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1. Einleitung

Nukleire Rezeptoren (NRs) sind durch Liganden aktivierbare Transkriptionsfaktoren'=. Sie bil-
den eine Superfamilie aus 48 verschiedenen Vertretern>®. Durch die Aktivierung eines nukle-
dren Rezeptors kommt es zur Modulation der Genexpression und damit zur Umwandlung eines
Ligandensignals in Verinderungen der Genexpression®*>. Auf diese Weise sind nukleire Re-
zeptoren an den unterschiedlichsten Prozessen von Metabolismus, Entziindungsprozessen bis
hin zu Zellwachstum und -differenzierung beteiligt®. Sie stellen daher in vielfiltigen Indikati-
onen attraktive molekulare Zielstrukturen fiir Wirkstoffe dar, so es gelingt sie mit niedermole-
kularen Verbindungen zu modulieren®. Die Entwicklung therapeutisch nutzbarer Liganden fiir
NRs ist mit spezifischen Hindernissen verbunden. Die héaufig hoch lipophilen Zielstrukturen
binden zumeist nur sehr lipophile Liganden, die sich wiederum oftmals schlecht als Arznei-
stoffe eignen. Ebenso herrscht innerhalb der nukleédren Rezeptoren und ihrer Unterklassen hiu-
fig eine hohe strukturelle Ahnlichkeit, was die Frage der Selektivitit zu einer zentralen Aufgabe
erhebt. Mit den Glitazonen zur Behandlung von Diabetes Mellitus Typ 2 und den Fibraten zur
Therapie der Hyperlipidamie sind Wirkstoffe, die NRs als Zielstrukturen besitzen, bereits seit
vielen Jahren auf dem Markt erhiltlich. Auch befinden sich Kandidaten in spiten Phasen der
klinischen Entwicklung z. B. fiir die Behandlung der nicht-alkoholischen Fettlebererkrankung,
fiir die ein positiver Einfluss durch die Modulation des Farnesoid X Rezeptors (FXR) oder der
Peroxisomen Proliferator-aktivierter Rezeptoren (PPARs) postuliert wird"™.

Neben den metabolischen Krankheiten riicken neurodegenerative Erkrankungen immer mehr
in den Fokus der Entwicklung neuer Liganden und hier insbesondere die Alzheimer Demenz
(AD) und Multiple Sklerose (MS)!°. NRs sind sowohl bei der Auflosung der neuronalen
Entziindung beteiligt als auch bei der Vermittlung korpereigener Reperaturmechanismen!®!!,
wodurch diese Rezeptoren nicht nur symptomatische, sondern teilweise auch regenerative
Therapien moglich erscheinen lassen. Dies wiirde vollig neue Optionen in der Behandlung von
Krankheiten eréffnen, die zentrale Herausforderungen der modernen Medizin darstellen. Zwei
Rezeptorklassen, fiir die bereits erste Grundlagen in diesem Bereich gelegt wurden, sind die
PPARs und insbesondere die Retinoid X Rezeptoren (RXRs)!!™!3, Um die Hypothesen ihrer
Wirksamkeit zu validieren und weiterzuentwickeln, benotigt es neue vertriagliche, selektive und
potente Liganden. Diese Arbeit befasst sich mit der Entwicklung und Charakterisierung solcher
neuartigen Liganden.

1.1 Nukledre Rezeptoren: Struktur und Funktion

1.1.1 Einteilung nukledrer Rezeptoren

Die Einteilung der nukledren Rezeptoren beruht zumeist auf evolutionshistorischen Unter-
schieden®!*. Eine systematische Einteilung dieser Superfamilie erfolgte zuniichst auf Basis
ihrer phylogenetischen Verwandtschaft durch einen klar definierten Code, der fiir nukleére
Rezeptoren aller Lebewesen anwendbar ist und jederzeit erweitert werden kann®. Diese Eintei-
lung ist giinstig fiir eine eindeutige Zuordnung der Rezeptoren, unabhéngig von Trivialnamen.
Die Rezeptoren werden hierbei in sechs Unterfamilien unterschiedlicher Groe eingeteilt. Auf-
fallig ist, dass mit der phylogenetischen Gruppierung auch dhnliche Eigenschaften verbunden
sind: So bilden z. B. Vertreter der Gruppe 3 bevorzugt Homodimere, wihrend Rezeptoren der

Gruppe 1 und 2 primir als Heterodimere im Komplex mit RXR aktiv sind!® (Tabelle 1).
-9.-



Tabelle 1 Humane nukledire Rezeptoren

2,3,16,17

Nomenklatur Bekannte Liganden Monomer (M), Homodimer
Bezeichnung (engl.) Abkiirzung
Code (Beispiele) (D) oder Heterodimer (H)
NR1A1 Thyroid hormone receptor o TRa Schilddriisenhormone H
NR1A2 Thyroid hormone receptor TRP Schilddriisenhormone H
NR1B1 Retinoic acid receptor o RARo Retinséure H
NR1B2 Retinoic acid receptor 8 RARPB Retinséure H
NR1B3 Retinoic acid receptor y RARy Retinsédure H
Peroxisome proliferator-activated
NR1C1 PPARa Fettsduren H
receptor o
Peroxisome proliferator-activated
NR1C2 PPARR/S Fettsduren H
receptor /0
Peroxisome proliferator-activated
NR1C3 PPARY Fettsduren H
receptor y
NR1D1 Reverse-Erb a REV-ERBa Him'® M, D
NR1D2 Reverse-Erb 8 REV-ERB Him'® M,D
NRI1F1 RAR-related orphan receptor o RORa Oxysterole'” M
NR1F2 RAR-related orphan receptor 3 RORB Oxysterole!? M
NR1F3 RAR-related orphan receptor y RORy Oxysterole'” M
NR1H2 Liver X receptor LXRp Oxysterole H
NR1H3 Liver X receptor LXRa Oxysterole H
NR1H4 Farnesoid X receptor FXR Gallensduren H
NR1I1 Vitamin D receptor VDR Vitamin D3 H
NR1I12 Pregnane X receptor PXR Gestagene H
NR1I3 Constitutive Androstane Receptor CAR Xenobiotika H
NR2A1 Hepatocyte nuclear factor 4 o HNF-4a Fettsduren® D
NR2A2 Hepatocyte nucler factor 4 y HNF-4y Fettsduren D
NR2B1 Retinoic X receptor a RXRa 9-cis-Retinsdure D,H
NR2B2 Retinoic X receptor RXRp 9-cis-Retinsdure D,H
NR2B3 Retinoic X receptor y RXRy 9-cis-Retinsédure D,H
NR2C1 Testicular orphan receptor 2 TR2 unbekannt H, D*!'%
NR2C2 Testicular orphan receptor 4 TR4 unbekannt H, D*'2
NR2E1 Tailless homolog orphan receptor TLX unbekannt M, D
Photoreceptor-cell-specific nuclear
NR2E3 PNR unbekannt M, D
receptor
Chicken ovalbumin upstream promoter
NR2F1 COUP-TFa unbekannt D, H
— transcriptions factor a
Chicken ovalbumin upstream promoter
NR2F2 COUP-TFB unbekannt D,H
— transcriptions factor B
Chicken ovalbumin upstream promoter
NR2F6 COUP-TFy unbekannt D,H
— transcriptions factor y
NR3A1 Estrogen receptor o ERa Estradiol D
NR3A2 Estrogen receptor 3 ERpB Estradiol D
NR3B1 Estrogen related receptor a ERRa unbekannt M, D
NR3B2 Estrogen related receptor ERRB unbekannt M, D?
NR3B3 Estrogen related receptor y ERRy unbekannt M, D*
NR3C1 Glucocorticoid receptor GR Glukokortikoide H, D*
Glukokortikoide und
NR3C2 Mineralocorticoid receptor MR H, D*
Mineralokortikoide
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NR3C3 Progesterone receptor PR Progesteron D

NR3C4 Androgen receptor AR Androgene D
NR4A1 Nerve-growth-factor-induced gene B NGFI-B/ unbekannt M,D,H
Nurr77
NR4A2 Nur-related factor 1 NURR-1 unbekannt M, D, H>?¢
NR4A3 Neuron-derived orphan receptor 1 NOR-1 unbekannt M, D, H?
NRSA1 Steroidogenic factor 1 SF-1 Oxysterole M
NR5A2 Liver receptor homolog 1 LRH-1 Phospholipide®’ M2
NR6A1 Germ cell nuclear factor GCNF unbekannt D

Dosage-sensitive sex reversal-adrenal
NROB1 hypoplasia congenital critical region on DAX-1 unbekannt H¥
the X chromosome, gene 1

NROB2 Small heterodimer partner SHP unbekannt H

Die natiirlichen Liganden nukledrer Rezeptoren, so sie bereits identifiziert sind, entstammen
unterschiedlichster Genese. Es wurden sowohl Hormone, wie das Estrogen oder Glukokorti-
koide, Gallensiduren, Fettsduren, aber auch verschiedenste Xenobiotika als Modulatoren von
nukleiren Rezeptoren identifiziert'¢ (vgl. Tabelle 1).

1.1.2 Struktureller Aufbau nukleédrer Rezeptoren

Obwohl nukledre Rezeptoren strukturell sehr unterschiedliche Liganden zu binden vermdgen,
ist ihr grundsitzlicher Aufbau hochkonserviert und findet sich in fast allen Vertretern wieder
(Abbildung 1).

C - Doméne ECTE D . E - Doméne COOH
. Doméne

A/B -

H,N i
Doméne

Abbildung 1 Allgemeiner Aufbau nukledirer Rezeptoren

Im N-terminalen Bereich der Rezeptoren (A/B-Doméne) befindet sich die Aktivierungsfunk-
tion 1 (AF-1), die ligandenunabhiingig mit Transkriptionsfaktoren interagiert'*%3!, Dieser Be-
reich ist strukturell hochvariabel, selbst innerhalb von Rezeptor-Subtypen. Wozu diese Diver-
sifikation notig ist, ist nicht vollig verstanden. Dennoch iibernimmt die AF-1 sowohl durch
ligandenunabhéngige Aktivierung und als auch durch Stabilisierung der AF-2 eine wichtige
Funktion!*!631:32 " Zygitzlich kann dieser Bereich auch Ziel von posttranslationalen Modi-
fikationen wie z.B. Phosphorylierungsvorgiangen werden, wodurch eine ligandenunabhingige
Modulation der Rezeptoraktivitit vorgenommen werden kann3->,

Im Anschluss folgt die C-Domiine, die DNS-Bindedomine (DBD), welche die Koordination an
die DNS-Erkennungssequenzen (response elements, RE) iibernimmt**3!. Dieser hochkonser-
vierte Bereich der NRs wird strukturell maBgeblich von zwei Zinkfingermotiven bestimmt, die
die dreidimensionale Struktur der DBD mit ihren zwei beteiligten a-Helices definieren. Die
Helices stehen dabei senkrecht zueinander: Wihrend die erste Helix starke Wechselwirkungen
mit der DNS eingeht und fiir die Bindung an spezifische Sequenzen verantwortlich ist (fixiert
durch den N-terminalen Zinkfinger, auch P-Box genannt), spielt die zweite Helix eine wichtige
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Rolle in der Dimerisierung der DBDs zweier
NRs (fixiert durch das C-terminale Zink-
fingermotiv, die D-Box) (Abbildung 2)'43!-3-
38 Zudem schlieBt sich an die beiden Zink-
fingermotive eine C-terminale Verldngerung
(C-terminal extension, CTE) an, die iiber ihre
Linge und die beteiligten Aminoséduren u.a.
einstellt, welche REs nach
Dimerisierung adressiert werden',

einer
Abbildung 2 Schematische Darstellung zweier DBDs mit den

beiden Zinkfingermotiven. Die D-Box ist an der Dimerisie-
rungszone beteiligt, wiihrend die P-Box essentiell fiir die Er-
kennung der spezifischen RE ist. Die beiden a-Helices stehen
senkrecht zueinander.

Nach einem Uberbriickungsbereich (hinge-
Region, D-Domine) schliet sich am C-ter-
minalen Ende (E-Doméne) des Rezeptors die Ligandenbindedomine (LBD) an. Die Sekundar-
struktur der LBD erscheint zunichst ebenfalls hochkonserviert, bestehend aus zumeist zwolf a-
Helices und einem [-Faltblatt-Abschnitt, die in Form eines sogenannten antiparallelen o-
helikalen Sandwichs aus drei Schichten angeordnet sind und eine zumeist hydrophobe Tasche
ausbilden!#16-39-31.38-40 Tyje Tasche ist jedoch durch ihre Form und die beteiligten Aminosiuren
— insbesondere die vorhanden hydrophilen Aminosduren — variabel und bindet je nach Rezeptor
unterschiedliche (endogene) Liganden, um spezifische Ligandensignale in verschiedene Ef-
fekte umzuwandeln'®8. Die LBD enthilt in ihrer C-terminalen Helix (meist Helix 12) auch die
ligandenabhédngige Aktivierungsfunktion-2 (AF-2). Im inaktiven Zustand sind Corepressoren
wie der dimpfende Mediator des Retinoid- und Thyroidhormonrezeptors (silencing mediator
of retinoid and thyroid hormone receptor, SMRT) oder der nukledre Corepressor 1 (NCoR1)
im Bereich von Helix 3 und 4 der LBD an den NR gebunden. Diese Repressoren rekrutieren
u.a. Histondeacteylasen, wodurch die DNS kompakter an die Histone gebunden wird und keine
Transkription stattfinden kann'***. Nachdem der Rezeptor einen orthosterisch aktivierenden
Liganden gebunden hat, kommt es zu Konformationsédnderungen, durch die insbesondere die
AF-2 ihre Position veridndert und gemeinsam mit Helix 3 und 4 eine neue Oberfliche prisen-
tiert. Dadurch verédndert sich die Bindungsstelle der LBD zu den Corepressoren derart, dass
sich diese von der LBD l6sen. Die neue
Oberfldche, eine hydrophobe Spalte, bildet
eine neue Bindungsstelle, die von Co-
aktivatoren mit einem LXXLL-Motiv (L
steht fiir Leucin und X fiir eine beliebige
Aminosidure) erkannt und adressiert werden
kann!#. Kommt es zur Bindung von Coakti-
vatoren, wie dem Steroidrezeptor Coaktiva-
tor 1 (SRC-1) oder dem PPARy-Coaktivator

Abbildung 3 Prinzip der Aktivierung nukledrer Rezeptoren

durch konformellen Verinderung nach Ligandbindung am
Beispiel des Retinoid X Rezeptor a. Ohne Liganden (links,
PDB: 1G1U® zeigt die AF-2 (rot) vom Rezeptor weg in die
Umgebung. Durch Bindung eines Agonisten (rechts, PDB:
4K61*) wie Bexaroten (1, braun, Abbildung 6) klappt die
AF-2 (rot) an den Rezeptor heran und ermoglicht die
Bindung eines Coaktivators (gelb).

la (PGC-1a), werden die Histone deacety-
liert, womit die Transkription gestartet wer-
den kann'#1%3%4 Die Ligandenbindung ver-
lauft dabei teilweise im Stil einer Mausefalle

(mouse trap)**: Die Konformationsinderung

schlieft den Liganden in der Bindungstasche ein, der wiederum die neue Konformation stabi-
lisiert** (Abbildung 3). Orthosterische Antagonisten blockieren im Gegensatz dazu die
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Bindungstasche, sind aber nicht in der Lage die neue bzw. die aktive Konformation der AF-2
zu induzieren oder zu stabilisieren'®**4’, AuBerdem ist die LBD teilweise an der Dimerisierung
des Rezeptors beteiligt®'.

1.1.3 DNS-Bindung nukleédrer Rezeptoren

Nukleire Rezeptoren konnen sowohl im Zytosol als auch im Zellkern vorkommen®. Ihre
Hauptwirkung entfalten sie iiber die Modulation der Genexpression, es gibt aber auch Effekte,
die nicht iiber diesen Weg vermittelt werden. Diese werden als nicht-genomische Effekte be-
zeichnet, sind zumeist schneller als die genomischen Effekte und spielen sich hdufig im Zytosol
ab*#". Dort konnen aktivierte NRs etwa den Einfluss von Ca?*-Ionen modulieren oder Phos-
phorylierungen beeinflussen***4°_ Im Zellkern konnen sie bereits an ihr RE der DNS gebunden
vorliegen®’. Kommt es zur Aktivierung durch einen Liganden, verstirkt sich die Bindung durch
die Konformationsidnderung und Corepressoren werden durch Coaktivatoren ersetzt, wodurch
sie die Transkription ihrer Zielgene induzieren oder reprimieren. Die REs werden definiert aus
einer sechsstelligen Basensequenz, deren Leitmotiv sich mit AGGTCA darstellen Lisst'*>°,
Einige NRs binden als Monomere an die DNS (vgl. Tabelle 1), die Mehrheit jedoch bildet ent-
weder Homodimere oder Heterodimere mit dem Retinoid X Rezeptor (NR2B1-3, RXR) aus.
Daher sind die meisten REs auch aus einer doppelten Erkennungssequenz aufgebaut. Die An-
ordnung der Bindungsstellen kann dabei entweder palindromisch (palindromic repeat, PR), in
invertierter Reihenfolge (inverted repeat, IR) oder als direkte Wiederholung (direct repeat,
DR) vorliegen!4, die jeweils von unterschiedlichen Dimeren adressiert werden. Fiir die Funk-
tionalitdt dieser Erkennungssequenzen spielt nicht nur die Orientierung der REs eine Rolle,
auch der vorhandene Abstand zwischen den Wiederholungen beeinflusst die Spezifitit der
Rezeptorbindung!+°%>2, Zusiitzlich beeinflusst auch die Orientierung der Heterodimere die Ak-
tivitdt. Bei Heterodimeren mit RXR kann es immer zu zwei unterschiedlichen Bindungsmodi
kommen, je nachdem, ob RXR am 5°- oder am 3‘-Ende des RE bindet. Dieser kleine Unter-
schied in der Orientierung der Heterodimere kann dazu fiithren, dass ein Dimerpaar nicht mehr
auf die Aktivierung eines Liganden reagiert und eine Transkription initiiert'*>* (Abbildung 4).

= 4-;‘; -5m )

Abbildung 4 Schematische Darstellung der verschiedene Bindungsmodi von Heterodimeren in Abhdngigkeit der RE-Sequenz.
(A) Bindung von Heterodimeren an einem DR (B) Bindung von Heterodimeren an einem IR (C) Bindung von Heterodimeren
an einem PR. Jeder dieser Fdlle kann auch mit vertauschter Position von blauem und grauem Rezeptor angenommen werden.

Die Vielfalt und Komplexitit der nukledren Rezeptoren stellen sie als spannende aber heraus-
fordernde Zielstruktur in der pharmazeutischen Entwicklung dar. Im Rahmen dieser Arbeit wird
insbesondere auf die niedermolekulare Modulation der Retinoid X Rezeptoren und der Peroxi-
somen Proliferator-aktivierten Rezeptoren (NR1C1-3, PPAR) eingegangen.

-13 -
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1.2 Retinoid X Rezeptoren

Die Retinoid X Rezeptoren (RXRs) o, 3 und y** sind ligandenabhiingige Transkriptionsfaktoren
(nukleire Rezeptoren), die zu Beginn der 1990er Jahre erstmals isoliert wurden>>*. Die RXRs
sind ihrem Aufbau nach zunichst einmal klassische Vertreter der nukledren Rezeptoren. Sie
besitzen den allgemeinen Aufbau, wie er in Kapitel 1.1 beschrieben ist, und nach erfolgter
Ligandenbindung kommt es durch Konformationsidnderungen, die insbesondere Helix 12 um-
fassen, zu einem Austausch von Corepressoren gegen Coaktivatoren. Alle drei RXR-Subtypen
werden durch drei voneinander unabhingigen Genen kodiert™. Trotz dieser unterschiedlichen
Kodierung besitzen die RXR Subtypen eine sehr hohe strukturelle Ahnlichkeit und das ins-
besondere im Bereich der LBD. Die Aminoséuren, die fiir die Ausbildung der Ligandbindestelle
verantwortlich sind, sind in allen drei RXR Subtypen identisch und sehr lipophil®®>’. AuBer
einer starken Interaktion mit einem Arginin an einem Ende der Ligandbindestelle, tief im
Inneren, kommt es fast ausschlieBlich zu lipophilen Wechselwirkungen mit den Liganden’®.
Eine weitere Herausforderung ist die Flexibilitit der LBD der RXRs, denn es hat sich gezeigt,
dass sie sich zu einem gewissen Grad an ihre Liganden anpassen kann>’, was die Identifikation
von kritischen Strukturmerkmalen erschweren kann. Es lohnt sich dennoch diese Herausfor-
derung anzunehmen, da die RXRs eine zentrale Rolle in der Superfamilie der nukleédren Rezep-
toren spielen. Sie konnen nicht nur als aktive Homodimere vorliegen und damit unabhéngig
verschiedene Gene in ihrer Expression beeinflussen®, sondern insbesondere als Bindungspart-
ner fiir andere nukleire Rezeptoren dienen®>®!. Diese Heterodimere — bestehend aus einem
Subtyp der RXRs und einem anderen nukledren Rezeptor — lassen sich wiederum in drei Klas-
sen einteilen: permissive, konditionelle und nicht-permissive Heterodimere®?®* (vgl. Tabelle 2).

1.2.1 Retinoid X Rezeptoren als Heterodimerpartner

In nicht-permissiven Heterodimeren hingt die Transkriptionsinduktion ausschlieBlich von dem
Liganden des Bindungspartners ab, sie sind also durch Zugabe von RXR-Agonisten nicht indu-
zierbar®?. Bei diesen Dimeren handelt es sich hiufig um die Zielstrukturen von Hormonen wie
dem Vitamin D Rezeptor (VDR, NR111) (VDR/RXR) oder den Schilddriisenhormonrezeptoren
(TRa/B, NR1A1 und NR1A2) (TR/RXR). Dadurch, dass hier nur die Anwesenheit des hoch-
potenten Hormons die Induktion der Zielgene ermdglicht, unterliegt diese Aktivitit einer
linearen Kontrolle. Die Modulation ist nur von einem einzigen, vom Korper physiologisch kon-
trollierten, Liganden abhingig®%*. Neuere Untersuchungen zeigen jedoch, dass zumindest beim
Schilddriisenhormonrezeptor ein indirekter Einfluss von RXR-Liganden vorliegen konnte:
Durch Bindung eines Agonisten fiir RXR wird die Aktivitit des Schilddriisenhormons T3
reduziert, indem die Bindung insgesamt destabilisiert wird®. Inwieweit diese Form der Mo-
dulation physiologisch bedeutsam ist, ist noch nicht abschlieend geklart. Allgemein gilt bisher
die Lehrmeinung, dass RXR in den nicht-permissiven Dimeren nur eine untergeordnete Rolle
spielt ohne direkten Einfluss auf die Aktivitéit auszuiiben (,,stiller Partner*). Ob sich dies auch
weiterhin halten lisst, ist im Anbetracht der neueren Erkenntnisse keine Selbstverstdndlichkeit
mehr und riickt die nicht-permissiven Heterodimere und ihre physiologische Modulation in ein
neues Licht.

Auch im zweiten Fall, bei konditionellen Heterodimeren, z.B. den Retinsdure-Rezeptoren
(retinoic acid receptor, RARs, NR1B1-3) wird das Dimer nur aktiv, wenn der Ligand des
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Bindungspartners vorhanden ist. Ein alleiniges Vorliegen des RXR-Agonisten ist nicht aus-
reichend, um eine Transkription zu ermoglichen, allerdings ldsst sich der Effekt des Partner-
liganden verstirken, wenn gleichzeitig ein RXR-Ligand vorliegt. Das bedeutet, dass RXR-
Liganden hier weitergehende modulatorische Fahigkeiten besitzen als im nicht-permissiven
Heterodimer, sie aber keine unabhiingige Geninduktion ermoglichen’?-6366,

Das pharmazeutisch-medizinische Interesse an den RXRs resultiert unter anderem aus ihrer
einzigartigen Rolle, die sie in den permissiven Heterodimeren spielen: Durch die Bindung eines
Liganden fiir RXR sind diese Heterodimere in der Lage, die gleiche Wirkung zu entfalten wie
durch die Bindung des Liganden fiir den Heterodimerpartner®. Der Effekt kommt vermutlich
durch eine allosterische Verdnderung der Konformation des Heterodimerpartners zustande, wo-
durch sich Corepressoren auch von diesem Rezeptor 16sen und Coaktivatoren binden konnen,
genauso wie wenn der Heterodimerpartner seinen eigenen Liganden binden wiirde®¢"%8, Da
sich der Partnerrezeptor genauso verhilt, als hitte er einen eignen Liganden gebunden, bezeich-
net man dies auch als ,Phantomliganden-Effekt“®’. Die Auswirkung der RXR-Agonisten ist
sogar noch ausgepragter, wenn gleichzeitig sowohl ein Agonist fiir RXR als auch fiir den Bin-
dungspartner vorliegt. Kommt es zu dieser Situation, kann ein synergistischer Effekt beobachtet
werden®%, Viele der permissiven nukleiren Rezeptoren, wie der Peroxisomen Proliferator-
aktivierte Rezeptor (PPAR), der Leber X Rezeptor (LXR, NR1H2, NR1H3) oder der Farnesoid
X Rezeptor (FXR, NR1H4), besitzen als Liganden Molekiile, die man iiber die Nahrung zu sich
nimmt (vgl. Tabelle 1)>%*. Zudem binden diese Liganden oft nur mit schwacher Affinitit. Der
Synergismus aus gleichzeitiger Aktivierung von RXR und dem Bindungspartner kann dabei
helfen, auch aus einem schwachen Signal (z.B. von einer aus der Nahrung gewonnenen
Fettsdure) eine starke zelluldre Reaktion hervorzurufen, um den Ligandstimulus in einen
zelluldren Effekt umzuwandeln®>.

Die Sonderstellung der RXRs, Heterodimere mit einem Grofteil der nukledren Rezeptoren zu
bilden, offenbart sie als potentiell zentralen Angriffspunkt fiir die Modulation diverser
(patho)physiologischer Vorginge™.

Tabelle 2 Unterschiedliches Ansprechen der nukledren Rezeptoren auf vorhandene Kombinationsmoglichkeiten der
Jeweiligen Agonisten

Heterodimer- Dimerpartner-
RXR-Agonist Effekt Beispiel
Klasse Agonist
- - + Aktivierung
micht- + - keine Aktivierung VDR
permissiv -
+ + Aktivierung
- + Aktivierung
konditionell + - keine Ak.tiv.ierung RAR
Synergistische
+ + Aktivierung
- + Aktivierung
permissiv - Aktivi‘er.ung LXR
+ + Synergistische
Aktivierung
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1.2.2 Expressionsmuster und Unterschiede der RXR-Subtypen

Jede Zelle in unserem Korper, die einen Zellkern besitzt, exprimiert zumindest einen Subtyp
der RXRs>>-8, Fiir jeden RXR Subtypen liegen mehrere Isoformen vor, die durch alternatives
Spleilen entstehen. Sie unterscheiden sich zumeist im N-terminalen Bereich der A/B-Doméne,
bisher konnte allerdings noch kein funktioneller Unterschied der verschiedenen Isoformen fest-
gestellt werden>>®7!,

Die verschiedenen Subtypen zeigen eine deutlich unterschiedliche Verteilung im Korper: In
Mausen konnte gezeigt werden, dass sich RXRa iiber den ganzen Korper verteilt, aber eine
besondere Hiufung in Leber, Nieren und Milz, sowie in der Epidermis vorliegt®**°. Fiir RXR[3
konnte kein gesondertes Expressionsmuster identifiziert werden, womit dieser Subtyp nahezu
ubiquitir vorkommt>*>, Nur fiir RXRy wurde eine engere Lokalisation in der Verteilung be-
obachtet: dieser Subtyp der RXRs wird fast ausschlieBlich in zentralen Nervensystem (ZNS),
in Herzmuskeln, teilweise in den Nebennieren und Muskelzellen exprimiert™*>>. Auch inner-
halb des ZNS ist noch eine deutlich eingeschrinkte Verteilung erkennbar. So kommt es zu einer
Expression von RXRy im Hypothalamus, im Striatum, in Teilen der Amygdala, in der Hypo-
physe und im Riickenmark’>"3, Die Neuronen im Striatum, die die hochste RXRy-Expression
aufweisen, sind groftenteils Projektionsneurone und setzen verschiedene Transmitter wie Sub-
stanz P oder Enkephaline frei’*’*. Die Lokalisation, die sich mit einer starken dopaminergen
Innervation deckt, ldsst einen Einfluss von Dopamin auf diese Neurone vermuten, zumal die
untersuchten Zellen entweder den D2- oder den D1-Rezeptor exprimieren’®. Zusitzlich wurde
gezeigt, dass die Aldehyddehydrogenase 2 (ADH?2) verstirkt im dopaminergen System expri-
miert wird, ein Enzym, das in der Lage ist aus Retinal die Retinsdure herzustellen’>. Eine
Assoziation von Dopamin- und Retinsdure-Signalwegen wire somit zumindest naheliegend. Zu
erwihnen ist die Expression des RXRy in den Gliazellen (Astrozyten und Oligodendrozyten)’®,
da fiir diese Zelltypen eine Beteiligung an (patho-)physiologischen Vorgédngen bei neurodege-
nerativer Erkrankungen postuliert wird'>!3. Eine besonders hohe Expression findet sich auch in
Basalganglien (Putamen und Nucleus Accumbens), die sowohl mit Sucht als auch mit motor-
ischen Funktionen assoziiert sind’®.

Ob die verschiedenen Subtypen auch unterschiedliche Funktionalititen besitzen, ist noch nicht
abschlieBend geklart. In verschiedenen Tierversuchen wurden gezielt einzelne oder mehrere
Subtypen ausgeschaltet (,,Gen-Knockout*), um den Einfluss einzelner RXR-Subtypen genauer
zu untersuchen.

Ein Knockout des RXRa-Gens fiihrt zu einem Schwangerschaftsabbruch, teilweise auch noch
zu sehr spiten Schwangerschaftszeitpunkten’’. Die bis dahin entwickelten Knockout-Embry-
onen weisen schwere Fehlbildungen insbesondere an den Augen und am Herzmuskel auf und
es wird vermutet, dass insbesondere die Verinderungen am Herzen die Abbriiche bedingen’’.
Infolge des Knockout-Experimentes wurde beobachtet, dass heterozygote RXRa-Knockout
Mause (die noch iiber ein intaktes RXRa-Gen verfiigen) zwar lebensféihig sind, sie besitzen
dabei aber ein signifikant reduziertes Gewicht und eine reduzierte KorpergroBe’’. Um den Ein-
fluss von RXRa insbesondere in der Leber — einer der Hauptorte der RXRa-Expression®* — zu
untersuchen, wurde ein Leber-spezifischer RXRa-Knockout durchgefiihrt’®. Diese organspezi-
fische Verdnderung wurde nicht durch eine verstirkte Expression der anderen Subtypen kom-
pensiert, und offenbarte Verdnderungen in der Proteinausstattung der Leber sowohl unter
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Normalbedingungen als auch bei induzierten Stressmodellen, wie einer Erndhrung mit erhohter
Cholesterolzufuhr’®. Durch die Versuche in dieser Studie konnte bewiesen werden, dass RXR-
Heterodimere in vivo aktiv sind und die Gegenwart von RXRa essentiell fiir die Induktion
diverser Zielgene ist’®,

Ein kompletter Knockout des RXRB-Subtyps hatte ebenfalls eine erhohte embryonale Sterb-
lichkeit zur Folge. Etwa 50% der homozygot RXR[-defizienten Méuse verstarben vor, wihrend
oder unmittelbar nach der Geburt’”®. Die iiberlebenden Knockout-Miuse zeigten wiederum
keine phinotypischen Verinderungen, mit der Ausnahme, dass die minnlichen RXRB” Miuse
steril waren”®. Diese Beobachtung scheint primir auf einer Funktionsstérung der Spermato-
genese zu beruhen. In der Maus wird in den Sertoli-Zellen nur RXR exprimiert und dessen
Fehlen kann offenbar nicht ausgeglichen werden, wéhrend in den restlichen Zellen die Effekte
groftenteils kompensiert wurden. In anderen Mausmodellen konnte gezeigt werden, dass ein
Effekt, der auf dem Fehlen eines NRs beruht, auch auftreten kann, wenn der passende RXR-
Subtyp als Heterodimerpartner fehlt®’. Das legt nahe, dass es Effekte von Heterodimer-bil-
denden nukleédren Rezeptoren gibt, die nur in Kombination mit dem ,,richtigen* RXR-Subtypen
vermittelt werden konnen. Fehlt dieser Subtyp, kann auch eine Aktivierung des nukledren
Partnerrezeptors nicht ausreichen, um den Effekt auszul6sen. Es ist nicht geklirt, ob die Sterili-
tit eine direkte Folge des Verlustes von RXRf darstellt, oder ob es sich um einen solchen in-
direkten Effekt durch den Knockout des Heterodimerpartners handelt”.

Durch sein stirker definiertes Expressionsmuster, sowohl was das Gewebe >

, als auch das
zeitliche Auftreten im Rahmen der Embryogenese angeht®!, nimmt der RXRy-Subtyp eine Son-
derstellung unter den Retinoid X Rezeptoren ein und besitzt das groBBte Potential, therapeutisch
nutzbar gemacht zu werden!!. RXRy-Knockout Miuse sind lebensfihig und entwickeln sich —
auch in Bezug auf die Zeugungsfihigkeit — normal, ohne dass es zu einer kompensatorischen,
erhohten Expression der anderen Subtypen kommt®!'#2, Es konnte allerdings gezeigt werden,
dass RXRy-Knockout Miuse erhohte Serumwerte von Thyrotropin (thyroid-stimulating hor-
mone, TSH) und dem Schilddriisenhormon T4 aufweisen®?. Sie zeigten damit einen dhnlichen
Phinotyp wie er bei Vitamin-A-Mangel oder einer Schilddriisenhormonresistenz auftritt3>%>,
Dieser Zusammenhang wurde intensiv beforscht, zumal die Hypophyse, die fiir die Ausschiitt-
ung von TSH verantwortlich ist, einer der Hauptexpressionsorte von RXRy ist’?. Der hier ge-
zeigte Effekt scheint nicht iiber eine direkte Variation der Aktivitit des TR/RXR-Heterodimers
zu verlaufen, sondern iiber eine RXRy-vermittelte Blockade der TSH-Promotorregion, und
dieser RXRy-Effekt ldsst sich auch nicht durch einen anderen RXR-Subtypen wiederher-
stellen®*. Durch die fehlende Blockade der TSH-Produktion im RXRy-Knockout Szenario
kommt es zu einem mangelhaften negativen Feedback-Mechanismus zwischen TSH- und T4-
Produktion, womit die erhdhten Serumlevel erklirbar sind®>3¢. Diese Hypothese wird auch
durch eine weitere Beobachtung gestiitzt: Patienten, die mit dem pan-RXR-Agonisten Bexa-
roten (1) behandelt werden, zeigen eine dosisabhingige Hypothyreose®. Eine verstirkte Akti-
vierung von RXRy in der Hypophyse konnte somit eine verstirkte Unterdriickung der TSH-
Promotorregion bewirken, wodurch wiederum die TSH- und folglich auch die Schilddriisen-
hormonproduktion abfillt, was dem Krankheitsbild einer zentralen Hypothyreose entspricht®.

Auch wenn die RXR-Subtypen funktionell offensichtlich eine hohe Redundanz aufweisen und
der Mangel eines Subtypen hidufig durch die restlichen Subtypen kompensiert werden kann,
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zeigen vereinzelte Effekte, dass die spezifische Verteilung und unterschiedlichen Expressions-
muster der RXRs zielgerichtete Modulationen ermdglichen konnten®!#. Die selektive Mo-
dulation einzelner Subtypen, oder auch nur die selektive Aussparung in der Modulation eines
RXR-Subtyps, kann deswegen eine niitzliche Strategie in der pharmazeutischen Adressierung
der RXRs darstellen.

1.2.3 Liganden der Retinoid X Rezeptoren
Die Frage nach einem oder mehreren endogenen Liganden der RXRs wird kontrovers diskutiert
und ist bis heute nicht abschlieBend geklirt. Schon sehr frith wurden Metabolite von Vitamin
A als Liganden vermutet und darauf aufbauend wurde die 9-cis Retinsdure (2, 9-cRA, Abbil-
dung 6) als hochaffiner Ligand identifiziert®”®. Die 9-cRA ist hochpotent, die ECso-Werte in
der Literatur schwanken je nach Testsystem (unterschiedliche Zellen, verschiedene (Hybrid-)
Rezeptoren) und Versuchsbedingungen zwischen 1,7 — 200 nM>%38-2 fiir alle RXR Subtypen
und auch im zellfreien System wurden Kq-Werte im niedrigen zweistellig nanomolaren Bereich
ermittelt’’#%%% Dennoch herrscht immer noch Uneinigkeit iiber die physiologische Relevanz
und ob dieser Metabolit iiberhaupt im Sdugetier vorkommt, oder ob er eventuell intrazellulér
gebildet und dann sofort gebunden wird®*®. In der therapeutischen Anwendung wird die 9cRA
bereits eingesetzt: Als Alitretinoin wird es zur Behandlung des chronischen (kortison-
resistenten) Handekzems und bei Hautldsionen im Zusammenhang mit dem Kaposi-Sarkom
appliziert”’?8, zusitzlich wird es auBerhalb der eigentlichen Zulassung (,,off-label*) zur
Behandlung der atopischen Dermatitis und der Psoriasis getestet”.
Mittlerweile wurde ein weiterer Metabolit des Vitamin A, die 9-cis-13,14-dihydroretinsdure (3,
Abbildung 6), als Aktivator der RXRs identifiziert und gleichzeitig in Miusen nachgewie-
sen'%10! " Fiir diesen Metabolit konnten vergleichbare Ky-Werte wie fiir 9-cRA ermittelt
werden, woraus sich ebenfalls eine sehr potente Bindung ableiten lisst'®. Durch die friihe Pos-
tulierung von 9-cRA als endogener Ligand wurde diese Substanz weitldufig als Referenz ge-
nutzt und intensiv fiir die Erforschung der RXRs genutzt. So gelang es schlieBlich auch eine
Kristallstruktur mit der co-kristallisierten 9-cRA zu erhalten'®?, wodurch einige Erkenntnisse
iber den Bindungsmodus erhalten wurden (vgl. Abbildung 5). Die flexible Ligandbindestelle
von RXRa ist im Falle der 9-cRA als Liganden etwa 500 A groB und dieser Raum wird durch
die 9-cRA nur zu etwa 300 A ausgefillt™ %103, Mit
lgw Arg316 dieser etwa 60 prozentigen Nutzung der Bindetasche

Leud36 | NH,

A
=
/ COO  H,N PN
Ph0437

Asn306

scheint es moglich, selektivere Liganden zu identifizie-
ren, die den vorhandenen Platz noch besser ausfiillen

7 Leuzs . .
- a2z konnen. AuBBerdem lidsst sich das selektive Ansprechen
| . .
% der RXRs auf die 9-cRA im Gegensatz zur all-trans
N, Ve Retinsidure erkliren®’®. Die Bindetasche wird zu

lle345 ~— 346 . . . . . .
Pheass einem Ende hin von einer starken ionischen Interaktion

Abbildung 5 Zweidimensionale Darstellung der Carbonsiure mit dem Arg316 definiert und fiir

des Bindemodus der 9-cis Retinsdure (2) im . . . . . vl g
RXRa. Die Carbonsdure bildet starke ionische diese Interaktion richtet sich der ngand aus. Zusitzlich

Wechselwirkungen mit Arg316 aus (rot). Nach bildet die ionische Kopfgruppe noch Wasserstoff-

dieser Interaktion tief in der LBD richtet sich .. . -
der Ligand aus. Ein enger, lipophiler Tunnel bruckenbmdungen zu mehreren Amldblndungen der

(blau) zwingt den Liganden in eine geknickie  Proteinkette aus. Diese starken Interaktionen liegen
L L“-Form. Der restliche Raum der Binde- 1 . hi . hvd hob
stelle wird von grofitenteils lipophilen Inter- a erdlngs mter einem engen, hydrophoben Tunnel
aktionen definiert (griin) und insbesondere das Phe313 steht im engen Kontakt
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mit der ionischen Kopfgruppe. Durch die Geometrie der Aminosduren in der Ligandbindestelle
wird der Ligand in eine gebeugte Konformation (,,L“-Form) gezwungen, die durch die 9-cis-
Geometrie deutlich besser erfiillt werden kann, als beim vergleichbaren all-trans-Derivat!9%103,
Durch die Moglichkeiten der Kristallisation wurde mit der Olsiure (4, Abbildung 6) ein
weiterer, potentiell endogener Ligand entdeckt!®. Beim Versuch einen RAR/RXR-Hetero-
dimer-Kristall zu vermessen, fiel auf, dass in der RXR-LBD ein Molekiil in ,,U*“-Form gebun-
den ist. Letztendlich konnte die Olsiure als Ligand identifiziert werden. Diese Fettsdure ent-
stammt vermutlich dem E.-Coli-Stamm, aus dem das Protein fiir die Kristallisation gewonnen
wurde'*. In diesem Fall wurde allerdings nicht die humane Variante des Rezeptors kristalli-
siert, sondern eine Punktmutationsvariante des murinen Rezeptors, der eine hohe strukturelle
Ahnlichkeit aufweist. Die Interaktion der Olsiuren-Carbonsiure erscheint vergleichbar mit der
Saurefunktion der 9-cRA, der lipophile Schwanz deckt hier jedoch andere Bereiche in der
Ligandbindestelle ab. Die Olsiure knickt nach dem lipophilen Tunnel friiher ab und tritt groB-
flachig — in Form eines ,,U* — mit den lipophilen Bereichen der Ligandbindestelle in Kontakt.
In einer anderen Studie wurde versucht, ein ECso-Wert zu bestimmen, es konnte allerdings nur
eine minimale Aktivierung bei iiber 300 uM gemessen werden'?. Die physiologische Relevanz
ist somit nicht eindeutig bewiesen, es konnte allerdings auch sein, dass 4 in dieser in vitro
Untersuchung anderen zelluldaren (Stoffwechsel-)Prozessen zugefiihrt wurde, was die Kon-
zentration, die fiir eine Interaktion mit RXR zur Verfiigung stand, deutlich senken wiirde.

Mata de Urquiza und Kollegen wéhlten fiir die Identifikation endogener Liganden einen
anderen Ansatz: Sie versetzen RXR-Testsysteme mit Homogenaten verschiedener Hirnregio-
nen von sowohl embryonalen als auch adulten Hirngeweben!'®. Durch Aufreinigungs- und
Extraktionsschritte konnte gezeigt werden, dass im adulten Méusehirn eine RXR-aktivierende,
lipophile und anionische Substanz vorhanden sein muss, die nicht in der Lage ist, RAR zu ak-
tivieren. Die Autoren isolierten darauthin Docosahexaensiure (5, docosahexanoic acid, DHA,
Abbildung 6) als Liganden der RXRs. Die direkte Bindung an der LBD konnte tiber Mutations-
studien und die Aktivitit iiber Hybrid-Reportergenassays bestimmt werden'?. Mit einem ECso-
Wert zwischen 50 und 100 uM ist die Potenz von DHA (§) zwar annihernd tausendfach
schwicher als bei der 9-cRA, jedoch ist es hier bereits gelungen, groBere Vorkommen im
murinen und menschlichem Hirn nachzuweisen!%. Weiterhin wurde gezeigt, dass Astrozyten
in der Lage sind, § freizusetzen, womit — zumindest im Hirn — die Moglichkeit einer parakrinen
Ubertragung gegeben wiire!?”1% Durch die Aufklirung der Kristallstruktur von 5 im Komplex
mit der RXRa LBD wurde gezeigt, dass nahezu jedes Atom von 5 zur Bindung beitrigt®®. DHA
ist zudem groBer und fiillt bereits etwa 80% der Ligandbindestelle aus. Die niedrigere Potenz
im Vergleich zur 9-cRA resultiert vermutlich aus einer ungiinstigeren Desolvatation der Binde-
stelle®. Auch fiir 5 ist die physiologische Relevanz noch nicht zweifelsfrei geklirt — die geringe
Affinitdt zu RXR wiirde auf den ersten Blick dagegensprechen — durch die hohe Konzentration
und die Moglichkeit DHA sowohl parakrin als auch aus den Membranen der Zellen freizu-
setzen, erscheint eine relevante Rolle aber durchaus im Bereich des Moglichen.

Als weitere RXR-aktivierende Fettsdure wurde die Phytansédure (6, Abbildung 6) identifiziert.
Phytansiure ist ein Metabolit des Phytols, welches wiederum als Abbauprodukt des Chloro-
phylls vorkommt>%19110 Mit einem ECso-Wert von etwa 5 uM!!” liegt die Potenz im Bereich
dessen, was natiirlicherweise im humanen Blut zirkuliert!!"!!2, Phytol wird ausschlieBlich iiber
die Nahrung durch tierische und pflanzliche Produkte aufgenommen. Bedenkt man die
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synergistische Aktivierung von RXR-Heterodimeren, bei denen die Dimerpartner ebenso durch
Fettsduren aus der Nahrung aktiviert werden, ergibt sich ein potentieller physiologischer Zu-
sammenhang in der Reaktion des Korpers auf Nahrungszufuhr und die Anpassung der Protein-
ausstattung auch durch schwichere Molekiillimpulse. Die Phytansdure kann eine &hnliche
Konformation einnehmen wie die 9-cRA!'® (vgl. Abbildung 6), aufgrund der vollstindigen
Siattigung der Phytansdure ist hier eine groflere Drehbarkeit moglich, was eventuell auch die
niedrigere Potenz erklidren konnte.

Eine neue Entwicklung gab es in Bezug auf Subtypen-selektive RXR-Modulatoren. Mit der
Valerensdure (7, Abbildung 6) wurde eine erste natiirliche Struktur identifiziert, die ein
Subtypen-selektives Aktivititsprofil aufweist!!?. Es lisst sich zwar ein ECso-Wert auf allen drei
RXR-Subtypen fiir die Valerensdure bestimmen, nur auf RXRp kommt es jedoch zu einer
deutlichen Aktivierung (etwa siebzigfach im Vergleich zur basalen Grundaktivitit des Re-
zeptors)''®. Die Valerensiure hat bewiesen, dass ein Subtypen-selektiver Agonismus auch im
Bereich der Retinoid X Rezeptoren moglich ist und sich eine genauere Erforschung dieser
Optionen auszahlen kann.

