiik
Tel. (+31=70) 340-2040, Tx. 31 851 epon, Fink. D
Fax (+31-70) 340-3018 ’

Formblatt PCTASA/210 (Bladt 2) (Jull 1902)
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In® ionales Aktenzeichen
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C.(Fortsetzung) ALS WESENTLICH ANGESEHENE UNTERLAQGEN

Kategorie®

Bezelchnung der Verdffentlichung, soweit erforderlich unter Angabe der in Betrachtkommenden Tele Betr. Anspruch Nr.

X

P,X

CHEMICAL ABSTRACTS, vol. 57, no. 7,
1. Oktober 1962 (1962-10-01)
Columbus, Ohio, US;
PETTIT G R ET AL: "Actidione acetate
nitrogen mustard”
Spalte 8407e;
XP002131939
Zusammenfassung
& CHEMISTRY AND INDUSTRY. CHEMISTRY AND
INDUSTRY REVIEW.,b1962, Seite 1016
ISSN: 0009-3068

CHRISTNER C ET AL: "Synthesis and
Cytotoxic Evaluation of Cycloheximide
Derivatives as Potential Inhibitors of
FKBP12 with Neuroregenerative Properties”
J. MED. CHEM. ,

Bd. 42, Nr. 18,

9. September 1999 (1999-09-09), Seiten
3615-3622, XP002131938

das ganze Dokument

1
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INTERNATIONALER RECHERCHENBERICHT PCT/EP 99/08267

Feld| Bemerkungen zu den Ansprichen, die sich als nicht recherchierbar erwiesen haben (Fortsetzung von Punkt 2 auf Blatt 1)

GemaB Artikel 17(2)a) wurde aus folgenden Griinden fur bestimmte Ansprache kein Recherchenbericht erstelit:

1. D Anspriche Nr. '
weil sie sich auf Gegenstande beziehen, zu deren Recherche die Behorde nicht verpflichtet ist, namiich

2. m Anspriche Nr. 12 (t81 Twei Se)
weil sie sich auf Teile der internationalen Anmeldung beziehen, die den vorgeschriebenen Anforderungen so wenig entsprechen,

daB eine sinnvolie intemationale Recherche nicht durchgefuhrt werden kann, namiich

siehe Zusatzblatt WEITERE ANGABEN PCT/ISA/210

3. D Anspriche Nr.
weil es sich dabei um abhangige Anspriiche handelt, die nicht entsprechend Satz 2 und 3 der Regel 6.4 a) abgetaft sind.

Feld Il Bemerkungen bei mangeinder Einheitlichkeit der Erfindung (Fortsetzung von Punkt 3 autf Blatt 1)

Die internationale Recherchenbehérde hat festgestelit, daB diese internationale Anmeidung mehrere Erfindungen enthait:

1. D Da der Anmelder alle erforderlichen zusatzlichen Recherchengebuhren rechtzeitig entrichtet hat, erstreckt sich dieser
internationale Recherchenbericht auf alle recherchierbaren Ansprache.

2 D Da fir alle recherchierbaren Anspriiche die Recherche ohne einen Arbeitsaufwand durchgefaihrt werden konnte, der eine
’ zusatzliche Recherchengebihr gerechtfertigt hatte, hat die Behorde nicht zur Zahlung einer solchen Gebihr aufgefordert.

w

. D Da der Anmelder nur einige der erforderlichen zusatziichen Recherchengebihren rechtzeitig entrichtet hat, erstreckt sich dieser
internationale Recherchenbericht nur auf die Anspriche, fir die Gebiihren entrichtet worden sind, namlich auf die

Ansprtiche Nr.

4. D Der Anmelder hat die erforderlichen zusatzlichen Recherchengebihren nicht rechtzeitig entrichtet. Der internationale Recher-
chenbericht beschrankt sich daher auf die in den Anspriichen zuerst erwahnte Erfindung; diese ist in folgenden Ansprichen er-
fait:

Bemerkungen hinsichtlich eines Widerspruchs D Die zusatzlichen Gebdahren wurden vom Anmelder unter Widerspruch gezahit.

D Die Zahlung zusétziicher Recherchengebuhren erfolgte ohne Widerspruch.

Formblatt PCT/ISA/210 (Fortsetzung von Blatt 1 (1))(Juli 1998)
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WEITERE ANGABEN PCTASA/ 210

Fortsetzung von Feld 1.2

Anspriiche Nr.: 12 (teilweise)

Der vorliegende Patentanspruch 12 bezieht sich auf die Verwendung von
chemischen Verbindungen die
lediglich durch folgende Parameter definiert sind:
(1) Sie miissen eine Affinitdt zu FK506 bindendem Protein besitzen,
(2) ein Molgewicht kleiner als 2000 g/Mol aufweisen, und
(3) die Peptidylprolyl

cis/trans Isomerase Aktivitdt des FK506 bindenden Proteins inhibieren.

Die Verwendung dieser Parameter muss im gegebenen
Zusammenhang als ein Mangel an Klarheit im Sinne von Art. 6 PCT angesehen
werden (die besagten chemischen Verbindungen konnen auch iiber ihre
Struktur definiert werden). Der Mangel an Klarheit ist dergestalt, daB er
eine sinnvolle vollstindige Recherche unméglich macht (es ist unmoglich,
die vom Anmelder gewdhlten Parameter mit dem zu vergleichen, was der
Stand der Technik hierzu offenbart). Daher wurde der vorliegende Anspruch
12 nur so weit recherchiert, als davon die Verbindungen gemass
vorliegendem Anspruch 1 betroffen sind.

Der Anmelder wird darauf hingewiesen, daB Patentanspriiche, oder Teile von
Patentanspriichen, auf Erfindungen, fiir die kein internationaler
Recherchenbericht erstellt wurde, normalerweise nicht Gegenstand einer
internationalen vorlaufigen Priifung sein konnen (Regel 66.1(e) PCT). In
seiner Eigenschaft als mit der internationalen vorlaufigen Priifung
beauftragte Behdorde wird das EPA also in der Regel keine vorlaufige
Priifung fiir Gegenstédnde durchfiihren, zu denen keine Recherche vorliegt.
Dies gilt auch fiir den Fall, daB die Patentanspriiche nach Erhalt des
internationalen Recherchenberichtes gedndert wurden (Art. 19 PCT), oder
fiir den Fall, daB der Anmelder im Zuge des Verfahrens gemaB Kapitel II
PCT neue Patentanpriiche vorlegt.




INTERNATIONALER RECHERCHENBERICHT
Angaben zu Verdffentiichungen, de zur selben Patentfamille gehdren

Inte Jnales Aktenzeichen

PCT/EP 99/08267

Im Recherchenbericht Datum der ~ Miglied(er) der Datum der
angefithrtes Patemtdokument Vertifentiichung Patentfamilie Verdffentlichung
JP 3279327 A 10-12-1991 JP 2817334 B 30-10-1998

Formbiatt PCTASA/210 (Anhang Patentiamilie}Jull 1962)
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