2 X 3
COOH COOH
)\/\*/MCOOH R
6
COOH
4 5
N D
g A" COOH
cooH» 7 1

Abbildung 6 Strukturen wichtiger RXR Liganden. 9-cis Retinsdure (2) und das 13,14-Dihydroderivat (3) zeigen die klassischen
Strukturmerkmale von RXR-Liganden: In Rot die anionische Kopfgruppe, in Blau die Linkerfunktion und in Griin der grofle
lipophile Bereich. Die Phytansdure (6) ist in der Lage, eine dhnliche rdumliche Anordnung wie die 9-cRA einzunehmen. Die
beiden ungesdttigten Fettsduren Olsciure (4) und DHA (5) wurden durch Kristallstrukturen in der LBD des RXRa
nachgewiesen. Ihr Bindungsmodus scheint sich von der klassischen L-Struktur der anderen Liganden zu unterscheiden. Die
Valerensdiure (7) wurde als erste subtypenselektive Substanz mit deutlicher Priiferenz fiir RXR[ identifiziert. Bexaroten (1) ist
der einzige zugelassene synthetische RXR Agonist.

Die Subtypenselektivitit der Valerensdure ist bemerkenswert, da die an der Ausbildung der
Ligandbindestelle beteiligten Aminosiuren bei allen RXR-Subtypen komplett identisch sind>®.
Selektivitét tiber einzelne Subtypen kann nur iiber groBere Verdanderungen in den weiter ent-
fernten Schichten erreicht werden oder iiber die minimale Verdnderungen in der rdumlichen

Ausrichtung einzelner Aminoséduren, wie sie in einigen Kristallstrukturen schon gezeigt werden
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konnte®. Fiir eine zielgerichtete Entwicklung subtypenselektiver Modulatoren wire es von
groBem Vorteil, alle RXR-Subtypen mit dem gleichen Liganden zu kristallisieren.

Die Suche nach medizinisch nutzbaren, synthetischen RXR Modulatoren erwies sich als kom-
plexe Herausforderung. Viele synthetischen Agonisten entstammen vier Hauptgruppen von
Chemotypen, die im Folgenden kurz vorgestellt werden sollen:

Strukturell sehr nah an der 9cRA (2) sind die Vertreter aus der Klasse der Polyvinylcarbon-
sduren, wie das 9cUAB30 (8, Abbildung 8). Wihrend die mehrfachen, konjugierten Doppel-
bindungen beibehalten wurden, wurden groBere Verdnderungen, insbesondere lipophile Ring-
systeme'!'*!1® oder Fluoratome!'” an verschiedensten Positionen eingebaut, um Potenz und
Selektivitit zu steigern®’. Die VergroBerung des lipophilen Bereiches am Ringsystem erscheint
folgerichtig, wenn man die geringe Ausnutzung der Bindestelle durch die 9cRA bedenkt (s.
oben). Diese Derivate besitzen grundsitzlich alle noch die gleichen negativen Eigenschaften,
die schon die 9cRA betreffen: die konjugierten Doppelbindungen sind empfindlich gegeniiber
Oxidationsprozessen und die Molekiile besitzen als hydrophile Komponente fast ausschlielich
die terminale Carbonsdure. Da die Orientierung der Molekiile mit dem Knick an der richtigen
Position fiir die Bindung essentiell ist, wurde versucht, dieses Strukturmerkmal iber medizinal-

chemische Variationen zu fixieren und robuster zu machen''8.

Die zweite Gruppe ldsst sich allgemein als Ethylenderivate mit geminalen Phenylresten und
Carboxylfunktion klassifizieren. Im Folgenden der Einfachheit halber aber nach dem rele-
vantesten Vertreter einfach ,,Bexaroten-Typ* genannt.

Asna06 16310 Von den synthetischen Agonisten hat es bis heute nur
Phe313 . ) .
N Lewsos 77 Mo, das Bexaroten''” (1, Abbildung 6) geschafft eine Zu-

®

Leu436 J &
/ HoN

/ in—: lassung zu erhalten und in der Behandlung des kutanem
Phe439 /

7/ ~ Leuzre T-Zell-Lymphoms'?*!?! als Zweitlinientherapie in die

. | e Anwendung zu gelangen>®. 1 ist ein hochpotenter RXR-
/f—/v;,i% Agonist, die ECso-Werte liegen bei RXRa bei 33+2 nM,

||e3>\*/ Pheads fiir RXRP bei 24+4 nM und fiir RXRy bei 25+2 nM und

) o _ auch die K¢-Werte korrelieren sehr genau mit diesen in
Abbildung 7 Zweidimensionale Darstellung . X 119 L .
der Interaktion von Bexaroten mit der  Vitro Ergebnissen''”. Damit ist Bexaroten nicht nur
Ligandbindestelle von RXRa. Der syn- ghplich potent wie 9cRA, es besitzt auch eine sehr aus-
thetische Agonist bildet dhnliche Inter- L. . .
aktionen wie die 9-cis-Retinsciure und nimm: ~ gewogene Aktivitdt auf allen drei Subtypen und es ist
au'(’h eine vcijgleichbam'? Oric.nlicrung ein. zusitzlich noch selektiv gegenﬁber den RARs'". Der
Die Doppelbindung leitet nicht nur den . . . .

Knick fiir die nitige L-Form ein, sie richtet  Strukturelle Aufbau weist noch gro3e Ahnlichkeiten zu
sich auch auf eine kleine Untertasche aus. den Retinoiden auf, unter anderem besitzt 1 den klas-
sischen Aufbau eines Fettsduremimetikums — saure Kopfgruppe und grof3er lipophiler Bereich.

Dementsprechend ist auch der Bindemodus an RXRa dem der 9cRA sehr édhnlich (vgl.

Abbildung 7).

Obwohl Bexaroten als Targretin® seine Zulassung fiir das kutane T-Zell-Lymphom hat, wird
es auch intensiv als Therapieoptionen in Kombination mit anderen Chemotherapeutika er-
probt!?2124 Dabei wird immer wieder beobachtet, dass durch zusitzliche Gabe von Bexaroten
die pro-apoptotische Wirkung der anderen Chemotherapeutika verstirkt wird und zum Teil
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sogar Resistenzen gebrochen werden koénnen!?>!2%, Die therapeutischen Optionen, die sich da-
durch im Bereich der Krebstherapie ergeben, sind vielféltig, zumal man in dieser Indikation
auch die beobachteten Nebenwirkungen (z.B. zentrale Hypothyreose® und erhohte Triglyzerid-
spiegel!?”12%) in Kauf nehmen und durch Komedikation kontrollieren kann'%.

Bexaroten besitzt strukturell bedingt keine giinstigen physikochemischen Eigenschaften. Der
groBe lipophile Bereich bedingt eine schlechte Wasserldslichkeit und eine hohe Lipophilie!*°.
Basierend auf der Bexaroten-Struktur sind eine ganze Reihe von Derivaten entstanden, die zum
einen Einblicke in die Struktur-Wirkungs-Beziehung (structure-activity relationship, SAR) der
Liganden an RXR ermoglichen und zum anderen durch die Einfithrung hydrophilerer Kom-
ponenten versucht haben, die ungiinstigen Eigenschaften der Bexaroten-Struktur zu optimie-
ren>$131132 S0 hat sich u.a. gezeigt, dass die Doppelbindung an der Verbriickung der beiden
Phenylringe einen bedeutenden Einfluss auf die Potenz besitzt’” und Versuche, die Lipophile
durch eine Carbonylfunktion an dieser Position zu reduzieren, waren nicht von Erfolg ge-
kront!31133 Es ist allerdings moglich, die Doppelbindung durch andere lipophile Strukturmerk-
male zu ersetzen'3!"!'**. Ein sehr potentes Derivat wurde durch die Kombination einer Cyclo-
propylfunktion, als Doppelbindungsersatz, zusammen mit einer Nicotinsdurenkopfgruppe er-
halten'®! (9, Abbildung 8).

Eine weitere Entdeckungen der Bexaroten SAR-Studien ist, dass die Carbonsdure nicht per se
fiir die Bindung bendtigt wird!'**!>136, Der bioisostere Ersatz durch z.B. eine Hydroxamsiure
wird nicht nur von den RXRs toleriert, er ermdglicht auch die (zusitzliche) Adressierung vollig
anderer Enzyme wie Histon-Deacetylasen'>.

Ein dritter Typus von RXR-Liganden sind die Derivate der Zimtsdure. Die weiterhin vorhan-
denen Schwichen, wie die reaktive Doppelbindung und die hohe Lipophilie, lassen diesen
Chemotypen nicht als vielversprechende Alternative erscheinen. Allerdings ist es gelungen, mit
Derivaten von 10 (Abbildung 8) eine Heterodimerpriferenz in beide Richtungen im Vergleich
des LXR/RXR- und des PPARY/RXR-Heterodimers zu beobachten’’-!37!38 [ eider gehen die
Autoren bei der Untersuchung dieser Priferenz nicht systematisch vor und liefern nur
rudimentédre Erkenntnisse dariiber, dass eine Heterodimerpriferenz moglich ist. Diese Ent-
deckungen zeigen, dass trotz augenscheinlich keiner Verbesserungen in den physiko-
chemischen Eigenschaften ein neuer Chemotyp vielversprechende Ergebnisse in anderen
Bereichen der RXR-Liganden liefern und unser Verstindnis vom Zusammenspiel und der Rolle
dieser Rezeptoren vertiefen kann.

Als weiterer Strukturtyp wurden Diarylamine als RXR-Liganden eingefiihrt (11, Abbildung 8).
Diese Derivate begannen zunichst als strukturelle Abkommlinge des Bexarotens, wobei an-
stelle der Doppelbindung ein Amin eingefiihrt wurde®’-!3¢. Es hat sich gezeigt, dass diese neue
funktionelle Gruppe eine zusitzliche Modulation erméglicht: Uber Substituenten verschie-
denster GroB3e lésst sich in diesen Chemotyp von dualen RAR/RXR-Agonisten zu selektiven
RXR-Agonisten bis hin zu RXR- oder RAR-Antagonisten eine grole funktionelle Vielfalt
implementieren'**'4, Die physikochemischen Probleme der Substanzklasse bleiben allerdings
weiterhin vorhanden.

Das pharmazeutische Potential der RXRs ist, bedingt durch ihre breite Beteiligung an physio-
logischen Prozessen, immens und umfasst nicht nur die bereits verwirklichten Indikationen im
Bereich der Krebstherapie'?>!?!. Ein Einfluss auf pathophysiologische Prozesse wurde unter
anderem auch bei Herzerkrankungen und Diabetes postuliert und in vitro und in vivo
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untersucht'~1% Am intensivsten ist in den letzten Jahren allerdings die Erforschung der Rolle
der RXRs in neurodegenerativen Erkrankungen erfolgt (s. Kapitel 1.4). Doch bei all den
Potentialen miissen auch die moglichen Nebenwirkungen beriicksichtigt werden: So wurde im
Zusammenhang mit RXR-Agonisten immer wieder eine Hepatomegalie beobachtet>’14>-147,
deren genaue Ursache noch nicht geklirt werden konnte. Die beobachtete Hyperlipidimie!?”:128
scheint deutlich mit einer Aktivierung des LXR/RXR-Heterodimers assoziiert zu sein und
konnte somit eventuell durch neuere Liganden, die dieses Heterodimer aussparen, umgangen
werden. Fiir die beobachtete Nebenwirkung einer Hypothyreose®® scheint zumindest eine
Komedikation infrage zu kommen.

Abbildung 8 Synthetische RXR-Agonisten der verschiedenen Klassen. 9cUAB30 (8) ist ein Vertreter der Polyvinylcarbon-
sduren. Am Bexaroten-Typus wie 9 wurden die umfassendsten SAR-Studien vorgenommen. Die Entwicklung von Zimtsdure-
derivaten wie 10 hat gezeigt, dass sich Heterodimerpriferenz in RXR-Liganden implementieren ldsst. Vertreter der Diaryl-
amine wie 11 erschlieflen eine weitere Variationsposition und definierte Aktivitdtsunterschiede zwischen RXR und RAR.

Die Suche nach therapeutisch nutzbaren RXR-Modulatoren ist bis heute ein aktives For-
schungsfeld, auch wenn die Einschrinkungen im Bereich der physikochemischen Eigenschaft-
en und der Selektivitdt noch ungelost sind. Auch wenn die Entwicklung subtypenselektiver
Liganden durch den identischen Aufbau der Ligandbindestelle®® erschwert wird, so scheint es
moglich zu sein, die Unterschiede in den Aminosduren der weiter entfernten Schichten zu
adressieren®’. Die Valerensiure hat gezeigt, dass die Subtypenselektivitit auf der Aktivierungs-
ebene realisierbar ist'!®. Selektive Modulatoren konnten die verschiedenen Expressionsmuster
der Subtypen dazu nutzen, zielgerichteter zu therapieren und die Vertridglichkeit zu steigern und
damit die bisher ungenutzten Potentiale der RXRs erreichbar zu machen. Eine weitere Mog-
lichkeit, sowohl das Sicherheits- als auch das Wirkprofil von RXR-Modulatoren zu optimieren,
liegt in der Entwicklung Heterodimer-selektiver Liganden. Sollte es gelingen, einzelne Hetero-
dimere zu aktivieren oder auszusparen, wire dies ein bedeutender Fortschritt. Hierfiir sind
komplexere Testsysteme und ausgedehnte Struktur-Wirkungs-Untersuchungen notwendig. Die
Entwicklung neuer Liganden mit verbessertem Selektivitdtsprofil wére auch fiir die genaue
Aufkldrung der physiologischen Bedeutung der unterschiedlichen Subtypen von Interesse und
konnte der Wirkstoffforschung an RXR-Liganden zusétzlichen Vorschub geben.

1.3 Peroxisomen Proliferator-aktivierte Rezeptoren

Innerhalb der Superfamilie der nukledren Rezeptoren gehoren die Peroxisomen Proliferator-
aktivierten Rezeptoren a!'*®, p/5'* und y'*° (PPARs) zu den am meisten beforschten und auch
—1in Bezug auf PPAR o und y —in der therapeutischen Anwendung am weitesten fortgeschritten

Vertreter. Die Doppelbezeichnung des PPAR /6 Subtypen folgt aus Unterschieden zwischen
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amphibischen und Sidugetier-Rezeptoren, die urspriinglich fiir unterschiedliche Rezeptoren
gehalten wurden. Spiter wurde gezeigt, dass es in Sdugetieren nur drei Subtypen gibt und
PPARS dem PPARP Rezeptor entspricht'>’. Nachfolgend wird nur noch die neuere Bezeich-
nung PPARGS verwendet.

Jeder PPAR Subtyp wird iiber ein eigenes, unabhingiges Gen auf drei unterschiedlichen Chro-
mosomen kodiert'>*!>!, Die PPARs bilden permissive Heterodimere mit einem Subtyp der
RXRs, ihre Effekte lassen sich deshalb sowohl durch die Bindung eines Agonisten fiir PPAR
als auch fiir RXR auslosen und die gleichzeitige Bindung beider Agonisten fiihrt zu einer syn-
ergistischen Verstirkung der Induktion®. Das Heterodimer bindet an PPAR-Response Elemente
(PPRE) die zumeist in Form einer direkten Wiederholung (direct repeat, DR) vorkommen, mit
einer DNS-Base als Platzhalter (DR1-Response Element)!®’, Die allgemeine Struktur der
PPARs entspricht dem kanonischen Aufbau nukledrer Rezeptoren wie er in Kapitel 1.1 be-
schrieben ist, mit den zentralen Komponenten einer AF-1, DBD und einer LBD. Die in der
LBD enthaltene Ligandbindestelle unterscheidet sich bei diesen drei Subtypen jedoch stirker
als bei den RXRs in den beteiligten Aminosiuren und ihrer Form'>%!52, Grundlegend lisst sich
iber die Ligandbindestelle der PPARs festhalten, dass sie aus primér lipophilen Aminoséduren
gebildet werden, wihrend der wichtigste hydrophile Kontakt der bekannten Liganden iiber eine
basische Aminosdure vermittelt wird. Sie sind somit pradestiniert fiir die Bindung von Fett-
sduren und Fettsduremimetika.

Die PPARSs spielen eine zentrale Rolle, wenn es um den Stoffwechsel im Korper geht!3%!15!,
doch neuere und weitergehende Forschungen zeigen auch vielféltiges Potential in Bezug auf
ihre Funktion im Immunsystem und im ZNS.

1.3.1 Expressionsmuster und physiologische Funktion der PPARs

Die Verteilung der PPAR-Subtypen im Korper ist von deutlichen Unterschieden geprigt, die
sich teilweise aus den physiologischen Funktionen ergeben oder zumindest Riickschliisse
darauf zulassen.

1.3.1.1 PPAR«

PPARGa ist besonders stark in solchen Geweben exprimiert, in denen im hohen Mal3e Fettsduren
abgebaut werden!*!>3  insbesondere im Herzen, den Nieren, dem braunen Fettgewebe und der
Leber!3!54 Dementsprechend wurden die ersten und meisten Effekte im Zusammenhang mit
dem Energiehaushalt des Korpers beobachtet'*!>°, PPARa-Agonisten beeinflussen die B-
Oxidation in der Leber und fiihren dadurch zu einer Reduktion der Triglyzeridspiegel im
Blut!'3>-158, Dieser Effekt ist #hnlich zu den Vorgingen, die der Korper in einer Hungersituation
initiiert'>. Durch die erhohte Zufuhr von Fettsiuren zur Leber und die gesteigerte p-Oxidation,
die die Gluconeogenese fordert und damit zur Energiegewinnung fiihrt, versucht der Korper
dem Abbau von Proteinen entgegenzuwirken' %5158 Auferdem kommt es durch PPARa-
Aktivierung zu einer Reduktion des instabilen Lipoproteins niedriger Dichte (low density lipo-
protein, LDL) und einer gleichzeitigen Erhohung des Lipoproteins hoher Dichte (high density
lipoprotein, HDL)'*°. Eine weitere Rolle spielt PPARa im Bereich der vaskuliren Homoo-
stase!%’. Durch die Senkung der Triglyzeridspiegel und die Umwandlung von LDL zu stabilem
HDL wird die Bildung von sklerotischen Plaques reduziert'>*!%:1%2, Doch PPARa wird ebenso
in den Epithelzellen exprimiert und besitzt somit auch Effekte, die direkt vor Ort entstehen'®,
So gibt es nicht nur Hinweise auf vasodilatatorische Eigenschaften!®?, es wird auch von einem
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reduzierenden Einfluss auf Entziindungsmediatoren wie NF-«B oder Interleukin (IL)-6 be-
richtet'+1% Mit diesen Entdeckungen konnte gezeigt werden, dass PPARa auch direkte
Effekte bei Entziindungsprozessen entwickeln kann und damit eine noch komplexere Rolle in
der Physiologie einnimmt, als allein die Beteiligung am Energiestoffwechsel vermuten lésst
(Abbildung 9).

PPARa wurde auch im ZNS’® nach-
gewiesen. Neben einer starken Expres-
sion im Thalamus’® ist insbesondere die
deutliche  Anreicherung in  Glia-

Energiemetabolismus .
T . i_gﬁ i zellen'”'%® und dort in den Astro-
croont die p-Uxidation
zyten'® zu erwihnen. Die Rolle von
ZNS PPARo in diesen Geweben ist noch
Exprimiert in Gliazellen und . . . .. . .
Astrozyten (Bedeutung unklar) " Entziindungen nicht eindeutig geklart, doch sind diese
\\L*; 3 0 Reduktion proinflammatorischer Zellen von Zentraler Bedeutung fur dle
L Y o Zytokine (NF-.B)

?;3\5» P Knockout fihrt zu verlingerten Funktionsfdhigkeit der Nervenzellen.
> Entziindung . .. . . .

, , o ‘ Die Moglichkeit hier eventuell sowohl
Abbildung 9 Auswirkungen und Funktionen von PPARo auf den . .
Energiehaushalt, das ZNS und das Immunsystem einen positiven Einfluss auf den

Energiehaushalt, als auch auf Entziin-
dungsvorginge im ZNS!7%'"! ausiiben zu konnen, ldsst diesen Rezeptor in einem neuen,

therapeutisch interessanten Licht erscheinen!”!.

1.3.1.2 PPARy

Der PPARY Subtyp kommt in zwei verschiedenen Splei3varianten vor, wobei PPARY1 deutlich
dominiert. PPARYy zeigt die stirkste Expression im braunen und weillen Fettgewebe, hohe
Konzentrationen wurden allerdings auch im Dickdarm gemessen'>!"2, Bemerkenswert ist das
nur minimale Vorkommen von PPARYy im Skelettmuskel'”?, wihrend die Leber, die Nieren und
auch der Diinndarm noch eine deutliche Expression zeigen'’?. Im Fettgewebe spielt er eine
essentielle Rolle in der Adipozytendifferenzierung!'®®!’* und -erhaltung, indem Gene fiir
Fettspeicherung und Energieverbrauch reguliert werden'>*!7417 GroBe Bedeutung kommt
PPARYy auch im Glukosemetabolismus zu. Bereits vor Entdeckung der PPARs waren anti-
diabetische Medikamente in der Therapie, die sich spiter als Agonisten fiir PPARy heraus-
stellten!””!78, Dies ist bedeutsam, da iiber PPARY eine direkte Verbindung zwischen dem Fett-
und Zuckerstoffwechsel besteht!>*!”. Durch PPARy-Aktivierung entsteht iiber Verschie-
bungen in den zirkulierenden Fettsiduren!”®!8 (z.B. verstirkte Einlagerung in die Adipozyten)
und die erhohte Expression von Genen wie dem Adiponectin eine erhohte Insulinsensitivitit
der Zellen'®!. AuBerdem wird die Expression des Glukosetransporters GLUT4 erhoht, wodurch
die Zielgewebe mehr Glukose aufnehmen kénnen!8%183,

Die Expression von PPARYy in murinen Adipozyten wird durch proinflammatorische Zytokine
wie dem Tumornekrosefaktor o (TNFa), IL-6, IL-1a und IL-1p gehemmt. Nachdem im Tier-
versuch in vivo gezeigt wurde, dass TNFo Exposition eine Insulinresistenz fordert!34, konnte in
vitro an Rattenadipozyten belegt werden, dass die Behandlung mit PPARy-Agonisten die
TNFa-vermittelte Insulinresistenz reduziert!®’.

Neben diesen Effekten auf den Metabolismus wurden Beobachtungen iiber die Beteiligung des
PPARy auch im Immunsystem und bei Entziindungen gemacht!®6. So konnte gezeigt werden,
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dass der Rezeptor unter anderem in dendritischen Zellen exprimiert wird, wo er einen Einfluss
auf die Sekretion von IL-12 besitzt'*®. Eine besondere Bedeutung kommt PPARY jedoch durch
seine Rolle in Makrophagen zu. Hier wird ein Einfluss auf die Differenzierung der Monozyten
zu funktionsfihigen Makrophagen postuliert!®’~'%, In in vitro Experimenten konnte gezeigt
werden, dass humane zirkulierende Monozyten kaum PPARy exprimieren, nach Aktivierung
der Monozyten und Differenzierung zu Makrophagen kommt es jedoch zu einer deutlichen Ex-
pression'¥1%°_ In murinen ruhenden Makrophagen wurde ebenfalls nur eine niedrige Konzen-
tration von PPARY nachgewiesen, wihrend die murinen Makrophagen, die aus einer Entziin-
dungssituation entnommen wurden, eine deutlich hohere Expression von PPARy zeigten'®!.
Sowohl bei humanen Monozyten als auch bei murinen Makrophagen fiihrte das antient-
ziindliche IL-4 zu einer deutlichen Induktion von PPARy!*!!2 TL-4 reguliert zudem auch noch
eine Reihe von Enzymen, die potentielle endogene Liganden von PPARY produzieren, in Mono-
zyten induziert es z.B. die 15-Lipoxygenase (LO)'?!~!%*. Vermittelt iiber IL-4 und die Aktivie-
rung von PPARYy differenzieren Monozyten verstirkt zum eher antiinflammatorisch wirksamen
M2-Makrophagen Typus, der sogenannten alternativen Aktivierung'**'°®. Eine weitere direkte
Folge der Induktion von PPARY ist eine Erhohung von CD36 auf der Oberfliche der Makro-
phagen. Dieser Rezeptor erkennt oxidiertes LDL und férdert dessen Aufnahme und Entsor-
gung'®!. Zusitzlich konnte in vitro gezeigt werden, dass CD36 auch in die Erkennung von
apoptotischen Zellen durch Makrophagen involviert ist'*’. AuBerdem hemmt die Aktivierung
von PPARYy in Makrophagen in vitro die Produktion proinflammatorischer Enzyme wie TNFa,
IL-6 und IL-1p'%8,

Zusammengenommen erscheint eine Beteiligung von PPARy an antiinflammatorischen
Effekten, insbesondere iiber den Einfluss auf Makrophagen, moglich. Durch eine gezielte
Differenzierung von Makrophagen sowie die Reduktion proinflammatorischer Zytokine be-
sitzen PPARy-Modulatoren eine Funktion, deren therapeutischer Nutzen noch unzureichend

erforscht ist (Abbildung 10).
= f// é Auch im Gehirn wird P.PéRy in re-
1 TJ/ levanten Mengen exprimiert, auch

wenn der Rezeptor von allen PPAR
Subtypen dort am schwichsten

\1T/ PPARy Energiemetabolismus . .
I vertreten ist'”. PPARY ist beson-
ZNS Lagerung und Bindung von Fettsiduren : 76
L Steigert Insulinsensitivitat ders mn Neuronen und AStrOZyten
Exprimiert in Astrozyten und Neuronen Fordert Adipozytendifferenzierung . . . “ 1
(Bedeutung unklar) ' ¢ exprimiert, jedoch verdndert sich
Fordert Oligodendrozytendifferenzierung r:\\ A . .
Immunsystem N, ® Entziindungen das Expressionsmuster — zumindest
2i e dor X S, Vo [’77 Reduktion proinflammatorischer 1 1 1 1 1
Fordert Makrophagendifferenzierung N A ; X I . lelcht — 1n Fol ¢ einer ll’ldU.ZIGI'tel’l
Exprimiert in dendritischen Zellen P & Aﬂ Zytokine (IL-1p, IL-6, IL-12, TNF-a) . .g . .
_ . . . Entziindung mit Lipopolysaccharid
Abbildung 10 Auswirkungen und Funktionen von PPARy auf den . .
Energiehaushalt, das ZNS und das Immunsystem (LPS), wodurch zusitzlich eine Ex-

pression in der Mikroglia detektiert werden kann'®>?%. In einem in vitro Experiment mit einer
murinen B12 Oligodendrozyten-artigen Zelllinie und unreifen Oligodendrozyten (OLs), die aus
dem Riickenmark von Ratten gewonnen wurden, konnte gezeigt werden, dass durch PPARy
Aktivierung die Oligodendrozytendifferenzierung gefordert wird?!. So wurde bei diesen un-
reifen OLs das Wachstum und die Proliferation inhibiert, wihrend die Ausdifferenzierung zu
funktionsfihigen OLs zunahm. Dies geschah u.a., indem die Expression von Enzymen (z. B.
der Alkyldihydroxyacetonphosphat-Synthase), die fiir die Myelinproduktion bedeutsam sind,
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deutlich induziert wurde"!

. In einer zweiten Studie konnten diese Ergebnisse mit murinen
Oligodendrozyten-Vorlduferzellen (oligodendrocyte progenitor cells, OPCs) bestitigt wer-
den®?. Auch hier zeigte sich eine geforderte Ausdifferenzierung hin zu funktionsfihigen OLs,
die u.a. verstirkt Myelin-basisches Protein (MBP) produzieren, ein Hauptbestandteil von funk-
tionsfihigen Myelinscheiden®®,

Auffillig ist, dass PPARY insbesondere in dopaminergen Zellen des ZNS exprimiert wird (z.B.
im Hippocampus, im Hypothalamus und den Basalganglien)’S. Eine funktionelle Erklirung fiir

diese Hiaufung konnte bisher noch nicht geliefert werden.

1.3.1.3 PPARS

Im Gegensatz zu den anderen Subtypen wird PPARS nahezu ubiquitir exprimiert, es gibt aller-
dings Unterschiede in der Expressionsstirke je nach Zustand der Zelle und des Organis-
mus!°%203204 Dije genaue Funktion von PPARS ist bis heute nicht vollig verstanden, es gibt
jedoch zahlreiche Hinweise und Effekte, die ermittelt werden konnten.

So wurde ein Einfluss von PPARS auf die Adipozytendifferenzierung nachgewiesen. Fehlt
PPARGJ, sind die Fetteinlagerungen geringer und der Transport von Fettsduren ist beein-
trichtigt’®. Durch eine erhohte PPARS Aktivierung nimmt — trotz normaler Nahrungszufuhr —
die Fetteinlagerung allerdings auch ab?%. Diese zunichst kontroverse Beobachtung wird iiber
einen erhohten systemischen Energieverbrauch und verstdrkten Fettsdureabbau erklirt, so wird
unter anderem die B-Oxidation induziert und die Thermogenese befordert’”®. PPARS spielt
offenbar eine zentrale Rolle im Energiehaushalt und dort insbesondere in der Verwertung von
Fettsauren®%. Auffillig ist zudem, dass sich viele dieser energierelevanten Effekte von PPARS
in der Peripherie mit Effekten von PPARo. in der Leber decken®’®. Neben seinem Einfluss auf
die Energiegewinnung aus Fettsduren besitzt PPARS auch einen fordernden Einfluss auf die
Insulinfreisetzung in den B-Zellen des Pankreas, ein weiterer Hinweis auf seine komplexe
physiologische Rolle im Energiehaushalt des Korpers?*2°7 (Abbildung 11).

/ Die Rolle von PPARS in Entziin-
xﬁf/fﬂ dungsprozessen wird kontrovers
] diskutiert und lisst sich nicht ein-

— heitlich zuordnen, da die Beobach-

PPARS Energichaushalt tungen stark vom untersuchten

s [ Krankheitsbild abhingen und teils
Uigurogrmien Fordert Adiporyendifferencierung widerspriichliche Ergebnisse liefer-
e % A Entziindungen ten203208-210 S5 entwickelten
et Sglo L Gl Miduse, die entweder peroral oder
Fordert oder inibiet o nach Model) - 3 e — e nammaerischerzvokne - tapisch mit dem selektiven PPARGS-

Helferzellendifferenzierung

Abbildung 11 Auswirkungen und Funktionen von PPARJ auf den Energie- Agonisten GW501516 behandelt
haushalt, das ZNS und das Immunsystem wurd en, eine  Psoriasis-ihnliche
Hauterkrankung®®. Dieses Krankheitsbild ging mit Entziindungen, Schuppenbildung und
Hyperkeratose einher. Es wurde eine erhohte Einwanderung und Differenzierung von CD4*-T-
Helferzellen, insbesondere Tu17 Zellen, beobachtet®®. Dieser Subtyp bildet verstiirkt Vertreter
der IL 17-Familie, die mit dem Psoriasis-Krankheitsbild eng verkniipft sind*®®. In einer Tier-
studie basierend auf der Experimentellen Autoimmunen Enzephalomyelitis (EAE), einem Tier-
modell der Multiplen Sklerose, konnte im Gegensatz dazu nach Behandlung mit den PPARS-
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Agonisten GW501516 und L165041 eine verringerte Differenzierung zu Tul7 Zellen, und
damit verbunden eine deutliche Reduktion von IL-17 beobachtet werden®”. Die Behandlung
mit den PPARS-Agonisten verminderte die Schwere der Symptome, hatte aber keinen Einfluss
auf den zeitlichen Verlauf. Wurden PPARJ-knockout-Miuse mit den Agonisten behandelt,
konnte keinerlei Unterschied zwischen Verum- und Placebogruppe festgestellt werden>®.

Diese widerspriichlichen Beobachtungen im Einsatz von PPARS-Agonisten lassen sich auch an
anderen Stellen festhalten: Einerseits werden proinflammatorische Zytokine wie IL-8 und Inter-
feron (IFN) y durch PPARG&-Aktivierung reprimiert, andererseits unterliegen auch antiin-
flammatorische Zytokine wie IL-10 und IL-13 einer negativen Kontrolle?!!. Im Immunsystem
besitzt PPARS zudem ausgeprigte Effekte insbesondere auf Makrophagen?°*2!!2!2 ynd fiihrt
dort zu einer erhohten Aufnahme von Lipiden u.a. durch die Regulation des ApoE-Gens?!2.
Zudem konnte gezeigt werden, dass zytotoxische T-Zellen durch PPARS-Agonisten aktiviert
211213 ynd auch die Entwicklung und Reaktivitit von T-Helferzellen dem regulierenden
Einfluss von PPARS unterliegen®?%210-213,

Zusammengenommen erscheint es schwierig, PPARS eine einheitliche Funktion im Immun-
systems zuzuordnen. Momentan scheint es wahrscheinlicher, dass je nach Krankheitsbild, spe-
zifischer Situation und Expressionsort unterschiedliche Effekte im Vordergrund stehen. Es be-
darf hier weitergehender, mechanistischer Aufkldrung, um die Rolle von PPARS im Immun-
system und bei autoimmunen Erkrankungen zu entschliisseln (Abbildung 11).

Im Hirn ist PPARS in allen Bereichen — zumeist sogar stark — exprimiert’®, es ist der im Gehirn
am hiufigsten vorkommende PPAR-Subtyp!®’. Bei PPARS-knockout Experimenten an Miusen
wurde eine schlechtere Myelinisierung verschiedener Hirnareale, insbesondere im Corpus
Callosum, nachgewiesen”. Bei vorliufigen Untersuchungen der motorischen Fihigkeiten wie
dem Rotarod Test, bei dem sich die Maus auf einem immer schneller rotierenden Zylinder
halten muss, wurden — zumindest in frithen Entwicklungsstadien — keine klinischen Symptome
beobachtet®®,

1.3.2 Liganden der PPARs

Im Gegensatz zur ungewohnlich hohen Homologie der LBDs der RXR-Subtypen, sind die
Aminosiuren der LBDs der PPAR Subtypen ,,nur* zu etwa 60-70% identisch?'#. Ein kritischer
Unterschied zwischen PPARa und v ist der Austausch von Tyr314 (in PPARa) zum His323 (in
PPARY), da diese Aminosduren jeweils an der hydrophilen Interaktion der Kopfgruppe poten-
tieller Liganden beteiligt sind und das Tyrosin ein gréeres Volumen einnimmt. Diese Verén-
derung birgt eine Moglichkeit zur Diskriminierung zwischen den beiden Subtypen, die auch bei
einigen Liganden genutzt wird*'*. Generell ist das Volumen der Bindungsstellen mit jeweils
etwa 1300A° ungewdhnlich groB und lisst Raum fiir verschiedenste Liganden, u.a. interagieren
eine Vielzahl von Fettsiuren mit diesen Rezeptoren'>?'4, Die GroBe der Bindungsstelle hingt
von dem gebundenen Liganden und der daraus resultierenden Konformationsinderung ab, all-
gemein lédsst sich aber festhalten, dass das Volumen von PPARY iiber PPARa hin zu PPARS
abnimmt. Wihrend sich PPARa und v in der Form (zumeist beschrieben als Y- oder T-Form)
ihrer Bindungsstellen nur wenig unterscheiden, ist die ebenfalls dreiarmige PPARS Ligand-
bindestelle mit einer anders gearteten Topologie, insbesondere in Bezug auf den Kontakt des
Liganden mit der AF-2, ausgestattet!>0:152214-216

werden
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Als physiologische Liganden der PPARs werden, entsprechend ihrer Rolle im Fettsduremeta-
bolismus und ihrer lipophilen LBDs, verschiedenste Fettsiuren postuliert>'’>!°. Diese Li-
ganden fordern zumindest teilweise ihren eigenen Abbau bzw. Stoffwechsel (z.B. iiber die
PPARa-induzierte B-Oxidation oder iiber die durch PPARY vermittelte verstirkte Einlagerung
im Fettgewebe), was folglich auch ihren Effekt auf natiirliche Weise begrenzt. Dies ist ein
wiederkehrendes Prinzip der Liganden nukleédrer Rezeptoren, bei denen regelmiBig als Folge
der Aktivierung die Konzentration endogener Liganden reduziert wird, als eine Art eingebauter
Feedback-Mechanismus??!”. Im folgenden Abschnitt sollen einige ausgew:hlte Beispiele (dis-
kutierter) endogener und synthetischer Liganden der PPARs vorgestellt werden.

Zu den endogenen Liganden des PPARa gehdren ungesittigte Fettsiuren wie die Olsaure?!'® (4,
vgl. Kapitel 1.2.3 Abbildung 6) und Leukotrien B4 (12, Abbildung 12), ein Metabolit der
Arachidonsiure, der einen Kp-Wert von 61 nM am murinen PPARa besitzt und Einfluss auf
die Linge und Schwere einer Entziindung ausiibt?'®??°. Als synthetische PPARa-Agonisten ist
die Stoffklasse der Fibrate in der therapeutischen Anwendung. Bezafibrat (13, Abbildung 12)
ist ein klassisches Fettsdauremimetikum, das zur Behandlung erhohter Triglyzeridspiegel im
Blut eingesetzt wird®?!. Fibrate wurden in dieser Indikation bereits genutzt, bevor ihre Ziel-
struktur und ihr molekularer Wirkmechanismus entschliisselt waren.

Fiir PPARy wurde eine Aktivierung durch den Arachidonsduremetaboliten 15-deoxy-
Prostaglandin J> (14, Abbildung 12) gezeigt und damit bewiesen, dass auch dieser Rezeptor von
endogenen Fettsiuren aktiviert wird®?2. Die Klasse der Glitazone umfasst die Vertreter der
antidiabetisch genutzten PPARy Modulatoren, beispielhaft das Rosiglitazon?*%> (15, Ab-
bildung 12), welches u. a. auch in vielen Assaysystemen als Referenzsubstanz genutzt wird.
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Abbildung 12 Endogene und synthetische Liganden der Peroxisomen Proliferator-aktivierten Rezeptoren @, y und O Die
synthetischen Liganden Bezafibrat (13), Rosiglitazon (15) und Elafibranor (17) ahmen die klassische Fettsdurestruktur nach
um die Ligandbindestelle der PPARs zu adressieren.

Auch fiir PPARS wurde eine endogene Fettsdure als Modulator identifiziert: die 13-S-Hydroxy-
octadecadiensdure (16, Abbildung 12) hat sich als effektiver endogener PPARS-Antagonist

erwiesen®?°. Klinisch konnte sich bisher noch kein Modulator dieses Rezeptors durchsetzen,
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doch mit Elafibranor (17, Abbildung 12) zeigt ein dualer PPAR o und 6 Agonist in klinischen
Studien iiberzeugende Effekte zur Behandlung der nicht-alkoholischen Fettleberentziindung’.

Wie oben angedeutet, besitzen die drei PPAR-Subtypen das Potential bei verschiedensten
Krankheiten regulierend eingreifen zu konnen. Neben den bereits umgesetzten Anwendungs-
bereichen Diabetes Mellitus Typ 2 (PPARY) und Hypertriglyzeridamie (PPARa) befinden sich
weitere Kandidaten in der klinischen Testung fiir metabolische Krankheiten’. Doch auch auBer-
halb dieser klassischen Indikationen erscheint ein Einsatz von PPAR-Modulatoren mittlerweile
erfolgsversprechend. Die Effekte auf Zellen des Immunsystems und Bildung von Zytokinen
lassen sie als Optionen insbesondere fiir inflammatorische Erkrankungen erscheinen. Aul3er-
dem besitzen die PPARSs interessante Expressionsmuster im ZNS, so dass ein Einsatz bei neuro-
degenerativen Erkrankungen eine neue Therapieoption ermoglichen konnte.

Zusitzlich besitzen die PPARs den Vorteil, dass es bereits eine ganze Reihe von potenten syn-
thetischen Agonisten auf dem Markt oder in spidten Phasen der klinischen Entwicklung gibt.
Allerdings sollte auch die Kehrseite dieser Substanzen beriicksichtigt werden:

So sind verschiedenste Nebenwirkungen bei einigen Vertretern der PPAR-Modulatoren beob-
achtet worden, deren Schweregrad zwar deutlich variiert, jedoch teilweise zu Marktriick-
nahmen der entsprechenden Substanzen fiihrten. Fiir PPARa-Modulatoren wurde wiederholt in
priklinischen Studien eine Hepatomegalie in Nagetieren beobachtet (auch wenn die Ubertrag-
barkeit auf den Menschen vermutlich nicht direkt gegeben ist)**’->** und die Interaktion von
Statinen mit Fibraten fiihrte zu schweren Rhabdomyolysen?}!, die sogar letal endeten®*?. Bei
PPARy-Modulatoren stehen neben einer Gewichtszunahme, eine Nebenwirkung, die bei diabe-
tischen Patienten besonders zu beriicksichtigen ist, auch kardiovaskulidre Effekte im Blick-
punkt?>*. Die Entwicklung von PPARS Modulatoren steht unter Beobachtung, da priklinisch
eine vermehrte Bildung von Adenokarzinomen unter Therapie mit dem PPARG&-selektiven
Liganden GW501516 aufgefallen ist>**, auch wenn noch nicht geklirt ist, ob es sich hierbei um
einen Klasseneffekt handelt, oder ob es eine substanzspezifische Nebenwirkungen ist.
PPAR-Liganden mussten also schon einige Riickschlidge wihrend ihrer therapeutischen An-
wendung hinnehmen, jedoch sind die Forschungsbemiihungen an diesen Rezeptoren nach wie
vor hoch. Der Fokus hat sich allerdings etwas von ihren urspriinglichen metabolischen Einsatz-
gebieten verstéarkt in andere Indikationen verschoben, bei denen gerade erst begonnen wird die
Rolle der PPARSs zu entschliisseln.

1.4 Nukledre Rezeptoren als Therapieoptionen bei neurodegenerativen
Erkrankungen

Neurodegenerative Erkrankungen gehoren zu den groflen Herausforderungen der aktuellen
Forschung und Arzneimittelentwicklung. Allein in Deutschland sind iiber eine Millionen
Menschen an Alzheimer Demenz (AD), Morbus Parkinson (MP) und Multipler Sklerose (MS)
erkrankt®*>>¥’, Diese Krankheiten verursachen nicht nur immense Kosten im Gesundheits-
sektor (bis zu 40.000 € pro Jahr und Patient bei schweren Formen der AD*3¥), sie sind auch eine
besonders schwere Belastung fiir Patienten und Angehorige. Neurodegenerative Erkrankungen
sind chronische Erkrankungen, die entweder mit einer progressiven (AD, MP, primir/sekundir
progrediente MS) oder einer schubférmigen Verschlechterung (schubformig remittierende MS
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(relapsing remitting MS, RRMS)) einhergehen?’

lust dopaminerger Nervenzellen, besonders im Bereich der Basalganglien, gekennzeichne
Als Ursache fiir den Niedergang dieser Nervenzellen werden fehlgefaltete Proteinablagerungen
vermutet (sogenannte Lewy-Korperchen)*. Die Leitsymptome umfassen Rigor, Ruhetremor
und Standunsicherheit®*?*°, Patienten, die an AD erkrankt sind, leiden unter mindestens zwei
der folgenden Symptome: Gedichtnisstorungen, Verdnderungen im Verhalten, Ver-
schlechterung der Sprachfunktion oder der rdumlich-visuellen Funktionen, sowie einge-
schrinktes Verstehen komplexer Aufgabenstellungen und eingeschrinktes Urteilsver-
mogen?3>2% . Post mortem lisst sich eine allgemeine Hirnatrophie feststellen, von der insbeson-
dere cholinerge Neurone betroffen sind®*. Wihrend bei der AD die Ursache noch nicht ab-
schlieBend gekldrt ist — zur Debatte stehen u.a. zytotoxische Ablagerungen von B-Amyloid
(AB)*° und (hyperphosphoryliertem) Tau-Protein**! —, ist die Pathophysiologie der MS deut-
lich besser verstanden. Autoreaktive T-Zellen dringen in das ZNS ein und attackieren die
schiitzende Myelinschicht der Neurone. Zusitzlich gehen die Myelin-produzierenden Zellen,
die Oligodendrozyten (OLs), verloren®*?. Durch die Demyelinisierung nimmt die Leitfihigkeit
der Neurone ab und es kommt so neurologischen Ausfallerscheinungen wie Sensibilitits-
stérungen, Schmerzen und Lihmungen®.

So unterschiedlich die Auswirkungen und Symptombilder auch sind, so verbindet die meisten
neurodegenerativen Erkrankungen, dass eine lokale, neuronale Entziindung zum Krankheits-
bild beitrdgt. Die Kontrolle dieser neuronalen Entziindungsprozesse durch nukleire Rezeptoren
konnte einen neuen Therapieansatz darstellen!®243-243,

Die aktuelle Pharmakotherapie dieser drei Krankheiten konzentriert sich zumeist auf eine Be-
handlung der Symptome oder eine Verminderung der Schubhiufigkeit>*>24%2%_ Bisher ist es
noch nicht moéglich, regenerativ in den Krankheitsverlauf einzugreifen.

. MP ist pathophysiologisch durch einen Ver-
{239,

Die primédren Therapieoptionen fiir MP bestehen darin, den Mangel an Dopamin im ZNS —
verursacht durch den Niedergang dopaminerger Neurone — durch verschiedene Substitutions-
methoden zu erhohen. Neben direkten Dopamin-Agonisten wie Pramipexol, Lisurid und Bro-
mocriptin, wird auch der Abbau von Dopamin, sowohl iiber die Monoaminoxidase B (MAO-
B) durch Selegilin oder Rasagilin oder iiber die Catechol-O-Methyl-Transferase (COMT) durch
Entacapon und Tolcapon, gehemmt. Durch Gabe von Levodopa wird die endogene Verfiigbar-
keit von Dopamin erhoht, dies wird stets mit den Decarboxylaseblockern Benserazid oder Car-
bidopa kombiniert um die Umwandlung zu Dopamin in der Peripherie zu unterdriicken?**%,

Die deutsche S3-Leitlinie zur Behandlung von Demenzen empfiehlt fiir die AD bei leichten bis
mittelschweren Fillen eine Therapie mit den Acetylcholinesterasehemmern Donepezil, Riva-
stigmin oder Galantamin®®. Im off-label Einsatz konnen diese Substanzen auch bei schweren
Fillen gegeben werden, allerdings ist hier noch keine Uberlegenheit gegeniiber Placebo gezeigt
worden?®. Fiir Fille von moderater bis schwerer AD wird der nichtkompetitive N-Methyl-D-
Aspartat (NMDA)-Rezeptor Antagonist Memantin empfohlen®*,

Der weitaus grofite Teil (~80-85%) der Patienten mit MS leidet an RRMS, der schubformig
verlaufenden Variante, die mit voranschreitender Erkrankung in eine sekundir progrediente
Form iibergehen kann?*%, Zu jeder Zeit sollte eine Therapie mit einer Medikation, die den
Krankheitsverlauf beeinflusst, durchgefiihrt werden, jeweils unter regelmifBiger Kontrolle iiber
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die Entstehung neuer Lisionen, das Ansprechen auf die Therapie und unerwiinschte Neben-
wirkungen?*®. Fiir die Dauertherapie stehen neben den zu injizierenden Medikamenten Inter-
feron B-1a oder B-1b, Glatirameracetat und Natalizumab auch orale Optionen wie Fingolimod
zur Verfiigung?®?*, Diese Medikamente beeinflussen die Autoreaktivitit des Immunsystem
tiber eine Immunsuppression und -modulation. In der aktiven Phase eines Schubes wird die
Entziindung durch Gabe von hochdosierten Glukokortikoiden therapiert>*’.

Im Bereich der neurodegenerativen Erkrankungen ergibt sich eine gro3e Dringlichkeit fiir neue,
vertrdgliche und vor allem effektive Therapieoptionen. Verschiedene nukleédre Rezeptoren sind
in diesem Bereich in den Fokus der Forschung geriickt und wurden bereits zahlreich in in vitro,
in vivo und in klinischen Studien untersucht!®. Neben den LXRs, die insbesondere mit einem
unvorteilhaften Nebenwirkungsprofil auffallen,'®?*’ sind es PPAR- und RXR-Modulatoren, die
in Forschung und Entwicklung am weitesten fortgeschritten sind'®. Im folgenden Abschnitt
sollen die wichtigsten Ergebnisse und Ansatzpunkte aus diesem Bereich fiir die Krankheits-
bilder der AD und MS kurz zusammengefasst werden.

1.4.1 Alzheimer Demenz

Die ersten Beobachtungen, dass PPARY einen positiven Einfluss auf AD haben konnte, gehen
bis in das Jahr 2000 zuriick. Mikrogliazellen sind an der neuronalen Entziindung beteiligt'®>%®
und es konnte gezeigt werden, dass durch PPARy-Agonisten die entziindungsfordernde Akti-
vierung der Mikrogliazellen inhibiert werden kann**. Die Effekte von PPARYy-Agonisten wur-
den seither in verschiedensten Tier- und Humanstudien getestet und zeigten immer wieder viel-
versprechende Ergebnisse!®?%2%° Eine einheitliche mechanistische Erklirung gibt es bisher
nicht, doch stehen neben antiinflammatorischen Effekten auf Zellen und Zytokine!®, Reduktion
der AB-plaques durch Induktion von Apolipoprotein E (ApoE)**, Abbau der AB-plaques durch
induzierte Phagozytose®> auch eine verbesserte Funktion der Mitochondrien?>® — insbesondere
iiber die Interaktion mit PGC-102%28 — in der Diskussion. Zusitzlich wird diskutiert, ob die
gesteigerte Insulinsensitivitdt und der verbesserte metabolische Status durch Glitazone zu-
mindest einen Teil zu den Effekten beitrigt>>*?%’. Allerdings haben viele Studien nur eine
schwache bis mangelnde Effektivitit feststellen konnen, weshalb es bis heute keine Zulassung
fiir PPARy-Agonisten in diesem Bereich gibt. Ein Problem konnte sein, dass die ZNS-Perme-
abilitit, die Fiahigkeit die Blut-Hirn-Schranke (BHS) zu iiberwinden, nur schwach ausgeprigt
ist?2. Weitere, auch mechanistische Studien mit neuen selektiven Modulatoren kénnen helfen,
die komplexe Rolle von PPARY in der AD zu entschliisseln.

Einer der bedeutendsten genetischen Risikofaktoren fiir die Entwicklung einer AD ist das
ApoE, insbesondere die ApoE4-Variante?®'2%, Uber die genaue Bewertung des Einflusses von
ApoE4 herrscht allerdings noch Uneinigkeit, denn ApoE besitzt sowohl toxische (z.B. ver-
stirkte Akkumulation und Neurotoxizitit des gebildeten AB?6267) als auch protektive (z.B.
antientziindliche Effekte?*® und Entsorgung von Ap iiber die BHS?%®) Eigenschaften im ZNS,
teilweise abhingig vom untersuchten Gewebe®®'. Ob bei der ApoE4 Variante die Verstirkung
toxischer Effekte oder die Verminderung der positiven Effekte fiir die gestiegene AD-Préavalenz
verantwortlich ist, ldsst sich noch nicht definitiv bewerten?%!. Momentan scheint es am wahr-
scheinlichsten, dass ein Zusammenspiel beider Aspekte die Krankheit befordert?®!,

Ein weiteres Gen, das einen Einfluss auf den Lipidhaushalt im ZNS besitzt, ist der Transporter
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mit ATP-bindender Kassette A1 (ATP-binding cassette transporter AI, ABCA1). Dieses Trans-
membranprotein sorgt fiir den Efflux von Phospholipiden und Cholesterol hin zum ApoE und
trigt damit zur Bildung von HDL bei’”®. ABCA1 reguliert gemeinsam mit ApoE den Lipid-
und Cholesteroltransport im ZNS>’!. Ist die Ausstattung von ApoE mit Lipiden und Cholesterol
nicht ausreichend gewihrleistet, konnte das auch einen Einfluss auf den Transport und die Ak-
kumulation von AP besitzen?’1"?’3, Sowohl das ApoE- als auch das ABCA1-Gen stehen unter
transkriptioneller Kontrolle der PPARY/RXR- und LXR/RXR-Heterodimere®®'. Da beide
Heterodimere permissiv sind, konnte ein RXR-Agonist einen verstirkten Effekt durch die
gleichzeitige Aktivierung beider Heterodimere entfalten.

Deshalb werden RXR-Agonisten intensiv beforscht und es konnte in einer Tierstudie mit
APP/PS1-Miusen, die erhohte Level von AP produzieren®’*, gesunden Miusen und ApoE-
Knockout Miusen eine Reihe interessanter Effekte beobachtet werden®’>. Die Gabe von Bexa-
roten (1) als akute Therapie iiber drei, sieben oder 14 Tage reduzierte die Konzentration von
16slichem AB zu 30% und binnen 14 Tagen nahm die Anzahl der AB-Plaques um 75% ab?”.
Der Effekt auf die AB-Konzentration war bei APP/PS1- und gesunden Miusen vergleichbar,
wihrend die ApoE-Knockout Miuse kein Ansprechen auf Bexaroten (1) zeigten?”. Die Re-
duktion der Plaques findet sich nicht bei chronischer Gabe iiber drei Monate, auch wenn die
Konzentration an loslichem AB immer noch signifikant reduziert ist>”>. Diese Effekte auf ApB
wurden von der Linderung krankheitsbezogener Symptome begleitet: So konnte der
eingeschriankte Geruchssinn wiederhergestellt werden, Verum Maéuse schnitten im Morris-
Wasserlabyrinth-Test — bei dem sich die Versuchstiere an die Position einer Plattform in einem
Becken erinnern miissen — auf dem Niveau der gesunden Miuse ab und auch die normale
Reaktion auf Angst-Konditionierung konnte teilweise wiederhergestellt werden®’>. Es wird
postuliert, dass iiber eine Aktivierung des LXR/RXR- oder PPARY/RXR-Heterodimers die
ApoE- und ABCAI1-Bildung gefordert wird, was letztendlich die symptomatischen
Verbesserungen bewirkt?”>.

Ein #hnlicher Versuchsaufbau wurde bei der Testung des Bexarotenderivats OAB-14 ge-
wihlt?’®. Auch hier wurden APP/PS1-Miuse iiber 15 (akut) oder 90 (chronisch) Tage mit
Verum behandelt und die Auswirkungen auf kognitive Fihigkeiten und Genexpression unter-
sucht. Unter anderem im Morris-Wasserlabyrinth-Test zeigte sich bei akuter und chronischer
Gabe eine Anndherung der Verumgruppen an die gesunden Vergleichstiere. Die Verumgruppen
zeigten einen signifikanten Unterschied zu den unbehandelten Mzusen?’®. Histologisch konnte
eine reduzierte AB-Akkumulation insbesondere im Hippocampus und im Cortex beobachtet
werden, was gleichzeitig mit geringerem Verlust von Neuronen in diesem Bereich ein-
herging?’®. Diese Studie hat zusitzlich auch noch die Auswirkungen auf hyperphosphoryliertes
Tau-Protein untersucht und konnte eine Reduktion in der Verumgruppe feststellen?’®. Als
Ursache fiir die reduzierten AB-Plaques vermuten die Autoren eine verbesserte Entsorgung
durch Phagozytose, indem die Differenzierung zu M2-phagozytierenden Mikrogliazellen
gefordert wurde?’s. Die Genexpression von ABCA1- und ApoE war in der Verumgruppe
erhoht.

In einem Tiermodell, bei dem die Miuse entweder das humane ApoE3 oder das humane ApoE4
exprimieren, zeigte sich ein Effekt von Bexaroten (1) auf das Abschneiden der Méuse im
Morris-Wasserlabyrinth-Test. Wihrend die Applikation iiber zehn Tage keinen Einfluss auf
ApoE3 Miuse zeigte, konnten ApoE4 Miuse ihr zuvor schlechteres Abschneiden, im Vergleich
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mit den ApoE3 Miusen, ausgleichen?”’. In beiden Gruppen wurde die AB-Konzentration ge-
senkt, auf mRNA-Ebene lief sich nur eine erhdhte Expression des ABCA1-Gens nachweisen,
wihrend keine Verdnderung bei ApoE durch Bexaroten (1) messbar wurde?’’. Diese Studie
zeigte, dass 1 ApoE4 bezogene Symptome lindern kann. Wie der mechanistische Zusammen-
hang zwischen dieser Beobachtung und dem Einfluss von Bexaroten (1) auf den Lipidstoff-
wechsel aussieht, lisst sich jedoch basierend auf den bisherigen Ergebnissen nicht kliren?”’.
Wihrend sich positive Effekte von RXR-Agonisten, verbunden mit ApoE und ABCAL, in
unterschiedlichen Auspriagungen und mit modell- und substanzabhingigen Unterschieden, in
mehreren Tierstudien reproduzieren lassen, stehen auch andere Mechanismen in der Dis-
kussion?*”: Es wurde u.a. gezeigt, dass Bexaroten (1), neben der Modulation an Lipiden und
Cholesterol im ZNS, auch einen Einfluss auf die BHS besitzt und dort den Efflux von A3
fordert, wihrend der Influx von AB-beladenen Partikeln inhibiert wird?’®2”. Beides konnte in
in vitro und in vivo Studien beobachtet werden, jeweils assoziiert mit einer verstirkten
Expression von ABCA1 und ApoE. Welche Effekte fiir den positiven Einfluss von RXR-
Agonisten auf verschiedene AD-Modelle verantwortlich sind, ldsst sich zum jetzigen Zeitpunkt
noch nicht eindeutig bestimmen. Die positiven Studien und Effekte bestirken die Bemithungen
in diesem Bereich jedoch und forcieren eine intensivere Erforschung.

1.4.2 Multiple Sklerose

Durch Beobachtungen im bekanntesten Tiermodell zur MS, der Experimentellen Autoimmunen
Enzephalomyelitis (EAE), wurde eine Wirksamkeit von PPARa-Modulatoren beobachtet!”!2%,
Am auffilligsten war die Reduktion von proinflammatorischen Zytokinen wie 1L-12, die eine
Aktivierung der Mikroglia reduzieren koénnte!’!. Der genaue zugrundeliegende Mechanismus
und die Relevanz wurden allerdings noch nicht aufgeklirt, so dass weitere Forschung an selek-
tiven PPARa-Agonisten und ihrem Einfluss auf neuronale Entziindungen nétig ist.

Auch fiir PPARy-Agonisten gibt es positive Resultate aus mehreren Tiermodellen der
EAE?!282_ Orale Gabe von Pioglitazon fiihrte sowohl zu einer Verminderung der neuronalen
Entziindung, als auch zu einer reduzierten Demyelinisierung®®?. Diese Effekte lieBen sich auch
mit zwei weiteren PPARY-Agonisten reproduzieren, die dabei beobachtete unterschiedliche
Effektivitit konnte mit Unterschieden in der Uberwindung der BHS assoziiert sein?®?. Als
Grundlage fiir diese Beobachtungen werden sowohl ein Einfluss auf die Aktivierung und
Differenzierung von zytotoxischen T-Zellen®? als auch eine Inhibition proinflammatorischer
Zytokine?! angefiihrt.

Auf der Suche nach neuen pharmazeutisch adressierbaren Zielstrukturen zur Behandlung der
MS erhalten die RXRs verstirkte Aufmerksamkeit!!. So konnte gezeigt werden, dass der RXR-
Agonist 9cRA (2) antientziindliche Effekte auf Mikroglia und Astrozyten besitzt, indem er die
Produktion proinflammatorischer Zytokine wie TNF-o und IL-1B hemmt??. Dies wire ein
direkter Effekt auf die akute Phase der Erkrankung, um die neuronale Entziindung zu re-
duzieren. Noch bedeutsamer konnte allerdings eine weitere Beobachtung sein: Die Expression
von RXR wird durch Schiden im ZNS erh6ht?®*. In den Lésionen, die durch einen aktiven MS-
Schub entstehen, wurde eine erhohte Expression von RXRy in den Oligodendrozyten-Vor-
lauferzellen (OPC) identifiziert, die sich zu adulten OLs entwickeln und fiir die Ausbildung der
Myelinschicht verantwortlich sind'?. OLs konnen die Schiden, die durch die autoimmune Ent-
ziindung an den Myelinscheiden entstehen, zu einem gewissen Grad reparieren und somit ggf.
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regenerativ wirken. Die erhohte Expression konnte sowohl in einem Mausmodell mit toxisch-
induzierter zentraler Demyelinisierung als auch post mortem in humanen Gewebeproben verifi-
ziert werden'2. In ex vivo Untersuchungen zur Differenzierung von OPCs zu funktionsfihigen
OLs konnte die morphologische Entwicklung mit siRNA gegen RXRy und — nicht ganz so
deutlich, aber dennoch signifikant — mit siRNA gegen RXRa inhibiert werden'?. Beide RXR-
Subtypen scheinen in den OPCs wichtige Funktionen zu {ibernehmen (z.B. geférderte Ex-
pression von MBP) und auch die Applikation eines RXR-Antagonisten unterdriickte die ex vivo
Differenzierung!?2. RXRy-knockout Miuse zeigten nach der toxin-induzierten Demyelin-
isierung signifikant weniger ausdifferenzierte OLs in den Lisionen verglichen mit den Wild-
typmiusen'2. Umgekehrt lieB sich mithilfe des RXR-Agonisten 9cRA (2) sowohl ex vivo die
Differenzierung der OPCs fordern als auch im Tiermodell nach 14-tigiger Applikation eine
verstirkte Ausdifferenzierung zu funktionsfihigen OLs nachweisen, ohne dass die Gesamt-
anzahl an OLs erhoht wurde'?. Diese Effekte konnten iiber die Aktivierung von Heterodimeren
vermittelt werden, jedoch wurde in dieser Studie keine erhohte Expression anderer NRs wie
den PPARs oder LXRs beobachtet!?. Auch ein Einfluss von RXR-Homodimeren, iiber deren
Aktivitét bisher nur sehr wenig bekannt ist, kann nicht ausgeschlossen werden.

Der RXR-Agonist IRX4204 zeigte Effekte sowohl in der aktiven Schubphase eines EAE-
Modells durch antientziindliche Effekte als auch in der passiven Phase, indem die Entwicklung
von regulatorischen T-Zellen gefordert und die Differenzierung von Tu-17 Zellen gehemmt
wurde285:286

Zusitzlich wird auch noch ein vollig anderer Mechanismus iiber die Beteiligung von RXR im
MS Krankheitsbild diskutiert?’. Die Myelin-Fragmente, die infolge einer Demyelinisierung
entstehen, sind in der Lage die OPC-Differenzierung zu inhibieren®%®?%. Die Entsorgung dieser
Fragmente stellt somit einen wichtigen Schritt in der Regeneration einer ZNS-Schidigung dar.
In ex vivo Experimenten mit Monozyten von gesunden Probanden und MS-Patienten konnte
gezeigt werden, dass die Monozyten der MS-Patienten eine signifikante Reduktion von Myelin-
Phagozytose aufweisen?®’. Die verminderte Phagozytose konnte durch Zugabe von Bexaroten
(1) zumindest teilweise wiederhergestellt werden, ein Effekt, der sich auch ex vivo mit Maus-
makrophagen reproduzieren lieB*7. In Makrophagen-spezifischen RXRo-knockout Miusen
zeigte sich in vivo nicht nur eine reduzierte Phagozytose des Myelins nach induzierter Demyel-
inisierung, es konnte auch eine zeitlich verzogerte OPC-Differenzierung nachgewiesen wer-
den?®®’. Zusitzlich zu diesen Beobachtungen konnten die Autoren nachweisen, dass die redu-
zierte Phagozytose nicht nur im Zusammenhang mit MS zu beobachten ist, sondern dass die
murinen und humanen Monozyten von dlteren Probanden ebenfalls diese Beeintrichtigung
zeigten®®”. Auch bei ex vivo Experimenten mit den Monozyten ilterer Probanden lie sich eine
erhohte Phagozytose durch einen RXR-Agonisten induzieren?®’. Wenn man davon ausgeht,
dass die Entsorgung von Myelin-Fragmenten mit dem Alter und bei MS-Patienten beein-
trachtigt ist und dies fiir die Erhaltung von Neuronen bedeutsam ist, so konnte eine pharmako-
logisch erhohte Myelin-Phagozytose ein zusitzlicher Angriffspunkt sowohl fiir MS als auch fiir
die Therapie der AD darstellen.

Diese Beobachtungen konnten einen dualen Angriffspunkt in der MS Therapie durch RXR-
Modulation ermoglichen: antiinflammatorische Eigenschaften wirken der neuronalen Entziin-
dung entgegen, wihrend die geforderte Differenzierung von OPCs die korpereigenen Re-
paraturmechanismen fordert.
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Im EAE-Tiermodell wurde der Effekt einer kombinierten Gabe von PPARY- und RXR-Ago-
nisten getestet*. Die antientziindlichen Effekte beider Einzelkomponenten lieBen sich kombi-
nieren und wirkten additiv bis synergistisch. Dadurch konnte die Dosis der einzelnen Kom-
ponenten reduziert werden, was die Vertriglichkeit der Therapie erhohen konnte*. Dieser
Ansatz ist interessant, sollte es gelingen eine duale RXR/PPARy-aktive Substanz zu syntheti-
sieren, um den synergistischen Effekt durch eine einzelne Substanz zu erreichen. Ungeklart
bleibt, welcher Rezeptor in welchem Umfang zu den positiven Effekten im MS-Tiermodell
beitriigt, sodass hier weitere Studien zur Zielstrukturvalidierung notwendig sind>.

Die Grundlagen fiir die Anwendung von Modulatoren nukleédrer Rezeptoren bei neurodegene-
rativen Erkrankungen sind gelegt. Im Bereich der AD sind erste klinische Studien bereits durch-
gefiihrt worden, doch zeigte sich bisher keine klinische Uberlegenheit. Dies mag insbesondere
an dem spiten Einsetzen der Therapie liegen, da hier bereits groflere Schiaden im ZNS ent-
standen sind. Die Behandlung erfolgt moglicherweise einfach zu spét. Spannende Effekte
werden auch im Bereich der MS berichtet und die Vertrdglichkeit und Sicherheit von Pioglita-
zon zur Therapie der MS wurde in einer Phase 1 Studie bereits untersucht. Eine groere Phase
1 und 2 Studie u.a. mit Pioglitazon zur MS Therapie soll 2025 erste Ergebnisse iiber die Ent-
wicklung des Behinderungsgrades liefern (ClinicalTrials.gov-Identifizierungscode: NCT
03109288). Eine klare, mechanistische Aufkldarung des Zusammenspiels der nukledren Rezep-
toren in der Pathophysiologie und der Therapie ist notwendig, um zielgerichtete Modulatoren
zu entwerfen. Der Ansatz, {iber nukledre Rezeptoren nicht nur die neuronale Entziindung auf-
zulosen, sondern auch die Remyelinisierung zu férdern und somit bereits entstandene Schiaden
zu reparieren, liefert eine vollig neue Hoffnung in der Therapie der MS.

Neurodegenerative Erkrankungen zihlen zu den groBen Herausforderungen der modernen
Medizin. Arzneimittel miissen oftmals tiber einen langen Zeitraum genommen werden, weshalb
sie besonders gut vertriglich sein miissen. Aulerdem miissen die Medikamente in der Lage sein
die Blut-Hirn-Schranke zu iiberwinden, um ihre Effekte im ZNS entfalten zu konnen.

Neben diesen Anwendungshindernissen stellt die grof3te Hiirde das unzureichende Wissen iiber
die Pathophysiologie der Krankheiten und die Beteiligung der nukleidre Rezeptoren in deren
Entstehung und Therapie dar. Erst, wenn beides besser verstanden wird, konnen nukleédre Re-
zeptoren eine neuartige Therapieoption in diesem Bereich darstellen. Der hohe Leidensdruck
der Patienten und Angehorigen sind Ansporn und Verpflichtung zugleich, die Bemiithungen in
diesem Bereich nicht abreiflen zu lassen.
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2. Zielsetzung

Wie zuvor dargestellt, besitzen nukledre Rezeptoren wie die PPARs und insbesondere die
RXRs vielversprechende, ungenutzte Moglichkeiten fiir die Therapie von neurodegenerativen
Erkrankungen. Um diese Potentiale zu erschlieBen, miissen neuartige Liganden identifiziert,
synthetisiert und umfassend in vitro und in vivo charakterisiert werden.

Der Schwerpunkt dieser Arbeit liegt auf der Entwicklung neuer RXR-Agonisten, da diese durch
ihre Funktion als universeller Heterodimerpartner eine einzigartige Stellung innerhalb der
Superfamilie der nukledren Rezeptoren einnehmen. Erste Evidenzen lassen sogar eine regener-
ative Therapie bei Neurodegeneration moglich erscheinen, jedoch sind die bisher verfiigbaren
Liganden mit erheblichen Nachteilen behaftet, die einen umfassenderen Einsatz
verhindern!?283-287,

In dieser Arbeit sollte eine erste Studie zu den Moglichkeiten einer RXR-subtypenselektiven
Aktivierung durchgefiihrt werden. Einzelne RXR-Subtypen durch einen synthetischen Ligan-
den selektiv zu modulieren stellt eine der groBen Herausforderungen in der Entwicklung neuer
RXR-Agonisten dar. Die orthosterischen Ligandbindestellen der RXRs sind allesamt aus den
identischen Aminosiuren aufgebaut®® und die bisherigen Chemotypen kommen meist aus
einem chemisch eng definierten Bereich: Es sind lipophile Substanzen, die die L-formige
Struktur des postulierten endogenen Liganden 9-cis-Retinsdure (2, Abbildung 13)
nachahmen’’-*!. Bisher konnte auf dieser Basis allerdings keine iiberzeugende Subtypen-
selektivitit erzielt werden®. Mit der Valerensiure (7) wurde kiirzlich der erste RXR-Agonist
mit deutlicher Selektivitit in der Aktivierung der RXR-Subtypen identifiziert''®. Die Valeren-
sdure hat bewiesen, dass eine subtypenselektiver Agonismus durch eine niedermolekulare Ver-
bindung moéglich ist. Die Moglichkeit Nebenwirkungen zu umgehen oder nur definierte positive
Aspekte zu adressieren, lasst die Subtypenselektivitit oder wenigstens -priferenz als eine
lohnenswerte Weiterentwicklung erscheinen. Daher wurde die Untersuchung eines neuen
Chemotyps zur subtypenselektiven RXR-Aktivierung als ein Ziel dieser Arbeit formuliert.

Die 3',5'-Di-tert-butyl-(1,1'-biphenyl)-4-carbonsidure (18) etablierte einen neuen Chemotyp als
RXR-Agonist, der nicht nur eine ungewohnlich lineare Grundstruktur besitzt, sondern auch ein
bisher einmaliges Aktivierungsprofil auf-
weist?!. So liegt der ECso-Wert zwar auf
Egzzgﬁiﬁgi _ ;ggﬁg Ex allen drei Subtypen in einem #hnlichen Be-
ECso(RXRy) = 140213 nM  reich (RXRa/B/y = 12/12/14 uM), allerdings

COOH 2 fihrt 18 nur zu einer minimalen Induktion

Abbildung 13 Der postulierte endogene Ligand 9-cis Retinsiure  VON RXRO, wihrend RXRP und RXRy deut-

(2) auf 'dcssen L—formlge.r Slruklu.r we{)c; Chemotypen bekannter lich stirker aktiviert werden ( Abbildun g 1 4)
synthetischer RXR Agonisten basieren®.

Die Struktur stellt mit ihrer hohen Lipophilie, die durch die Biphenylgrundstruktur in Kom-
bination mit zwei tert-Butylresten entsteht, keinen klassischen Startpunkt fiir die Entwicklung
eines neuen Arzneistoffkandidaten dar. Allerdings konnte eine genauere Untersuchung wert-
volle neue Erkenntnisse der Ligand-Rezeptor-Interaktion zur Implementierung von Subtypen-
selektivitit liefern.
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In dieser Arbeit sollte ausgehend von 18 die Struktur-Wirkungs-Beziehung an allen RXR Sub-
typen untersucht werden, um herauszufinden, welche Komponenten fiir das neuartige Profil
verantwortlich sind. Die Leitstruktur ldsst sich in drei Hauptfragmente aufteilen (vgl. Abbil-

dung 14), die iiber die Syn-

COOH
' ' /©/ these von Derivaten jeweils

ECso(RXRa) = 11,8+0,7 uM (5,7£0.4) umfassend in vitro pharma-
ECso(RXRB) = 11,740,1 uM (70,6+0,2)

18  ECs(RXRy) = 14,1407 uM (58,320,2)  Kologisch untersucht werden
(maximale Aktivierung als Vielfaches der sollten. Ziel dieser Studie
Grundaktivierung durch 0,1% DMSO) war es, Bereiche und Struk-

—
Abbildung 14 3',5'-Di-tert-butyl-(1,1 ‘biphenyl)-4-carbonsdiure (18) als RXR-Agonist turmerkmale zu identifizie-
mit-ngew-('.)'lm[i(:h linearer Grundstruktur und einzigartigem Aktivitdtsprofil in Bezug ren, die Potenz, Aktivierung
auf die Effizienz an den unterschiedlichen RXR-Subtypen. Die Struktur ldsst sich in .

drei Hauptfragemente (blau, griin und gelb) fiir eine systematische Untersuchung der und SUbtypenPr dferenz be-

Struktur-Wirkungs-Beziehung unterteilen. sonders beeinflussen. Ab-
schlieBend sollte herausgefunden werden, ob sich die einzelnen Einfliisse kombinieren lassen.
Die Ergebnisse dieser Selektivititsstudie sind in Kapitel 3.1 zusammengefasst und die Pub-
likation in Kapitel 16.1 einsehbar.

Bexaroten (1), der einzige synthetische RXR-Agonist, der bisher eine Zulassung erhalten hat
und weithin als Referenzsubstanz genutzt wird, ist zwar ein hochpotenter RXR-Agonist (ECso
(RXRa/Bly) = 33/24/25 nM!?), es besitzt allerdings einige sehr unvorteilhafte physikoche-
mische Eigenschaften: eine hohe Lipophilie (logP = 4,7), geringe Wasserloslichkeit (0,3 mg/L)
und eine hohe Zelltoxizitt'*°.

Ein weiteres Ziel dieser Arbeit war die Uberwindung dieser Hiirden fiir die weitere Entwicklung
der RXR-Agonisten. Es sollte eine neue Leitstruktur mit verbesserten physikochemischen Ei-
genschaften identifiziert und systematisch hinsichtlich ihrer RXR-Aktivitédt optimiert werden.
Infolge dieser Optimierung sollten die giinstigen physikochemischen Eigenschaften erhalten
bleiben und somit ein neuartiger RXR-Agonist entstehen, der dem bisherigen Goldstandard des
Bexarotens (1) iiberlegen ist.

Wy14,643%22% (19, Abbildung 15) ist ein dualer Agonist an PPARa und y mit moderaten ECso-
Werten (ECso(PPARa) = 36 uM; ECso(PPARY) = 54 uM)**. Die Substanz zeichnet sich durch
eine effektive Lipidsenkung in vivo®? aus, hat es in diesem Anwendungsbereich allerdings nie
bis zu Humanstudien gebracht. In den vergangenen vier Jahrzehnten hatte 19 einen festen Platz
in der Erforschung von PPAR-vermittelten Effekten*’. Basierend auf einer umfassenden
Literaturrecherche (zusammengefasst in Kapitel 3.2 und nachzulesen in Kapitel 16.2), ins-
besondere der vielfiltigen patentierten Effekte dieser Substanz*’, wurde die Hypothese auf-
gestellt, dass Wy14,643 (19) noch iiber andere, bisher unentdeckte Aktivititen verfiigen muss.

Im Rahmen dieser Arbeit konnte Wy14,643 (19) als Agonist des Retinoid X Rezeptors identi-
fiziert werden (Abbildung 15), was eine plausible Erklarung fiir die vielfiltigen Effekte liefern
konnte. Aufgrund seiner hervorragenden physikochemischen Eigenschaften (Loslichkeit und
Lipophilie), sowie dem ansprechenden dual-agonistischen Profil an PPAR und RXR, sollten
die Struktur-Wirkungs-Beziehungen des experimentellen Wirkstoffs an allen sechs Subtypen
dieser Rezeptoren systematisch charakterisiert werden. Dabei sollten strukturelle Elemente
identifiziert werden, die gezielt die Aktivitit an RXR oder PPAR beeinflussen und insbesondere
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H die RXR-agonistische Aktivitit steigern konnen.
N N\\(©\/ COOH gﬁ; }2;‘, Zusitzlich sollten die unerwiinschten Struktur-

| _N Ry %2 elemente — das reaktive Chloratom am Pyrimi-

dinring und der oxidationsempfindliche Thio-

Abbildung 15 Das Fettsiuremimetikum Wyl4,643 (19) ether (Vgl' Abbﬂdlll’lg 15) — soweit mégliCh
wurde durch den Gal4-Hybrid-Reportergenassay als RXR- durch Weniger reaktive und stabilere Alternati-
Agonist identifiziert und als Ausgangspunkt fiir eine ven ersetzt werden. Am Ende dieser Struktur-

Struktur-Wirkungs-Beziehung genutzt. Die farbkodierte Ta-
belle gibt die vielfache Aktivierung durch 30 uM 19 im Ver- Wirkungs—Beziehung sollte ein potenter und se-
hdlmis zur Grundaktivitiit von 0,1% DMSO an. Rot mar- . R . . .

kiert sind die reaktiven und potentiell toxischen Struktur- lektiver RXR‘AgOHISt mit deutlich Uberlegenem
merkmale, die es idealerweise zu ersetzen galt. physikochemischem Profil entstehen. der der

9

bisherigen Referenzsubstanz Bexaroten (1) iiberlegen ist.

Die Resultate dieser Studie sind im Kapitel 3.2 zusammengefasst und kénnen auch in der Pub-

likation Kapitel 16.3 gefunden werden.

Die Entwicklung neuer Liganden fiir nukledre Rezeptoren mit klassischen medizinal-che-
mischen Methoden basiert hidufig auf einer systematischen Untersuchung der Struktur-Wir-
kungs-Beziehungen®®’ durch die Synthese und Charakterisierung von geeigneten Derivaten der
Leitstruktur?®®3%, Die konstante Riickkopplung zwischen strukturellen Verinderungen der
Leitstruktur und deren Einfluss auf die Aktivitdt an der biologischen Zielstruktur erméglicht
eine stetige Optimierung der Leitstruktur und ein umfassendes Bild iiber den Einfluss einzelner
Bereiche in der Liganden-Rezeptor-Wechselwirkung.

Ein bedeutender Nachteil dieser klassischen Vorgehensweise liegt in der meist groBen Anzahl
an benotigten Derivaten, um qualifizierte Aussagen iiber den Effekt einzelner struktureller Ver-
dnderungen treffen zu konnen. Fiir valide Aussagen miissen die Verdnderungen strukturell sys-
tematisch aufgebaut sein, was je nach Leitstruktur eine groB3e synthetische Aufgabe darstellen
kann. Den Vorteilen einer klassischen Untersuchung der SAR stehen damit die Nachteile einer
moglicherweise langwierigen und kostenintensiven Forschung gegeniiber. Dies konnte durch
die Einbeziehung moderner in silico Methoden umgangen werden, um schneller und giinstiger
zu einer Leitstrukturoptimierung zu kommen. Im Rahmen dieser Arbeit sollte eine computer-
gestiitzte Optimierung fiir Liganden nukleédrer Rezeptoren etabliert und dieser Ansatz in einer
Fallstudie auf seine Anwendbarkeit getestet werden. Als Ausgangspunkt wurde der Cysteinyl-
leukotrienrezeptor(CysLT R)-Antagonist Cinalukast (20, Abbildung 16) ausgewihlt, ein
klassisches Fettsduremimetikum>®!, fiir den eine Aktivitit am PPARa entdeckt wurde.

o Da die Synthese von Cinalukast (20) sehr aufwendig
NY\/@\HJ\)% oor ist’9%303 und zusitzlich eine Mischung aus Stereoiso-
S meren entsteht, ist es ein schlecht geeigneter Kandidat
Abbildung 16 CysLTiR-Antagonist Cinalukast fir eine klassische medizinal-chemische Optimierung.
(20) Durch die Entwicklung zweier computergestiitzter
Arbeitsablédufe sollte ein Derivat identifiziert werden, das, ganz im Sinne einer selektiven Op-
timierung von Nebenaktivititen’*3% (selective optimization of side-activities, SOSA), sowohl
die Nebenaktivitdt von Cinalukast (20) an PPARa steigert, als auch die urspriingliche Haup-
taktivitdt am CysLTiR minimiert.
Die Ergebnisse der hieraus entstandenen Publikation (Kapitel 16.3) sind in Kapitel 3.3 zu-
sammengefasst.
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3. Ergebnisse und Diskussion

3.1 Biphenyle als neuartige Ligandstruktur zur préiferenziellen
Aktivierung einzelner RXR-Subtypen oder RXR-Heterodimerpartner
Fiir die Erforschung von Einfluss und Funktion einzelner RXR-Subtypen sowie fiir die Er-
schlieBung ihres Potentials als Zielstruktur zukiinftiger Arzneistoffe muss sich die Entwicklung
neuer RXR-Agonisten der Herausforderung der Implementierung einer groBeren Subtypen-
selektivitit stellen.

Die bisherigen Versuche Subtypenselektivitit zu erzielen, gingen meist von der Veridnderung
bereits bekannter RXR-Agonisten wie Bexaroten (1) aus. Dies fiihrte vereinzelt zwar zu Prife-
renzen im Bereich der ECso-Werte (o/B:y in etwa 1:10), allerdings wirken die bislang entwickel-
ten Liganden immer noch auf allen Subtypen als Vollagonisten*”. Ein Grundproblem k&nnte
darin liegen, dass es sich bei den bisher verfiigbaren RXR-Agonisten generell um sehr dhnliche
Molekiile handelt, die wenigen, eng verwandten Chemotypen zuzuordnen sind (vgl. Kapitel
1.2.3): alle ahmen den L-formigen Charakter der 9-cis Retinsiure (2) nach®’?!. Um der Pro-
blematik mangelnder Subtypenselektivitit zu begegnen, bedarf es daher moglicherweise grund-
legend neuer Chemotypen von RXR-Liganden.

Neben der selektiven Aktivierung eines einzelnen RXR-Subtypen konnte ein grofles pharma-
kologisches Potential in der Entwicklung Heterodimer-selektiver Agonisten liegen: Ein RXR-
Agonist, der nicht jedwede RXR-Heterodimer-Kombination aktiviert, sondern entweder nur
gezielt solche die gewiinscht sind oder wenigstens solche, die bekannte Nebenwirkungen aus-
losen (wie das LXR/RXR-Heterodimer) ausspart. Es ist bereits gelungen, erste Kandidaten mit
einem derartigen Profil zu generieren®'*. Diese Verschiebungen im Aktivititsprofil diirften
mechanistisch auf Konformationsinderungen im Bereich der Dimerisierungszone® oder der
unterschiedlichen Rekrutierung von Coaktivatoren beruhen. Bisher liegen fiir die selektive
Adressierung oder Umgehung einzelner Heterodimere noch keine umfangreichen Struktur-
Wirkungs-Beziehungen vor. Bisherige Entwicklungen basieren weitgehend auf Zufallsfunden.

GemiB diesen Uberlegungen war das Ziel dieses Projektes, anhand eines neuen Chemotyps von
RXR-Agonisten eine strukturierte SAR-Untersuchung durchzufithren und die Moglichkeiten
einer Subtypenselektivitit oder -priferenz zu ermitteln. AuBerdem sollte eine erste kleine
Studie zur SAR von Heterodimer-selektiven Effekten durchgefiihrt werden.

Kiirzlich wurde hierfiir eine vielversprechende Leitstruktur (18), die sich durch ein bisher ein-
maliges Aktivititsprofil auszeichnet, entdeckt®'. Der ECso von 18 ist zwar fiir alle drei RXR-
Subtypen vergleichbar (ECso(a//y) = 12/12/14 uM), jedoch fiihrt die Interaktion mit RXRa
nur zu einer etwa 6-fachen Aktivierung, wihrend sowohl RXRJ als auch RXRy deutlich stirker
aktiviert werden (70- bzw. 60-fach zur Grundaktivitiit des Rezeptors)*!. Somit ist es hier nicht
nur erstmals gelungen mithilfe eines synthetischen Agonisten eine Priferenz gegeniiber RXRa
zu erreichen, der Ligand stellt mit seiner linearen Struktur, die auf einem Biphenyl-Gertist ba-
siert, auch eine neue Grundstruktur fiir RXR-Agonisten dar (Abbildung 17).

Die Struktur ist chemisch leicht zugiinglich, da sich Variationen iiber eine Suzuki-Kupplung®*®
aus einer Arylhalogen-Komponente und einer Arylboronsauren-Komponente aufbauen lassen
(Schema 1). Basierend auf diesem Syntheseweg wurde 18 in drei zu untersuchende Teile
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aufgeteilt: den ersten Phenylring mit der 3°,5‘-di-tert-Butylsubstitution, den zweiten Phenylring
und die saure Seitenkette (Abbildung 17).

— .COOH v 100 — 18 RXRo.
ER7 = 18 RXRP
=5 804
iz -+ 18 RXRy
EX 60+
<3
18 2 < a0
S E
S = 204
X 20
R o

0.1 1 10
Konzentration [pM]

Abbildung 17 Leitstruktur 18 mit besonderem Aktivitéitsprofil?®!. Wiihrend der ECso-Wert fiir alle Subtypen vergleichbar ist,
wird RXRo. durch 18 nur minimal aktiviert. Farbig die Einteilung der Leitstruktur in verschieden Optimierungspunkte, die
systematisch untersucht werden sollen.

Solang nicht anderweitig angegeben, beziehen sich Aktivitidtsangaben im Folgenden stets auf
einen etablierten Gal4-Hybrid-Reportergenassay. Bei dieser Methode werden HEK293T Zellen
24 Stunden (Std), nachdem sie ausgesdt wurden, transient mit drei Plasmiden transfiziert
(Transfektion mit Lipofectamin LTX von Invitrogen). Das erste Plasmid kodiert fiir eine kon-
stitutiv gebildete Renilla-Luciferase, die fiir die Normierung sowie die Kontrolle der Transfek-
tionseffizienz und Toxizititseffekte genutzt wird. Ein Plasmid kodiert fiir einen konstitutiv ex-
primierten Hybridrezeptor, bei dem die LBD des zu untersuchenden humanen Rezeptors mit
der Gal4-DBD aus der Hefe fusioniert wurde. Das Reporterplasmid kodiert fiir die Firefly-
Luciferase und unterliegt einer Gal4-Promoterkontrolle. Nach 4-5 Std wird das Medium ausge-
tauscht und enthélt dann die zu testende Substanz + 0,1% DMSO, einen Referenzagonisten als
Positivkontrolle (+ 0,1% DMSO) oder nur 0,1% DMSO als Negativkontrolle. Nach 14-16-stiin-
diger Inkubation werden die Zellen mit dem DualGlo™-Kit von Promega lysiert und nach-

einander die Aktivitit der Firefly-
nCOOH

\©/ GOOR w2 und der Renilla-Luciferase gemessen.
Z
RL—IIod Fehyl Zu Beginn der Untersuchungen zu
coon den Struktur-Wirkungs-Beziehungen
C OR" @), wurde versucht die stark lipophile
\©/ Z und sperrige Leitstruktur soweit wie
‘ Rk H od. Ethyl

moglich zu reduzieren, um deren es-
sentielle Strukturelemente zu identifi-
@ COOH COOM zieren (Tabelle 3). Hierfir wurde
zunidchst das 3°,5°-Disubstitutions-
Schema 1 Synthese der Biphenylderivate. R1, R2, Y, Z sind an den  muster aufgehoben und stattdessen

entsprechenden Stellen im Kapitel definiert. X = Br od. I (a) ohne Substituenten (21) oder eine
Pd(PPh3)4, Dioxan, H20, Raumtemperatur (rt), 3,5-48 Std, 3-84%.

(b) LiOH, Ethanol, H:0, Tetrahydrofuran, ri, 15-18 Sid, 73-84%. ~ Monosubstitution —in  3‘-Position

Reaktion (b) nur relevant fiir Derivate, bei denen R* = Ethyl gilt. (A]kyl_ oder A]koxygruppen) einge_
fiihrt (22-27). Fiir die einfachste, unsubstituierte 1,1 ‘-Biphenyl-4-carbonsédure (21) sowie beim
3‘-Methylderivat (22) war keine Aktivitit bis zu einer Konzentration von 30 uM an den RXRs
mehr messbar. Die Vergroerung des lipophilen Substituenten zu einem 3 ‘-Isopropyl-Rest (23)
war allerdings bereits ausreichend, um eine Wiederherstellung der RXR-Aktivitdt zu ermog-
lichen. Nicht nur die ECso-Werte, auch die Aktivierungseffizienz auf RXR[ war vergleichbar
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mit der Aktivitdt der Leitstruktur. Jedoch kam es bei diesem Derivat zu einer Inversion des
Selektivititsprofils: das 3‘-Isopropylderivat (23) zeigte eine deutlich stiarkere Aktivierung des
a-Subtyps, wihrend die Aktivitidt auf RXRy nahezu vollstindig verloren ging. Eine weitere
Vergroferung dieses lipophilen Bereichs, hin zu einem 3 ‘-tert-Butylderivat (24), fithrte zu einer
weiteren Angleichung der Aktivierungseffizienz zwischen RXRa und RXRp, sowie einem
Aktivitdtsverlust auf RXRy bis 20 uM.

Ein dhnliches Bild ergab sich fiir Alkoxyderivate (25-27): Wihrend kleine Substituenten noch
keine RXR-Aktivierung induzieren konnten, entstanden durch schrittweises Vergroflern des
lipophilen Restes ausgeglichene RXRa- und RXR-selektive Agonisten, die keine Aktivierung
bis zur hochsten tolerierten Konzentration auf RXRy induzierten. Durch diese strukturellen
Verinderungen lieen sich bereits zentrale Strukturmotive fiir das besondere Aktivitdtsprofil
der Leitstruktur identifizieren: RXRa toleriert Monosubstitution und bevorzugt kleine Substi-
tuenten, wihrend RXRy-Aktivierung nur bei grofler/sperriger Doppelsubstitution erfolgt. Fiir
RXRp ergab sich keine Priferenz, da es von den Verdnderungen am wenigsten beeinflusst
wurde.

Tabelle 3 Untersuchung des Einflusses von Monosubstitution auf das Aktivitdtsprofil

Die Testung wurde im Gal4-Hybrid-Reportergenassay (HEK293T, Transfektion mit

1
R Lipofectamin LTX, Normierung mit Kontroll-Luciferase) durchgefiihrt. i.a., inaktiv
COOH zur angegebenen Konzentration in uM. vielfache Aktivitidt im Vergleich zur
3 Grundaktivitdit mit 0,1% DMSO. Alle Werte sind Mittelwert
R (MW)£Standardabweichung (SD), n>3;
ECso [uM] (vielfache Akt.)
1D R! R2 RXRa [ RXRp [ RXRy
11,8+0,7 11,7£0,1 14,140,1
18 Bu Bu (5.740.4) (711) (581)
21 H H i.a. (30) i.a. (30) i.a. (30)
22 Me H i.a. (30) i.a. (30) i.a. (30)
. 14,3+0,6 16,2+0,2 11,6+0,1
e e L (28+1) (65+1) (2,7£0,1)
18+2 12,8+0,7 .
24 tBu H (1942) (3542) i.a. (20)
25 -OMe H i.a. (30) i.a. (30) i.a. (30)
22,540,2 30+7 .
26 -OEt H (11=1) (1122) i.a. (30)
. 10,6+0,6 13,4+0,7 .
27 -OiPr H (181) (19+1) 1.a. (20)

Im nédchsten Schritt der systematischen Untersuchung wurde zum urspriinglichen Doppelsub-
stitutionsmuster zuriickgekehrt (Tabelle 4). Das 3°,5‘-Dimethylderivat (28) war bereits aus-
reichend, um RXRf sehr effektiv zu aktivieren und zusitzlich eine deutliche Steigerung der
Aktivierungseffizienz an RXRa zu generieren. Nur RXRy lie sich erneut nicht aktivieren, was
sich mit den Beobachtungen der Monosubstitutionsderivate deckt, da auch hier die Derivate mit
kleinen Substituenten nicht aktiv waren. Um den Einfluss eines Methyl-Substituenten weiter-
gehend zu studieren, wurde ein asymmetrisch substituiertes Derivat (29) erstellt. 29 offenbarte
keine andersartige Priferenz, sondern blieb ein schwacher, aber selektiver RXRa- und B-Ago-
nist ohne Aktivitidt an RXRy. In Analogie zum Vorgehen bei Monosubstitution wurde ein 3,5 -
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Dimethoxyderivat (30) untersucht. Dieses zeigte keinerlei Aktivierung an RXRp und RXRy,
jedoch war noch eine Restaktivitit (maximal 5-fache Aktivierung) an RXRa detektierbar.

Die bisher untersuchten Substituenten besallen jeweils Elektronen-schiebende (+I) Substituen-
ten. Der Einfluss dieses Effektes wurde durch einen Wechsel hin zu Elektronen-ziehenden Sub-
stituenten mit -I-Effekten getestet. Der Austausch der di-fert-Butylreste durch zwei Chloratome
in 31 fiihrte zu groBeren Verschiebungen im Aktivitdtsprofil. Wahrend 31 an RXRp kaum Ver-
dnderungen zeigte, verlor es an RXRy deutlich an Potenz.

—_~ 120'
o)
COOH E E 1004
Q
=9 s0-
F3C £
TS 601
-
S =
32 & £ 401
CF3 2B 204
0 ;
0.01 0.1 1 10

Konzentration [pM]
Abbildung 18 Dosis-Wirkungs-Kurven von 32. In Farbe das optimierte Derivat, in grau bis schwarz die Kurven der
Leitstruktur 18 als Vergleich. Symbole: Kreis = RXRa, Viereck = RXRf; Dreieck = RXRy; Gal4-Hybrid-Reportergenassay
(HEK293T, Lipofectamin LTX Transfektion, vielfache Aktivierung in Bezug auf 0,1% DMSO), Ergebnisse dargestellt als
MW4SD; n>3.

Ahnlich massiv dnderte sich die Aktivierungseffizienz in Bezug auf RXRo. Hier wurde bei
vergleichbarem ECso-Wert eine deutlich erhohte Aktivierung beobachtet (38-fache Aktivierung
vs. 6-fache Aktivierung in 18). Da die relativ kleinen Chloratome (van der Waals-Volumen
24.,4-27,5 A3)%07308 pereits einen ausgepriigten Effekt zeigten, wurde der Ansatz weiterverfolgt,
indem der negative induktive Effekt beibehalten und gleichzeitig das van der Waals-Volumen
durch Trifluormethylgruppen (39,8-42,6 A3)**310 vergroBert wurde (32, Abbildung 18). Dies
hatte erstmals eine moderate Verbesserung der ECso-Werte und gleichzeitig eine Erhohung der
Aktivierung zur Folge (vgl. Abbildung 18, Tabelle 4).

Tabelle 4 Untersuchung des Einflusses von Doppelsubstitution auf das Aktivititsprofil.

R! Die Testung wurde im Gal4-Hybrid-Reportergenassay durchgefiihrt. i.a., inaktiv zur
angegebenen Konzentration in uM. vielfache Aktivitit im Vergleich zur Grund-
Q O COOH aktivitdt mit 0,1% DMSO. Alle Werte sind MW+SD, n > 3.
R2
ECso [uM] (vielfache Akt.)
1D R! R2 RXRa [ RXRB [ RXRy
11,8+0,7 11,7+0,1 14,1+0,1
18 Bu Bu (5,740,4) (71%1) (58+1)
9,6+0,6 18,6+0,2 .
28 Me Me (26£1) (971) i.a. (30)
8,0+0,4 12+2 .
29 tBu Me (1021 (8.440.9) i.a. (20)
25,440,3 . .
30 -OMe -OMe (4.840.1) i.a. (30) i.a. (30)
9,3+0,4 1341
31 Cl Cl (3842) (68+5) > 30
3,1+0,1 3,7£0,2 12,5+0,4
= G G (50+2) (122+4) (25+1)
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Abbildung 19 Zusammenfassung der Effekte verschiedener Substituenten am ersten Ring der Biphenylstruktur. (A)
Monoalkyl- oder Monoalkoxy-Substitution fiihrt bei sehr kleinen Substituenten zu Inaktivitit an den RXRs. Sobald die Va-
riationen grofier werden, wird die Aktivitit wiederhergestellt. (B) Durch 3,5 ‘-Doppelsubstitution wird die Aktivitit an RXR
erhalten, dabei werden auch kleine Reste toleriert und zeigen Subtypenpriiferenz. (C) Substituenten mit —I-Effekten zeigen
grofle modulatorische Eigenschaften, die umso stirker ausgeprdigt sind, je grofser der eingefiihrte Rest ist.

Nach diesen SAR-Studien am ersten Ring (zusammengefasst in Abbildung 19) wurden syste-

matische Veridnderungen am Benzoesdurering vorgenommen und in vitro charakterisiert
(Tabelle 5).
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Abbildung 20 Dosis-Wirkungs-Kurven von 33 In Farbe das optimierte Derivat, in grau bis schwarz die Kurven der Leitstruktur
als Vergleich. Symbole: Kreis = RXRo,; Viereck = RXRp; Dreieck = RXRy; Gal4-Hybrid-Reportergenassay; vielfache
Aktivierung in Bezug auf 0,1 % DMSO, Ergebnisse dargestellt als MWSD; n>3;

Durch eine homologe Verldngerung der Carbonsiurekette auf ein Essigsdurederivat (33) konnte
eine deutliche Erniedrigung des ECso (etwa 20-fach) und eine Steigerung der Aktivierung auf
RXRa und B erreicht werden. Auf RXRy fiihrte die Kettenverlangerung zu einer etwas mode-
rateren Senkung des ECsp auf 3 uM im Vergleich zu 12 uM und einem Verlust von Aktivie-
rungseffizienz (Abbildung 20).

Tabelle 5 Untersuchung des Einflusses der Carbonsdurekette und -position auf das Aktivitdtsprofil.

Die Testung wurde im Gal4-Hybrid-Reportergenassay durchgefiihrt. i.a.,
O inaktiv zur angegebenen Konzentration in uM. vielfache Aktivitdt im Vergleich
zur Grundaktivitdit mit 0,1 % DMSO. Alle Werte sind MW+SD, n > 3.

ECso [uM] (vielfache Akt.)

1D R R RXRa | RXRB | RXRy
W coon s | e 7] )
34 -CH2CH2COOH H 1(51101’)2 2(’914106’)2 (157124)
35 H COOH 3(’3711;01’)1 3(514’—3’)1 i.a. (10)

Eine weitere homologe Verldngerung zum Propansdurederivat (34) fiihrte zu deutlichen Akti-

vitdtseinbuB3en, wodurch die Essigsdure als optimale Kettenldnge identifiziert wurde. Die Inter-

aktion der Carbonsdure mit dem Rezeptor spielt eine bedeutende Rolle fiir die Ligandbindung,
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weswegen ein weiteres Derivat synthetisiert wurde, bei dem die Carbonsdure auf die meta-
Position verschoben wurde. Im Interesse einer moglichst direkten Vergleichbarkeit wurde
wieder auf das Benzoesdurederivat zuriickgegriffen (35). Durch diese Verdnderung besall 35
einerseits keine RXRy-Aktivitdt mehr bis zu 10 uM, andererseits stieg die Potenz auf RXRa
und B moderat an (vgl. Tabelle 5).

Zur abschlielenden, systematischen Untersuchung des zweiten Benzenringes wurde zur para-
Benzoesédure zuriickgekehrt und die Umgebung des Benzoesdureringes in der Bindungsstelle
abgetastet (Tabelle 6).

Hierfiir wurden lipophile Erweiterungen in Form von Methylgruppen getestet (36, 37), diese
fiihrten in meta-Position zur Inaktivitét bis zur maximal tolerierten Konzentration von 10 uM.
Eine Methylgruppe in ortho-Position fiihrte zu Inaktivitit (bis max. 10 uM) auf RXRa und v,
wihrend dieses Derivat (37) mit einer maximal 26-fachen Aktivierung noch eine deutliche
Restaktivitidt an RXRp aufwies. Mit diesem Derivat ist erstmals ein synthetischer Agonist ent-
standen, der nur einen Subtyp deutlich induziert und damit eine Priferenz offenbarte.

Der Versuch, der insgesamt sehr lipophilen Struktur durch die Einfithrung von Stickstoff-
atomen zu den entsprechenden Pyridinderivaten (38, 39) etwas mehr Loslichkeit zu verleihen,
wurde durch Aktivititsverlust (bis zur max. tolerierten Konzentration von 10 uM) an allen Sub-
typen durchkreuzt.

Tabelle 6 Untersuchung des Einflusses von Derivatisierungen am Benzoesdurering auf das Aktivitdtsprofil.

Die Testung wurde im Gal4-Hybrid-Reportergenassay durchgefiihrt. i.a.,
=\ _cooH inaktiv zur angegebenen Konzentration in uM. vielfache Aktivitdt im Vergleich
\X,y/ zur Grundaktivitit mit 0,1% DMSO. Alle Werte sind MW+SD, n > 3.
ECso [uM] (vielfache Akt.)
ID X Y RXRa | RXRB | RXRy
11,8+0,7 11,7+0,1 14,1+0,1
18 CH CH (5,740,4) (71£1) (58+1)
36 C-CH3 CH i.a. (10) i.a. (10) i.a. (10)
. 5,740,5 .
37 CH C-CH3 ia. (10) (265) i.a. (10)
38 N CH i.a. (10) i.a. (10) i.a. (10)
39 CH N ia. (10) i.a. (10) i.a. (10)

Somit wurden am zweiten Ring drei vielversprechende Variations- und Optimierungsmog-
lichkeiten identifiziert: erstens lief sich die Potenz durch Kettenverldngerung steigern, zweitens
tolerierten nur RXRo und RXRp die Verschiebung der Sdurefunktion in die meta-Position und
drittens lie sich durch eine Methylgruppe in ortho-Position zur Carbonsdure RXRp-Priferenz
besonders gegeniiber RXRy erzeugen.

Die Erkenntnisse aus der hier vorgestellten SAR-Studie wurden anschlieBend miteinander
kombiniert, um dabei maximale Potenz und Subtypenpriferenz zu erzielen (Tabelle 7). Der
Effekt der ortho-Methylgruppe aus 37 sollte genauer untersucht werden, indem die ortho-Me-
thyl-Benzoesiure mit dem potentesten doppelt substituierten Ring — aus dem 3°,5 “-Bistrifluoro-
methylderivat 32 — kombiniert wurde (40). Dadurch zeigte sich in 40 eine Verbesserung der
Aktivierungseffizienz, bei gleichzeitiger Inaktivitit (bis 30 uM) auf RXRYy. 40 fiihrte allerdings
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wieder zu einer Aktivierung von RXRa, was einen sehr ausgeglichenen RXRa/B-selektiven
Agonisten erzeugte.
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Abbildung 21 Dosis-Wirkungs-Kurven von 41 und 42. In Farbe das optimierte Derivat, in grau bis schwarz die Kurven der
Leitstruktur als Vergleich. Symbole: Kreis = RXRa; Viereck = RXRp; Dreieck = RXRy; Gal4-Hybrid-Reportergenassay;
vielfache Aktivierung in Bezug auf 0,1% DMSO, Ergebnisse dargestellt als MW+SD; n>3;

Durch die Kombination der optimierten Kettenldnge (Essigsdurederivat 33) mit dem 3°,5°-Bis-
trifluormethyl-substituiertem Ring wurde der bis dahin potenteste pan-Agonist (41) mit etwa
100-facher Verbesserung des ECso-Wertes und einer relativen Priaferenz (maximale vielfache
Aktivierung RXRo/B/y = 37/93/28) fiir RXRP Aktivierung erzeugt. Durch die zusétzliche Ein-
fiihrung der ortho-Methylgruppe aus 37 konnte die RXR[-Priferenz ausgebaut werden, indem
die Aktivitit an RXRy deutlich reduziert wurde (42) (vgl. Abbildung 21).

Tabelle 7 Kombination verschiedener selektivitits- und/oder potenzvermittlender Derivate. Die Testung wurde im Gal4-

Hybrid-Reportergenassay durchgefiihrt. i.a., inaktiv bei der angegebenen Konzentration in uM. vielfache Aktivitdit im
Vergleich zur Grundaktivitit mit 0,1% DMSO. Alle Werte sind MW+SD, n > 3.

ECso [uM] (vielfache Akt.)
ID RXRa | RXRB | RXRY
11,8+0,7 11,7+0,1 14,10,1
18 (= )coon (5,740.4) (711) (58+1)
FiC
9,140,1 8,9+0,4 .
COOH k 9 9 b
40 (O (43+1) (42+2) 2. (30)
FsC
=
COOH 0,08+0,01 0,15+0,01 0,22+0,01
a0 o 150 2
(37+1) (93+1) (28+1)
FsC
FoC
COOH
, Q ) 0,2120,01 0,29+0,01 1,00£0,04
2 O O (24,740,2) (62,1+0,3) (14,1£0,3)
FsC
o
15,5+0,2 13,10,5 ,
43 Gosl) G821) ia. (30)
Cl COOH

Zuletzt wurden durch die Kombination aus dem Dichlorderivat 31 und der meta-Benzoesiure
35 weitere Strukturmerkmale vereinigt, die zuvor eine Subtypenpriferenz implementieren
konnten (43). 43 zeigte ebenfalls keine Aktivitdt an RXRy (bis 30 uM), aber aktivierte RXRa
und RXRf} mit ausgewogener, moderater Potenz.
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Als Zwischenfazit ldsst sich feststellen, dass aus dem neuen Chemotypus der Leitstruktur 18
gleich mehrere Derivate mit Subtypenpriferenz, sowohl in Form von unterschiedlichen ECso-
Werten, als auch in Bezug auf unterschiedliche Aktivierungseffizienzen, hervorgegangen sind
und die Moglichkeiten der priferentiellen Aktivierung einzelner Subtypen realisierbar er-
scheinen lassen.

Zusitzlich sollte erstmals auch eine gezielte Studie zur Heterodimer-selektiven Aktivierung
durch RXR-Agonisten durchgefiihrt werden und der Einfluss verschiedener Substituenten auf
die Aktivierung sowohl des LXR/RXR- als auch des PPARYy/RXR-Heterodimers erforscht
werden. Da es sich hierbei um einen neuen Chemotyp handelt, gibt es bislang noch keine Daten,
wie sich diese Grundstruktur auf die RXR-Heterodimer-Aktivierung auswirkt. Fiir die syste-
matische Untersuchung solcher Unterschiede ist der Gal4-Hybrid-Reportergen-Assay unzu-
reichend, da hier fiir die Aktivierung schon die Bindung an ein Monomer/Homodimer ausreicht.
Fiir Studien zur Heterodimerisierung und die Aktivitit von Substanzen an diesen Hetero-
dimeren bedarf es komplexerer Testsysteme, wie z.B. Volllingen (VL)-Reportergenassays, in
denen vollstindige humane Heterodimere die Reporter-Aktivierung kontrollieren.
Die hier eingesetzten VL-Assays verlaufen methodisch identisch wie der zuvor beschriebene
Gal4-Hybrid-Reportergenassay (HEK293T Zellen, transiente Transfektion mit Lipofectamin
LTX). Es werden allerdings nur zwei Plasmide transfiziert: das Renilla-Luciferase-Konstrukt
zur Normierung und ein Reporterplasmid, bei dem die Firefly-Luciferase unter Kontrolle eines
humanen response Elements fiir PPARY/RXR oder LXR/RXR steht. Es wird keine erhohte Ex-
pression der Rezeptoren PPARy, LXR oder RXR induziert. Die Aktivitit entsteht durch die
natiirlich enthaltenen Rezeptoren der humanen Nierenzelllinie.
In dieser Studie wurden zwei unterschiedliche permissive RXR-Heterodimere untersucht, nam-
lich LXR/RXR und PPARY/RXR. Ob sich die Biphenylstrukturklasse auch fiir Heterodimer-
selektive Modulation der RXRs nutzen ldsst, wurde am Beispiel einer kleinen Struktur-Wir-
kungs-Beziehungsstudie untersucht, bei der vielversprechende Derivate an den Heterodimeren
charakterisiert wurden (Abbildung 22). Ausgewihlt wurden die beiden potentesten RXR-Ago-
nisten aus dem Gal4-Hybrid-Reportergenassay 33 und 41, die sich nur in der Doppelsubsti-
tution (33: di-tert-Butyl vs 41: Bistrifluormethyl) unterscheiden. Zudem wurde das RXR[3-se-
lektive Derivat 37 getestet, das sich von der Leitstruktur 18 nur durch die ortho-Methylgruppe
unterscheidet. 40 wurde ausgewdhlt, da es sich von 37 wiederum nur durch die Doppelsubsti-
tution unterscheidet (37: di-fert-Butyl vs 40: Bistrifluormethyl) und sich dabei gleichzeitig zu
einem sehr ausgeglichenen RXRa/B-selektiven Agonisten umwandelte. In 42 sind alle potenz-
und selektivitdtsfordernden Variationen vereinigt, weshalb es zusitzlich einen interessanten
Testkandidaten darstellte. Es wurde jeweils eine Ein-Punkt-Messung bei einer moglichst nie-
drigen Konzentration vorgenommen, die aber oberhalb des ECqo hinsichtlich der Potenz der
jeweiligen Verbindung an RXR (Gal4-Assay) liegen sollte.
In diesem physiologischeren Versuchsaufbau im Vergleich zum standardisierten Gal4-Hybrid-
Reportergenassay zeigten die beiden potentesten RXR-Agonisten 33 und 41 eine deutliche
Aktivierung des PPARY/RXR-Heterodimers. Der Austausch der di-tert-Butylgruppen in 33 zu
den Bistrifluoromethylgruppen in 41 verstérkt nicht nur den RXR-agonistischen Effekt, er fiihrt
auch in diesem Heterodimerversuchsaufbau zu einer deutlich verstdrkten Induktion. Die Induk-
tion durch 41 war vergleichbar mit der Aktivierung durch Bexaroten (1) und iibertraf sogar die
Aktivierung durch den PPARy-Agonisten Rosiglitazon (15). Die drei anderen Substanzen, die
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allesamt iiber die ortho-Methylgruppe verfiigten, zeigten eine deutlich reduzierte (42) oder gar
antagonistische Aktivitdt. Am deutlichsten wurde der Unterschied im Vergleich von 41 mit 42.
Der einzige Veridnderung zwischen diesen Substanzen war die Einfiithrung einer ortho-Methyl-
substitution und dies war ausreichend, um die PPARY/RXR-Aktivierung trotz Konzentrations-
anpassung annédhernd zu halbieren.

Bei der LXR/RXR-Heterodimer Untersuchung zeigte sich, dass keines der getesteten Derivate
eine nennenswerte Aktivierung des Heterodimers bewirkte (Abbildung 22). 33, das im Dimer
mit PPARYy noch eine deutliche Aktivierung induzierte, schien keinerlei Einfluss auf dieses
Heterodimer zu haben und auch 41 zeigte nur minimale Aktivitit. Fiir die drei anderen
Substanzen bot sich ein dhnliches Bild wie im PPARY/RXR-Heterodimer, auch hier kam es zu
keiner Induktion und die ersten Ergebnisse lieBen eher auf einen Antagonismus schlieen.
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Abbildung 22 Volllingen-Reportergenassay (HEK293T, Transfektion mit Lipofectamin LTX, Normierung mit Kontroll-
Luciferase). Die Substanzen wurden bei einer Konzentration > ECy getestet oder der hochsten tolerierten Konzentration. n >
3. Ergebnisse sind dargestellt als MW+SD. Einseitiger studentischer t-Test: * = p < 0,05; ** = p < 0,01; *** = p < 0,001
gegen 0,1% DMSO.

Nachfolgend sollte iiberpriift werden, ob die RXR-Agonisten in der Lage sind, synergistische
Effekte in diesen permissiven Heterodimeren auszuldsen oder in welcher Form sie die Aktivitét
der Heterodimere noch beeinflussen. Dafiir wurden die Substanzen gleichzeitig mit dem Ago-
nisten des jeweiligen Heterodimerpartners inkubiert (Abbildung 23).
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57 ”i" 8 Heogok
1) *k =
224 2 £3 o5
$Z e 5 = 6 e
Z s 3 i A ok 2
g% o 1S i
< prs kK = T4
222 e 2 F3k %
9 ‘= E-)
£ E ﬁ ok sk ﬁ i S E T
S = 1 ﬁ e = 529 skoskosk e
=8 elel] skksk ﬁ 2% e
H i i e % i
0B ¥ ¥ 7 ¥ T 0
S © & & & & ! ! ! ! ! !
G S S S P S
IR IR N\ SR SIS S R R R R
LN RO N O IR R IR A
&S & FOEIPN NGNS
o AT DT DT 9
50 N
R0 N

Abbildung 23 Volllingen-Reportergenassay zur Untersuchung von synergistischen oder antagonistischen Effekten. Getestete
Konzentration > ECoo oder der hichsten tolerierten Konzentration in Kombination mit 1 uM des Agonisten des Hetero-
dimcipmlnci s, n>3; Eigebnissc sind dmgeslc/ll als MWHSD. Einseitiger studentischer t-Test: * = p < 0,05; **=p < 0,01;

41 zeigte fur das PPARyRXR—Heterodimer einen Synergismus, der auf gleiche Weise auch
von Bexaroten (1) vermittelt wurde. 33, das sich von 41 nur durch den Austausch der Trifluor-
methylgruppen zu zwei tert-Butylgruppen unterscheidet, ist schon nicht mehr in der Lage die
durch Rosiglitazon vermittelte Aktivierung noch weiter zu steigern, obwohl 33 alleine eine sig-
nifikante Induktion des Heterodimers zeigte. Die drei Substanzen, die eine ortho-Methylgruppe
besitzen (37, 40 und 42), fiihrten in Kombination mit Rosiglitazon zu einer deutlichen
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Reduktion der PPARY/RXR-Aktivierung.

Ein dhnliches Bild ergab sich aus der Testung am LXR/RXR-Heterodimer bei der Kombination
der Substanzen mit dem Referenzagonisten T0901317: Wihrend die Kombination mit 1 zu
einem ausgepriagten Synergismus fiihrte, kam es bei den Biphenylderivaten nur zu einer mini-
malen Aktivierung iiber das Grundniveau hinaus und das auch nur bei dem potentesten RXR-
Agonisten 41. Die Einfiihrung einer ortho-Methylgruppe fiihrte in diesem Versuchsaufbau zu
einem deutlichen Aktivitdtsverlust, signifikant unterhalb der alleinigen Aktivierung durch den
Referenzagonisten, sodass die Substanzen iiber RXR eine Repression des LXR/RXR Hetero-
dimers zu bewirken scheinen.

Im Gal4-Hybrid-Reportergenassay zeigten die Substanzen keine ausgeprigte Interaktion mit
PPARY oder den LXRs*!'!, weshalb davon ausgegangen werden kann, dass die im VL-Assay
beobachtete Hemmung iiber RXR vermittelt ist. Fiir 37 konnte die niedrige Maximalaktivierung
an RXRp und die fehlende Aktivitit an den anderen RXR-Subtypen eine plausible Erkldrung
liefern, doch insbesondere 42 ist ein potenter und effektiver RXR-Agonist im Hybrid-Assay,
der aber bei der Interaktion mit den Heterodimeren nur schwache Effekte offenbarte.

Diese ersten Einblicke in die SAR der Biphenylderivate zur Aktivitéit an zwei unterschiedlichen
Heterodimeren geben Hinweise darauf, dass ein Heterodimer-selektiver Agonismus nicht nur
moglich, sondern gezielt iiber medizinal-chemische Variationen induzierbar ist. Fiir genauere
Erklarungen bedarf es allerdings noch deutlich ausgeweiteter Studien an den Heterodimeren.
Das neuartige Biphenyl-Grundgeriist konnte dafiir ein vielversprechender Ausgangspunkt sein.

In Zusammenarbeit mit Dr. Apirat Chaikuad gelang es die Co-Kristallstruktur der LBD von
RXRa im Komplex mit 41 zu 16sen und somit Einblicke in die Interaktionen des Liganden mit
dem Rezeptor zu erhalten (Abbildung 24).

Abbildung 24 Kristallstruktur von 41 im Komplex mit der LBD von RXRa. Die Carbonsdure geht die klassische, starke Inter-
aktion mit Arg316 ein. Die beiden Trifluormethylgruppen fiillen den lipophilen Bereich zwischen Helix 7, 8 und 11 aus. Cys432
befindet sich rdumlicher Niihe zum Liganden und konnte durch eine elektrophile Gruppe adressiert werden. Helix 12, in aktiver
Konformation, ist dargestellt in Rot. Die gelbe Helix kennzeichnet das mitkristallisierte Coaktivatorpeptid.

Die Kristallstruktur bestitigte zundchst die orthosterische Bindung von 41 mit der klassischen
polaren Interaktion der Carbonsdure mit Arg316. Die hier geformten Wasserstoffbriickenbin-
dungen sind die einzige vorhandene polare Wechselwirkung. Arg316 ist tief in der Bindetasche
verborgen und der Zugang ist nur durch einen engen Tunnel moglich, der aus iiberwiegend
lipophilen Aminoséduren geformt wird (u.a. Leuc309, Phe313 und Leu326, Abbildung 24).
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Dieser Tunnel wird durch den Phenylring bereits ausgefiillt, was eine mogliche Erklarung dafiir
liefert, dass Variationen in diesem Bereich mit starken Aktivititsverdnderungen assoziiert
waren (vgl. Tabelle 6). Der lipophile Charakter dieses Bereiches konnte auch erkldren, warum
die Pyridinderivate (38, 39) nicht toleriert wurden (vgl. Tabelle 6).

Durch die lineare Struktur des Biphenyl-Grundgeriistes zeigt der restliche Teil der Substanz in
den hinteren, ebenfalls sehr lipophilen Bereich der Bindetasche. Durch den Winkel der beiden
Trifluormethylgruppen wird der lipophile Raum gut ausgefiillt (Abbildung 24) und tiber Modi-
fikationen am zweifach substituier-
ten Ring erscheint die Einfiihrung
einer reaktiven Gruppe zur Erzeu-
gung einer kovalenten Bindung an
Cys432 moglich. Ein solches reak-
tives Zentrum und die dariiber ver-
mittelte Bindung konnte eine deut-
liche Affinitits- und Aktivitits-
steigerung zur Folge haben®!?.

Asn306

Die Linearitit des Biphenylchemo-
typs fiihrt allerdings auch dazu, dass

Abbildung 25 Die Uberlagerung der Kristallstrukiur von RXRa mit nicht die ganze Bindetasche adres-

41(grau) und Bexaroten (1) (blau) hebt den neuartigen Bindungsmodus siert wird: Asn306 zeigt nicht wie im
hervor. Die lineare Struktur von 41 adressiert dabei nicht das volle X X
Volumen der Bindetasche, so ist Asn306 in Richtung des Liganden Kristall mit Bexaroten nach auBen,

gedr.ehf, wc'ih.rend es im.Krisrall mit B(.fxar(.)ten vom Liga.mlen abgekehrr sondern in RiChtUIlg des Liganden,
vorliegt. Helix 12, in aktiver Konformation, ist dargestellt in Rot. Die gelbe . . .
Helix kennzeichnet das mitkristallisierte Coaktivatorpeptid. wodurch die Bindetasche verkleinert

wird (Abbildung 25). Durch weitere Modifikationen, die auch noch diesen Teil der Bindetasche
adressieren, konnte eine weitere deutliche Steigerung der Potenz moglich sein. Dies konnte
allerdings einen Verlust an Selektivitdt zur Folge haben, da dann vom einmaligen linearen
Chemotypen abgewichen wird. Bisher ist nur die Kristallstruktur in RXRa verfiigbar, doch
sollte es gelingen, die gleiche Substanz in allen drei RXR-Subtypen zu kristallisieren, lieen
sich eventuell auch selektivititsfordernde Variationen entdecken.

Diese Ergebnisse wurden verdffentlicht in der Publikation:

Pollinger, J.; Schierle, S.; Gellrich, L.; Ohrndorf, J.; Kaiser, A.; Heitel, P.; Chaikuad, A.;
Knapp, S.; Merk, D. A Novel Biphenyl-Based Chemotype of Retinoid X Receptor Ligands
Enables Subtype and Heterodimer Preferences. ACS Med. Chem. Lett. 2019, 10, 1346—1352.
https://doi.org/10.1021/acsmedchemlett.9b00306.

Eigener Beitrag: Synthese aller Verbindungen, vollstindige Charakterisierung der Sub-
stanzen durch Gal4-Hybrid-Reportergenassays sowie Durchfithrung des PPAR- und LXR-
Vollldngenassays. Verfassen des Manuskripts.
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3.2 Wy14,643 als Leitstruktur fiir selektive und duale PPAR und RXR

Modulation

Wyl14,643 (19, Abbildung 26) wurde in den 1970er Jahren erstmals synthetisiert und als poten-
ter Lipidsenker publiziert?®>?3. Zunichst war der zugrundeliegende Mechanismus dieser Akti-
vitdt noch unbekannt, spiter wurde 19 jedoch als dualer Agonist fiir PPARa (ECso= 3613 uM)
und PPARY (ECso = 54+1 uM) identifiziert***. In der urspriinglichen Anwendung als Lipid-
senker hat es 19 nie bis zu Humanstudien geschafft, es wurde allerdings intensiv als Referenz-
substanz, besonders zur Untersuchung von PPARa, genutzt. Positive Effekte wurden sowohl
bei in vitro Untersuchungen, aber besonders bei Applikationen in Tiermodellen der verschie-
densten Erkrankungen beobachtet*’. In den vergangenen vier Jahrzehnten wurden iiber 20
Patente zu 19 in Bereichen jenseits der urspriinglichen metabolischen Indikationen*’ veroffent-
licht. Bei genauerem Studium der zugehdrigen Literatur fiel auf, dass einige der geschiitzten
oder veroffentlichten Effekte von 19 mit dessen bisher bekannter Wirkungsweise nicht zufrie-
denstellend erkldrt werden konnten. So zeigt Wy14,643 z.B. positive Effekte bei mehreren Mo-
dellen der atopischen Dermatitis*'*>=!°, sowie einer in vitro-Studie zur Bildung und Sekretion
des AP42-Proteins, bei dem 19 eine dosisabhingige Reduktion induzierte*!® und offenbarte
immunmodulierende Eigenschaften in einem Tiermodell fiir MS3!. Die Effekte, die in diesen
Studien gezeigt wurden, konnten entweder nicht durch selektive PPARa-Agonisten re-
produziert werden — im Falle der Alzheimer Studie kam es sogar zum gegenteiligen Effekt —
oder lieBen sich durch einen Knockout von PPARa nicht unterdriicken*’. Nach dieser intensiven
Literaturrecherche entstand die Hypothese, dass 19 die RXRs als weitere molekulare Ziel-
struktur modulieren konnte.

Aufgrund des Aufbaus (Abbildung 26) von 19 als Fettsiuremimetikum®! galten weitere nu-
kledre Rezeptoren als naheliegende potentielle Zielstrukturen. Im Rahmen des Gal4-Hybrid-
Reportergenassays (Durchfiihrung s. Kapitel 3.1) wurde eine Testung auf elf pharmazeutisch
relevanten NRs durchgefiihrt und Wy14,643 dabei als Agonist fiir alle drei RXR-Subtypen
identifiziert (Abbildung 26). Im Zuge der Untersuchung der vollen Dosis-Wirkungs-Kurven
ergaben sich sogar niedrigere ECso-Werte an den RXRs als fiir die PPARs!.

(A) LXRa 23 (B H _ 607 —— RXRa
LXRB 14 N N\ S._COCH S 5. - RXRB
RARa 1,9 | E

g -+ RXRy

RARB 1,2 _N £ 401
RARy 34 = 304
RXRa. 134 Cl %
RXRp 13,0 19 s 20
RXRy 11,2 Z 104
CAR 1,9 |RXRa=91£0,1puM PPARa=36=3puM |3
FXR 20 |RXRB=13x1pM PPARY =54+ 1 uM 0 e

4 = 0.1 1 10 100
VDR 15 [RXRy=31+1uMm

Konzentration (uM)

Abbildung 26 (A)Wyl14,643 (19) zeigt bei 30 uM in Gal4-Hybrid-Reportergenassays eine deutliche Aktivierung (vielfach im
Vergleich zur Grundaktivitit von 0,1% DMSO) aller drei RXR-Subtypen, wihrend die anderen nukleciren Rezeptoren nicht
signifikant aktiviert werden. (B) Volle Dosis-Wirkungs-Kurven ergeben ECso-Werte, die niedriger liegen als fiir die bereits
bekannten PPAR-Interaktionen. Alle Werte sind Mittelwert(MW)tStandardabweichung(SD); Gal4-Hybrid-Reportergenassay;
HEK293T, Transfektion mit Lipofectamin LTX, Normierung mittels konstitutiver Kontroll-Luciferase; n>3. Relative Aktivie-
rung in Bezug auf die Aktivierung durch 1 uM Bexaroten.

Diese Entdeckung lieferte eine schliissige mechanistische Erkldrung fiir die vielfiltigen posi-
tiven Effekte, die fiir Wy14,643 (19) berichtet wurden*’. Hervorzuheben ist auBerdem, dass 19
fiir einen RXR-Agonisten iiberlegene Wirkstoffeigenschaften aufweist: Trotz seines fettsdure-
mimetischen Aufbaus besitzt 19 mit dem Pyrimidinring eine sehr vorteilhafte Struktur, die eine
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ungewohnlich gute Loslichkeit (48,6 mg/L)'*° und eine geringe Lipophilie (logP = 1,6)'*° er-

moglicht. Besonders im Vergleich mit dem bisherigen Goldstandard in der RXR-Forschung
und -Medikation, Bexaroten (1, Abbildung 27), werden die Vorziige neuer, von Wy14,643
abgeleiteter RXR-Agonisten deutlich. Andererseits besitzt 19 auch zwei unvorteilhafte Struk-
turelemente, denn die Thioetherstruktur ist oxidationsempfindlich und der Chlor-Substituent
am zentralen Pyrimidin birgt als reaktives Zentrum das Potential fiir unspezifische Inter-
aktionen und Toxizitét.

COOH \©/H N\Y@/COOH Durch die neuentdeckte Interaktion mit

‘O O \%N den RXRs ergibt sich die Moglichkeit,
eine umfassende Struktur-Wirkungs-

. o Beziehung an sechs pharmazeutisch

Loslichkeit in Wasser = 0,3 mg/L Loslichkeit in Wasser = 48,6 mg/L
logP =47 logP=1.6 relevanten Rezeptoren durchzufiihren.

Abbildung 27 Der Vergleich von Wy14,643 (19) mit Bexaroten (1) ver- - Sowohl die PPARSs als auch die RXRs
deutlicht die strukturelle Ahnlichkeit. 19 besticht dabei allerdings mit

iiberlegenen physikochemischen Eigenschaften. Die griin hinterlegten besitzen besonders im Bereich der
Fr.agmeme sollen m?ve.rimder't. bleib(:n.. An den blau hinterlegten 1?(‘- neurodegenerativen Erkrankungen ein
reichen sollen Variationen tiberpriift werden. Rot umrandet sind : . .

reaktive Zentren, die idealerweise in einem optimierten Molekiil erseizr - noch nicht ausgeschopftes Potential.
werden sollten. Fiir die Bestimmung der Loslichkeit wurden jeweils : : : : : e
3 mg Substanz fiir 24 Std. bei 37 °C in 2 ml dest. Wasser gelost. Quan- Eln‘ Ziel dleSCI.' Arbeit Wal; die Modifi
tifizierung mittels HPLC. Bestimmung des logP iiber Retentionszeit an - Kation der Leitstruktur hin zu poten-
der HPLC. teren und selektiven Derivaten. Mit ein-
em Set aus einem PPAR-selektiven, RXR-selektiven und dual-aktiven Derivat gleichen
Chemotyps konnte ein vertiefendes Verstindnis der (patho-)physiologischen Interaktionen
dieser Rezeptoren erlangt werden. Um detaillierte medizinal-chemische Einblicke in die

Ligand-Rezeptor-Interaktion zu erhalten, sollten systematisch die Struktur-Wirkungs-

Beziehungen untersucht werden. Abschlieend sollte das gesammelte SAR-Wissen kombiniert
und ein selektiver, potenter RXR-Agonist gewonnen werden, der dem bisherigen Goldstandard
Bexaroten hinsichtlich physikochemischer Eigenschaften iiberlegen ist.

Aus vorangegangen Arbeiten des Arbeitskreises Schubert-Zsilavecz?**3!8, in denen Wy14,643
auf die duale Aktivitidt an PPARa und y optimiert wurde, konnten elf Derivate wiederverwendet
und auf RXR-agonistische Aktivitit in Gal4-Hybrid-Reportergenassays getestet werden. Am
a-C-Atom der 2-Mercaptoessigsdure wiesen sechs dieser Derivate einen lipophilen Substituen-
ten auf. Diese Variation fithrten zu einer Steigerung der Potenz an den PPARs, wihrend die
Derivate auf den RXRs deutliche Aktivititsverluste verzeichneten. Die Einfiithrung einer lipo-
philen Seitenkette stellt somit eine effektive Modifikation dar, um gleichzeitig die duale PPAR«
und y Potenz zu fordern und die Aktivitdt an den RXRs zu umgehen. Aus dieser Serie entstammt
der potenteste selektive PPAR-Agonist der hier beschriebenen Verbindungen (44, Tabelle 8).

Weitere Derivate, die gezielte Modifikationen in allen Molekiilteilen umfassen — ausgenommen
des Pyrimidin-Kernfragments und der Carbonsiuren-Kopfgruppe — wurden basierend auf pu-
blizierten Synthesewegen®®? mit geeigneten Anpassungen hergestellt und in Gal4-Hybrid-Re-
portergenassays auf ihre Aktivitét an allen drei RXR und allen drei PPAR-Subtypen getestet.

Eine weitere Moglichkeit zur Verlagerung der Selektivitat wurde durch verschiedene Variati-
onen des reaktiven Chlor-Substituenten entdeckt (Tabelle 8). Ohne einen Substituenten an
dieser Position wird RXR (bis 50 uM) nicht aktiviert, wihrend das Derivat (45) auf den PPARs
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potenter wird. Der bioisostere Ersatz*®+!° des Chloratoms durch eine Trifluormethylgruppe,
der bereits in der Biphenylstruktur erfolgreich umgesetzt wurde (vgl. Kapitel 3.1), bevorzugte
dafiir die RXRs leicht, wihrend die Substanz (46) besonders an PPARy Aktivitit verlor.

Tabelle 8 SAR von Wyl4,643: Variationen am o-C-Atom und Ersatz des zentral Chlorsubstituenten.

Die Testung wurde im Gal4-Hybrid-Reportergenassay (HEK293T, Transfektion mit Lipo-
H N_. _S. _COOH | fectamin LTX, Normierung mittels konstitutiver Kontroll-Luciferase) durchgefiihrt. i.a.,
| \\Nf \é: inaktiv zur angegebenen Konzentration in uM. Aktivitdit als % des jeweiligen Referenz-
4 agonisten (Bexaroten (RXRs), GW7647 (PPARa), Rosiglitazon (PPARy), L165,041
R? (PPARJ)) bei 1 uM angegeben. * = relative Aktivierung bezieht sich auf 19 bei 100 uM.
Alle Werte sind MW+SD, n>3; Die Aktivitit an den PPARs von 19 und 44 wurde zuvor
publiziert?**,
D R! R? ECso [uM] (max. rel. Aktivierung)
RXRe | RXRB | RXRy | PPARa | PPARy | PPAR?
9,1+0,1 13+1 31+1 363 54+1
v H cl Q6£1%)  (16:1%)  (46£1%)  (100%)*  (1941%) >100
. . . 1,240,2 3,0£0,1 .
44 nButyl Cl i.a. (50) i.a. (50) i.a. (50) (132£7%)* (28+8%) i.a. (30)
. . 14+2 361 .
45 H H <10% (50) i.a. (50) i.a. (50) (11948%) (14£1%) i.a. (50)
10+1 10.1£0.2 212 5,4+0,4 6,8+0,2
e L Ei (16x1%) (12+1%) (151%) (29+1%) <10% (50) (20+1%)

Als stabilere Alternative zum oxidationsempfindlichen Schwefel wurde zunéchst eine normale
Etherstruktur (47) getestet. Dies fiihrte allerdings auf allen sechs Rezeptoren zu Inaktivitét bis
50 uM, was die herausragende Funktion der Carbonsidure-Rezeptor-Interaktion noch einmal
verdeutlicht. Als Hypothese wurde angenommen, dass durch den etwas kleineren Sauerstoff
und die verdnderte Geometrie des Ethers die Carbonsdure nicht mehr die richtige Distanz zu
Arg316 einnehmen kann. Deshalb wurde eine homologe Erweiterung des Essigsdurederivats
zu einem Propansdurederivat (48) vorgenommen, was nicht nur die Aktivitiat wiederherstellte
und die Potenz an allen Rezeptoren im Vergleich mit dem Thioether verbesserte, es forderte
auch besonders die maximale relative Aktivierung auf den RXRs (Tabelle 9).

Tabelle 9 SAR von Wyl4,643: Variationen am Thioether und verbriickendem Amin

Die Testung wurde im Gal4-Hybrid-Reportergenassay durchgefiihrt. i.a., inaktiv zur
Y N X._COOH angegebenen Konzentration in uM. Aktivitit als % des jeweiligen Referenzagonisten
| /\Nr (Bexaroten (RXRs), GW7647 (PPARa), Rosiglitazon (PPARy), L165,041 (PPARJ)) bei
1 uM angegeben. * = relative Aktivierung bezieht sich auf 19 bei 100 uM. Alle Werte sind
Cl MW= SD, n>3; Die Aktivitiit an den PPARs von 19 wurde zuvor publiziert**,
D X Y ECso [uM] (max. rel. Aktivierung)
RXRo | RXRB [ RXRy | PPARa PPARy [ PPAR}
9,1+0,1 131 31+1 36+3 54+1
B S NH (26x1%) (16x1%) (46x1%) (100%)* (19+1%) >100
47 (0} NH i.a. (50) i.a. (50) i.a. (50) i.a. (50) i.a. (50) i.a. (50)
6,8+0,8 11,1+0,3 2642 2644 14+1 13+£2
48 0-CH: NH (47£1%) (28+1%) (50+4%) (29+2%) (14+1%) (16+1%)
4,7+0,1 6,8+0,2 26,2+0,8 14+2
2w o 26:1%)  (18+1%)  (G4+1%)  (022%)  10% G0 <10%(50)
2,840,1 5,540,2 17,1+0,8
50 S NMe (1941%) (20£1%) (4541%) <10% (50) <10% (50) <10% (50)

Eine grofle Bedeutung kommt auch dem sekundédren Amin zu. Der Austausch zu einer Ether-
funktion (49) wurde von den RXRs priferiert und fiihrte auf den PPARs zu einem Aktivitéts-
verlust. Diese Tendenz lie3 sich durch die Methylierung des Amins noch verstirken und fiihrte
zu einem ersten selektiven RXR-Agonisten (50, Tabelle 9).

Fiir die abschlieende Optimierung wurde der 2,3-Dimethylphenylsubstituent variiert. Eine
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Verkleinerung des lipophilen Bereichs fiihrte zu EinbuBlen bei Potenz und Aktivitdt an den
RXRs, wihrend die PPARs von diesen Verdnderungen wenig betroffen waren.

Tabelle 10 SAR von Wyl4,643: Variationen am 2,3-Dimethlyphenylsubstituenten.

H Die Testung wurde im Gal4-Hybrid-Reportergenassay durchgefiihrt. i.a., inaktiv zur angege-
r3-N NYS\/COOH benen Konzentration in uM. Aktivitit als % des jeweiligen Referenzagonisten (Bexaroten
| N (RXRs), GW7647 (PPARa), Rosiglitazon (PPARy), L165,041 (PPAROJ)) bei 1 uM angegeben.
* = relative Aktivierung bezieht sich auf 19 bei 100 uM. Alle Werte sind MW=+SD, n>3; Die
cl Aktivitiit an den PPARs von 19 und 51 wurde bereits zuvor publiziert?*,
D R} ECso [uM] (max. rel. Aktivierung)
RXRa | RXRp | RXRy | PPARa | PPARy | PPARS
H
19 N\; 9,110,1 1341 3141 36+3 54+1 100
(26x1%) (16x1%) (46x1%) (100%)* (19+1%)
51 H\; 1,540,1 3,1£0,2 5,6£0,2 161 38+1 100
(50+1%) (23+1%) (49+1%) (95£8%)* (16x3%)
52 H\ 1,440,1 2,3+0,2 3,240,2 1,240,2 2,140,2 7,1+0,8
¢ (43+1%) (39+1%) (43+1%) (55+3%) (14%1%) (30+2%)

Eine Vergroferung zum Indan steigerte die Aktivitidt wiederum besonders fiir die RXRs (51),
wihrend eine weitere VergroBerung zum 5,6,7,8-Tetrahydro-1-napthalenamin (52, Schema 2)
von allen sechs nukledren Rezeptoren bevorzugt wurde, sodass 52 keine RXR-Priferenz mehr
aufweist. 52 stellte einen potenten und sehr ausgeglichenen dualen Agonisten dar, der sowohl

HO NYSH () HO NYS\/COOEt (b) Cl N\\(S\/COOEt
| N | N | N
= = =
N
OH Br~ "COOEt OH o 55
53 54
NH

2\ ©

COOH (d) COOEt
-

H H
NN S._ N_N__S._
L o

cl cl

52 56

Schema 2 Synthese von 52. (a) Ethanol, H20, NaOH, 60 °C, 3,5 Std, 37%; (b) POCIs, N,N-Diethylanilin, 90 °C, 5 Std, 78%;
(c)Triethylanilin, Ethanol, Mikrowelle, 120 °C, 4 Std, 64%; (d) LiOH, Ethanol, H20, Tetrahydrofuran, rt, 16 Std, 77%

die RXRs als auch die PPARs aktiviert (Tabelle 10).

Im Zuge der systematischen SAR-Untersuchung konnten vier RXR-favorisierende Strukturmo-
difikationen identifiziert werden: I) Ersatz des Thioethers durch einen Ether mit homologer
Erweiterung der Kettenldnge fiihrt zu einer Potenz- und Aktivitétssteigerung, besonders ausge-
priagt auf den RXRs. II) Der Ersatz des zentralen Chlor-Atoms durch das Trifluormethyl-Bio-
isoster’?’ reduziert die Aktivitit an den PPARs, wihrend die RXRs diese Verinderung leicht
bevorzugen. III) Eine VergroBerung des Dimethylanilins zum Indanamin bevorzugt RXR iiber
PPAR. 1IV) Durch Methylierung des sekundédren Amins wird die Potenz an RXR gesteigert und
die Aktivitit an den PPARSs eliminiert. Diese vier Erkenntnisse wurden in einem Derivat kom-
biniert (Schema 3) und dadurch ein hochpotenter und selektiver RXR-Agonist erhalten (57,
Tabelle 11).
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Schema 3 Synthese des kombiniert RXR-favorisierenden Derivates 57. (a) Triethylamin, Ethanol, Mikrowelle, 120 °C, 4
Stunden, 38%; (b) Na2WO4, H20:, Eisessig, Raumtemperatur (rt), 24 Stunden, 78%; (c) Lithium bis(trimethylsilyl)amid,
Tetrahydrofuran, rt, 4 Stunden, 63%; (d) Methyliodid, K2CO3, DMF, rt, 24 Stunden, 77%; (e) CF3;COOH, H20, rt, 24
Stunden, 63 %

Die in den Schemen 2 und 3 dargestellten Synthesen stehen reprisentativ fiir alle selbst erzeug-
ten Derivate.

Tabelle 11 Aktivititsprofil des Derivats, das durch Kombination aller RXR-favorisierender Strukturmerkmale entstand.

Die Testung wurde im Gal4-Hybrid-Reportergenassay durchgefiihrt. i.a., inaktiv zur
angegebenen Konzentration in uM. Aktivitiit als % des jeweiligen Referenzagonisten (Bexa-
roten (RXRs), GW7647 (PPARa.), Rosiglitazon (PPARy), L165,041 (PPARJ)) bei 1 uM an-
gegeben. * = relative Aktivierung bezieht sich auf 19 bei 100 uM. Alle Werte sind Mittelwert
MW=+ SD, n>3; Die Aktivitiit an den PPARs von 19 wurde bereits zuvor publiziertzw.
ECso [uM] (max. rel. Aktivierung)
RXRo | RXRB | RXRy | PPARa | PPARy | PPARS

ID

~COOH 9,140,1 131 311 3643 54+1

(26+1%) (16+1%) (46+1%) (100%)* (19+1%) >100

H
N
0 Y
oty
S "cooH 0,093+0,001 0,143+0,003 0,36+0,04
57 (43£1%) (46£1%) (54+1%) < 10% (50) < 10% (50) < 10% (50)
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V

N

Cl

N
TYY
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CFy

N__N__S._COOH pPECs(PPARw/Y/8) = 4,4/4,3/-
Y PECso(RXRa/Bly) = 5,0/4,9/4,5
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/ cl
H \
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0.4+ 52 0.5

S c S
E 0.3 _ 0.6 2‘00.4
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0.001 0.01 0.1 1 10 100 2 0.0 0.001 0.01 0.1
Konzentration [uM] : r r r T m Konzentration [uM]
0.001 0.01 0.1 1 10 100
PECs,(PPARw/y/8) = 5,9/5,5/- Konzentration [uM] pEC;5o(PPARa/y/8) = -/-/-

PECso(RXRa/Bly) = -/-/- PECs(RXRa/Bly) = 7,0/6,8/6,4

PECs,(PPAR0/Y/S) = 5,9/5,7/4,1
PECs(RXRa/Bly) = 5,8/5,6/5,5

Abbildung 28 Leitstruktur 19 und die optimierten Derivate 44, 52 und 57. Die strukturellen Verdnderungen sind in griin
gekennzeichnet. Die Verinderung in der Aktivierung wird exemplarisch an RXRa (durchgezogene Linien) und PPARy
(gestrichelte Linien) durch die Kurvendiagramme wiedergegeben. In griin jeweils die Kurven der optimierten Substanzen. In
schwarz zum Vergleich die Kurven der Leitstruktur Wyl4,643.

-55-



Es ist somit gelungen, mittels systematischer Untersuchungen aus Wy14,643 ein Set von drei
Derivaten zu generieren, die auf dem gleichen Chemotyp basieren und strukturell eine hohe
Ahnlichkeit aufweisen, aber iiber sehr unterschiedliche Aktivititsprofile an den RXRs und
PPARs verfiigen (Abbildung 28). Es wurde nicht nur die pan-PPAR/pan-RXR Potenz von
Wyl14,643 im Derivat 52 auf allen Rezeptoren massiv gesteigert, 44 stellt auch ein potentes
PPAR-selektives Derivat dar. Die deutlichste Steigerung gelang aber durch die Kombination
des gesammelten SAR-Wissens in einem einzigen Molekiil (5§7), bei dem ein RXR-selektiver
Agonist mit anndhernd 100-facher Steigerung der Potenz erhalten wurde.

Dieses RXR-selektive Derivat (57) stand im Fokus der weiteren Charakterisierung. Im Gal4-
Hybrid-Reportergenassay zeigte es Selektivitit gegeniiber acht weiteren, verwandten nukledren
Rezeptoren u.a. den RARs und den LXRs",

Dariiber hinaus gelang in 57 die Erhaltung der giinstigen physikochemischen Eigenschaften
von Wyl4,643, die besonders anschaulich an der iiberlegenen Loslichkeit in Wasser zu er-

= 100 kennen sind (Abbildung 29). Gegeniiber der Leitstruk-
E” tur hat es zwar leicht an Loslichkeit verloren, der Ver-
2 1 gleich mit Bexaroten (0,3 mg/L) hebt aber nochmal die
z herausragenden Eigenschaften hervor. Das RXR-
j; | selektive Derivat 57 besitzt eine annidhernd 50-fach
_-f=_, hohere Loslichkeit in Wasser (14,3 mg/L).

\ a . Da es sich bei 57 um eine vollig neue Klasse von RXR-
S

Abbildung 29 Vergleich der Loslichkeit in Wasser  Modulatoren handelt, wurde die in vitro pharmakolo-
der Leitstrukiur Wyl4,643 (19), dem RXR-selekii= gigche Charakterisierung von 57 noch weiter fortge-
ven Derivat 57 und dem Referenzagonisten Bexa- . ]
roten (1). 57 verliert an Loslichkeit, fiir einen fiihrt. In einem PPARy—Volll'aingen—Assay (beschneben
RXR-Agonisten ist sie aber immer noch hervorra- - . . . o .
gend (57:1 = 46:1). Fiir die Bestimmung wurden m Kapltel 31) zeigte sich zunéchst nur eine schwache
je 3 mg Substanz fiir 24 Std. bei 37 °C in 2 ml dest. ~ Aktivierung, in Kombination mit dem Referenzagonis-
Wasser geldst. tifizier jttels HPLC. .. . . ) ) )
asser geldst. Quantifizierung mittels ten Rosiglitazon wird allerdings ein deutlich synergis-
tischer Effekt beobachtet. Hierbei wird der Effekt einer beidseitigen Aktivierung in einem per-
missiven Heterodimer ersichtlich. Ohne komplementidren PPARY-Agonisten ist die beobachtete
Heterodimeraktivierung durch 57 gering, wird PPARY jedoch auch aktiviert (Rosiglitazon),

steigt die Aktivierung deutlich an (Abbildung 30).

Die biologische Aktivitdt von 57 konnte auch durch Quantifizierung der mRNA von PPARYy-
regulierten Genen mittels einer Echtzeit-Polymerase-Kettenreaktion (quantitative real time
polyermase chain reaction, QqRT-PCR) bestitigt werden (Abbildung 30). Dabei wurden hepa-
tozellulare Karzinomzellen (HepG?2) fiir 12 Stunden inkubiert (das Medium mitsamt Substanz
wurde nach 6 Stunden einmal erneuert) und anschliefend die Ribonukleinsiure (ribonucleic
acid, RNA) extrahiert und in cDNA umgeschrieben. Zur Normierung wurde die mRNA-
Expression des Referenzgens Glyzerylaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase (GAPDH) quan-
tifiziert. Die Auswertung erfolgte mittels vergleichender 224 Methode.

Die PPARY/RXR-regulierten Gene ApoE und das Angiopoetin-dhnliche Protein 4 (angiopo-
etin-like peptide 4, ANGPTLA4) wurden untersucht. Wihrend 57 bei der ANGPTLA4-Induktion
keinen statistisch signifikanten Effekt erreichte, konnte bei ApoE eine stirkere Induktion beob-
achtet werden. Die ApoE-Expression ist bekanntermaBen stark von RXR-Aktivitit abhédngig,
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sodass sich der selektive RXR-Agonismus von 57 hier deutlicher bemerkbar macht?®! (Abbil-
dung 30).

5 B +++
(A) g - & 2.00- B
<4 3 -
1754 9, 1754 2o o
[=] ~ = N 34
S 1.50 = 1.50- £s
17 o <
& 1.254 B 1.254 Eg ek $
& 1007 £ 1.00- 2= 1 ==
> o
% 0757 K 0.75- = 4 E
S 4
= 0.50 2 0.50- & 5
; 0.251 ) 0.254 T;‘ E‘) N
o v T T T
< 0.00- % 0.00- XN &o&\ \)g\\
2] Q = N\ N
2 ¥ O CHEC SN Q¥ &S S
D N A F Y S
S 9 N \ ) N GRS
SRR SN Q0
= Qe % o ® Gé\%xé\
%

Abbildung 30 In vitro pharmakologische Charakterisierung von 57. (A) Bei der qRT-PCR zeigte sich bei den PPARy-Zielgenen
ANGPTLA und ApoE eine Tendenz zur verstdrkten Induktion. # = p < 0,1 vs 0,1% DMSO; HepG2 Zellen, 12 Std. Inkubation,
RNA-Extraktion und umschreiben in ¢cDNA mittels Kits, Auswertung nach 2-44Ct_Methode, Normierung auf GAPDH; n=4,
Ergebnisse MW+S.E.M. (B) Im PPARy VL-Reportergenassay induzierte 57 nur eine schwache Aktivierung des Heterodimers.
In Kombination mit dem PPARy-Agonisten Rosiglitazon zeigte sich eine deutliche synergistische Aktivierung. * = p < 0,05,
#% = p < 0,001 vs 0,1% DMSO; +++ = p < 0,001 vs Rosiglitazon [1 uM] n>3; HEK293T Zellen, Transfektion mittels
Lipofectamin LTX, Normierung mittels konstitutiver Kontroll-Luciferase. Bearbeitet nach [130]; Genehmigung erteilt durch
American Chemical Society (2019).

Eine der hiufigsten Nebenwirkungen von RXR-Agonisten ist die Erhohung der Triglyzerid-
spiegel'?’, die zumindest teilweise auf eine Induktion des LXR/RXR-Heterodimers zuriickzu-
fiihren ist. Ein wichtiger Indikator dafiir ist die erhohte Expression des regulatorischen Sterol-
Bindungselement-1c (sterol regulatory binding-element-1c, SREBP-1c). Bexaroten bewirkte
in vitro in HepG2 Zellen eine deutliche Induktion dieses LXR-regulierten Gens, wihrend 57 in
vitro keine Induktion von SREBP-1c ausloste, sondern sogar die SREBP-1c-Induktion durch
den LXR-Agonisten T0901317 verringerte (Abbildung 31). Uber den Gal4-Hybrid-Reporter-
genassay konnte bestitigt werden, dass dieser Effekt nicht auf einen orthosterischen Antago-
nismus an LXR zuriickzufiihren ist (Abbildung 31). Basierend auf den bisherigen Ergebnissen
lasst sich somit die Hypothese ableiten, dass 57 zumindest teilweise ein Heterodimer-selektiver
RXR-Agonist ist, der das LXR/RXR-Heterodimer nicht adressiert.
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Abbildung 31 In vitro pharmakologische Untersuchung des potentiellen Nebenwirkungsprofils von 57. (A) 57 induziert keine
verstdirkte Expression des SREBP-1c. Bei gleichzeitiger Stimulation des LXR-Heterodimerpartners wird die Aktivierung durch
57 sogar gehemmt. ** = p < 0,01, *** = p < 0,001 vs 0,1% DMSO, +++ = p < 0,001 vs T0901317 [1 uM]; Ergebnisse
MW=S.EM. n=4; HepG2, 12 Std. Inkubation, RNA-Extraktion und umschreiben in cDNA mittels Kits, Auswertung nach 2
44Ct_Methode, Normierung auf GAPDH (B) Durch den Gal4-Hybrid-Reportergenassay konnte gezeigt werden, dass dieser
Effekt nicht auf einem LXR-Antagonismus beruht. HEK293T, Transfektion mit Lipofectamin LTX, Normierung mittels
konstitutiver Kontroll-Luciferase. n=6, Bearbeitet nach [131]; Genehmigung erteilt durch American Chemical Society (2019).
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Da sich 57 in vitro als RXR-Agonist mit iiberzeugenden Charakteristika hinsichtlich Potenz,
Selektivitdt und physikochemischen Eigenschaften erwiesen hat, wurde eine Pilot-Tierstudie
bei der Firma Pharmacelsus (Saarbriicken, Deutschland) in Auftrag gegeben. Neun Méiuse er-
hielten eine einmalige orale Dosis 57 (10 mg/kg Korpergewicht) suspendiert in Wasser mit 1%
Hydroxypropylmethylcellulose/Tween 80 (Verhiltnis 99:1). In der Studie wurden die pharma-
kokinetischen Parameter bestimmt (Abbildung 32) und offenbarten eine hohe Bioverfiigbarkeit,
eine rasche Aufnahme (tmax = 15 Minuten), giinstige Plasmaspiegel (Cmax = 30 ug/ml) und eine
vorteilhafte Halbwertszeit von etwas iiber vier Stunden.
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2 Stunden nach
oraler Applikation
BN
S

ECﬁ()(RXR‘Y)
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ECﬁ()(RXRU.)
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Plasmakonzentration [ng/mL]
Konzentration 57 [ng/mL]

Abbildung 32 Ergebnisse der pharmakokinetischen in vivo Studie. 9 Mduse erhielten jeweils 10 mg/KG Korpergewicht 57 oral
appliziert. Mit einer Cmax bei 30 ug/mL, tmax von 15 Minuten und einer Halbwertszeit von 4,2 Stunden offenbart 57 eine gute
Pharmakokinetik mit hoher Bioverfiighbarkeit. Nach 2 Stunden zeigt sich keine Anreicherung in Leber. Zusdtzlich kann 57 im
Gehirn nachgewiesen werden. Die roten Linien geben die Konzentrationen von 57 an den drei ECso-Werten an. Ergebnisse
dargestellt als MW+SD, n = 3. Quantifizierung mittels LC-MS. Bearbeitet nach [130]; Genehmigung erteilt durch American
Chemical Society (2019).

Nach zwei Stunden wurden bei drei Mausen die Spiegel von 57 in Plasma, Leber und Gehirn
bestimmt. Dabei konnte bestitigt werden, dass es nicht zu einer Anreicherung in der Leber
kommt, es konnten aber vor allem auch ausreichende Mengen fiir eine RXR-Aktivierung im
Gehirn nachgewiesen werden (Abbildung 32). Es konnte noch nicht endgiiltig geklirt werden,
ob die Substanz wirklich die BHS passieren kann oder ob es hier eventuell dosisabhingige
Effekte zu beriicksichtigen gibt, sodass weitere Untersuchungen notig sind. Allein die Option,
dass ein RXR-Agonist mit diesen Eigenschaften teilweise ZNS-gédngig sein konnte, ldsst die
Substanz aber als sehr attraktiven Ausgangspunkt fiir weitere intensive Forschung erscheinen.
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Abbildung 33 Ergebnisse der in vivo pharmakologischen Untersuchungen. Die murinen (m) Zielgene ABCAI und ANGPTLA4
wurden induziert und belegen eine Aktivitit von 57 im Tiermodell. Bei mApoE liisst sich ebenfalls eine Tendenz erkennen.
mSREBP-1c wird nicht signifikant induziert. Einseitiger studentischer t-Test: * p < 0,05 (10 mg/KG 57 vs Vehikel). n=3. Zellen
gewonnen aus murinen Leberhomogenaten, Lebern entnommen 8 Std nach oraler Applikation von Verum und Vehikel RNA-
Extraktion und umschreiben in cDNA mittels Kits, Auswertung nach 2-44“"-Methode, Normierung auf mGAPDH. Bearbeitet
nach [130]; Genehmigung erteilt durch American Chemical Society (2019)

Neben der Bestimmung der pharmakokinetischen Daten von 57 wurde auch die Modulation
von RXR in den Tieren studiert. Hierzu wurde an Lebergewebe mittels qRT-PCR die Induktion
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von Genen studiert, die durch RXR-Heterodimere reguliert werden (Abbildung 33). Dabei
konnten die Beobachtungen aus den in vitro Untersuchungen bestétigt und gezeigt werden, dass
57 auch in vivo RXR aktiviert, aber keine Induktion von SREBP-1c¢ hervorruft.

In Zusammenarbeit mit Dr. Apirat Chaikuad ist es gelungen, RXRa im Komplex mit 57 zu
kristallisieren (Abbildung 34). 57 bindet an die orthosterische Ligandbindestelle von RXR mit
einem klassischen Bindemodus, in dem die Carbonsdure als einzigen hydrophilen Kontakt
Wasserstoffbriickenbindungen mit Arg316 ausbildet. Die Methylgruppe des verbriickenden
Amins liegt in einem sehr engen, lipophilen Bereich des Rezeptors, was die deutliche Aktivi-
titssteigerung durch die Methylierung erkldren konnte. Im Gegensatz zur Kristallstruktur des
optimierten Biphenyls 41 (Abbildung 24 Kapitel 3.1) klappt Asn306 vom gebundenen
Liganden weg, wodurch sich die Bindungstasche vergroBert. Eine lineare Erweiterung im Be-
reich der Trifluormethylgruppe konnte diese Region noch giinstiger ausfiillen und eine weitere
Potenzsteigerung ermoglichen. Im direkten Vergleich der Kristallstrukturen von 41 und 57 (Ab-
bildung 34) wird deutlich, dass 57 hinsichtlich seiner Geometrie eher einem klassischen RXR-
Agonisten gleicht (vgl. dazu Abbildung 25 Kapitel 3.1). Aus der Uberlagerung lisst sich erken-
nen, dass im hinteren Bereich am Indan-Substituenten noch Raum fiir (lipophile) Substituenten
vorhanden ist. Da im Biphenylderivat 41 in diesem Bereich eine Trifluoromethylgruppe posi-
tioniert ist, konnte auch in 57 ein Elektronen-ziehender Substituent akzeptiert werden.

mit Arg316 ein. Die N-Methylgruppe liegt in einem sehr lipophilen Bereich der Bindungsstelle, was ihren grofsen Einfluss
erkliren konnte. Asn306 orientiert sich vom Molekiil weg und gibt weiteren Raum fiir Optimierungen frei. (B) Die Uber-
lagerung der Kristallstrukturen von 57 und 41 offenbart die Unterschiede dieser Chemotypen. Anstelle des Indan-Rests von 57
konnte ein Elektronen-ziehender Substituent akzeptiert werden. Fiir 41 ergeben sich ebenfalls Riickschliisse: bei gleicher
Sciurekette miisste ein Stickstoffatom am ersten Ring toleriert werden. In Rot Helix 12 in aktiver Konformation, in Gelb das
Coaktivatorpeptid.

Cys432 wire auch von 57 durch eine elektrophile Gruppe adressierbar, um eine kovalente Bin-
dung mit RXR zu erzeugen®'?. Zur Einfiihrung kiime die noch unsubstituierte Position des Py-
rimidinrings infrage, eine solche Strukturvariation stellt in 57 ohne weitere strukturelle Ande-
rungen jedoch eine grofle synthetische Herausforderung dar. Das Biphenylderivat 41 erscheint
daher wegen seines simpleren Molekiilaufbaus und Synthesewegs als der geeignetere Kandidat
fiir erste Studien zu einer kovalenten Bindung an RXR. Die Verbindung besitzt aber nicht die
vorteilhaften physikochemischen Eigenschaften von 57.

Umgekehrt lassen sich aus der Uberlagerung der beiden Ligand-gebundenen RXR-Strukturen
auch Hypothesen zur Optimierung des Biphenylchemotyps von 41 ableiten, die zur Verbesse-
rung von dessen physikochemischen Eigenschaften beitragen konnten. Beispielsweise bindet
die meta-Position der Phenylessigsdureteilstruktur von 41 genau an der gleichen Stelle der
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RXR-Bindetasche wie ein Stickstoffatom des Pyrimidinrings von 57, sodass es moglich er-
scheint an dieser Position eine hydrophile Komponente zu integrieren, um die Lipophilie der
Biphenylstrukturen abzumildern. Dabei ist darauf zu achten, dass die Carbonsiure als ver-
langerte Kette (wie in 41) vorliegt, da sich die genannten Positionen nur dann iiberlagern
(Abbildung 34).

Auch die Co-Kristallisation von PPARY mit dem panPPAR/panRXR-Agonisten 52 ist gelungen
(Abbildung 35), wobei der Kristall die Besonderheit offenbarte, dass 52 zweimal an die LBD
von PPARY gebunden vorliegt. Ein Molekiil
liegt dabei in der kanonischen, orthoste-
rischen Bindungsstelle der PPARy-Ago-
nisten, wiahrend sich ein zweites Molekiil an
eine weitere Bindestelle orientiert. Diese
Bindetasche wird, nach aktuellem For-
schungsstand, bisher von keinem PPARy-
Liganden selektiv adressiert. Sie wird u.a. mit
Phosphorylierungsvorgingen®!2?2 in Ver-
bindung gebracht und konnte eine Option fiir
PPARy-Modulatoren mit reduziertem Ne-

: . 215,323 -
Abbildung 35 Kristallstruktur von 52 in PPARy. Zwei Molekiile benwirkungsprofil darstellen . GroBere
52 intfragierenl mit Lmtlenschiefllichen Bindungss.fgllen. Ein Vertreter von PP ARy—Liganden, wie das Lo-
Molekiil geht die kanonische Bindung unter Beteiligung von . . . . .
Tyr473, His449, GIn286 und Ser289 ein. Das zweite Molekiil beghtazon, erreichen die alternative Binde-

5.2 bindet in de-r cf.lremat.lven Bmchmgsstelle.“Dabel. entsteht stelle nur teilweise als Nebenarm ihrer pl'i—
eine Wasserstoffbriickenbindung der Carbonsdure mit Arg288 215324 .
=% Bemerkenswert ist,

und eine weitere iiber das sekundéire Amin mit Glu259. In Rot maren Bindung
dass 52 in der alternativen Bindungsstelle

Helix 12 in aktiver Konformation.

zwei starke Wasserstoffbriickenbindungen mit Arg288 und Glu259 eingeht (Abbildung 35).
Diese Entdeckung erdffnet vollig neue Forschungsmoglichkeiten an einem der am besten unter-
suchten nukledren Rezeptoren. 52 konnte sich als Startpunkt fiir eine selektive Adressierung
der zweiten Bindetasche erweisen. Ein selektiv allosterischer PPARYy-Ligand wire von groflem
Nutzen fiir die Erforschung PPAR-vermittelter Effekte und konnte den Grundstein fiir eine neue
Klasse von PPARy-Modulatoren legen.

H H |
N N S COOH N N S COOH N N (o)
N S D
_N _N _N
Cl Cl CF,
44 52 57
pECs, PPARo/Y/8 = 5,9/5,5/- pECs, PPARo/y/8=5,9/5,7/4,1 pECs, PPAR0/y/8 = -/-/-
pECso RXRo/B/y = -/-/- pECs, RXRo/B/y = 5,8/5,6/5,5 pECs, RXRo/B/y = 7,0/6,8/6,4

Abbildung 36 Derivate von Wyl4,643 und ihre Selektivitditsprofile. Aus dieser Arbeit geht ein Set von drei Derivaten mit
minimalen Anderungen und identischen Chemotyp aber mit deutlich unterschiedlicher Aktivitit hervor. Dieses Set kann als
pharmakologisches Werkzeug eingesetzt werden um die Interaktionen und die Synergien von PPAR und RXR zu entschliisseln.

Aus dieser Arbeit konnte nicht nur eine mechanistische Erkldrung fiir die ungewohnlichen

Effekte der weitverbreiteten Referenzsubstanz Wy14,643 geliefert werden, es entstanden auch

drei strukturell eng verwandte Substanzen (Abbildung 36), die durch kleinste Strukturvaria-

tionen spezifische Selektivitit und Potenzsteigerung erzielten. Diese drei Substanzen als Set

konnen als pharmakologische Werkzeuge dienen, um den Einfluss und die Synergien durch
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RXR-und PPAR-Modulation zu verstehen und eventuell neue Therapieoptionen zu entwickeln.
Sie ermoglichen es z.B. in einem Tiermodell PPAR-selektiv, RXR-selektiv oder dual zu inter-
venieren, die Effekte zu vergleichen und dabei die Wahrscheinlichkeit von substanzspezifisch-
en Nebeneffekten zu minimieren, da alle Verbindungen auf dem gleichen Chemotyp beruhen.

Mit dem RXR-selektivem Derivat 57 wurde ein derzeit einmaliger RXR-Agonist entwickelt.
Seine besonderen Strukturmerkmale, die herausragenden physikochemischen Eigenschaften
und die vorteilhaften pharmakokinetischen Daten machen diese Substanz zu einem der fort-
schrittlichsten RXR-Agonisten, die momentan verfiigbar sind. Basierend auf den beschriebenen
in vitro und in vivo Daten und den vorliegenden Kristallstrukturen, die weitere Optimierungs-
positionen aufdecken, hat diese Arbeit einen groBen Schritt in Richtung einer neuen Generation
von verbesserten RXR-Modulatoren und damit der ErschlieBung neuer RXR-vermittelter
Therapieoptionen gemacht.

Diese Ergebnisse wurden verdffentlicht in den Publikationen:

Pollinger, J.; Merk, D. Therapeutic Applications of the Versatile Fatty Acid Mimetic
WY 14643. Expert Opin. Ther. Pat. 2017, 27 (4), 517-525.
https://doi.org/10.1080/13543776.2017.1272578.

Eigener Beitrag: Literaturrecherche und Verfassen des Manuskripts.

Pollinger, J.; Gellrich, L.; Schierle, S.; Kilu, W.; Schmidt, J.; Kalinowsky, L.; Ohrndorf,
J.; Kaiser, A.; Heering, J.; Proschak, E.; Merk, D. Tuning Nuclear Receptor Selectivity of
Wyl14,643 towards Selective Retinoid X Receptor Modulation. J. Med. Chem. 2019, 62 (4),
2112-2126. https://doi.org/10.1021/acs.jmedchem.8b01848.

Eigener Beitrag: Synthese der neuen Verbindungen, vollstindige Charakterisierung aller
Substanzen durch Gal4-Hybrid-Reportergenassays sowie Durchfithrung des PPAR-
Volllangenassays, der Quantifizierung der RXR-regulierten mRNA Expression und
Toxizitdtsmessung. Verfassen des Manuskripts.
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3.3 Computergestiitzte selektive Optimierung der Nebenaktivitit von
Cinalukast an PPARa

Die systematische Untersuchung von Struktur-Wirkungs-Beziehungen, wie sie in den beiden
vorherigen Projekten durchgefiihrt wurde, ist mit einem hohen synthetischen Aufwand ver-
bunden. Design, Synthese und biologische Charakterisierung einer grolen Anzahl von Deriva-
ten, die in stindiger Riickkopplung mit Verdanderungen in der biologischen Aktivitit entstehen,
ist sowohl zeit- als auch kostenintensiv. Um diesem Nachteil zu begegnen, kénnen computer-
gestiitzte Methoden Anwendung finden, mit deren Hilfe die Anzahl an tatsidchlich hergestellten
Derivaten deutlich reduziert werden kann*?°. Eine solche Strategie sollte auf das Fettsiuremi-
metikum?’! Cinalukast*?® (20) angewendet und mit dem Prinzip der selektiven Optimierung von
Nebenaktivitidten (selective optimization of side-activities, SOSA) verbunden werden, bei der
ein zugelassener oder experimenteller Wirkstoff hinsichtlich seiner Nebenaktivitéit optimiert
und gleichzeitig seine urspriingliche Hauptaktivitit reduziert oder eliminiert wird***3%, Die
meisten biologisch aktiven Molekiil besitzen neben ihrer gewiinschten Aktivitdt auch noch
(schwache) Interaktionen mit anderen Zielstrukturen. Im Fall zugelassener Wirkstoffe mit
solchen Nebenaktivitdten bietet sich der Vorteil, dass sie bereits hinsichtlich physikoche-
mischer Eigenschaften wie z.B. Loslichkeit optimiert sind. Daher ist die Wahrscheinlichkeit,
dass von ihnen abgeleitete, neue Molekiile diese Eigenschaften teilen, deutlich hoher als bei
anderen Methoden zur Leitstrukturidentifikation®%43%,

Fiir dieses Projekt wurde der CysLT|R-Antagonist Cinalukast®?%*?7 als Modellsubstanz (20,
Abbildung 37) ausgewihlt, da in Vorarbeiten eine schwache Aktivierung von PPARQ beob-
achtet wurde (ECso = 10£2 uM, 5,3+0,6 max. vielfache Aktivierung) und die Synthese???3%
dieses Molekiils und seiner Derivate (vgl. Schema 4) mit fiinf bis sechs Schritten, niedrigen
Ausbeuten und der Bildung von Stereoisomeren aufwéndig ist. Eine systematische SAR-Unter-
suchung wire daher langwierig und kostenintensiv, sodass Cinalukast ein ideales Beispiel fiir
eine computergestiitzte Optimierung eines Fettsduremimetikums darstellt.
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Schema 4 Synthese der Cinalukast-Derivate 78, 79 und 80. (a) Thioacetamid, DMF, reflux, 4 Std, 74-82%; (b) 3-
Nitrobenzaldehyd, Natriumacetat, Eisessig, reflux, 10 Std, 14-24%; (c) SnClz, Ethanol, 65 °C, 2-3 Std, 55-66%; (d) H2 (1
bar), Pd(C), rt, 18 Std, 94%; (e¢) EDC*HCI, 4-DMAP, CHClI3, 60 °C, 12-16 Std, 14-28%; (f) LiOH, THF/H20, rt, 12 Std,
21-71%; Bearbeitet nach [344], Genehmigung von Wiley (2019) erteilt.

COOH

Zur Vorhersage potentieller Strukturoptimierungen zur Steigerung der Potenz an PPARa wurde

die HYDE-Software von BioSolvelT genutzt, bei der die Energie, die in Folge einer Bindung

fre1 wird, aus den entstehenden Wasserstoffbriickenbindungen und aus der Verdridngung von

Wasser aus der Bindestelle kalkuliert wird®*. Diese Methode erstellt eine Energiebilanz, die
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sich sowohl aus Verinderungen der Enthalpie als auch der Entropie ergibt*?®. Dieser Ansatz
hat sich bereits fiir lipophile Bindungsstellen als geeignet erwiesen®?**3° und wurde deswegen
als Basis fiir die Untersuchung der Ligandbindung an PPARa ausgewihlt. Die Software be-
notigt eine Kristallstruktur im Komplex mit einem Liganden. Die Giite der Vorhersage nimmt
zu, je dhnlicher der vorhandene Ligand mit den zu untersuchenden Molekiilen ist. Als Vorlage
wurde die Kristallstruktur PDB ID 4CI43!' ausgew:hlt, da der hier co-kristallisierte Ligand (81,
Abbildung 37) ein Fettsduremimetikum darstellt, das dhnlich wie Cinalukast iiber aromatische
Ringe verfiigt, bei deren Verkniipfung eine Doppelbindung beteiligt ist.

O
i QI B
W\\D\H%OH @ NN o>coon
S 20 81
Abbildung 37 Cinalukast (20) und der cokristallisierte Ligand 81 aus der Kristallstruktur, die als Vorlage genutzt wurde.

Je dhnlicher die Leitstruktur der Vorlage ist, umso zuverldissiger werden die Vorhersagen, da davon ausgegangen wird,
dass sich der Rezeptor in einer dhnlichen Weise verhidilt.

Fiir samtliche Software, die nachfolgend erwéhnt wird, wurden die voreingestellten Standard-
einstellungen iibernommen. Sofern von den Standardwerten abgewichen wurde, werden die
Anderungen explizit im Text erwihnt.

Zuerst wurde die Eignung und Ubertragbarkeit der HYDE-Vorhersage fiir PPARa. iiberpriift.
Hierfiir wurden 31 einfach zugéngliche Derivate von Cinalukast manuell erstellt und ihre 3D-
Struktur mittels FlexX>*?, einer Software zur Generierung der moglichen Konformationen ein-
es Molekiils, im LeadIT-Programm™? fiir die in der Kristallstruktur vorhandene Bindungs-
tasche optimiert (maximal 200 Konformationen pro Derivat). Die Konfiguration mit dem giin-
stigsten FlexX-Wert wurde anschlieBend mittels HYDE in SeeSAR** auf die vorhergesagte
freie Energie untersucht.

Die Derivate enthielten Variationen in jedem Bereich der Leitstruktur, so wurden der Cyclo-
butanrest mit unterschiedlichsten Strukturelementen ersetzt, die Geometrie der Struktur durch
Verschiebung der Verkniipfung — aus der meta- in die para-Position — untersucht und die saure
Kopfgruppe mit unterschiedlichen Kettenldngen variiert. Aulerdem wurde exemplarisch ver-
sucht die saure Kopfgruppe durch andere Strukturmotive wie z.B. einem Amid oder einem
Nitril zu ersetzen.

Aus dieser ersten Uberpriifung ergaben sich wichtige Erkenntnisse fiir die anschlieBende pro-
spektive Validierung: zum einen ist die Geometrie des Liganden entscheidend — die para-Posi-
tion wird nicht toleriert — zum anderen ist im Bereich des Cyclobutanrestes eine groflere Vari-
ation moglich. Auch die Reduktion der Doppelbindung wird toleriert. Fiir eine starke Interak-
tion ist die Carbonsdure als Kopfgruppe essentiell, was aufgrund der Ahnlichkeit zu Fett-
siuren®”! ein erwartbares Ergebnis war. Aus diesen Erkenntnissen wurden zwei Derivate syn-
thetisiert und ihre Aktivitit im Assay bestimmt. Unter Einbeziehung der Leitstruktur ergab sich
keine direkte Korrelation, aber die Reihenfolge der Potenzen wurde von der Software korrekt
vorhergesagt, insbesondere wenn man nicht nur den ECso-Wert, sondern auch die maximale
Aktivierung beriicksichtigt (Abbildung 38).

Nachdem sich HYDE als geeignet erwiesen hatte, die Aktivitét qualitativ richtig vorherzusagen,
wurde basierend auf den Beobachtungen der Voruntersuchungen eine kombinatorische Biblio-
thek aus fast 8000 Cinalukast-Derivaten erstellt. Die Variationen beschréinkten sich dabei auf
das lipophile Ende und verschiedenste Verdanderungen (linear und verzweigt; verbunden iiber
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Amide oder sekundidre Amine) an der sauren

g -904 Kopfgruppe. Die Kalkulation der energetisch
2 — o giinstigsten Derivate wurde mittels eines selbst-
-g E 0 kreierten Arbeitsablaufs im Konstanz Informa-
a2 704 tion Miner (KNIME)?**-3¢ mithilfe der frei zu-
3 E ® ginglichen RDKit**” Software/Knoten und den
2z -601 KNIME-Knoten von BioSolveIT?* erstellt. Im
E ® Rahmen des Arbeitsablaufs wurden zunichst die
3 Ay 40 45 5.0 55 SMILES-Codes in 3D-Strukturen umgewandelt

PECsy (PPARa) (,,Generate 3D Coordinates*), die 3D-Struktur

Abbildung 38 Korrelation der kalkulierten freien Bindungs- . s . .. «
energie mit den in vitro ermittelten ECso-Werten. Es ergab energlemlmmlert (RDKlt ”Optlmlze Geometry

sich kein linearer Zusammenhang, allerdings wurde mittels Voreinstellung: MMFF94) und basierend auf
(D e gl e Volarse sl D FlexX in einem LeadIT-Knoten (,Compute
Assay qualitativ wieder. Blau = Cinalukast; Griin = 78;  LeadlT Docking®, BioSolvelT, max. 500 Kon-
Orange =79 formationen, 4CI4*! als Vorlage) automatisch
in die Bindungstasche platziert und energetisch minimiert. Die freie Bindungsenergie wurde
mittels eines HYDE-Knotens (,,Assess Affinity with HYDE in SeeSAR*) kalkuliert. Um in
Folge dieser Variationen nicht zu lipophile Derivate zu erhalten (Einhaltung des SOSA-
Prinzips), wurden die entstandenen Molekiile, die einen berechneten logP > 4 aufweisen, aus
der Auswertung entfernt. Die Top 5 Derivate aus diesem Ranking zeigten berechnete freie
Bindungsenergien, die vergleichbar mit der Leitstruktur waren (20: - 83 kJ/mol vs Top5: - 85
bis - 69 kJ/mol). Die Derivate sollten also vergleichbare Affinititen aufweisen, allerdings mit
einem eventuell optimierten Bindungsmodus.

Der zweite wichtige Teil eines erfolgreichen SOSA-Projektes besteht in der Reduktion der ur-
spriinglichen Hauptaktivitit. Da es zum damaligen Zeitpunkt noch keine Kristallstruktur des
G-Protein gekoppelten CysLT:R in der PDB gab, wurde ein ligandenbasierter Ansatz iiber ma-
schinelles Lernen gewihlt. In der ChEMBL*’- Datenbank standen ein grofer Datensatz von
CysLTiR-Liganden mit sowohl hoher Potenz (215 Molekiile mit ICsp < 1 uM) als auch viele
Molekiile mit nachgewiesener niedriger Aktivitit oder Inaktivitidt an diesem Rezeptor (904 Mo-
lekiile, ICso > 1 uM oder inaktiv) zur Verfiigung. Mit diesem Datensatz wurde in KNIME
mittels RDKit-Knoten®*” ein Random Forest Modell trainiert. Dabei entwickelt der Algorith-
mus basierend auf einem Trainingsset mit bekannten Eigenschaften (in diesem Fall die ICso-
Klassifizierung als hoch potent oder schwach potent) eine eigenstindige Unterscheidungs-
grundlage, um diese beiden Gruppen voneinander zu trennen. Als Basis fiir die Unterscheidung
wurden unterschiedliche molekulare Deskriptoren, sogenannte ,,Fingerabdriicke* (finger-
prints), genutzt (Morgan®*: Radius 2, NumBits 1024; MACCS**!' und AtomPair***: ein-
bezogene Bindungen: 1-30, NumBits 1024), die die Molekiilstruktur in einem fiir den Computer
verarbeitbaren Format wiedergeben. Um die Giite dieser Deskriptoren und Vorhersagen zu
iberpriifen, wurde eine Cross-Validierung vorgenommen. Dafiir wurden die Datensitze in
jeweils zwei gleich groBe Sets aufgeteilt (Gruppe la+1b bzw. Gruppe 2a + 2b). Eine Kombi-
nation (la+2a) aus der hoch potenten und schwach potenten Gruppe wurde zum Training des
Random Forest, die andere (1b+2b) zur Uberpriifung genutzt. AnschlieBend wurden Trainings-
und Testgruppen vertauscht und die Methode wiederholt. Aus den Ergebnissen dieser Validie-
rung lieBen sich die Prizision, die Selektivitit und die Non-Error-Rate bestimmten®*. Alle

- 64 -



Deskriptoren ergaben sehr gute Werte3**

, sodass alle fiir die eigentliche Untersuchung genutzt
wurden. Hierfiir wurde die CysLTiR-Aktivitdt von Cinalukast sowie der Top 5 Derivate aus
der PPARa-Optimierung mithilfe des Random Forest Modells berechnet. Cinalukast wurde
korrekt als hochpotenter CysLT|R-Antagonist vorhergesagt und alle Derivate der Top 5 als nur

schwache Antagonisten charakterisiert.

Basierend auf diesen vielversprechenden Vorhersagen sollte zum Abschluss der prospektiven
Anwendung ein Cinalukast-Derivat hergestellt und biologisch charakterisiert werden.
Aufgrund der Verfiigbarkeit der Chemikalien und der sehr geringen Unterschiede in der vor-
hergesagten Aktivitéit der Top 5 Derivate wurde das Cinalukastanalog mit Rang 3 synthetisiert
und charakterisiert (80, Schema 4). 80 besall einen HYDE-Wert von - 81 kJ/mol (Cinalukast:
- 83 kJ/mol) und zeigte bei einem ECso-Wert von 8,1+0,1 uM (Cinalukast: 10+2 uM) eine
maximale vielfache Aktivierung von 13,7+0,1 (Cinalukast: 5,3+0,6) im Vergleich zur Grund-
aktivitit, bestimmt iiber den Gal4-Hybrid-Reportergenassay. 80 besall damit eine sehr dhnliche
Potenz an PPARa wie die Leitstruktur, allerdings ergab sich hier aus der Bindung eine deutlich
stiarkere Aktivierung (Abbildung 39).
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Abbildung 39 Ergebnisse des computergestiitzten SOSA—Ansalzes. (A) Die Leitstruktur Cinalukast 20 induziert nur eine
schwache Aktivierung im Gal4-Hyrid-Reportergenassay, das optimierte Derivat 80 zeigt eine deutliche Steigerung der Akti-
vierungseffizienz. HEK293T Zellen, Transfektion mit Lipofectamin LTX, Normierung mittels konstitutiver Kontroll-
Luciferase. Ergebnisse sind MW+S.E.M, n>3 (B) 80 inhibierte den CysLTiR nur noch minimal, wihrend 20 schon im
niedrigen nanomolaren Bereich seine maximale Wirkung entfaltet. CHO-K1-Zellassay, Antagonismus von 0,1 nM Leukotrien
D4, Ergebnisse dargestellt als MW+S.E.M. n = 3; (C) Der Vergleich der postulierten Bindundsmodi von 20 (griin) und 80
(blau) ergibt eine hohe Ubereinstimmung. Durch die kiirzere Kette ist das Styrylthiazol-Kernfragment von 80 tiefer in die
Bindetasche gezogen und der Dimethoxyphenylring am lipophyilen Ende fiillt den lipophilen Bereich grofziigiger aus. In
diinnen Linien ist der cokristallisierte Ligand 81 aus der Kristallstruktur angegeben. Bearbeitet aus [344]; Genehmigung
von Wiley (2019) erteilt.
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Am Vergleich der postulierten Bindemodi von Cinalukast und 80 (vgl. Abbildung 39) lie3 sich
erkennen, dass 80 durch die Veridnderung der Kopfgruppe das Kernfragment tiefer in den lipo-
philen Bereich driickt und gleichzeitig der vergroferte Dimethoxyphenylrest die lipophile Bin-
detasche am Ende vorteilhaft ausfiillt, was eine Erkldrung fiir die erhohte Aktivierungseffizienz
sein konnte.

Die Bestimmung des CysLTiR-Antagonismus erfolgte extern durch den kommerziellen An-
bieter Cerep®*®, wobei in einem CHO-K1-basiertem Zellassay der Ca**-Influx als Resultat des
Antagonismus der Testsubstanzen bei 1, 10 und 100 nM gegeniiber 0,1 nM des Agonisten Leu-
kotrien D4 gemessen wird. Die Ergebnisse bestitigten fiir Cinalukast einen geschitzten ICso-
Wert im einstelligen nanomolaren Bereich, wihrend das optimierte Derivat nur einen schwach-
en Antagonismus mit einem geschitzten ICso-Wert von deutlich iiber 100 nM zeigte (Ab-
bildung 39). Zusitzlich ist es gelungen, die Loslichkeit (20: 1,1 mg/L vs. 80: 21,7 mg/L) und
die Lipophile (20: logP = 2,2 vs. 80: logP = 1,6) der optimierten Struktur in einem gewiinschten
Bereich zu erhalten*** und somit dem SOSA-Konzept in allen Belangen gerecht zu werden.

Im Rahmen dieses Projekts wurde eine Methode zur computergestiitzten Optimierung von Fett-
sduremimetika als Liganden nukleédrer Rezeptoren beispielhaft am PPARa-Rezeptor etabliert
und prospektiv angewendet. Mit den entwickelten Arbeitsabldufen gelang es, mit nur drei
synthetisierten Derivaten eine Optimierung der Leitstruktur sowohl fiir ihre neue Zielstruktur
(erhohte Aktivierungseffizienz) zu erreichen, als auch die urspriingliche Hauptaktivitit zu mini-
mieren. Diese erfolgreiche Fallstudie zum SOSA-Konzept in Kombination mit in silico Metho-
den etabliert diese Vorgehensweise als hilfreiche Werkzeuge, um mit reduziertem zeitlichen,
synthetischen und finanziellem Aufwand eine frithe Strukturoptimierung zu erméglichen. Die
entwickelten und erprobten Arbeitsabldufe sind nun auf verschiedenste Projekte anwendbar.

Diese Ergebnisse wurden verodffentlicht in der Publikation:

Pollinger, J.; Schierle, S.; Neumann, S.; Ohrndorf, J.; Kaiser, A.; Merk, D. Computer-
assisted Selective Optimization of Side-Activities - from Cinalukast to a PPARa Modulator.
ChemMedChem 2019, 14 (14), 1343—1348. https://doi.org/10.1002/cmdc.201900286.

Eigener Beitrag: Etablierung des computergestiitzten Arbeitsablaufs, Design der virtuellen
Cinalukast-Analoga fiir die Untersuchungen. computergestiitzte Unter-suchung und
Klassifizierung der Analoga in Bezug auf ihre PPARa agonistischen Eigenschaften, sowie
computergestiitzte Klassifizierung der Analoga in Bezug auf ihre Eigenschaften als
CysLT1-Antagonisten. Durchfithrung der Reportergenassays.
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4. Zusammenfassung

Die Superfamilie der nukledren Rezeptoren umfasst 48 ligandenabhéngige Transkriptionsfak-
toren, die iiber die Regulation der Genexpression an verschiedensten (patho-)physiologischen
Vorgingen wie Metabolismus, Entziindungen und Zelldifferenzierung beteiligt sind">>.

Die Modulation dieser Rezeptoren durch niedermolekulare Verbindungen fiihrt durch die ver-
dnderte Genexpression zu einem langanhalten Effekt, was sie in den Blickpunkt der Arznei-
stoffentwicklung geriickt hat. In einigen Indikationen, besonders bei metabolischen Erkran-
kungen, haben Modulatoren von nukledren Rezeptoren bereits Zulassungen erhalten oder be-
finden sich in spiten Phasen der klinischen Entwicklung’=.

Im Bereich neurodegenerativer Erkrankungen wie Alzheimer Demenz (AD) und Multiple Skle-
rose (MS) werden mehrere nukleidre Rezeptoren als potentielle Zielstrukturen untersucht und
offenbaren teilweise vielversprechende neue Therapieansitze'%!!. Die Krankheitsbilder der AD
und MS verbindet, dass bei beiden eine lokale neuronale Entziindung zur Pathophysiologie bei-
trigt und es zu einem Verlust von funktionalen Nervenzellen kommt'%24*2%5_ Wihrend bei der
MS die auto-immune Demyelinisierung der Neurone im Vordergrund steht?**?*?, gehen bei der
AD primér cholinerge Neurone verloren. Als Ursache der AD stehen insbesondere zytotoxische
Ablagerungen von B-Amyloid (AB) zur Diskussion?**2*!. Fiir diese pathophysiologischen
Symptomkomplexe zeigten sich in den letzten Jahren besonders fiir die Peroxisomen Prolifera-
tor-aktivierten Rezeptoren (PPARs) und Retinoid X Rezeptoren (RXRs) positive Einfliisse in
in vitro und in vivo Untersuchungen.

Fiir die PPARs wird vor allem ein regulierender Einfluss auf die neuronale Entziindung pos-
tuliert, sowohl auf Ebene relevanter Zytokine, als auch durch die Kontrolle von Zelldifferen-
zierung und -aktivierung!6-187-18%.198 ' Ayferdem wurde fiir PPARYy wiederholt ein positiver Ein-
fluss auf Bildung und Abbau von AP nachgewiesen,?>*?>°> wodurch es besonders fiir die AD als
molekulare Zielstruktur relevant scheint.

Auch bei den RXRs steht im Bereich der AD, eine Reduktion der neuronalen Entziindung und
die Modulation von Bildung und Transport von AP im Fokus. Wichtige Proteine im Zusam-
menhang mit AP, wie das Apolipoprotein E (ApoE), stehen transkriptionell unter starkem Ein-
fluss der RXRs, weshalb deren Modulation verstirkt als Therapieoption getestet wird?®!. Dass
die RXRs eine Sonderstellung als neue Zielstrukturen besitzen, besonders fiir die MS, verdan-
ken sie allerdings bemerkenswerten Berichten iiber potentiell neuroregenerative Ef-
fekte!!12283287 RXRs iiben einen bedeutenden Einfluss auf die Differenzierung und Akti-
vierung von Oligodendrozyten-Vorlduferzellen (OPCs) aus, die an der Bildung der Myelin-
schicht beteiligt sind*®3?%°, Sollte es moglich sein, iiber die gezielte Aktivierung der RXRs die
Remyelinisierung der Neurone zu fordern, konnte das eine regenerative Therapie der MS
ermdglichen'!.

Ziel dieser Arbeit war die Entwicklung und Charakterisierung von neuen Liganden der genann-
ten nukledren Rezeptoren. Besonders im Fokus standen dabei die RXRs, da hier sowohl ein
groBBes Potential bei neurodegenerativen Erkrankungen vermutet wird, als auch ein grof3er Be-
darf an neuen, innovativen Liganden besteht. Die aktuell zur Verfiigung stehenden Modulatoren
besitzen keine Subtypenselektivitit und auch nur geringe Subtypenpriferenz. Die Entwicklung
von subtypenselektiven RXR-Agonisten wird dadurch erschwert, dass die Ligandbindestellen
aller drei RXR-Subtypen aus den identischen Aminoséuren aufgebaut sind™.
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Ein weiteres Hindernis fiir die zukiinftige Charakterisierung der postulierten Effekte und der
weiteren ErschlieBung der RXRs als therapeutische Zielstrukturen liegt in den unvorteilhaften
physikochemischen Eigenschaften der bisher zu Verfiigung stehenden Modulatoren’®,
Besonders das Bexaroten (1, Abbildung 41), der einzige synthetische RXR-Agonist mit einer
Zulassung als Arzneistoff, besitzt eine geringe Loslichkeit in Wasser (0,3 mg/L) und eine hohe
Lipophilie (logP =4,7). Dementsprechend war ein weiteres Ziel dieser Arbeit eine neue Leit-
struktur fiir RXR-Liganden mit giinstigen physikochemischen Attributen zu identifizieren und
durch systematische Untersuchung der Struktur-Wirkungs-Beziehungen (SAR) zu selektiven
und potenten RXR-Agonisten weiterzuentwickeln, die dem bisherigen Goldstandard Bexaroten
iberlegen sind.

Zuletzt sollte eine computergestiitzte Methode zur Optimierung von synthetisch anspruchs-
vollen Fettsduremimetika®’! etabliert werden, um die zeit- und kostenintensiven systematischen
SAR-Untersuchungen zu automatisieren.

Ein kiirzlich publizierter RXR-Ligand (18, Abbildung 40)*! stellt mit einer linearen Biphenyl-
struktur einen vollig neuen Chemotyp fiir RXR-Agonisten dar. Zudem besitzt er ein ungewohn-
liches Aktivititsprofil: Bei vergleichbaren ECso-Werten (RXR o/f/y = 12/12/14 uM) werden
RXRp und 7y stark aktiviert, wihrend die Bindung an RXRa nur eine minimale Aktivierung
induziert (RXRo: max. 5-fach vs. RXRp/y: 60- bis 70-fach im Vergleich zur Grundaktivitit).
Wegen dieses attraktiven Aktivititsprofils sollten die SAR der Verbindung als RXR-Modulator
an allen drei Subtypen untersucht werden, um sowohl selektivitéts- als auch potenzvermittelnde
Strukturelemente zu identifizieren.

80
40
20
0t J T i s o T J T -"-1

0.0001 0.001 0.01 0.1 1 10 0.0001 0.001  0.01 0‘1 10 0.0001 0.001  0.01 0.1 10 0.0001 0.001 0.01 0.1
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O 18 O 37 ) 43 . 3 41

Abbildung 40 Aktivititsprofil der Leitstruktur 18 und ausgewdhlter Derivate. Gezielte Optimierungen identifizierten sowohl
aktivitdtssteigernde als auch selektivititsfordernde Strukturelemente. Blau = RXRa; Griin = RXRp; Orange = RXRy; Gal4-
Hybrid-Reportergenassay;, HEK293T, Transfektion mit Lipofectamin LTX, Normierung mittels konstitutiver Kontroll-
Lucziferase; vielfache Aktivierung in Bezug auf 0,1% DMSO, Ergebnisse dargestellt als MW+SD; n>3.
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Im Rahmen dieser Arbeit entstanden 24 Derivate von 18, bei denen sowohl gezielte strukturelle
Veridnderungen zur systematischen Untersuchung der SAR als auch die Kombinationen von
bevorzugten Strukturmotiven umgesetzt und biologisch charakterisiert wurden. So gelang es
nicht nur ein etwa 100-fach potenteres Derivat zu erzeugen (41), es wurden auch kritische
Strukturmerkmale fiir eine Priferenz zwischen den drei RXR-Subtypen identifiziert und
kombiniert. Ein erster synthetischer RXR-selektiver Ligand (37) konnte ebenso identifiziert
werden wie eine Reihe von RXRa- und B-priferenzieller Derivate (43) (Abbildung 40).

Zusitzlich wurde erstmals systematisch eine Form der Heterodimerselektivitdt untersucht.
Durch einen Vergleich der Aktivierung in einem LXR/RXR- und einem PPARY/RXR-Voll-
langenassay konnten Strukturmotive fiir ein unterschiedliches Ansprechen der Heterodimere
identifiziert werden. Insbesondere fiir die Umgehung des LXR/RXR-Heterodimerpaars wurden

-68 -



kritische Strukturmerkmale entdeckt. Diese Form der Selektivitit konnte fiir die klinische Ent-
wicklung von RXR-Agonisten von grofer Bedeutung sein, da hiermit potentielle Nebenwirk-
ungen umgangen werden konnten!?’.

Die Aufkldrung der Kristallstruktur eines optimierten Derivats (41) in RXRa legte noch weitere
Strukturoptimierungen an diesem Ligandentypus nahe, u.a. die Moglichkeit tiber Cys432 eine
kovalente Bindung mit dem Rezeptor zu initiieren.

Diese Studie legt den Grundstein fiir die ErschlieBung eines neuartigen Chemotyps, der neue
Erkenntnisse iiber RXR-Subtypenselektivitit liefert und mit ersten Einblicken in die SAR der
Heterodimerpriferenz demonstriert, dass auch iiber diese Strategie Fortschritte in Bezug auf die
Sicherheit einer therapeutischen RXR Modulation méglich sind.

Wy14,643%° (19) wurde erstmals in den 1970er Jahren als Lipidsenker beschrieben und seit
der Entdeckung seiner molekularen Zielstrukturen®** — PPARa und y — intensiv als Referenz-
substanz, besonders fiir PPARa-vermittelte Effekte, genutzt. Dabei wurde durch in vitro und in
vivo Versuche eine Vielzahl von positiven Effekten in verschiedenen Bereichen auflerhalb der
urspriinglich anvisierten metabolischen Indikationen entdeckt*’. Durch eine ausgedehnte Lite-
raturrecherche*’ der Studienlage fielen Effekte auf, die mit dem bis dato bekannten Aktivitéts-
profil von 19 nicht ausreichend erklidrt werden konnten. 19 zeigte u.a. in vivo einen immun-
modulierenden Effekt in einem Tiermodell der MS3!7, ebenso wie es die Bildung und Sekretion
der mit AD assoziierten AP 42-Plaques dosisabhingig reduzierte®'6. Auf Grundlage der Vielfalt
der Beobachtungen, den Ahnlichkeiten zu Effekten, die fiir RXR-Agonisten beschrieben
COOH H N s coon sind’?" und der strukturellen Nihe von

Wé( T\(T 19 zu 1 (Abbildung 41) entstand die

1 C/I 19 Hypothese, dass 19 als weitere moleku-

Abbildung 41 Der Goldstandard in der RXR-Forschung Bexaroten lare Zielstruktur die RXRs adressieren
(1) und die neue Leitstruktur Wyl4,643 (19). Der direkte Vergleich konnte.
offenbart die iiberlegenen Strukturmerkmale.

Nachdem diese Aktivitit in vitro (Gal4-Hybrid-Reportergenassay) bestitigt werden konnte,
wurde 19 aufgrund seiner, fiir einen RXR-Agonisten einzigartigen, physikochemischen Eigen-
schaften (19: Loslichkeit in Wasser = 48,6 mg/L; logP = 1,6) und seiner giinstigen Struktur-
elemente als Startpunkt fiir eine systematische Charakterisierung seiner SAR an allen drei
RXR- und allen drei PPAR-Subtypen ausgewdhlt. Insgesamt 27 Derivate von 19 wurden
charakterisiert und offenbarten gleich mehrere Positionen bzw. Strukturvariationen, die fiir die
Aktivitit an den verschiedenen Rezeptoren essentiell, forderlich oder ungiinstig waren. Im Zuge
der SAR-Aufklirung wurden sowohl ein potenteres PPAR-selektives Derivat (44, Abbildung
42) als auch ein panRXR/panPPAR-Agonist (52, Abbildung 42) entwickelt, der auf allen sechs
untersuchten Rezeptoren eine sehr ausgeglichene Aktivierungseffizienz und Potenz offenbarte.
Durch die Kombination aller RXR-favorisierenden Strukturmerkmale, die in der systema-
tischen Untersuchung identifiziert wurden, gelang es, einen selektiven RXR-Agonisten mit an-
nihernd 100-facher Potenzsteigerung (57, Abbildung 42) zu entwickeln.

57 demonstrierte potenten RXR-Agonismus in mehreren orthogonalen in vitro-Studien und
konservierte die giinstigen physikochemischen Eigenschaften seiner Leitstruktur. Neben einer
umfassenden in vitro-pharmakologischen Charakterisierung, wurden auch die pharmakokinet-
ischen Parameter in vivo bestimmt. 57 offenbarte dabei nicht nur eine hohe Bioverfiigbarkeit
nach einmaliger oraler Gabe, auch die Halbwertszeit lag mit etwas iiber vier Stunden in einem
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giinstigen Bereich. Nach zwei Stunden wurden im ZNS der Miuse Konzentrationen von 57
gemessen, die fiir eine RXR-Aktivierung ausreichend wiren.

Somit resultierte aus dieser Arbeit mit 57 ein hochpotenter RXR-Agonist mit einzigartigen
Charakteristika, der dem Goldstandard Bexaroten in seinen physikochemischen Eigenschaften
deutlich iiberlegen ist. Die Co-Kristallstruktur der LBD von RXRa im Komplex mit 57 zeigt
zunichst eine dhnliche orthosterische Bindung, vergleichbar mit der Bindung des Bexarotens.
Ausgehend vom zentralen Pyrimidinkern offenbart sich ein giinstiger Winkel, fiir die Adressie-
rung von Cys432 zur Etablierung einer kovalenten Bindung. Zusitzlich zeigt die Kristallstruk-
tur ungenutzten Raum in der Bindestelle im Bereich des 4-Indanamins und lésst eine VergroBe-
rung des Trifluoromethylsubstituenten als vorteilhafte Strukturoptimierung erscheinen.

Auch fiir den panRXR/panPPAR-Agonisten 52 gelang die Kristallisation im Komplex mit der
LBD von PPARYy. Diese Struktur zeigte, dass 52 zweifach in der LBD bindet und ein Molekiil
dabei isoliert in einer alternativen Bindungstasche von PPARYy vorliegt. Diese Kristallstruktur
konnte als Basis fiir die Entwicklung selektiver Liganden der alternativen PPARy-Bindestelle
dienen und damit eine neue Klasse von PPARYy-Agonisten begriinden.

H N._S.__COOH H N__S.__COOH rlﬂ N O~
/N /N /N
Cl Cl
44 52

CF3
57

PPAR-selektiv panRXR/panPPAR RXR-selektiv
Abbildung 42 Optimierte Derivate von 19 mit selektivem und dual-aktivem Aktivitditsprofil.
Neben dem in 52 und 57 liegenden Potential stellt das in dieser Studie entwickelte Set aus drei
Substanzen gleichen Chemotyps mit deutlich unterschiedlichen pharmakodynamischen Eigen-
schaften — einem PPAR-selektiven, einem panRXR/panPPAR dual-aktiven und einem RXR-
selektiven Derivat — (Abbildung 42) wertvolle Werkzeuge zur Entschliisselung des Zusammen-
spiels zwischen den PPARs und den RXRs dar.

Die systematische Untersuchung von Struktur-Wirkungs-Beziehungen und die darauf basieren-
de Optimierung einer Leitstruktur, wie sie in den vorangegangenen Projekten betrieben wurde,
benotigt hdufig eine hohe Anzahl an Derivaten. Da diese idealerweise nacheinander nur mini-
male strukturelle Variationen beinhalten sollten, um valide Aussagen treffen zu kdnnen, kann
dies, je nach Komplexitit der Leitstruktur, ein zeit- und kostenintensiver Ansatz sein. Im dritten
Projekt dieser Arbeit wurde daher ein Ansatz verfolgt, diese negativen Aspekte einer systema-
tischen Strukturoptimierung mithilfe eines computergestiitzten Arbeitsablaufs*> zu umgehen.
Diese Modellstudie sollte priifen, ob auf diesem Weg die Anzahl an tatsdchlich synthetisierten
Derivaten reduziert werden kann. Als Beispiel diente das Fettsiuremimetikum®*! Cinalu-
kast®?6327 (20, Abbildung 43), das als Cysteinylleukotrienrezeptor 1 (CysLTR)-Antagonist zu-
gelassen ist, aber zusitzlich eine Nebenaktivitit an PPARa (ECso = 10+£2 uM; maximal 5-fache

o Aktivierung) offenbarte. Gemadf dem Konzept
N Y\/@N% on der selektiven Optimierung von Nebenaktivitéiten
Hs 20 H (SOSA)*®, sollte die Aktivitit von 20 an PPAR«

Abbildung 43 CysLTIR-Antagonist Cinalukast (20) mit dem computergestﬁtzten Verfahren optimiert
der aufgrund seiner PPARa-modulatorischen Neben- X X X X
aktivitdit als Fallstudie zur computergestiitzten Struk- werden. Da die Synthese von 20 mit Illedrlgen

turoptimierung ausgewdhlt wurde Ausbeuten und der Blldung von Stereoisomeren
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verbunden ist, eignet sich die Verbindung als idealer Kandidat fiir eine Fallstudie zur computer-
gestiitzten Strukturoptimierung.

Die Vorhersagequalitiit des Verfahrens und der ausgewihlten Software (SeeSAR?**, Flex X3
und LeadIT?* von BioSolvelT, St. Augustin, Deutschland) wurde durch die Charakterisierung
zweier synthetisch vergleichsweise einfach zuginglicher Derivate tiberpriift und bestitigt. Im
Anschluss wurde ein automatisierter Arbeitsablauf kreiert, durch den eine kombinatorische
Bibliothek aus anndhernd 8000 Derivaten von 20 generiert und auf ihre vorhergesagte PPARa-
Aktivitdt untersucht wurde.

Fiir die erfolgreiche Anwendung eines SOSA-Ansatzes musste allerdings nicht nur die Neben-
aktivitdt optimiert werden, es bedurfte auch einer Verringerung der urspriinglichen Hauptakti-
vitdt. Die Top5 gelisteten Derivate aus der PPARa-Optimierung wurden daher in einem sepa-
raten Arbeitsablauf durch ein Random Forest Modell (maschinelles Lernen) hinsichtlich ihrer
Aktivitat am CysLTiR klassifiziert und als schwache CysLTiR-Antagonisten vorhergesagt. Ein
exemplarisches Cinalukast-Derivat aus der automatisierten Vorhersage wurde synthetisiert, um
die Methode prospektiv zu validieren. Dessen in vitro-Charakterisierung bestitigte die erfolg-
reiche Anwendung des SOSA-Ansatzes und damit die erfolgreiche Etablierung einer computer-
gestiitzten Methode zur automatisierten Optimierung von Fettsdauremimetika.

Die nukledren Rezeptoren RXR und PPAR besitzen gro3es pharmazeutisches Potential im Hin-
blick auf neue Therapien neurodegenerativer Erkrankungen. Im Rahmen der vorliegenden
Arbeit wurden umfangreiche Studien zur Optimierung von Modulatoren dieser Rezeptoren hin-
sichtlich Aktivierungseffizienz, Potenz und Selektivitdt durchgefiihrt. Insbesondere fiir die
RXR-Liganden wurden bedeutende Erkenntnisse zu Struktur-Wirkungs-Beziehungen erlangt
und Strukturmerkmale zur Erzeugung von Subtypenselektivitit identifiziert. Mit 41 und Analo-
ga gelang es einen RXR-Modulator Chemotyp mit Subtypenpriferenz zu charakterisieren,
ausgehend von den Erkenntnissen dieser Arbeit kann die Entwicklung subtypenselektiver
RXR- Liganden mit dem linearen Chemotyp der Biphenyle fortgesetzt und ein tieferes Ver-
standnis der medizinalchemischen Einflussmoglichkeiten fiir implementierte Heterodimerpri-
ferenz erlangt werden. Zudem ergibt sich aus der Kristallstruktur die Méglichkeit, zielgerichtet
strukturbasierte Modifikationen einzufiihren, die diesen Chemotyp als RXR-Agonisten weiter
optimieren.

Durch seine einzigartigen physikochemischen Eigenschaften ist mit 57 ein fortschrittlicher
RXR-Agonist entstanden, der fiir pharmakologische Untersuchungen des therapeutischen
Potenzials von RXR-Liganden niitzlich sein kann. Besonders im Zusammenspiel mit dem
PPAR-selektiven Liganden (44) und der panRXR/panPPAR-aktiven Substanz (52) sind fun-
dierte mechanistische Untersuchungen moglich, bei denen das Risiko substanzspezifischer
Nebeneffekte durch den gemeinsamen Chemotyp deutlich reduziert ist. Basierend auf den bei-
den Kiristallstrukturen ergeben sich weitere Variationsmoglichkeiten zur Optimierung der
RXR-agonistischen Fihigkeiten von 57, ebenso wie sie die Grundlage fiir eine vollig neue
Klasse von PPARy-Modulatoren basierend auf 52 liefert.

Zusitzlich zu diesen systematisch entwickelten Verbindungen wurde in einem Modellprojekt
beispielhaft gezeigt, dass die strukturelle Optimierung komplexer, fettsauremimetischer Mole-
kiile mithilfe computergestiitzter Verfahren zukiinftig auch mit geringerem synthetischen und
finanziellen Aufwand erreicht werden kann.
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5. English Summary

Nuclear receptors (NRs) are ligand-activated transcription factors which translate a small mo-
lecule signal into changes in gene expression of a cell>. Due to this key regulatory activity, NRs
are involved in a variety of physiological and pathophysiological processes like metabolism,
inflammation and cell differentiation'***” and some of these proteins arise as promising targets
for the future therapy of neurodegenerative diseases!’. Encouraging reports ascribe especially
the peroxisome proliferator-activated receptors'>® (PPARs) and the retinoid X receptors™
(RXRs) great potential for novel treatment strategies for Alzheimer’s disease!®**! (AD) and
multiple sclerosis (MS)!*!!348  Recent observations even indicate the possibility of a
regenerative therapy for MS via activation of RXRy!'2?833% Available RXR ligands suffer from
poor physicochemical properties and insufficient subtype selectivity. To address the urgent
need for innovative RXR ligands with improved selectivity and physicochemical properties,
this thesis has focused on the synthesis and characterization of novel RXR modulators.

Recently, a novel biphenyl-based RXR agonist chemotype was published®! that comprises an

unusual linear scaffold. The unique geometry of this ligand was accompanied by an attractive
activity profile: although the ECso-values on all three subtypes are comparable
(RXRo/B/y = 12/12/14 uM), the molecule induces only a weak RXRa activation (max. 5-fold
activation), while RXRfB and RXRy are strongly activated (60 — 70-fold activation). The
molecular basis of this subtype-preferential profile has not been studied, however. In this thesis,
the structure-activity relationship (SAR) of this RXR ligand chemotype has been studied to
identify structural motives to enhance potency and selectivity. Synthesis and characterization
of 24 derivatives revealed a variety of crucial structural features for potency and subtype-
preference. Fusion of all SAR knowledge enabled the design of a derivative with nearly 100-
fold improved potency, a selective RXR ligand and RXRo/f preferential analogues. Moreover,
in vitro characterization in human full-length RXR heterodimer assays revealed heterodimer-
preferential ligands and characterized structural motifs in this biphenyl-based chemotype to
spare activation of the LXR/RXR-heterodimer which might help the development of RXR
agonist with reduced side-effects'?’. The X-ray structure of the RXRo ligand-binding domain
(LBD) in complex with the optimized derivative 41 (ECso(RXRa/B/y) = 0.08/0.15/0.22 uM)
has provided crucial insights into the binding mode of the RXR ligand chemotype and can serve
as a basis for further structural refinement.

As outlined above, the available RXR agonists are mostly highly lipophilic molecules with poor
physicochemical properties like the above described biphenyl scaffold or the only approved
synthetic agent bexarotene (1)°”!'°. To overcome this issue, a novel lead structure with im-
proved physicochemical properties was needed. The fatty acid mimetic*®' Wy14,643%? (19)
has been described in the 1970s as a potent lipid-lowering agent and later characterized as a
dual PPARa and y agonist?®*. Over the past decades, more than 20 patented clinical effects of
19 beyond its original indication in metabolic disorders accumulated, e.g. beneficial activity in
a rodent model of MS?!7 and in vitro-modulatory effects on the production of B-amyloid. Some
of these observations could not be explained by the PPAR-agonistic profile of the molecule®’.
In this thesis, 19 was characterized as an RXR agonist with ECso values exceeding its previously
known activity on the PPARs (ECso(PPARa/y/d) =36/54/- uM, ECso(RXRo/B/y) =
9.1/13/31 uM). 19 provides favourable physicochemical features and was, therefore, employed
as starting point of a systematic SAR investigation to decipher its ligand-receptor-interaction
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with all three PPARs and RXRs. During this evaluation, a selective PPAR-agonistic derivative
was identified (44), alongside with a well-balanced markedly improved panRXR/panPPAR
agonist (52). The co-crystal structure of the panRXR/panPPAR-derivative (52) bound to the
PPARYy LBD revealed two molecules of 52 bound to different regions one of which exclusively
occupied an alternative binding site. The compound could thus serve as starting point for a
novel class of PPARY ligands with potentially unique modulatory properties. Furthermore, the
combination of all gathered SAR knowledge from 24 systematically varied derivatives enabled
the design of a selective RXR agonist 57 (ECso(PPARw/y/0) = -/-/- uM, ECso(RXRo/B/y) =
0.09/0.14/0.36 uM).

Compared to 19, 57 was nearly 100-fold more potent on all RXRs and simultaneously inherited
the favourable physicochemical properties (57: aqueous solubility 14.3 mg/L) of the lead
structure (19). Also, co-crystallization of the RXRa LBD in complex with this RXR-selective
derivative 57 succeeded and revealed promising points for future potency-driving modifi-
cations. In total, the study has yielded a set of three pharmacological tools with minor structural
variance but pronounced differences in their pharmacological profiles. These compounds can
serve as unique set of tools to further investigate the (patho-)physiological interplay of RXRs
and PPARs.

The systematic optimization of bioactive small molecules, as applied in the studies before, can
be an expensive and synthetically challenging endeavour. Striving to follow a faster and cheaper
workflow to structurally optimize fatty acid mimetics, a case study for computer-aided selective
optimization of side-activities (SOSA) was performed with the cysteinyl leukotriene receptor 1
(CysLTiR) antagonist Cinalukast (20) which also comprises weak agonistic potency on
PPARGa.

The study employed an automated workflow that was first validated for sufficient prediction
quality concerning affinity to PPARa. Subsequently, a virtual combinatorial library of ~8000
analogues of 20 was computationally generated and ranked for predicted PPAR« affinity. As
further aspect of SOSA, top-ranking compounds were additionally classified for predicted anta-
gonism on CysLTR by machine learning. Synthesis and in vitro characterization of a compu-
tationally favoured derivative confirmed successful application of this computer-aided SOSA
approach with markedly enhanced PPARa agonism and diminished potency on CysLTiR. The
successful workflow may now be applicable to structural optimization of other fatty acid
mimetic chemotypes.

Taken together, this thesis has obtained deep insights in the structure-activity relationships of
two novel RXR ligand chemotypes and achieved remarkable optimization in the field of RXR
modulators. The biphenyl-based scaffold has enabled progress in deciphering subtype- and
heterodimer-preference as an important basis for future studies. The systematic evaluation and
optimization of Wy14,643 (19) as nuclear receptor ligand yielded a set of three close analogues
with distinct pharmacological profiles, including one of the most advanced RXR agonists
currently available. With their superior physicochemical characteristics, these compounds form
a new class of RXR ligands which could unlock a variety of novel possibilities in RXR-based
research. With the implementation of an automated workflow for the structural refinement of
fatty acid mimetics, future optimization endeavours might be performed faster and with less
synthetic effort.
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engl.: high density lipo-
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engl.: low density lipo-
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Multiple Sklerose
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nukledrer Corepressor 1
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Oligodendrozyt
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Peroxisomen Proliferator-
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engl.: retinoic acid receptor
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Multiple Sklerose

engl.: relapsing remitting
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Retinoid X Rezeptor

Struktur-Wirkungs-
beziehung

engl.: structure-activity
relationship

Standardabweichung
engl.: standard deviation

Standardfehler
engl.: standard error of the
mean

dimpfender Mediator des
Retinoid- und Thyroid-
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retinoid and thyroid
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Steroidrezeptor Coaktivator
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engl.: thyroid-stimulating
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unter anderem
Vitamin D Rezeptor
Vollldnge
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ABSTRACT: The nuclear retinoid X receptors (RXRs) are
key ligand sensing transcription factors that serve as universal tu
nuclear receptor heterodimer partners and are thus involved in
numerous physiological processes. Therapeutic targeting of
RXRs holds high potential but available RXR activators suffer
from limited safety. Selectivity for RXR subtypes or for certain

t/?"/
RXR heterodimers are promising strategies for safer RXR
tBu 23

modulation. Here, we report systematic structure—activity '
relationship studies on biphenyl carboxylates as new RXR
ligand chemotype. We discovered specific structural mod-
ifications that enhance potency on RXRs, govern subtype
preference, and vary modulation of different RXR heterodimers. Fusion of these structural motifs enabled specific tuning of
subtype preferential profiles with markedly improved potency. Our results provide further evidence that RXR subtype selective
ligands can be designed and present a novel chemotype of RXR modulators that can be tuned for subtype and heterodimer
preferences.

KEYWORDS: Nuclear receptor, rexinoids, selectivity, neurodegeneration, cancer

he ligand-sensitive transcriptional regulator retinoid X Scheme 1. RXR Agonists Bexarotene (1a), 9-cis Retinoic
receptor (RXR)' has a unique role among nuclear Acid (1b), Selective RXRf Activator Valerenic Acid (2), and
receptors (NRs). As universal partner receptor, RXR forms Lead Compound 3

heterodimers with several NRs such as liver X receptors
(LXRs), peroxisome proliferator-activated receptors (PPARs),
farnesoid X receptor (FXR), and thyroid hormone receptors

(THRs), which respond to ligands of both partners in the ‘O O
dimer.” Thereby, RXR regulates numerous physiological COOH
processes ranging from cell differentiation over metabolic 1a

balance to inflammation.” To date, RXR has only a subordinate H: tBu

therapeutic relevance in cancer treatment with the pan-RXR

agonist bexarotene (la, Scheme 1) as sole drug approved O

synthetic RXR agonist. According to recent data, RXR may N tBu O

hold enormous potential for the treatment of neurodegener- 2 Coon 3 COOH

ative diseases.”” However, safety issues of available RXR

agonists concerning adverse effects on lipid homeostasis® and

thyroid hormone signaling6 prevent further exploration of RXR product valerenic acid (2)13 has been reported as a subtype

as therapeutic target in such indications. selective RXR ligand, to date. The failure to discover subtype
Ligands with selectivity for the three RXR subtypes (RXRa, selective RXR activators may in part be due to the limited

RXRf, and RXRy), which markedly differ in their expression number of diverse scaffolds' * that have been systematically

patterns, and/or for RXR heterodimers are putative strategies studied as RXR ligands, which mostly mimic the L-shape of 9-

to improve the safety of RXR modulators.”® However, the cis configured vitamin A metabolites such as 1b as putative

ligand binding sites of all three RXRs are identical in all pocket endogenous RXR ligands. He&e, we evaluate a new RXR liganfi
forming residues,” which renders the design of selective ligands chemotype derived from 3" that does not comprise this

a challenging endeavor. While some heterodimer preferential

RXR ligands have been described’”™'” demonstrating that Received: July 8, 2019
heterodimer selectivity can be achieved, little is known about Accepted: August 16, 2019
designing RXR subtype selectivity, and only the natural Published: August 16, 2019
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typical rexinoid geometry for its potential to overcome these
issues. We have conducted systematic structure—activity
relationship (SAR) studies (compounds 4—28) concerning
RXR potency, as well as subtype and heterodimer selectivity.
We discovered structural modifications enabling subtype and
heterodimer preference and developed markedly improved
descendants of 3 with specific RXR modulatory profiles.
Unsubstituted biphenyl-4-carboxylate (4) was commercially
available. RXR ligands $5—28 were prepared according to
Schemes 2—4 by Suzuki coupling from commercially available

Scheme 2. Synthesis of 5—8, 10, 11, 14—18, and 24“

- B(OH), 1 COOH
\©/ /©/HFCOOH @ R
* — T
|

R2
29a-j 30a-c R?
29a: R'=Me, R%=H 30a:n=0 5: R'=Me, R%=H, n=0
20b: R'=ipr,R%=H 3000 =1 6: R'=iPr, R%=H, n=0
20c: R'=tBu, R%=H 00 N=2 7: R'=tBu, R2=H, n=0
29d: R'=OMe, R?=H 8: R'=OMe, R?=H, n=0
29e: R'=0iPr, R%=H 10: R'=0iPr, R?=H, n=0
29f: R'=R?=Me 11: R'=R?=Me, n=0
29g: R'=R?=0OMe 14: R'=R?=OMe, n=0
29h: R'=R?=C| 15: R'=R?=Cl, n=0
29i: R'=R?=CF, 16: R'=R?=CF3, n=0
29j: R'=R2=tBu 17: R'=R%=tBu, n=1
18: R'=R?=tBu, n=2

24: R'=R?=CF3, n=1

“Reagents and conditions: (a) Pd(PPh,),, dioxane, H,O, rt, 3—42.5 h,
9—69%.

Scheme 3. Synthesis of RXR Ligands 9, 12, 13, 19 and 28“
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.
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201
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/©/COOEt
o O
OH)2
\©/ O COOH
COOH

29h 29j
19: R' = tBu, R = tBu
28:R'=CIl,R?=ClI

“Reagents and conditions: (a) Pd(PPh,),, dioxane, H,0, rt, 5.5 h,
26%; (b) LiOH, EtOH, H,O, THF, rt, 15—18 h, 74—84%; (c)
Pd(PPh,),, dioxane, H,O, rt, 3.5 h, 24%; (d) Pd(PPh,),, dioxane,
H,0, rt, 24 h, 71%; (e) Pd(PPh,),, dioxane, H,0, rt, 16 h, 4—16%.

aryl halides/aryl boronic acid pairs (Table S1) and blologlcally
characterized in specific Gal4 hybrid reporter gene assays'~ '’

for the RXRa, RXRf, and RXRy subtypes (Table 1). RXR
heterodimer modulation was studied using firefly reporter

1347

Scheme 4. Synthesis of RXR Ligands 20—23 and 25—27“
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R2
29h-j 30h-I 20: X=N, Y=CH, R'=tBu,
R%=tBu, R3>=COOH
21: X=CH, Y=N, R'=tBu,
29h: R'=R?=C| R2=tBu, R®>=COOH
29i: R'=R?=CF, 22: X=C-CHj, Y=CH, R'=tBu,

29j: R'=R2=tBu R2=tBu, R%=COOH

23: X=CH, Y=C-CHj, R'=tBu,
R?=tBu, R®>=COOH

25: X=CH, Y=C-CH3, R'=CFj,
R2=CF;, R®>=COOH

26: X=CH, Y=C-CH3, R'=CF3,
R?=CF,, R%=CH,COOH

27:X=CH, Y=C-CHj, R'=tBu,
R2=tBu, R3=CH,COOH

30h: X=N, Y=CH, R®=COOH

30i: X=CH, Y=N, R®=COOEt

30j: X=C-CH3, Y=CH, R®=COOH
30k: X=CH, Y=C-CHj3, R®>=COOH
301: X=CH, Y=C-CHj, R®=CH,COOH

“Reagents and conditions: (a) Pd(PPh;),, dioxane, H,O, rt, 14—48 h,
3-72%; (b) LiOH, EtOH, H,0, THF, rt, 15 h, 73%.

constructs where reporter gene expression is under the control
of human response elements for the full-length heterodimers
RXR:LXR and RXR:PPAR.'**"

Lead compound 3 has recently been reported as a RXR
activator with unusual linear scaffold and preference for the
RXRA and RXRy subtypes'* (Table 1, Figure S1). To
systematically study the SAR of 3 and analogues as RXR
ligands (Table 1), we first simplified the structure to the
unsubstituted biphenyl-4-carboxylate (4), which was inactive
on RXRs up to 30 yM, and the same held true for the 3'-
methylbiphenyl-4-carboxylate (5).

With the introduction of an isopropyl (6) or tert-butyl (7)
moiety in 3'-position, activity was recovered with a shift in the
subtype preference profile toward RXRa and RXRp, while
activity on RXRy was low. Therein, both 6 and 7 revealed
slight relative preference for RXRp in terms of stronger
activation efficacy on this subtype. Consistently, the small 3'-
methoxy derivative 8 was inactive up to 30 uM concentration,
while RXR agonism was recovered with increasing alkoxy
substituent size in 3’-ethoxy analogue 9 and 3'-isopropyloxy
derivative 10, which both were RXRa/RXRf activators. In
contrast to its alkyl counterpart 6, 10 had no pronounced
RXRf subtype-preference over RXRa. Notably, none of the
monosubstituted biphenylcarboxylates $—10 achieved an
activation efficacy on RXRy that was comparable to the strong
activity of 3 on this subtype, and while some tendencies for
RXRf} preference were observed, no structural variation had
enhanced potency on RXRs.

When 3’,5'-double substitutions as in 3 were reinstated,
small alkyl residues, i.e., 3’,5'-dimethyl (11) and 3',5'-diethyl
(12), achieved considerable potency on RXRs. Both
compounds displayed moderate preference for the RXRf
subtype concerning activation efficacy, which was more
pronounced for 11, while 12 had higher overall potency in
terms of lower ECs, values. With asymmetric 3’-tert-butyl-S'-
methyl substitution (13), subtype preference and activation
efficacy dropped markedly to a partial RXR agonistic profile.
3’,5'-Dimethoxyderivative 14 was inactive on RXRf and RXRy
at 30 uM but retained RXRa activation despite weak efficacy.
Double chlorine substitution (15) generated strong activity on
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Table 1. Biological Activity of 3 and Derivatives 4—28 on RXRs“

o
2 }:Y’ R RXRa RXRP RXRy
P S X Y ECso [uM] (fold act.)
3 Bu  MBu  -COOH cH cH (151;1*8}) (1711'1*1())'1 (1;‘;:1‘)"1
Cn o con o or [ e e
s W n oo ar ar | e
6 P H  -COOH cH CH oo’ ey’ aron
7 Bu H  -COOH cH cH oy (sia) ;‘t‘azcé'&
o owe n oot i on | e e
9 OBt H -COOH cH CcH (2121'1*1()"2 ?10;172) ;‘:3‘3%‘;‘;4
10 OPr H  -COOH cH cH aen . (esny ;‘:"2“3'&
11 Me Me  -COOH cH cH égf;f (19’37'?1()"2 ;‘t“‘;"é‘:’&
12 Et Et -COOH CH CH ?ﬁﬂ')l (63';’3')1 ;‘:azc(;‘:’;w
13 Bu  Me  -COOH cH cH Gosly (lszjio.g) ;‘t‘azcé‘:’l‘l"w
14 -OMe -OMe -COOH CH CH (zigjgf) ;‘t‘%c(;':’lid ;‘zzc(;‘:’l‘l’w
15 0 C  -COOH CH CH Geiyy  (oes) | Z30uM
16 CF: CF  -COOH cH cH Gow)  limah ey
17 Bu  Bu  -CHCOOH cH cH ?4‘}1*1‘))'01 ?iiti‘é) ?2'3;‘;')1
18 Bu  Mu  -CH:CH,COOH  CH cH (12511(;)2 ?9'1;2')2 (Sli,,zi "
19 Bu  MBu H cH cocoon | AT GEN 0w
20 Bu MBu  -COOH N CH ;‘:alcé‘:id ;‘t‘alc(;';id :tlalc(;l:ia
21 Bu  Bu  -COOH CcH N ;‘:al%‘:'l‘;\d :tlalc(;lﬁw ;‘:alc(;‘:'lid
22 Bu  Bu  -COOH CCH; CH :tlaf(;l:i/[ :tmlc(;l;i/l :tlalc(;l:;ifl
23 Bu  MBu  -COOH cH C-Cls ;‘:alcé‘:’li,[ (63;3:;(;.)8 ;‘t‘alc(;‘:‘l’w
24 CF: CF  -CH:COOH cH CH ?3.(’)/?1()).01 ?é;iil())'m ?2%1*1())'01
25 CF CF:  -COOH cH Cois (il (e a0
W owoon ncan |0 tmen hdor
27 Bu  Bu  -CH,COOH cH C-CHs ?f;tfgl) (72i81i5) ;‘:alcé‘&
8 c a H cH c-coo | o™ G a0

“ECy, and fold activation data are the mean + SD, n > 3. Fold activation refers to max. fold activation vs. 0.1% DMSO. inactive: no significant

activation at the indicated concentration.
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RXRa and RXRf but markedly diminished activity on RXRy.
Thereby, 3’,5'-dichlorobiphenyl-4-carboxylate (15) inverted
the subtype preferential profile of 3. Double trifluoromethyl
substitution (16) was favored by all RXRs and also conserved
slight preference for RXRf concerning activation efficacy.

These observations demonstrate that 3,5 -substituents affect
RXR subtype preference wherein bulky lipophilic residues were
most essential for RXRy activation, while the RXRa and RXRf
subtypes better tolerated smaller moieties. RXRf preference
was most pronounced for the 3'-isopropyl analogue 6, while
for dimethoxy derivative 14, activity was only observed on
RXRa, and 3’,5’-dichlorosubstitution (15) produced a RXRa/
RXRJ preferential profile, while the extraordinarily bulky 3',5’'-
di-tert-butyl substitution of 3 seemed sufficient to abrogate
activity on RXRa but was favored by RXRy.

We then focused on the SAR of the benzoic acid part. Chain
elongation by one carbon (17) was accompanied by a
remarkable gain in potency. Compared to 3, 17 was more
active by about a factor of 20. The further elongated propionic
acid homologue 18 did not follow this trend and was less active
than 17 suggesting that the arylacetic acid motif of 17
comprised an optimal length. Both, 17 and 18, conserved the
relative RXRf preference that was already observed for several
analogues of the series but failed to enhance it. When the
carboxylic acid was shifted from the 4-position (3) to the 3-
position (19), RXRy agonism dropped markedly, while
potency on RXRa was enhanced resulting in RXRa/RXRf
activation, which renders the 1,3-substitution geometry of 19
as another switch toward RXRa/RXRf preference.

Subsequently, we put our attention on the free positions of
the aryl carboxylic acid motif in 3. Introduction of a nitrogen
atom (20, 21) to eventually enhance polarity and solubility was
not tolerated in either position and a methyl substituent in
meta-position (22) to the acidic side chain abrogated activity
on all RXRs, as well. Methyl substitution in ortho-position
(23), however, had a remarkable impact on subtype selectivity,
as 23 exclusively activated RXRp. Thus, ortho-methylation
relative to the carboxylic acid residue as another switch to
subtype preference turned out to block RXRy modulation.

In an attempt to apply the obtained SAR knowledge for
structural optimization, we fused both potency supporting
modifications of 16 and 17 in trifluoromethyl-substituted
arylacetic acid 24, which was indeed endowed with markedly
enhanced potency on all RXRs. Compound 24 retained the
weak relative preference for RXRf but was also active on the
RXRa and RXRy subtypes.

We then aimed at designing a preferential RXRa/RXRp
modulator with enhanced potency by fusing the activity
promoting 3’,5'-bis(trifuormethyl) substitution (16) with the
RXRy disfavored ortho-methylarylcarboxylate moiety (23).
The resulting compound 25 was indeed inactive on RXRy,
while activity on RXRa and RXRf was conserved, which
further confirmed the value of the ortho-methyl substitution to
disrupt RXRy affinity. To improve the potency of this balanced
RXRa/RXRf preferential ligand 25, we then additionally
included the activity favored arylacetic acid motif resulting in
26. This triple combination of potency and selectivity
promoting structural elements produced high potency on
RXRa and RXRf and retained preference for these subtypes
over RXRy. Aiming to further enhance RXRp selectivity, we
incorporated the RXRy potency reducing ortho-methylarylcar-
boxylate motif (23), the RXRa disfavored di-tert-butylphenyl
moiety of 3, and the potency promoting acetic acid side chain
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(17) in 27, which indeed displayed pronounced RXRf
preference. However, 27 exhibited considerable toxicity at
concentrations above 10 uM preventing further character-
ization.

In addition, we combined the RXRa/RXRf preferential
structural elements of 15 (3’,5'-dichlorosubstitution) and 19
(biphenyl-3-carboxylate). The fused compound 28 achieved
no improvement in potency or efficacy on RXRa and RXRf
but fully retained preference over RXRy confirming that the
biphenyl-3-carboxylate geometry and the double chlorine
substitution are suitable motifs to abrogate RXRy agonism.

Our SAR studies on this new potent RXR ligand chemotype
(summarized in Scheme 5) demonstrate that the modulatory
activity of biphenylcarboxylates on RXRs can be tuned to
differential subtype preference by minor structural changes that
particularly result in remarkable differences in activation
efficacy (Figure 1, Figure S1). Therein, the carboxylic acid

g &g
R
3[20uM] | 6 61 38 0
11 [30 uM] | 25 (74 2
13120uM] |10 7 2 50
1520 pM] | 33 (60 3 100
16 [10 uM] |48 10
17 [5 uM] | 39 ;7| fold act.
19 [10 uM] | 32 4
23[10pM] | 3 31 1
24110 pm] |32 888 19
25[20 uM] |38 39 2
26 [1 pM] |24 (59 8
28 [30 uM] |24 34 3

Figure 1. Subtype preference profiles of selected RXR ligands. Heat
map shows mean fold activation at a concentration > ECy, as
indicated, n > 3. The corresponding dose—response curves are
displayed in Figure SI.

and its ortho-position as well as the terminal lipophilic
substitution pattern turned out to be key motifs of the
compound class to govern differential subtype preference
profiles. As exemplified in 24—28, these individual selectivity-
driving structural changes are compatible for combination in
fused molecules to tune subtype preference and promote
potency.

Particularly, compounds 13, 17, 23, 24, 26, and 28 were
discovered as potent novel RXR ligands with attractive subtype
preference profiles and, therefore, underwent selectivity
profiling over NRs related to RXRs in a broad panel of hybrid
reporter gene assays (Figure 2). All optimized biphenylacetic
acid derivatives 17, 24, 26, and 28 displayed favorable RXR
selectivity, which further highlights the acetic acid chain as a
favorable motif in this RXR ligand series. The asymmetric
partial RXR agonist 3'-tert-butyl-5'-methylbiphenyl-4-carbox-
ylate 13 as well as the biphenyl-3-methyl derivatives 23 and 26
in addition to RXRs activated the fatty acid sensing RARs and
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Figure 2. Selectivity profiles of 13, 17, 23, 24, 26, and 28 on nuclear
receptors (tested in Gal4 hybrid reporter gene assays). Heat map
shows mean fold activation vs DMSO (0.1%), n > 2. RXR activation
data is shown for comparison.

PPARs with weak efficacy and turned out less selective. The
activity of 17, 24, and 26 on RXRs in the Gal4 hybrid reporter
gene assays was blocked by the well characterized RXR
antagonist HX531,”° which conclusively confirmed their RXR
mediated activity (Figure S2). Exemplary further in vitro
characterization of the most active RXR activator 24
demonstrated acceptable solubility for a fatty acid mimetic*'
rexinoid (24, 1.15 mg/L; 1a, 0.3 mg/L'’) and favorably high
stability against microsomal degradation (Figure S3).

RXRs act as universal heterodimer partners for numerous
ligand-activated transcription factors, which partly mediate the
side effects of RXR agonists such as RXR:LXR induced
hyperlipidemia.”” Therefore, RXR ligands comprising selectiv-
ity for certain RXR heterodimers may hold strong therapeutic
potential and provide improved safety, as well. To evaluate
whether the biphenylcarboxylate RXR ligand scaffold is also
suitable to design RXR heterodimer preferential agents, we
studied 13, 17, 24—26, and 28 at concentrations above their
ECyys on RXRs for their activity on the human heterodimers
RXR:LXR and RXR:PPARy (Figure 3, Figure S4). The
reference RXR agonist bexarotene (la) strongly activated
both heterodimers in this setting and demonstrated marked
synergy with LXR and PPARy agonists observed by super-
additive effects.

Partial RXR agonist 13, which is characterized by low
activation efficacy on RXRa and RXRp, failed to activate either
heterodimer but blocked activation of both by specific agonists
of the partner receptors. Especially RXR:PPARy activation by
rosiglitazone was strongly reduced in the presence of 13. This
profile agrees with the compound’s partial agonism, which
entails partial antagonism. The markedly more efficacious pan-

1350

14
r <
X 0O
- Q
X o
xX X
X o
13 [20 uM] | 87 91 100
17 [5 uM] | 89 173 200
24 [10 uM] |132 300
2520 uM] | 71 84 400
26 [10 uM] | 63 139 o .
%o activation
28 [25 uM] | 67 82 (vs. DMSO)
1a [0.3 pM] 200
reference agonist 224
13 [20 pM] |70 46 ’;88
gg 17 [5 uM] | 82 108 300
S 2410 pM] |127 154 400
S5 500
g(g + 25[20 uM] | 71 46 600
23  26[10uM] |64 84 N
SE % activation
2 28 [25 uM] |42 42 (vs. agonist)
1a [0.3 uM]
reference agonist |100 100

Figure 3. RXR ligands 13, 17, 24—26, and 28 display different
activities on the RXR heterodimers RXR:LXR and RXR:PPARy.
Upper panel shows mean relative activation vs DMSO (0.1%), lower
panel shows mean relative synergistic activation in the presence of
reference agonist T0901317 (1 M, LXR) or rosiglitazone (1 uM,
PPARy). Heat maps show the mean of three independent experiments
conducted in duplicates. See Figure S4 for data distribution.

Scheme 5. Summarized SAR of Biphenylcarboxylates on
RXRs

chain elongation to arylacetic

nitrogen is not tolerated in the acid is favored by all RXRs

arylcarboxylate moiety

™

ortho-methylation and 3-carboxylate
bulky alkyl and haloalkyl residues promote abrogate activity on RXRy
potency on all RXRs,
3',5"-di-tert-butyl promotes RXRy agonism and
abrogates activity on RXRa
3',5'-dichlorosubstitution favors RXRa. and RXRpB

meta-methylation is not tolerated

RXR activator 17, in contrast, strongly activated RXR:PPARy,
while it did not affect rosiglitazone-mediated RXR:PPARy
activation. On RXR:LXR, 17 was indifferent alone and in the
presence of LXR agonist T0901317. The optimized pan-RXR
agonist 24 also in the heterodimer setting turned out to be the
most active RXR agonist and strongly activated the
RXR:PPARy heterodimer with higher efficacy than the
PPARy agonist rosiglitazone and behaved additive with the
PPARy activator. In addition, 24 slightly activated RXR:LXR
and enhanced the activity of T0901317, but its efficacy on
RXR:PPARy was markedly higher. Compounds 25 and 28
neither activated RXR:LXR nor RXR:PPARy but repressed
activation of both heterodimers by their respective agonists,
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particularly in the case of RXR:PPARy. The ortho-methyl-
biphenyl-4-acetic acid derivative 26 activated RXR:PPARy
without showing synergy with rosiglitazone but blocked
RXR:LXR activity.

These observations on RXR heterodimer modulation also
indicate preliminary SAR lessons for heterodimer preference.
Compounds 24 and 26, which differ only in the presence of an
ortho-methyl substitution in 26, displayed marked difference in
RXR activation. While 24 activated both heterodimers and
showed synergy with the agonists, 26 displayed a repressor
profile on RXR:LXR and only weakly activated RXR:PPARy
without synergy. The ortho-methyl residue, thus, had a
remarkable effect on heterodimer preference, too. Similar
observations for a single methyl moiety have been reported for
other RXR:LXR sparing RXR ligands.” Shortening the acidic
chain from phenylacetic acid in 26 to aryl carboxylate 25
further reduced activating activity on RXR:PPARy. Moreover,
bulky lipophilic residues (17, 24, and 26) appear favored for
RXR:PPARy activation over smaller substituents (13 and 28).
Structural modifications on the biphenylcarboxylate scaffold,
thus, not only govern RXR subtype preference but can also be
employed to tune RXR heterodimer specific activity.

To provide a structural basis for future optimization of
biphenyl-based RXR modulators, we solved the X-ray structure
of the RXRa LBD in complex with 24 (PDB-ID: 6SJM; Figure
4, Table S2). Compound 24 binds in the classical orthosteric
site, which is also addressed by classical rexinoids such as la
but with distinctive binding properties. The carboxylate moiety
of 24 engages the typical anchoring ionic contact with Arg316
at the end of the RXR ligand binding site, and the biphenyl
scaffold is entirely surrounded by lipophilic residues with the
upper aromatic ring forming an edge-to-face contact to
Phe313. The binding site of 24 is defined by helices 2, 6, 7,
and 11, but in contrast to known RXR activators, 24 does not
extend toward helix 12. This unique binding mode
demonstrates that the typical L-shape of most RXR ligands is
not essential for RXR activation. This confined binding site
occupation provides room for structure-based optimization but
may also explain the distinctive biological activity of this new
RXR ligand chemotype.

With the opportunity to structurally control RXR subtype
and heterodimer preference, the biphenylcarboxylate chemo-
type of RXR ligands holds potential to serve as scaffold for the
development of innovative RXR ligands to overcome safety
and selectivity issues of classical rexinoids. While some
heterodimer specific RXR agonists have been developed
previously”™'* as essential steps to further explore the
therapeutic potential of these essential nuclear receptors,
systematic studies on RXR subtype selectivity are rare. Here we
demonstrate that minor structural modifications can have
remarkable effect on RXR subtype preference. After the recent
discovery of valerenic acid'® as selective RXRf3 agonist, we
thereby provide further evidence that RXRs can be modulated
in a subtype selective fashion with small molecules.

B EXPERIMENTAL PROCEDURES

General. All final compounds for biological evaluation had a purity
of >95% according to HPLC—UYV analysis at wavelengths of 245 and
280 nm.

2-(3',5’-bis(Trifluoromethyl)-(1,1’-biphenyl)-4-yl)acetic Acid
(24). 2-(4-Iodophenyl)acetic acid (30b, 0.39 g, 1.5 mmol, 1.0 equiv),
3,5-bis(trifluoromethyl)benzeneboronic acid (29i, 0.46 g, 1.8 mmol,
1.2 equiv), and sodium carbonate (0.57 g, 5.4 mmol, 3.6 equiv) were
dissolved in dioxane (10 mL) and water (2.5 mL). The mixture was
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Figure 4. X-ray structure of the RXRa LBD in complex with 24
(blue). Helix 12 (activation function) is depicted in green. PDB-ID:
6SJM. (a) Full RXR LBD; inset shows omitted |Fgl — IF¢l electron
density map contoured at 3¢ for the bound ligand. (b) Binding site
view. Figures were prepared using UCSF Chimera.””

stirred at room temperature for 10 min, while the solvents were
degassed with argon. Then, Pd(PPh,), (0.086 g, 0.07S mmol, 0.050
equiv) was added, and the mixture was stirred under reflux for 3 h.
The resulting mixture was cleared over Celite 535, 20 mL of EtOAc
and 10 mL of HOAc were added, and phases were separated. The
organic layer was washed with 2 N HCl (10 mL) and dried over
MgSO,, and the solvents were removed in vacuum. Further
purification was performed by column chromatography with
hexane/EtOAc/HOAc (83:15:2) as mobile phase and recrystalliza-
tion from EtOAc to obtain 24 as colorless solid (45 mg, 8.6%). R;
(hexane/EtOAc/HOAc = 83:15:2) = 0.26. '"H NMR (500 MHz,
acetone-dg): § = 8.29 (s, 2H), 8.02 (s, 1H), 7.83—7.80 (m, 2H), 7.51
(d, J = 8.4 Hz, 2H), 3.74 (s, 2H). *C NMR (126 MHz, acetone-dy):
§ = 17251, 144.19, 137.16, 137.04, 132.66, 131.27, 128.23, 125.62,
123.46, 121.56, 40.83. HRMS (MALDI): m/z calculated 348.05795
for C;¢H;00,F¢; found 348.05931 ([M]*).
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Figure S1. Activity profiles (dose-response) of important biphenylcarboxylate based RXR
ligands on RXRa (red), RXRp (green) and RXRYy (blue). Data are the mean + S.E.M.; n23.
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Figure S2. Activity profiles (dose-response) of the most potent biphenylcarboxylate based
RXR ligands on RXRa, RXRp and RXRYy alone and in competition with 1 uM of RXR antagonist
HX531. Data are the mean + S.E.M.; n=3.
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Figure S3. Stability of 24 against microsomal degradation by Wistar rat liver microsomes. 7-
Ethoxycoumarin (7-EC) as control. Data are the mean + S.E.M., n=3.

S4



wr L] z1e10601 [Wr 1] suozeyBisoy

i goler | wieolel |z
wigzlgz |= wigzlgz | =
ooz | = Wiollez | @
wiozlsz | & [wri ozl sz | &
ol vz |8 [wr o1] vz m,
wriglzy |7 wrtslzr |8
[art ozl €4 [wrozler |+

S 8 8 g ° S ¢ 8 8 ¢ °

ﬂw_comm 20UBJa)al 'SA uw_comm 2ouslJajal 'SA
uoneAloe YX1-dXd % uohenloe 4vydd-dxXd %

[%1°0] OSWQa [%1 0] oswa
Wr 1] 2110601 [Wr ] suozeyBisoy
[Wr g0l el [wr g0l el
[wr gzl 82 [wr gzl 82
Wi oLl 9z Wi oll 9z
W ozl sz [wr ozl sz
Wi oLl v Wi oLl vz
wri gl 21 nr gl 21
[wr ozl €1 [ ozl €1

g § 8 8 8 ° g 8§ & 8 °

OSWA %10 SA
uoleAnoe ¥XT:HXY %

OSA %10 'sA
UOREBAIOE YV dd-dXH %
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Table S1. Compounds 5-27 and their corresponding starting materials/building blocks for
Suzuki coupling. Synthesis of 9, 13 and 21 additionally involved alkaline ester hydrolysis.
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Table S2. Data collection and refinement statistics for DYRK1A-FC162 structure.

Complex

RXRa-24

PDB accession code

6SIM

Data Collection
Resolution? (A)

Spacegroup

Cell dimensions

No. unique reflections?
Completeness? (%)

l/ol2

45.25-2.52 (2.66-2.52)
P 43212

a=b=64.0,c=109.6 A

a, B,y =90.0°
8,101 (1,164)
99.2 (100.0)
12.7 (2.1)

Rmerge? (%0) 0.071 (0.992)
CC (1/2) 0.998 (0.777)
Redundancy? 7.3(7.7)
Refinement

No. atoms in refinement 1,674/ 106/ 24/ 4
(RXR/pep/L/O)°

B factor (RXR/pep/L/O) (A2) | 80/ 89/ 84/ 63
Ract (%) 20.5

Riree (%) 24.7

rms deviation bonde (A) 0.010

rms deviation angle® (°) 1.2
Molprobity Ramachandran

Favour (%) 96.4

Allowed (%) 0

aValues in brackets show the statistics for the highest resolution shells.

b RXR/pep/L/O indicate RXRa protein, coactivator peptide, ligand molecules presented in the active sites, and
other (water and solvent molecules), respectively.

¢rms indicates root-mean-square.
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Chemistry

General

All chemicals and solvents were of reagent grade and used without further purification unless
otherwise specified. All reactions were conducted in oven-dried glassware under argon
atmosphere and in absolute solvents. NMR spectra were recorded on a Bruker AV 300, Bruker
AV 400 or a Bruker AV 500 spectrometer (Bruker Corporation, Billerica, MA, USA). Chemical
shifts (&) are reported in ppm relative to TMS as reference; approximate coupling constants (J)
are shown in Hertz (Hz). Mass spectra were obtained on a VG Platform Il (Thermo Fischer
Scientific, Inc., Waltham, MA, USA) using electrospray ionization (ESI). High resolution mass
spectra were recorded on a MALDI LTQ ORBITRAP XL instrument (Thermo Fisher Scientific).
Compound purity was analyzed on a Waters 600 Contoller HPLC using a Waters 2487 Dual
Absorbance Detector and Waters 717 plus Autosampler or Hitachi Chromaster with a 5160
pump system, using a DAD 5430 and 5260 Autosampler both equipped with a MultoHigh100
RP18-5 y 250x4 mm column (CS-Chromatographie Service GmbH, Langerwehe, Germany)
using a gradient (H.O+0.1% formic acid/MeOH 80:20 isocratic for 5 min to MeOH after
additional 45 min and MeOH for additional 10 min) at a flow rate of 1 mL/min and UV-detection
at 245 nm and 280 nm (method A) or using a gradient (H.O+0.1% formic acid/MeOH 60:40
isocratic for 5 min to MeOH after additional 25 min and MeOH for additional 10 min) at a flow
rate of 1 mL/min and UV-detection at 245 nm and 280 nm (method B).

All final compounds for biological evaluation had a purity of >95% according to HPLC-UV
analysis at wavelengths 245 and 280 nm.

Synthesis and analytical characterization
3'-Methyl-(1,1'-biphenyl)-4-carboxylic acid (5)

4-lodobenzoic acid (30a, 0.30g, 1.2 mmol, 1.0 eq), 3-methylbenzeneboronic acid (29a,
0.20 g, 1.4 mmol, 1.2 eq) and sodium carbonate (0.40 g, 3.6 mmol, 3.0 eq) were dissolved in
dioxane (10 ml) and water (2.5 ml). The mixture was stirred at room temperature for 10 min
while the solvents were degassed with argon. Then, Pd(PPhs). (0.069 g, 0.060 mmol,
0.050 eq) was added and the mixture was stirred under reflux for 14 hours. The resulting
mixture was cleared over celite 535, 20 ml EtOAc and 10 ml HOAc were added, and the
phases were separated. The organic layer was washed with 2 N HCI (10 ml) and dried over
MgSOs,, and the solvents were removed in vacuum. Further purification was performed by
column chromatography with hexane/EtOAc/HOAc (86:12:2) as mobile phase to obtain 5 as
colorless solid (60 mg, 24%). R¢ (hexane/EtOAc/HOAC = 86:12:2) = 0.34. *H NMR (500 MHz,
DMSO-ds): & = 13.00 (s, 1H), 8.01 (d, J = 8.4 Hz, 2H), 7.78 (d, J = 8.5 Hz, 2H), 7.55 (s, 1H),
7.52(d,J = 7.8 Hz, 1H), 7.38 (t, J = 7.6 Hz, 1H), 7.23(d, J = 7.5 Hz, 1H), 2.39 (s, 3H). 3C NMR
(126 MHz, DMSO-ds): 6 = 167.18, 144.43, 139.00, 138.30, 129.93, 129.58, 128.99, 128.94,
127.61, 126.79, 124.09, 21.09. HRMS (MALDI): m/z calculated 212.08318 for C14H1.0- found
212.08295 ([M*]).
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3'-iso-Propyl-(1,1'-biphenyl)-4-carboxylic acid (6)

4-lodobenzoic acid (30a, 0.30 g, 1.2 mmol, 1.0 eq), 3-isopropylbenzeneboronic acid (29b,
0.24 g, 1.4 mmol, 1.2 eq) and sodium carbonate (0.40 g, 3.6 mmol, 3.0 eq) were dissolved in
dioxane (10 ml) and water (2.5 ml). The mixture was stirred at room temperature for 10 min
while the solvents were degassed with argon. Then, Pd(PPhs)s (0.069 g, 0.060 mmol,
0.050 eq) was added and the mixture was stirred under reflux for 5.5 hours. The resulting
mixture was cleared over celite 535, 20 ml EtOAc and 10 ml HOAc were added, and the
phases were separated. The organic layer was washed with 2 N HCI (10 ml) and dried over
MgSOs4, and the solvents were removed in vacuum. Further purification was performed by
column chromatography with hexane/EtOAc/HOAc (89:9:2) as mobile phase to obtain 6 as
colorless solid (0.20 g, 69%). R¢ (hexane/EtOAc/HOAC = 89:9:2) = 0.35. *H NMR (500 MHz,
DMSO-ds): 6 =12.96 (s, 1H), 8.02 (d, J = 8.4 Hz, 2H), 7.79 (d, J = 8.4 Hz, 2H), 7.57 (s, 1H),
752 (d, J=7.8Hz, 1H), 7.41 (t, J=7.6 Hz, 1H), 7.29 (d, J=7.6 Hz, 1H), 2.97 (hept,
J=6.9 Hz, 1H), 1.25 (d, J = 6.9 Hz, 6H). 3C NMR (126 MHz, DMSO-dg): d = 167.22, 149.32,
144.68, 139.12, 129.96, 129.52, 129.11, 126.91, 126.29, 125.11, 124.57, 33.57, 23.91. HRMS
(MALDI): m/z calculated 241.12216 for C16H170- found 241.12231 ([M+H]").

3'-tert-Butyl-(1,1'-biphenyl)-4-carboxylic acid (7)

4-lodobenzoic acid (30a, 0.30g, 1.2 mmol, 1.0 eq), 3-tert-butylbenzeneboronic acid (29c,
0.26 g, 1.4 mmol, 1.2 eq) and sodium carbonate (0.40 g, 3.6 mmol, 3.0 eq) were dissolved in
dioxane (10 ml) and water (2.5 ml). The mixture was stirred at room temperature for 10 min
while the solvents were degassed with argon. Then, Pd(PPhs)s (0.069 g, 0.060 mmol,
0.050 eq) was added and the mixture was stirred under reflux for 5.5 hours. The resulting
mixture was cleared over celite 535, 20 ml EtOAc and 10 ml HOAc were added, and the
phases were separated. The organic layer was washed with 2 N HCI (10 ml) and dried over
MgSOQO,, and the solvents were removed in vacuum. Further purification was performed by
column chromatography with hexane/EtOAc/HOAc (95:3:2) as mobile phase to obtain 7 as
colorless solid (55 mg, 18%). Rf(hexane/EtOAc/HOAc = 95:3:2) =0.2. *H NMR (500 MHz,
DMSO-ds): 8 =12.93 (s, 1H), 8.02 (d, J=8.3 Hz, 2H), 7.79 (d, J=8.4 Hz, 2H), 7.69 (t,
J=1.6 Hz, 1H), 7.53 - 7.50 (m, 1H), 7.47 — 7.40 (m, 2H), 1.34 (s, 9H). *C NMR (126 MHz,
DMSO-ds): © =167.20, 151.50, 144.92, 138.89, 129.94, 129.49, 128.84, 126.98, 125.22,
124.29, 123.85, 34.60, 31.15. HRMS (MALDI): m/z calculated 254.13013 for C17H1s0- found
254.13017 ([M*]).

3'-Methoxy-(1,1'-biphenyl)-4-carboxylic acid (8)

4-lodobenzoic acid (30a, 0.30 g, 1.2 mmol, 1.0 eq), 3-methoxybenzeneboronic acid (29d,
0.22 g, 1.4 mmol, 1.2 eq) and sodium carbonate (0.40 g, 3.6 mmol, 3.0 eq) were dissolved in
dioxane (10 ml) and water (2.5 ml). The mixture was stirred at room temperature for 10 min
while the solvents were degassed with argon. Then, Pd(PPhs). (0.069 g, 0.060 mmol,
0.050 eq) was added and the mixture was stirred under reflux for 5.5 hours. The resulting
mixture was cleared over celite 535, 20 ml EtOAc and 10 ml HOAc were added, and the
phases were separated. The organic layer was washed with 2 N HCI (10 ml) and dried over
MgSOs,, and the solvents were removed in vacuum. Further purification was performed by

column chromatography with hexane/EtOAc/HOAc (87:11:2) as mobile phase to obtain 8 as
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white solid (25 mg, 9%). R:(hexane/EtOAc/HOAc =87:11:2)=0.2. H NMR (500 MHz,
DMSO-ds): 6=12.96 (s, 1H), 8.01 (d, J=8.4 Hz, 2H), 7.80 (d, J=8.4 Hz, 2H), 7.41 (t,
J=7.9Hz, 1H), 7.29 (d, J = 8.2 Hz, 1H), 7.26 — 7.24 (m, 1H), 7.01 - 6.97 (m, 1H), 3.83 (s, 3H).
13C NMR (126 MHz, DMSO-ds): & = 167.16, 159.82, 144.21, 140.55, 130.18, 129.91, 129.77,
126.96, 119.29, 114.00, 112.37, 55.22. HRMS (MALDI): m/z calculated 229.08592 for
C14H1305 found 229.008671 ([M+H]").

3'-Ethoxy-(1,1'-biphenyl)-4-carboxylic acid (9)

Ethyl 3'-ethoxy-(1,1'-biphenyl)-4-carboxylate (31, 80 mg, 0.29 mmol, 1.0 eq) was dissolved in
a mixture of THF (5.0 mL) and EtOH (1.0 mL). LiOH (0.061 g, 1.5 mmol, 5.0 eq) was dissolved
in water (1.5 mL) and added to the solution. The mixture was stirred for 18 h at room
temperature. The organic solvents were removed in vacuum and 2 N HCI (5.0 mL) was added
to precipitate 9, which was filtrated and isolated as a white solid (60 mg, 84%). 'H NMR
(500 MHz, acetone-dg): 6 =8.09 (d, J=8.5 Hz, 2H), 7.76 (d, J=8.5Hz, 2H), 7.38 {t,
J=79Hz, 1H), 7.28-7.25 (m, 1H), 7.24-7.22 (m, 1H), 6.97-6.94 (m, 1H), 4.12 (q,
J=7.0Hz, 2H), 1.38 (t, J = 7.0 Hz, 3H). *C NMR (126 MHz, acetone-ds): = 168.29, 160.44,
145.77, 142.09, 131.05, 130.95, 130.87, 127.70, 120.09, 115.01, 113.91, 64.07, 15.06. HRMS
(MALDI): m/z calculated 243.10157 for C15H1503 found 243.10157 ([M+H]").

3'-(Propan-2-yloxy)-(1,1'-biphenyl)-4-carboxylic acid (10)

4-lodobenzoic acid (30a, 0.37 g, 1.5 mmol, 1.0 eq), 3-isopropyloxybenzeneboronic acid (29e,
0.30 g, 1.8 mmol, 1.2 eq) and sodium carbonate (0.48 g, 4.5 mmol, 3.0 eq) were dissolved in
dioxane (10 ml) and water (2.5 ml). The mixture was stirred at room temperature for 10 min
while the solvents were degassed with argon. Then, Pd(PPhs)s (0.087 g, 0.075 mmol,
0.050 eq) was added and the mixture was stirred under reflux for 6 hours. The resulting mixture
was cleared over celite 535, 20 ml EtOAc and 10 ml HOAc were added, and the phases were
separated. The organic layer was washed with 2 N HCI (10 ml) and dried over MgSQ4, and the
solvents were removed in vacuum. Further purification was performed by column
chromatography with hexane/EtOAc/HOAc (87.5:10.5:2) as mobile phase to obtain 10 as pale
yellow solid (0.19 g, 49%). R (hexane/EtOAc/HOAC = 87.5:10.5:2) = 0.28. *H NMR (500 MHz,
DMSO-ds): 6=8.02 (d, J=8.5Hz, 2H), 7.79 (d, J=8.5Hz, 2H), 7.57 (s, 1H), 7.52 (d,
J=7.7Hz, 1H), 7.41 (t, J = 7.6 Hz, 1H), 7.30 (d, J = 7.6 Hz, 1H), 3.02 — 2.92 (m, 1H), 1.25 (d,
J =6.9 Hz, 6H). 13C NMR (126 MHz, DMSO-ds): 6 = 167.21, 149.31, 144.66, 139.12, 129.95,
129.53, 129.09, 126.90, 126.28, 125.11, 124.57, 33.56, 23.90. HRMS (MALDI): m/z calculated
257.11722 for C16H1703 found 257.11729 ([M+H]").

3',5'-Dimethyl-(1,1'-biphenyl)-4-carboxylic acid (11)

4-lodobenzoic acid (30a, 0.37 g, 1.5 mmol, 1.0 eq), 3,5-dimethylbenzeneboronic acid (29f,

0.27 g, 1.8 mmol, 1.2 eq) and sodium carbonate (0.48 g, 4.5 mmol, 3.0 eq) were dissolved in

dioxane (10 ml) and water (2.5 ml). The mixture was stirred at room temperature for 10 min

while the solvents were degassed with argon. Then, Pd(PPhs)s (0.087 g, 0.075 mmol,

0.050 eq) was added and the mixture was stirred under reflux for 5 hours. The resulting mixture

was cleared over celite 535, 20 ml EtOAc and 10 ml HOAc were added, and the phases were
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separated. The organic layer was washed with 2 N HCI (10 ml) and dried over MgSQ4, and the
solvents were removed in vacuum. Further purification was performed by column
chromatography with hexane/EtOAc/HOACc (89:9:2) as mobile phase to obtain 11 as white solid
(80 mg, 24%). R:(hexane/EtOAc/HOAc =89:9:2) = 0.34. 'H NMR (500 MHz, acetone-dg):
6=8.11 (d, J=8.5Hz, 2H), 7.75 (d, J = 8.5 Hz, 2H), 7.33 (s, 2H), 7.05 (s, 1H), 2.36 (s, 6H).
13C NMR (126 MHz, acetone-dg): & = 167.65, 146.49, 140.60, 139.25, 131.00, 130.55, 130.06,
127.73, 125.81, 21.37. HRMS (MALDI): m/z calculated 227.10666 for CisHi50, found
227.10655 ([M+H]).

3',5'-Diethyl-(1,1'-biphenyl)-4-carboxylic acid (12)

1-Bromo-3,5-diethylbenzene (30e, 0.27 g, 1.3 mmol, 1.0 eq), 4-boronobenzoic acid (29I,
0.25 g, 1.5 mmol, 1.2 eq) and sodium carbonate (0.40 g, 3.8 mmol, 3.0 eq) were dissolved in
dioxane (10 ml) and water (2.5 ml). The mixture was stirred at room temperature for 10 min
while the solvents were degassed with argon. Then, Pd(PPhs). (0.069 g, 0.060 mmol,
0.050 eq) was added and the mixture was stirred under reflux for 3.5 hours. The resulting
mixture was cleared over celite 535, 20 ml EtOAc and 10 ml HOAc were added, and the
phases were separated. The organic layer was washed with 2 N HCI (10 ml) and dried over
MgSOs4, and the solvents were removed in vacuum. Further purification was performed by
column chromatography with hexane/EtOAc/HOAc (89:9:2) as mobile phase to obtain 12 as
yellow solid (80 mg, 24%). R:(hexane/EtOAc/HOAc =89:9:2) =0.3. 'H NMR (500 MHz,
acetone-dg): 6 =8.12 (d, J = 8.6 Hz, 2H), 7.78 (d, J = 8.6 Hz, 2H), 7.38 (s, 2H), 7.12 (s, 1H),
2.69 (q, J = 7.6 Hz, 4H), 1.26 (t, J = 7.6 Hz, 6H). *C NMR (126 MHz, acetone-ds): d = 167.69,
146.71, 145.85, 140.74, 131.01, 129.97, 128.27, 127.80, 124.98, 29.47, 16.18. HRMS
(MALDI): m/z calculated 255.13796 for C17H190- found 255.13810 ([M+H]").

3'-tert-Butyl-5'-methyl-(1,1'-biphenyl)-4-carboxylic acid (13)

Ethyl 3'-tert-butyl-5'-methyl-(1,1'-biphenyl)-4-carboxylate (32, 0.15 g, 0.49 mmol, 1.0 eq) was
dissolved in a mixture of THF (5.0 mL) and EtOH (1.0 mL). LiOH (0.11 g, 2.5 mmol, 5.0 eq)
was dissolved in water (1.5 mL) and added to the solution. The mixture was stirred for 15 h at
room temperature. The organic solvents were removed in vacuum and 2 N HCI (5.0 mL) was
added to precipitate 13, which was filtrated and isolated as a white solid (0.10 g, 74%). 'H NMR
(500 MHz, DMSO-dg): 6 = 7.96 (d, J = 8.3 Hz, 2H), 7.59 (d, J = 8.3 Hz, 2H), 7.43 (s, 1H), 7.29
(s, 1H), 7.21 (s, 1H), 2.36 (s, 3H), 1.32 (s, 9H). 3C NMR (126 MHz, DMSO-de): 5 = 168.70,
151.23, 141.96, 139.76, 137.61, 129.71, 125.91, 125.22, 124.79, 120.88, 34.44, 31.24, 21.37.
HRMS (MALDI): m/z calculated 269.15361 for CisH2:0, found 269.15345 ([M+H]*).

3',5'-Dimethoxy-(1,1'-biphenyl)-4-carboxylic acid (14)

4-lodobenzoic acid (30a, 0.37 g, 1.5 mmol, 1.0 eq), 3,5-dimethoxybenzeneboronic acid (299,
0.33 g, 1.8 mmol, 1.2 eq) and sodium carbonate (0.48 g, 4.5 mmol, 3.0 eq) were dissolved in
dioxane (10 ml) and water (2.5 ml). The mixture was stirred at room temperature for 10 min
while the solvents were degassed with argon. Then, Pd(PPhs)s (0.087 g, 0.075 mmol,
0.050 eq) was added and the mixture was stirred under reflux for 6 hours. The resulting mixture
was cleared over celite 535, 20 ml EtOAc and 10 ml HOAc were added, and the phases were
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separated. The organic layer was washed with 2 N HCI (10 ml) and dried over MgSQs, and the
solvents were removed in vacuum. Further purification was performed by column
chromatography with hexane/EtOAc/HOAc (87:11:2) as mobile phase to obtain 14 as brown
solid (90 mg, 23%). Rf (hexane/EtOAc/HOAc = 87:11:2) = 0.1. *H NMR (500 MHz, acetone-
ds): 6 =8.10 (d, J =8.5Hz, 2H), 7.79 (d, J =8.4 Hz, 2H), 6.86 (d, J=2.2 Hz, 2H), 6.55 (t,
J=2.2 Hz, 1H), 3.87 (s, 6H). *C NMR (126 MHz, acetone-ds): d = 167.43, 162.37, 146.23,
142.79, 130.96, 130.43, 127.95, 106.09, 100.88, 55.76. HRMS (MALDI): m/z calculated
259.09649 for C1sH1504 found 259.09675 ([M+H]").

3',5'-Dichloro-(1,1'-biphenyl)-4-carboxylic acid (15)

4-lodobenzoic acid (30a, 0.37 g, 1.5 mmol, 1.0 eq), 3,5-dichlorobenzeneboronic acid (29h,
0.34 g, 1.8 mmol, 1.2 eq) and sodium carbonate (0.48 g, 4.5 mmol, 3.0 eq) were dissolved in
dioxane (10 ml) and water (2.5 ml). The mixture was stirred at room temperature for 10 min
while the solvents were degassed with argon. Then, Pd(PPhs). (0.087 g, 0.075 mmol,
0.050 eq) was added and the mixture was stirred under reflux for 5.5 hours The resulting
mixture was cleared over celite 535, 20 ml EtOAc and 10 ml HOAc were added, and the
phases were separated. The organic layer was washed with 2 N HCI (10 ml) and dried over
MgSOs4, and the solvents were removed in vacuum. Further purification was performed by
column chromatography with hexane/EtOAc/HOACc (84:14:2) as mobile phase to obtain 15 as
colorless solid (0.16 g, 40%). Rs (hexane/EtOAc/HOAC = 84:14:2) = 0.33. *H NMR (500 MHz,
DMSO-ds): 6 =8.02 (d, J =8.3 Hz, 2H), 7.87 (d, J =8.1 Hz, 2H), 7.81 (s, 2H), 7.65 (s, 1H).
13C NMR (126 MHz, DMSO-ds): & = 166.99, 142.56, 141.18, 134.82, 130.94, 129.97, 127.65,
127.30, 125.76. HRMS (MALDI): m/z calculated 266.99741 for C13HsCl.O, found 266.99759
(IM+H]").

3',5'-Bis(trifluoromethyl)-(1,1'-biphenyl)-4-carboxylic acid (16)

4-lodobenzoic acid (30a, 0.37 g, 1.5 mmol, 1.0 eq), 3,5-bis(trifluoromethyl)benzeneboronic
acid (29i, 0.46 g, 1.8 mmol, 1.2 eq) and sodium carbonate (0.48 g, 4.5 mmol, 3.0 eq) were
dissolved in dioxane (10 ml) and water (2.5 ml). The mixture was stirred at room temperature
for 10 min while the solvents were degassed with argon. Then, Pd(PPhs), (0.087 g,
0.075 mmol, 0.050 eq) was added and the mixture was refluxed for 42.5 hours. The resulting
mixture was cleared over celite 535, 20 ml EtOAc and 10 ml HOAc were added, and the
phases were separated. The organic layer was washed with 2 N HCI (10 ml) and dried over
MgSQO,, and the solvents were removed in vacuum. Further purification was performed by
column chromatography with hexane/EtOAc/HOAc (90:8:2) as mobile phase to obtain 16 as
colorless solid (0.21 g, 42%). R¢ (hexane/EtOAc/HOAc = 90:8:2) = 0.29. *H NMR (500 MHz,
DMSO-ds): & = 12.84 (s, 1H), 8.39 (s, 2H), 8.14 (s, 1H), 8.07 - 8.04 (m, 2H), 8.00 (d, J = 8.4 Hz,
2H). BC NMR (126 MHz, DMSO-ds): d = 166.94, 141.64, 140.97, 131.05, 130.03, 127.81,
127.72, 124.40, 122.23, 121.71. HRMS (MALDI): m/z calculated 335.05013 for CisHoFsO-
found 335.05022 ([M+H]").
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2-(3',5'-Di-tert-butyl-(1,1'-biphenyl)-4-yl)acetic acid (17)

2-(4-lodophenyl)acetic acid (30b, 0.26 g, 1.0 mmol, 1.0 eq), 3,5-di-tert-butylbenzeneboronic
acid (29j, 0.28 g, 1.2 mmol, 1.2 eq) and sodium carbonate (0.32 g, 3.0 mmol, 3.0 eq) were
dissolved in dioxane (10 ml) and water (2.5 ml). The mixture was stirred at room temperature
for 10 min while the solvents were degassed with argon. Then, Pd(PPhs)s (0.058 g,
0.050 mmol, 0.050 eq) was added and the mixture was stirred under reflux for 17.5 hours. The
resulting mixture was cleared over celite 535, 20 ml EtOAc and 10 ml HOAc were added, and
the phases were separated. The organic layer was washed with 2 N HCI (10 ml) and dried
over MgSO0s4, and the solvents were removed in vacuum. Further purification was performed
by column chromatography with hexane/EtOAc/HOACc (84:14:2) as mobile phase to obtain 17
as colorless solid (75mg, 23%). R:(hexane/EtOAc/HOAC =84:14:2) =0.3. H NMR
(500 MHz, DMSO-ds): 6 = 7.56 (d, J = 8.1 Hz, 2H), 7.39 (s, 3H), 7.34 (d, J = 8.1 Hz, 2H), 3.60
(s, 2H), 1.33 (s, 18H). **C NMR (126 MHz, DMSO-dg): & = 163.09, 141.12, 130.16, 129.93,
124.31, 120.20, 117.23, 111.34, 111.30, 30.69, 24.98, 21.64. (MALDI): m/z calculated
347.19815 for C2:H2502Na found 347.19830 ([M+Na]*).

3-(3',5'-Di-tert-butyl-(1,1'-biphenyl)-4-yl)propanoic acid (18)

3-(4-lodophenyl)propanoic  acid (30c, 0.28g, 1.0mmol, 1.0eq), 3,5-di-tert-
butylbenzeneboronic acid (29j, 0.28 g, 1.2 mmol, 1.2 eq) and sodium carbonate (0.32 g,
3.0 mmol, 3.0 eq) were dissolved in dioxane (10 ml) and water (2.5 ml). The mixture was
stirred at room temperature for 10 min while the solvents were degassed with argon. Then,
Pd(PPhs)4 (0.058 g, 0.050 mmol, 0.050 eq) was added and the mixture was stirred under reflux
for 17.5 hours. The resulting mixture was cleared over celite 535, 20 ml EtOAc and
10 ml HOAc were added, and the phases were separated. The organic layer was washed with
2 N HCI (10 ml) and dried over MgSOs, and the solvents were removed in vacuum. Further
purification was performed by column chromatography with hexane/EtOAc/HOACc (84:14:2) as
mobile phase to obtain 18 as colorless solid (0.12 g, 36%).
Rf (hexane/EtOAc/HOAC = 84:14:2) = 0.28. H NMR (500 MHz, acetone-ds): & =7.57 (d,
J =8.1Hz, 2H), 7.49 - 7.45 (m, 3H), 7.35 (d, J = 8.1 Hz, 2H), 2.97 (t, J = 7.7 Hz, 2H), 2.67 (t,
J=7.7 Hz, 2H), 1.38 (s, 18H). *C NMR (126 MHz, acetone-ds): & = 174.09, 151.82, 141.21,
140.94, 140.79, 129.59, 127.99, 122.05, 121.90, 35.91, 35.49, 31.82, 31.14. (MALDI): m/z
calculated 338.22403 for C23Hz00, found 338.22410 ([M]).

3',5'-Di-tert-butyl-(1,1'-biphenyl)-3-carboxylic acid (19)

3-lodobenzoic acid (30g, 0.25 g, 1.0 mmol, 1.0 eq), 3,5-di-tert-butylbenzeneboronic acid (29,
0.28 g, 1.2 mmol, 1.2 eq) and sodium carbonate (0.32 g, 3.0 mmol, 3.0 eq) were dissolved in
dioxane (10 ml) and water (2.5 ml). The mixture was stirred at room temperature for 10 min
while the solvents were degassed with argon. Then, Pd(PPhs)s (0.058 g, 0.050 mmol,
0.050 eq) was added and the mixture was stirred under reflux for 16 hours. The resulting
mixture was cleared over celite 535, 20 ml EtOAc and 10 ml HOAc were added, and the
phases were separated. The organic layer was washed with 2 N HCI (10 ml) and dried over
MgSOs4, and the solvents were removed in vacuum. Further purification was performed by
HPLC chromatography to obtain 19 as colorless solid (60mg, 20%).
Rr (hexane/EtOAc/HOAC = 83:15:2) = 0.32. 'H NMR (500 MHz, acetone-ds): & =28.28 (t,
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J=1.6 Hz, 1H), 8.04 - 8.01 (m, 1H), 7.92-7.89 (m, 1H), 7.59 (t, J=7.7 Hz, 1H), 7.55 (t,
J=1.7Hz, 1H), 7.53 (d, J = 1.8 Hz, 2H), 1.39 (s, 18H). *C NMR (126 MHz, acetone-dg):
0 =167.67, 152.20, 143.43, 140.46, 132.56, 132.03, 129.86, 129.00, 128.97, 122.68, 122.26,
35.56, 31.77. HRMS (MALDI): m/z calculated 310.19273 for C21H2602 found 310.19221 ([M]").

6-(3,5-Di-tert-butylphenyl)pyridine-3-carboxylic acid (20)

6-Bromopyridine-3-carboxylic acid (30h, 0.20g, 1.0mmol, 1.0eq), 3,5-di-tert-
butylbenzeneboronic acid (29j, 0.28 g, 1.2 mmol, 1.2 eq) and sodium carbonate (0.32 g,
3.0 mmol, 3.0 eq) were dissolved in dioxane (10 ml) and water (2.5 ml). The mixture was
stirred at room temperature for 10 min while the solvents were degassed with argon. Then,
Pd(PPhs)4 (0.058 g, 0.050 mmol, 0.05 eq) was added and the mixture was stirred under reflux
for 27 hours. The resulting mixture was cleared over celite 535, 20 ml EtOAc and 10 ml HOAc
were added, and the phases were separated. The organic layer was washed with 2 N HCI
(20 ml) and dried over MgSOa, and the solvents were removed in vacuum. Further purification
was performed by column chromatography with hexane/EtOAc/HOAc (87:11:2) as mobile
phase to obtain 20 as colorless solid (0.12 g, 40%). Rt (hexane/EtOAc/HOAc = 87:11:2) = 0.1.
'H NMR (500 MHz, DMSO-d¢): & =9.15(d, J = 1.6 Hz, 1H), 8.31 (dd, J = 8.3, 2.2 Hz, 1H), 8.12
(d, J=8.4 Hz, 1H), 7.95 (d, J = 1.8 Hz, 2H), 7.54 (t, J = 1.7 Hz, 1H), 1.35 (s, 18H). 3C NMR
(126 MHz, DMSO): &6 = 166.37, 160.38, 150.97, 150.39, 137.99, 137.21, 124.86, 123.81,
121.35, 120.33, 34.77, 31.29. HRMS (MALDI): m/z calculated 312.19581 for C0H2sNO- found
312.19635 ([M+H]").

5-(3,5-Di-tert-butylphenyl)pyridine-2-carboxylic acid (21)

Ethyl 5-(3,5-di-tert-butylphenyl)pyridine-2-carboxylate (33, 60 mg, 0.20 mmol, 1.0 eq) was
dissolved in a mixture of THF (5.0 mL) and EtOH (1.0 mL). LiOH (0.041 g, 1.0 mmol, 5.0 eq)
was dissolved in water (1.5 mL) and added to the solution. The mixture was stirred for 18 h at
room temperature. The organic solvents were removed in vacuum and 2 N HCI (5 mL) was
added to precipitate 21, which was filtrated and isolated as a pale yellow solid (40 mg, 73%).
H NMR (500 MHz, DMSO-ds): & = 8.99 (d, J = 1.9 Hz, 1H), 8.25 (dd, J = 8.1, 2.3 Hz, 1H), 8.11
(d, J=8.1Hz, 1H), 7.54 (d, J = 1.7 Hz, 2H), 7.50 (t, J = 1.6 Hz, 1H), 1.35 (s, 18H).*C NMR
(126 MHz, DMSO-ds): & = 166.16, 151.39, 147.82, 146.88, 139.51, 135.71, 135.49, 124.79,
122.56, 121.60, 34.78, 31.25. HRMS (MALDI): m/z calculated 312.19581 for C0H2602N found
312.19626 ([M+H]").

3',5'-Di-tert-butyl-2-methyl-(1,1'-biphenyl)-4-carboxylic acid (22)

4-Bromo-3-methylbenzoic acid (30j, 0.22 g, 1.0 mmol, 1.0 eq), 3,5-di-tert-butylbenzeneboronic
acid (29j, 0.28 g, 1.2 mmol, 1.2 eq) and sodium carbonate (0.32 g, 3.0 mmol, 3.0 eq) were
dissolved in dioxane (10 ml) and water (2.5 ml). The mixture was stirred at room temperature
for 10 min while the solvents were degassed with argon. Then, Pd(PPhs)s (0.058 g,
0.050 mmol, 0.050 eq) was added and the mixture was stirred under reflux for 27 hours. The
resulting mixture was cleared over celite 535, 20 ml EtOAc and 10 ml HOAc were added, and
the phases were separated. The organic layer was washed with 2 N HCI (10 ml) and dried
over MgSQs, and the solvents were removed in vacuum. Further purification was performed
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by column chromatography with hexane/EtOAc/HOAc (87:11:2) as mobile phase to obtain 22
as colorless solid (0.119g, 34%). Rf(hexane/EtOAc/HOAc =87:11:2)=0.2. 1H NMR
(500 MHz, DMSO-de): 6 = 7.87 (s, 1H), 7.83 - 7.79 (m, 1H), 7.41 (t, J = 1.8 Hz, 1H), 7.34 (d,
J=7.9Hz, 1H), 7.17 (d, J = 1.8 Hz, 2H), 2.29 (s, 3H), 1.32 (s, 18H). *C NMR (126 MHz,
DMSO-de): & =167.32, 150.21, 146.50, 139.49, 135.24, 131.32, 129.96, 129.36, 126.93,
123.07, 120.84, 34.63, 31.28, 20.29. HRMS (MALDI): m/z calculated 324.20838 for C22H2302
found 324.20805 ([M]).

3',5'-Di-tert-butyl-3-methyl-(1,1'-biphenyl)-4-carboxylic acid (23)

4-Bromo-2-methylbenzoic acid (30K, 0.22 g, 1.0 mmol, 1.0 eq), 3,5-di-tert-
butylbenzeneboronic acid (29j, 0.28 g, 1.2 mmol, 1.2 eq) and sodium carbonate (0.32 g,
3.0 mmol, 3.0 eq) were dissolved in dioxane (10 ml) and water (2.5 ml). The mixture was
stirred at room temperature for 10 min while the solvents were degassed with argon. Then,
Pd(PPh3)4 (0.058 g, 0.050 mmol, 0.050 eq) was added and the mixture was stirred under reflux
for 24 hours. The resulting mixture was cleared over celite 535, 20 ml EtOAc and 10 ml HOAc
were added, and the phases were separated. The organic layer was washed with 2 N HCI
(20 ml) and dried over MgSOa, and the solvents were removed in vacuum. Further purification
was performed by column chromatography with hexane/EtOAc/HOAc (87:11:2) as mobile
phase to obtain 23 as colorless solid (0.20 g, 61%).
Rt (hexane/EtOAc/HOAc = 87:11:2) = 0.26. H NMR (500 MHz, acetone-ds): &=8.05 (d,
J =8.1Hz, 1H), 7.62 (s, 1H), 7.60 - 7.57 (m, 1H), 7.55 (s, 3H), 2.67 (s, 3H), 1.39 (s, 18H).
13C NMR (126 MHz, acetone-ds): & = 168.68, 152.12, 146.49, 141.59, 140.26, 132.28, 131.20,
129.13, 125.35, 122.93, 122.37, 35.58, 31.77, 22.07. HRMS (MALDI): m/z calculated
324.20838 for Cz;H250- found 324.20701 ([M]").

3-Methyl-3',5'-bis(trifluoromethyl)-(1,1'-biphenyl)-4-carboxylic acid (25)

4-Bromo-2-methylbenzoic acid (30K, 0.22 g, 1.0 mmol, 1.0 eq), (3,5-
bis(trifluoromethyl)benzeneboronic acid (29i, 0.31 g, 1.2 mmol, 1.2 eq) and sodium carbonate
(0.38 g, 3.6 mmol, 3.6 eq) were dissolved in dioxane (10 ml) and water (2.5 ml). The mixture
was stirred at room temperature for 10 min while the solvents were degassed with argon. Then,
Pd(PPhs)4(0.058 g, 0.050 mmol, 0.050 eq) was added and the mixture was stirred under reflux
for 14 hours. The resulting mixture was cleared over celite 535, 20 ml EtOAc and 10 ml HOAc
were added, and the phases were separated. The organic layer was washed with 2 N HCI
(10 ml) and dried over MgSQOy4, and the solvents were removed in vacuum. Further purification
was performed by column chromatography with hexane/EtOAc/HOAc (83:15:2) as mobile
phase to obtain 25 as colorless solid (0.25 g, 72%).
Rt (hexane/EtOAc/HOAC = 83:15:2) = 0.38. 'H NMR (500 MHz, acetone-ds): & = 8.37 (s, 2H),
8.10 (t, J = 6.3 Hz, 1H), 8.08 (s, 1H), 7.86 - 7.83 (m, 1H), 7.80 - 7.77 (m, 1H), 2.70 (s, 3H).
13C NMR (126 MHz, acetone-dg): & = 168.41, 143.36, 142.05, 141.77, 132.78, 132.51, 131.51,
131.15, 128.61, 125.63, 122.32, 21.83. HRMS (MALDI): m/z calculated 348.05795 for
Ci1sH1002F¢ found 348.05809 ([M]*)
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2-(3-Methyl-3',5'-bis(trifluoromethyl)-(1,1'-biphenyl)-4-yl)acetic acid (26)
2-(4-Bromo-2-methylphenyl)acetic  acid (30l, 0.23g, 1.0mmol, 1.0eq), 3,5
bis(trifluoromethyl)benzeneboronic acid (29i 0.31 g, 1.2 mmol, 1.2 eq) and sodium carbonate
(0.38 g, 3.6 mmol, 3.6 eq) were dissolved in dioxane (10 ml) and water (2.5 ml). The mixture
was stirred at room temperature for 10 min while the solvents were degassed with argon. Then,
Pd(PPh3)4 (0.058 g, 0.050 mmol, 0.050 eq) was added and the mixture was stirred under reflux
for 48 hours. The resulting mixture was cleared over celite 535, 20 ml EtOAc and 10 ml HOAc
were added, and the phases were separated. The organic layer was washed with 2 N HCI
(10 ml) and dried over MgSOys, and the solvents were removed in vacuum. Further purification
was performed by HPLC chromatography to obtain 26 as pale yellow solid (10 mg, 3%)
H NMR (500 MHz, MeOD-da): & = 8.15 (s, 2H), 7.92 (s, 1H), 7.54 (s, 1H), 7.49 (d, J = 7.9 Hz,
1H), 7.36 (d, J=7.9 Hz, 1H), 3.72 (s, 2H), 2.41 (s, 3H). *C NMR (126 MHz, MeOD-d,):
6 =175.09, 144.90, 139.52, 138.11, 135.98, 133.20, 132.42, 129.94, 128.26, 125.88, 123.84,
121.59, 39.53, 19.70. HRMS (MALDI): m/z calculated 362.07360 for Ci7H:1.0.Fs found
362.07449 (IM]).

2-(3',5'-di-tert-butyl-3-methyl-(1,1'-biphenyl)-4-yl)acetic acid (27)
2-(4-Bromo-2-methylphenyl)acetic acid (30l, 0.23g, 1.0mmol, 1.0eq), 3,5-di-tert-
butylbenzeneboronic acid (29j, 0.28 g, 1.2 mmol, 1.2 eq) and sodium carbonate (0.38 g,
3.6 mmol, 3.6 eq) were dissolved in dioxane (10 ml) and water (2.5 ml). The mixture was
stirred at room temperature for 10 min while the solvents were degassed with argon. Then,
Pd(PPhs)4 (0.058 g, 0.050 mmol, 0.050 eq) was added and the mixture was stirred under reflux
for 16 hours. The resulting mixture was cleared over celite 535, 20 ml EtOAc and 10 ml HOAc
were added, and the phases were separated. The organic layer was washed with 2 N HCI
(20 ml) and dried over MgSOa, and the solvents were removed in vacuum. Further purification
was performed by column chromatography with hexane/EtOAc/HOAc (85:13:2) as mobile
phase and in a second column chromatography with cyclohexane/EtOAc/HOAc (83:15:2) as
mobile phase to obtain 27 as colorless solid (0.11 g, 32%).
Rt (hexane/EtOAc/HOAC = 85:13:2) = 0.22. Rs (cyclohexane/EtOAc/HOAcC = 83:15:2) = 0.25.
H NMR (500 MHz, CDCls): & = 7.47 — 7.40 (m, 5H), 7.31 (d, J = 7.8 Hz, 1H), 3.76 (s, 2H), 2.44
(s, 3H), 1.41 (s, 18H). ¥C NMR (126 MHz, CDCls): & =178.24, 151.15, 142.19, 140.47,
137.30, 130.85, 130.78, 129.71, 125.48, 121.85, 121.49, 38.79, 35.10, 31.67, 19.90. HRMS
(MALDI): m/z 338.22403 calculated for C23H3002 found 338.22402.

3',5'-Dichloro-(1,1'-biphenyl)-3-carboxylic acid (28)

3-lodobenzoic acid (30g, 0.25 g, 1.0 mmol, 1.0 eq), 3,5-dichlorobenzeneboronic acid (29h,
0.23 g, 1.2 mmol, 1.2 eq) and sodium carbonate (0.38 g, 3.6 mmol, 3.6 eq) were dissolved in
dioxane (10 ml) and water (2.5 ml). The mixture was stirred at room temperature for 10 min
while the solvents were degassed with argon. Then, Pd(PPhs)s (0.058 g, 0.050 mmol,
0.050 eq) was added and the mixture was stirred under reflux for 16 hours. The resulting
mixture was cleared over celite 535, 20 ml EtOAc and 10 ml HOAc were added, and the
phases were separated. The organic layer was washed with 2 N HCI (10 ml) and dried over
MgSOs4, and the solvents were removed in vacuum. Further purification was performed by
HPLC chromatography to obtain 28 as pale yellow solid (10 mg, 4%). *H NMR (500 MHz,
acetone-dg): 6 =8.29 (t, J =1.7 Hz, 1H), 8.10 (dt, J = 7.8, 1.3 Hz, 1H), 7.98 (ddd, J = 7.8, 1.7,
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1.2 Hz, 1H), 7.73 (d, J = 1.8 Hz, 2H), 7.66 (t, J = 7.8 Hz, 1H), 7.52 (t, J = 1.8 Hz, 1H).13C NMR
(126 MHz, acetone-ds): & = 167.28, 144.43, 139.35, 136.18, 132.51, 132.42, 130.52, 130.31,
129.00, 128.23, 126.64. HRMS (MALDI): m/z calculated 266.99741 for CisHsO>Cl, found
266.99793 ([M+H]").

Ethyl 3'-ethoxy-(1,1'-biphenyl)-4-carboxylate (31)

Ethyl 4-bromobenzoate (30d, 0.20 ml, 1.2 mmol, 1.0 eq), 3-ethoxybenzeneboronic acid (29K,
0.24 g, 1.4 mmol, 1.2 eq) and sodium carbonate (0.40 g, 3.6 mmol, 3.0 eq) were dissolved in
dioxane (10 ml) and water (2.5 ml). The mixture was stirred at room temperature for 10 min
while the solvents were degassed with argon. Then, Pd(PPhs). (0.069 g, 0.060 mmol,
0.050 eq) was added and the mixture was stirred under reflux for 5.5 hours. The resulting
mixture was cleared over celite 535 and 20 ml EtOAc and 10 ml HOAc were added. The
organic solvents were washed with 2 N HCI (10 ml). Organic layers were dried over MgSO,
and the solvent was removed in vacuum. Further purification was performed by column
chromatography with hexane/EtOAc (9:1) as mobile phase to obtain 31 as colorless oil (85 mg,
26%). R¢(hexane/EtOAc = 9:1) = 0.44. *H NMR (300 MHz, acetone-dg): & = 8.11 —8.06 (m,
2H), 7.80-7.76 (m, 2H), 7.42 - 7.36 (m, 1H), 7.28 — 7.22 (m, 2H), 6.97 (ddd, J = 8.2, 2.5,
1.0 Hz, 1H), 4.37 (q, J = 7.1 Hz, 2H), 4.13 (q, J = 7.0 Hz, 2H), 1.42 — 1.36 (m, 6H). *C NMR
(75 MHz, acetone-ds): 6 = 166.55, 160.58, 146.15, 142.04, 130.91, 130.69, 130.38, 127.87,
120.15, 115.12, 114.08, 64.12, 61.46, 15.14, 14.62. MS (ESI+): m/z calculated 293.11 for
Ci17H1803Na found 293.03 ([M+Na]").

Ethyl 3'-tert-butyl-5'-methyl-(1,1'-biphenyl)-4-carboxylate (32)

4-Ethoxycarbonylbenzeneboronic acid (29m, 0.20g, 1.1 mmol, 1.2 eq), 3-bromo-5-(tert-
butyl)toluene (30f, 0.20 g, 0.90 mmol, 1.0 eq) and sodium carbonate (0.34 g, 3.2 mmol, 3.6 eq)
were dissolved in dioxane (10 ml) and water (2.5 ml). The mixture was stirred at room
temperature for 10 min while the solvents were degassed with argon. Then,
Pd(PPhs)4 (0.058 g, 0.050 mmol, 0.050 eq) was added and the mixture was stirred under reflux
for 24 hours. The resulting mixture was cleared over celite 535 and 20 ml EtOAc and
10 ml HOAc were added. The organic solvents were washed with 2 N HCI (10 ml). Organic
layers were dried over MgSO. and the solvent was removed in vacuum. Further purification
was performed by column chromatography with hexane/EtOAc (9:1) as mobile phase to obtain
32 as colorless oil (0.199g, 71%). R¢(hexane/EtOAc =9:1)=0.63. *H NMR (400 MHz,
acetone-dg): 6 = 8.10 - 8.06 (m, 2H), 7.79 - 7.75 (m, 2H), 7.54 (s, 1H), 7.33 (d, J = 8.0 Hz, 2H),
4.37 (9, J = 7.1 Hz, 2H), 2.41 (s, 3H), 1.43 — 1.35 (m, 12H). 3C NMR (101 MHz, acetone-dg):
0 =166.61, 152.63, 146.99, 140.43, 138.99, 130.66, 130.06, 127.91, 126.92, 126.01, 122.23,
61.40, 35.30, 31.70, 21.70, 14.64. MS (ESI+): m/z calculated 319.16 for CxH240-Na found
319.11 ([M+Na]").

Ethyl 5-(3,5-di-tert-butylphenyl)pyridine-2-carboxylate (33)

Ethyl 5-bromopicolinate (30i, 0.23g, 1.5mmol, 1.0 eq), 3,5-di-tert-butylbenzeneboronic
acid (29j, 0.28 g, 1.2 mmol, 1.2 eq) and sodium carbonate (0.38 g, 3.6 mmol, 3.6 eq) were
dissolved in dioxane (10 ml) and water (2.5 ml). The mixture was stirred at room temperature
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for 10 min while the solvents were degassed with argon. Then, Pd(PPhs)s (0.058 g,
0.050 mmol, 0.050 eq) was added and the mixture was stirred under reflux for 20 hours. The
resulting mixture was cleared over celite 535 and 20 ml EtOAc and 10 ml HOAc were added.
The organic solvents were washed with 2 N HCI (10 ml). Organic layers were dried over
MgSO, and the solvent was removed in vacuum. Further purification was performed by column
chromatography with hexane/EtOAc/HOAc (87:11:2) as mobile phase to obtain 33 as colorless
solid (60 mg, 18%). R (hexane/EtOAc/HOAc = 87:11:2) = 0.20. *H NMR (500 MHz, acetone-
ds): 6 =9.00 - 8.98 (m, 1H), 8.23 (dd, J = 8.1, 2.3 Hz, 1H), 8.16 - 8.13 (m, 1H), 7.63 — 7.60 (m,
3H), 4.41 (g, J=7.1Hz, 2H), 1.41-1.39 (m, 21H). ®*C NMR (126 MHz, acetone-dg):
0 = 165.75, 152.61, 149.08, 147.85, 141.13, 137.17, 135.93, 125.62, 123.75, 122.59, 61.83,
35.65, 31.71, 14.59. MS (ESI+): m/z calculated 340.22 for C22H3oNO; found 340.19 ([M+H]*).
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Methods for in vitro characterization

Hybrid reporter gene assays

Plasmids: The Gal4-fusion receptor plasmids pFA-CMV-NR-LBD!-2 coding for the hinge region
and ligand binding domain (LBD) of the canonical isoform of the respective nuclear receptor
have been reported previously. pFR-Luc (Stratagene) was used as reporter plasmid and pRL-
SV40 (Promega) for normalization of transfection efficiency and cell growth. Assay procedure:
HEK293T cells were cultured in DMEM high glucose with 10% FCS, sodium pyruvate (1 mM),
penicillin (100 U/ml) and streptomycin (100 pug/ml) were added, at 37 °C and 5% CO,. 24 h
before transfection, HEK293T cells were seeded in 96-well plates (3*10* cells/well). Before
transfection, medium was changed to Opti-MEM without supplements. Transient transfection
was carried out using Lipofectamine LTX reagent (Invitrogen) according to the manufacturer’'s
protocol with pFR-Luc (Stratagene), pRL-SV40 (Promega) and the corresponding Gal4-fusion
nuclear receptor plasmid. 5h after transfection, medium was changed to Opti-MEM
supplemented with penicillin (100 U/ml), streptomycin (100 pg/ml) and additionally containing
0.1% DMSO and the respective test compound or 0.1% DMSO alone as untreated control.
Each concentration was tested in duplicates and each experiment was repeated independently
at least three times. After overnight (14-16 h) incubation with the test compounds, cells were
assayed for luciferase activity using Dual-Glo™ Luciferase Assay System (Promega)
according to the manufacturer’s protocol. Luminescence was measured with a Spark 10M
luminometer (Tecan Deutschland GmbH). Normalization of transfection efficiency and cell
growth was done by division of firefly luciferase data by renilla luciferase data and multiplying
the value by 1000 resulting in relative light units (RLU). Fold activation was obtained by dividing
the mean RLU of a test compound at a respective concentration by the mean RLU of untreated
control. All hybrid assays were validated with reference agonists (PPARa: GW7647; PPARYy:
rosiglitazone; PPARGS: L165,041; RXRa/Bly: bexarotene; RARa/B/y: tretinoin; LXRa/B:
T09021317; FXR: GW4064; CAR: CITCO; VDR: calcitriol). which yielded ECso values in
agreement with literature. ECso/fold activation for bexarotene (1a) in this system are: RXRa:
3.0+0.5 nM/125+3-fold; RXR: 9+2 nM/283+9-fold; RXRYy: 412 nM/76+6-fold.

Full-length reporter gene assays for RXR heterodimer activation*®

HEK293T cells were grown in DMEM high glucose, supplemented with 10% FCS, sodium
pyruvate (1 mM), penicillin (100 U/mL) and streptomycin (100 ug/mL) at 37 °C and 5% CO..
The day before transfection, HEK293T cells were seeded in 96-well plates (3-10* cells/well).
Before transfection, medium was changed to Opti-MEM without supplements. Transient
transfection was carried out using Lipofectamine LTX reagent (Invitrogen) according to the
manufacturer’s protocol with the reporter RXR-PPARYy responsive construct PPRE1-pGL3 or
the RXR-LXR responsive construct ABCA1-pGL3 as well as pRL-SV40 (Promega). 5 h after
transfection, medium was changed to Opti-MEM supplemented with penicillin (100 U/mL),
streptomycin (100 pug/mL), now additionally containing 0.1% DMSO and the respective test
compound or 0.1% DMSO alone as untreated control. Each concentration was tested in
duplicates and each experiment was repeated independently at least three times. Following
overnight (14-16 h) incubation with the test compounds, cells were assayed for luciferase
activity using Dual-Glo™ Luciferase Assay System (Promega) according to the manufacturer’s
protocol. Luminescence was measured with a Spark 10M (Tecan Deutschland GmbH).
Normalization of transfection efficiency and cell growth was done by division of firefly luciferase
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data by renilla luciferase data and multiplying the value by 1000 resulting in relative light units
(RLU). Fold activation was obtained by dividing the mean RLU of a test compound at a
respective concentration by the mean RLU of untreated control.

Determination of aqueous solubility

Aqueous solubility of compound 24 was determined using Whatman Uniprep filters (Whatman
plc, Maidstone, UK). 3 mg of each compound and 2 mL H,O dest. were inserted into the
Uniprep vessel and the mixture was shaken at 37 °C for 24 h. The mixture was then pressed
through the Uniprep filter and the concentration of dissolved compound in filtrate was quantified
by HPLC (Waters 600 Controller and Waters 2487 Dual Absorbance Detector equipped with a
MultoHigh100 Phenyl 5 p 240+4 mm column, CS-Chromatographie Service GmbH) using
external calibration.

Metabolism assay

The solubilized test compound 24 (5 pL, final concentration 10 uM in phosphate buffer (0.1 M,
pH 7.4)) was pre-incubated at 37 °C in 432 uL of phosphate buffer (0.1 M, pH 7.4) together
with a 50 yL NADPH regenerating system (30 mM glucose-6-phosphate, 4 U/mL glucose-6-
phosphate dehydrogenase, 10 mM NADP, 30 mM MgCI2). After 5 min, the reaction was
started by the addition of 13 yL of microsome mix from the liver of Sprague—Dawley rats
(Invitrogen; 20 mg protein/mL in 0.1 M phosphate buffer) in a shaking water bath at 37 °C. The
reaction was stopped by addition of 500 pL of ice-cold methanol at 0, 15, 30 and 60 min. The
samples were centrifuged at 5000 g for 5 min at 4 °C. The supernatants were analyzed and
test compound was quantified by HPLC: mobile phase: MeOH 83%/H20 17%/formic acid
0.1%; flow-rate: 1 mL/min; stationary phase: MultoHigh Phenyl phase, 5 pum, 250x4,
precolumn, phenyl, 5 um, 20x4; detection wavelength: 330 and 254 nm; injection volume:
50 uL. Control samples were performed to check the stability of 24 in the reaction mixture: first
control was without NADPH, which is needed for the enzymatic activity of the microsomes,
second control was with inactivated microsomes (incubated for 20 min at 90 °C), third control
was without test compound (to determine the baseline). The amount of the test compound 24
was quantified by an external calibration curve, where data are expressed as meanSEM of
single determinations obtained in three independent experiments.
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Protein purification, crystallization and structure determination

Recombinant ligand-binding domain of RXRa was expressed as an N-terminal Hiss fusion in
E. coli, and was initially was purified using Ni?* affinity chromatography. The histidine tag was
then removed by treatment with TEV protease, and the cleaved protein was further purified by
size exclusion chromatography. The pure protein in 20 mM Tris and 100 mM NaCl was
concentrated to 11 mg/ml, and was mixed with 24 and a coactivator peptide
(KHKILHRLLQDSSY) at 5 and 1.2 mM, respectively. The complex was crystallized using
sitting drop vapor diffusion method at 20 °C and the solution containing 21% PEG 4000, 0.2 M
ammonium acetate and 0.1 M tris, pH 7.5. Crystals were cryo-protected using the mother liquor
supplemented with 25% glycerol. Diffraction data were collected at SLS beamline X06SA and
were processed and scaled with XDS® and aimless’, respectively. Initial structure was obtained
by molecular replacement using Phaser® and the published coordinates of RXRa (PDB ID:
5LYQ°®). Manual model rebuilding and structure refinement was performed in COOT and
REFMAC!, respectively. Data collection and refinement statistics are summarized in Table
S2.
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Abstract

Introduction: WY 14643 - also known as pirinixic acid - is a versatile fatty acid mimetic that
was originally developed as lipid lowering agent without knowledge of its molecular target.
Various later studies discovered somewhat promiscuous activity of the compound on several
receptors and enzymes. Pirinixic acid though never having reached clinical use was subjected
to many in vivo studies and exerted beneficial effects in a variety of disease models.

Areas covered: Inventions claiming the use of WY 14643 for numerous indications ranging
from the originally intended application in metabolic dysbalances over cancer and
inflammation to some rare syndromes have been evaluated.



Expert opinion: It is rather unlikely that pirinixic acid will gain relevance in treatment of
metabolic diseases for which it was originally developed because more efficient and selective
alternatives are available. Instead, several other claimed activities of the compound e.g. in
inflammation, neurodegeneration and cancer seem very promising. However, some of the
underlying studies are biased and for some effects of pirinixic acid, the molecular target and
mode of action remain to be identified.

1 Introduction

Pirinixic acid (WY 14643, PA, 1, figure 1) was first published in 1974 by Santillietal. [1] asa
new lipid-lowering agent. The compound was discovered in a screening of multiple 2-
pyrimidinylthioacetic acid derivatives in a mouse model without knowledge of the underlying
mechanism or molecular target. In these animal experiments, PA 'exhibited superior
hypocholesterolemic activity (up to 180-fold) compared to clofibrate [1]. Since-its discovery,
but especially after its peroxisome proliferator-activated receptor (PPAR) activating
characteristics had been demonstrated [2], PA was extensively used as a tool compound to
study PPAR-mediated effects but has never reached clinical use which is probably due to
several side-effects [3]. As side-effects PA at a dosage of 5 mg/kg caused reversible
hepatomegaly up to 160% compared to untreated rodents [4]. Additionally, PA showed
myotoxic effects in a cell-culture model of myotoxicity after long-term incubation with 1 or
10 uM [5]. Moreover, renal toxicity has been reported starting at doses of 10 ppm in the feed
of rats and mice over 3 months [6].

PA was subjected to numerous in vitro. studies and animal models that revealed multiple
effects for the compound. Several of these activities such as improved metabolic parameters
are consequences or connected with-the primary lipid lowering characteristic [7]. However, a
considerable proportion of PA’s in vivo effects cannot be explained by PPAR activation alone
and other molecular mechanisms must be involved. Due to these pleiotropic activities, other
putative indications than metabolic disorders came into focus for PA. Positive effects have
been reported from animal models e.g. in the prevention and treatment of non-small cell lung
cancer [8] and depression [9]. For its diverse effects and continuous appearance in various
studies for very distinct diseases ranging from metabolic dysfunction to neurodegeneration
(figure 2), PA and patents claiming the compound seem worth a closer evaluation.

H )
N | N\\|/S\)J\OH
&
Cl
1

Figure 1: Chemical structure of pirinixic acid (WY 14643)

2 Properties and bioactivity profile

PA displays the typical architecture of a fatty acid mimetic with an acidic head group that is
connected to a lipophilic and mostly aromatic backbone via a flexible linker. PA has a merely
fragment-like size and incorporates considerable polarity in the pyrimidine core that help
equipping it with favourable properties for solubility and oral bioavailability without violating



the rule of five (MW = 324 Da; H-bond donors = 2; H-bond acceptors = 6; tPSA = 75; clogP
= 4.4; number of rotatable bonds = 5). Eventually as a result of its small size and typical
architecture, pirinixic acid is a quite promiscuous fatty acid mimetic that interacts with several
molecular targets (table 2) and activity has been reported on nuclear receptors as well as
various enzymes. According to its lipid lowering activity, PA activates PPARa and PPARy
which was repeatedly observed in Gal4 hybrid reporter gene assays. The test systems differed
in cell-types, reporter and control plasmids but reported quite uniform ECsy values with
differences only due to protocol variations. Some of the used cell-types might be more
sensible to toxicity or differences in stability and incubation time could have affected the
results. Two of the studies also included PPARS which was not activated by PA in a
concentration up to 100 uM[7,11].

Table 1: Reported PPAR activation by PA in different cell-types and assay settings. n.d. = not
determined

Cell-type PPARa PPARYy PPARd References
HepG2 21.9+105uM  28.6+3.1 uM n.d. [12]
3T3-L1 61.9+234uM  Estimated >100 pM * n.d. [12]
(6-fold activation at
100 uM)
Cos7 36.3+2.9 uM 53,7+ 0.8 uM Estimated >100uM  [10]

(relative activation at
100uM 17+3%)

HEK293 126+ 1.1uM > 293 +43 uM No activity found ~ [11]

Furthermore, pirinixic acid and derivatives have evolved as modulators for the y-secretase
[13,14], an-enzyme attracting considerable attention due to its possible involvement in
Alzheimer’s disease where it mediates the C-terminal cleavage as the last step in the
conversion of the amyloid precursor protein [15]. PA also inhibits aldose reductase (AR) in a
non-competitive manner with a K; of about 1.8 uM. AR is involved in the conversion of
glucose to sorbitol, a reaction which is of particular interest under hyperglycemic conditions.
The increased accumulation of sorbitol, and its cell-damaging effect, could be a cause for
long-term complications of diabetes, in particular for heart failure [16]. The isopropyl esters
of PA and of fibrates have been reported to antagonize liver X receptor (LXR) activation with
Ki(LXRa, PA) = 8 uM and Kij(LXRp, PA) = 5.6 uM [17]. Free PA revealed no antagonistic
effect up to 100 uM. In mouse livers but not in plasma, low concentrations of isopropyl
fenofibrate that might account for LXR antagonism in vivo were detected [17]. No in vivo
data is available on isopropyl PA but in light of the rapid conversion of aliphatic esters in vivo
and the moderate affinity for LXRs, the LXR antagonistic effect of isopropyl PA seems of
subordinate relevance. Furthermore, for the fatty acid mimetic PA also interaction with
enzymes such as cyclooxygenase (COX), 5-lipoxygenase (5-LO) or the microsomal PGE,



synthase-1 (mPGES-1) seems reasonable. For 5-LO and mPGES-1, which are involved in
arachidonic acid metabolism and inflammation, various derivatives of PA have been
synthesized but PA itself showed no significant activity [3,18].



Table 2: Bioactivity profile of pirinixic acid. Pharmacological activity has been reported on various
nuclear receptors and enzymes.

Receptor Activity References
PPARa ECs0=12.6 -61.9 uM [10,11,12]
PPARYy ECso=28.6 —>100 uM [10,11,12]
v-Secretase Modulatory effects [13,14]
Aldose reductase Ki=1.8 uM [16]
LXRa (PA isopropyl ester) K; =8 uM (antagonistic) [17]
LXRp (PA isopropyl ester) K;=15.6 uM (antagonistic) [17]
Patents

m Alzheimer/Neurodegeneration Bone formation

Cancer Dermal appl. - Psoriasis, atopic dermatitis,scarring
m Ocualar disorders = Cardiovascular disorders
m [nflammation m Other indications

Figure 2: Indications of therapeutic patents claiming or mentioning pirinixic acid.

3 Therapeutic patents

3.1 Alzheimer/Neurodegeneration

It is~ widely agreed that Alzheimer’s disease (AD) is associated with high-levels of
accumulating amyeloid B (AP) in the central nervous system while the underlying
pathophysiological mechanisms are less understood. Several studies suggest that AD
pathogenesis might involve the Sortilin-related receptor SORL1 (also referred to as sorting
protein-related receptor; sorLA) since some AD-patients express reduced amounts of this low
density lipoprotein receptor (LDLR) related protein in the central nervous system. SORLI is
involved in the diversion of the amyloid precursor protein (APP) towards the retromer
recycling pathway leading to a reduced formation of toxic AB. PA in a concentration of 100
UM increased the expression of SORL1 mRNA in vitro in the breast cancer epithelial cell line
MCF7 and the prostate cancer epithelial cell line PC3 and based on these findings its use was
claimed for the prevention and treatment of Alzheimer’s Disease by researchers at the
University of Columbia, Toronto and Boston [19].



Pirinixic acid was also evaluated in an in vifro assay with an immortalized mouse
hippocampal cell line (HT-22) to discover any neuroprotective effects against glutamate
exposure as model for a toxic insult. The experiment failed to reveal protective effects at the
reported concentration range between 1 and 40 puM which were probably too low for
considerable PPARY activation. Moreover, at high concentrations above 40 uM PA even
worsened the toxic effect of the glutamate exposure. On the other hand, protective effects
were observed with twoother PPARY activators, (e.g. troglitazone) so the use of PPARy
agonists as protection for neuronal cells against a toxic insult was claimed with PA or
derivatives as examples. But the inventors themselves postulated, that the neuroprotective
action of the two successful compounds may not be mediated via PPAR due to the missing
effects of other tested PPARY activators [20].

Another invention is related to the PA induced reduction of secreted AB-42, a variant of
amyloid that is thought to have a great impact on developing plaques. The effect was
observed in SM-4 cells, a human embryonal kidney HEK293 EBNA cell line stably
transfected with the Swedish mutant -amyloid Precursor Protein, and could not be explained
by PA’s PPARa agonistic effect alone because the PPARa agonist clofibrate failed to reduce
APB-42 in the same system. In addition to lower AB-42 levels, the intracellular concentrations
of APP and C99 were elevated. PA also significantly increased the secretion of the soluble
variation of beta-amyloid APP, in the SM-4 cell line and the reduction of AB-42 secretion
was confirmed with human neuroblastoma cells after transient infection with the Swedish
mutant APP, a model of the development of AD. Additionally, in murine primary cortical
neurons infected with APP 695, AB-42 was reduced ina dose-dependent manner [21].

Another neurodegenerative disease is the Wolfram Syndrome, a rare yet severe disease with
no therapy available. It is an autosomal recessive disorder with more than 100 possible
mutations in the WSF1 gene encoding an endoplasmatic reticulum resident transmembrane
protein. The exact function -of this protein remains unclear, but its mutations affect
intracellular ion homeostasis, cell-cycle progression and granular acidification. Consequently,
reduced activity or expression of WSFI1 protein leads to neuronal death. The inventors
suggest, based on another publication where they discovered a reduction of p21 in WSFI
deficient cell-lines" [22], that an increase in activity or amount of p21 — protein, which
suppresses apoptosis, would help to stop or slacken the progress of degeneration. Pirinixic
acid is claimed as inducer of p21 which may be due to PPARYy activation. However, in vitro
experiments revealed no significant changes in p21-levels after PA treatment [23]. Part of this
patent is a list of p21 modulators where PA was mentioned, but not selected for further testing
in this patent [24].

3.2 Bone formation

Pirinixic acid was tested in rodents for its effects on bone mineral density(BMD). In a dosage
of 50 mg/kg applied over 4 months via intragastric gavage PA raised the BMD significantly
by about 7%. As comparison, the PPARa activator fenofibrate raised BMD by about 5,7%
while the PPARY agonist pioglitazone caused a decrease in BMD and the dual PPARa/y
agonist tetradecylthioacetic acid(TTA) [25] revealed an increase by about 5%. Consequently,
the inventors postulated that the o agonistic effects induced the increase in BMD and that this
effect is stronger than the decreasing effects of PPARy agonism. In an in vitro model using
the pre-osteoblasts cell-line RAW?264.7, PA enhanced the secretion of osteoprotegin (OPG), a
strong inhibitor of bone-resorption. On the other hand, also an increased secretion of IL-6,



which is known as a stimulator of bone resorption was observed. Pioglitazone caused the
opposite effects of PA on OPG and IL-6, so in combination with the in vivo

data the inventors assumed that the inhibition of bone resorption through OPG outbalanced
the stimulation causing improved BMD in the rodent model [26]. The potential use in the
treatment of bone diseases is further supported by another invention. The authors claimed
several PPARa or & activators, for treatment or prophylaxis of bone diseases with the
intention to discover bone anabolic compounds with superior effects to prostaglandin E,
which has multiple side-effects. Their in vitro studies using different fibrates for PPARaand 6
activation, but not the activation of PPARY, revealed bone anabolic effects. Due to a lack of a
single reliable test assay for anabolic activity, fibroblastic-colony forming units from whole
bone marrow cells (BMC) and high-density non-adherent stromal precursor. (NASP) cell
cultures from male Wistar rats served as surrogate. Cells were exposed to the test compounds
and for four days (NASP) or 18 days (BMC) respectively and then analysed ‘compared to
untreated cells. In the invention, PA is mentioned in an exemplary list of suitable compounds
[27].

3.3 Cancer

5-lipoxygenase has been shown to inhibit the stimulation of cell proliferation caused by
insulin-like growth factor-1 (IGF-1) and IGF-1 receptor and ligand overexpression are
conserved features of breast and lung cancers [28]. Additionally, there are reports on altered
expression and activity of PPARYy in certain cancer types (e.g. colon carcinoma) [29]. Based
on these considerations, a possible cancer treatment by addressing both targets at once has
been claimed. WY 14643 in combination with an inhibitor of the 5-lipoxygenase was tested in
vitro for the treatment or prevention of epithelial cell-derived cancers especially breast and
lung cancer. The preferred concentration was 1-5 uM of either drug. WY 14643 showed a
dose dependent growth reduction-on two breast cancer cell-lines up to 60-80%. The effect on
lung cancer was tested with four different cell-lines but WY 14643 showed only minimal
effect on cell growth and no apoptosis was induced in this setting [30]. In contrast to this, a
later study reported anti-tumorigenic activity for PA in a mouse model (using 0,02% PA in
drinking water) for lung cancer and in a cell-based assay. However, the effect was only
present at high concentrations and might be due to unspecific cytotoxicity [8]. PA might,
therefore, have potential in cancer treatment but better models and further data are required.

3.4 Dermal Application

In a very small clinical trial, PA was topically administered to three humans with psoriasis,
one patient with a psoriasis not responding to other treatment and one patient with severe
atopic dermatitis. PA was administered twice daily over 4 weeks as a 5%-cream in a
left/right-comparison to a placebo formulation. All patients experienced a benefit from the
treatment and the observations indicated, that a longer therapy could be more effective. The
inventors assumed that the effect is not mediated via PPARa activation, because the PPARa
agonist clofibrate was not effective in the treatment of psoriasis [31]. Due to the very small
number of participants in this study statistical evaluation is missing. The reported left/right-
arm-comparison may help to identify a trend but for a trusted statement, considerably more
participants are required. [32].



In another invention related to dermatologic use of PA, LXR — antagonistic effects of PA and
other compounds were claimed as useful in prevention, reduction or inhibition of scarring. In
an in vivo model where the LXR antagonist fenofibrate was injected to mice prior to
wounding (100 puL of three different concentrations: 1 ng/100 pL, 10 ng/100 pL. and 1000
ng/100 pL) and after wounding for 70 days (50 puL at each end of the scar). Afterwards the
mice were sacrificed and the tissue was investigated macroscopically and microscopically.
The macroscopically and microscopically detectable reduction of the scarring process was
only significant at the concentration of 10 ng/100 pL so that the inventors postulated a “bell-
shaped” profile of the dose-activity curve.

PA is only mentioned as example compound in the patent but was not used in the studies and
no results are provided for the compound [33].

PA was also investigated as an agent to reduce intercellular adhesion molecules (ICAM), such
as ICAM-1, synthesis as response to endothelial stress. For this purpose, PA was studied in
human umbilical vein endothelial cells (HUVEC) and human dermal-microvascular
endothelial cells (HMVEC-d). After five days treatment with- dexamethasone and
simultaneously co-treated with 10 uM PA, these endothelial cells were further stressed with 1
uM phorbol myristate acetat (PMA). The cells were then harvested after 8, 24 and 48 hours
and the ICAM-1 concentration was determined. PA showed no positive effect and was
therefore mentioned in this invention but not claimed [34].

Topical use of PA was claimed for the treatment of autoimmune skin reaction, skin irritation
after radiation exposure either prophylactic or-after the irritation and for skin reaction in case
of a transplantation. In an in vitro model with human keratinocytes (HaCaT) treated with 200
puM PA the amount of mRNA of the pro-inflammatory cytokines IL-6 and IL-8 was
determined 6 hours after stressing the cells with 150 mJ/cm? radiation for 165 seconds.
Furthermore, the amount of secreted IL-6 and IL-8 was quantified 24 hours after radiation.
PA showed a significant reduction in both measurements. The authors conclude, that IL-6 and
IL-8 production could be influenced by PPARa/d activation. Furthermore, they postulate an
involvement of these cytokines as-a shared factor in the claimed indications. The pleiotropic
effects of IL-6 on proliferation and differentiation of immune cells in combination with
pleiotropic effects of IL-8 as part of the chemotaxis of T-cells, are proposed as the rationale of
the observed effects. The HaCaT cells revealed no relevant toxic effects up to concentrations
of 400 uM. To further support their theory, which was founded their observations on IL-6 or
IL-8 production, the inventors tested a dermal application of an unguent containing 2% PA in
two persons. The formulation was applied to one arm of each participant while the other arm
remained untreated. After 4 hours, both arms were radiated with an ascending amount of
energy. 18 hours after radiation, the treated arms developed erythema above a radiation
energy of 63 mJ/cm? while the untreated arms showed erythema from an energy of 36 mJ/cm.
These findings may indicate a physiological relevance of the observed decrease in IL-6/IL-8
production but due to the very low number of participants, no statistical evaluation is possible
[35].

Finally, PA was claimed for the topical use to restore perturbed epidermal barrier function.
The compound was studied for an effect on transepidermal water-loss (TEWL) using skin
explants from Sprague-Dawley rats. The explants were placed dermis-side down onto a
collagen membrane and inserted into a medium in a setting where water loss could only occur
through the epidermal surface. PA in a concentration of 100 uM significantly reduced TEWL.
As part of the invention, significant reduction of TEWL was reported for activators of



PPARa, FXR and LXRa. To further investigate the PPARa effects, clofibrate was used as
selective PPARa activator, which caused an increased activity of B-glucocerebrosidase and
steroid sulfatase, two enzymes associated with a competent dermal barrier. Additionally,
increased amounts of the proteins involucrin and transglutaminase were detected, which are
markers of epidermal differentiation. Additionally, PPARa activation was shown to inhibit
growth of keratinocytes. The improvement in TEWL might, therefore, be the result of an
alteration in the dermis from growth to a more differentiated and competent dermal barrier,
which leads to a reduced permeability [36].

3.5 Ocular disorders

Pirinixic acid (PA) has been studied as a potential therapeutic option for: glaucoma. ‘A
proportion of glaucoma patients displays increased levels of serum amyloid A (SAA) protein
levels and glaucomatous trabecular meshwork expresses significantly enhanced levels of
SAA. Reducing SAA might, therefore, be a new strategy in the therapy of glaucoma and PA
is an inhibitor of SAA expression [37]. A later invention postulates that the gene
p2lwaﬂ’Cip’Sdfl is stimulating the expression of SAA. Since it is regulated via PPARa on
genetic level, the use of PA was claimed for ophthalmic and other disorders which might be
associated with this gene [38,39].

Another therapeutic indication of PA might exist in emmetropia disturbing disorders (EDD).
Analysis of the proteome of chicken retina ‘and. sclera revealed that Apolipoprotein
Al(ApoAl) is up-regulated in conditions where axial eye growth is slower than normal.
ApoAl could, therefore, act as a stop signal for axial eye growth, and inhibition of ApoAl
expression could be useful for disorders associated with hyperopia. Vice versa, activation of
ApoAl expression might be beneficial in disorders associated with myopia. Since PPARa
activation is known to up-regulate ApoAl, PA is claimed as an example of known PPARa
activators for the use in such diseases. In a chicken animal model with lens-induced myopia
the animals were treated for four days either with fenofibrate, the PPARa agonist GW7647 or
a placebo injection into: the eyes. Fenofibrate dose-dependently reduced the myopia and
reached statistical significance at the highest dose of 500 pg per injection. GW7647 also
showed a reduction‘of the myopia but failed to reach statistical significance[40].

3.6 Cardiovascular disorders

PA was also evaluated in a rodent model for sepsis-induced heart failure. Cardiac dysfunction
can be a consequence of severe sepsis and is characterized by reduced contractility, diastolic
dysfunction and reduced ejection fraction. Although the mechanisms leading to the heart
failure are not well understood, it is known, that it is accompanied with a reduction in the
metabolic rate. The inventors showed, that sepsis is associated with reduced fatty acid
oxidation (FAO) as a result of reduced activity of PPARa among others. Activation of PPARa
might, therefore, restore FAO and could help to prevent sepsis induced heart failure. In the
animal model, four rodent groups daily received lipopolysaccharide (LPS) for sepsis
induction, PA (30 mg/kg), LPS and PA or vehicle. Animals receiving PA displayed improved
fractional shortening of the heart, a parameter often used as marker of heart failure [41].
However, this improvement was only statistically significant when healthy control mice
receiving vehicle and healthy mice under PA treatment were compared. Amongst mice with
LPS-induced sepsis, this effect failed to reach statistical significance. Still, the inventors
postulated and claimed that PA might be able to increase or maintain cardiac function [42].



Another invention postulates that modulation of nuclear receptors such as estrogen receptors,
retinoic acid receptors, glucocorticoid receptors, thyroid hormone receptors, PPARs, androgen
and vitamin D receptors could be useful in the treatment of vascular and related disorders.
This theory was only supported by published data wherein e.g. PPARy activation inhibited
vascular smooth muscle cell activation [43]. Hence, the use of PPAR-activators such as PA
was claimed for the use as a bioactive ingredient in e.g. stents to prevent a restenosis or other
vascular diseases. Altogether, the focus of this invention lies on the use of an implantable
device as carrier for a lot of different active ingredients amongst which was PA that can alter
gene expression via multiple possible nuclear receptors [44].

PA was claimed as a representative PPAR« activator to treat multiple cardiovascular diseases
associated with PPAR including atherosclerosis, chronic renal failure or restenosis. The
compound was shown capable of inhibiting neo-intimal proliferation in-an organ culture
model of restenosis using porcine coronary arteries. In this experiment, arteries were cultured
ex vivo for 14 days with 250 uM PA, then vessel segments were sectioned and a morphometry
measurement was carried out to quantify the restenosis. In a concentration of 250 uM PA
inhibited DNA synthesis in human saphenous vein and human internal mammary artery
smooth muscle cells (SMC) in response to stimulation with platelet-derived growth factor
(PDGF). Furthermore, the compound inhibited growth of human proximal tubule cells.
Notably, these effects failed to occur without the mitogenic stimulus. These findings indicate
that PPARa activation could inhibit cell proliferation and might, therefore, be useful in the
treatment of restenosis. However, the concentrations of PA-used in the reported experiments
are extraordinarily high and unspecific effects are likely [45].

3.7 Inflammation

In the search for new methods to-treat mitigate cartilaginous inflammation PA came into
focus for its anti-inflammatory characteristics. Current treatment of cartilaginous
inflammation with COX inhibitors is limited by adverse effects such as gastrointestinal
sequela. Use of PA as PPARo agonistin a concentration of 10 uM 2 hours before induction of
a shear induced stress-reaction in the human chondrocytic cell line T/C28a2 caused
significant down-regulation of COX-2 and glutathione-S-transferase mRNA as well as
induction of caspase-9 precursor 48 hours after cell-stressing. Untreated control cells, in
contrast, showed considerable apoptosis that might be associated to low expression levels of
glutathione-S-transferase and high caspase-9 precursor expression. Combining these findings,
the inventors postulate PPARa activation as a possible new strategy for anti-inflammatory
treatment[46].

Together with some other PPARa and PPARS modulating compounds, PA was evaluated in
an animal model, using female Lewis rats, for adjuvant-induced arthritis. Arthritis was
induced using an injected emulsion of Mycobacterium butyricum into the primary paw. The
contralateral paw wasn’t treated and used as a control. Altogether the study comprised nine
groups with different active agents and one control group. One group received PA at a dose of
30 mg/kg p.o. once daily. Before the injection and at several time points afterwards lateral
radiographs were recorded. The study was meant to last 21 days during which the changes
observed in the radiographs were ranked for severity. Due to a lack of efficacy concerning
prevention of swelling, the rats treated with PA were euthanized on day 14. Still, PA is
mentioned as example in the invention [47].

3.8 Other indications




In addition to above discussed main indications and clusters of diseases where PA has
repeatedly been claimed there are also some patents for other disorders.

One invention relates to the potential of (mostly) PPARS and, to a lesser extent, PPARy
activation in improving the treatment or prevention of respiratory infections or conditions. A
mouse model of Pneumonia in animals with macrophage specific PPARS knock-out displayed
a decreased survival rate. Similar data was also obtained for PPARY and, therefore, several
PPAR activators including pirinixic acid have been claimed in this indication [48].

PPARa agonism has also been postulated as a new target in the treatment of neuropsychiotic
disorders. Various mouse models of depression, anhedonia and despair behaviours such as the
forced swim test revealed effects of the PPARa agonist fenofibrate comparable with the
antidepressant fluoxetine during acute and chronic treatment. Importantly, some of these
effects occurred at dosages below concentrations used in metabolic treatment. The invention
claims PA as one of many PPAR activators [49].

Furthermore, PPARa activation was claimed for the treatment of non-inflammatory pain.
Several mouse models indicated, that intraplantar administration of PA (50-200 pg/mouse)
dose-dependently caused acute analgesia independent from anti-inflammatory effects. This
effect was abolished in PPARa deficient mice and, therefore, a non-genomic effect of PPARa
activation on nociception was assumed. Prior to ligand binding, PPARa is part of a multi-
protein complex, also containing heat-shock protein HSP90. HSP9O0 is associated with other
acute effects of nuclear receptor ligands, so the inventors postulated, that the analgesic effect
was mediated by the release of HSP90 after ligand binding. This was confirmed, using an
inhibitor of HSP90, which abolished the analgesic effects of PPARa activators [50].

Table 3: In vitro and in vivo effects reported for pirinixic acid in therapeutic patents

Indication Experiment Concentration Observed References
effects

Alzheimer in vitro 100 uM mRNA of [19]
Neurodegeneration Cell-line: SORLI1

MCF-7 increased

PC3 APP expression

slightly reduced

Alzheimer in vitro 1 —40 uM No protection [20]
Neurodegeneration  Cell-line: against toxic-

HT-22 insults
Alzheimer in vitro 10— 500 uM Reduced [21]
Neurodegeneration Cell-line: secretion of Ap-

SM-4; 42: no

human significant

neuroblastoma decrease in total

cells; Ap

murine primary

cortical

neurons
Alzheimer Literature ~  ----- - [24]
Neurodegeneration
Bone formation In vivo 50 mg/kg BMD improved [26]
Bone formation in vitro - BMC showed [27]



Cancer

Dermal
application

Dermal
application

Dermal
application

Dermal
application

Dermal
application

Ocular disorders

Ocular disorder
Cardiovasuclar

(BMC/NASP
cells)
In vitro
Breast cancer
cell-line
Lung cancer
cell-line
Clinical study/
human in vivo
model

5 patients

In vivo rat
model

In vitro
Cell-line:
HUVEC
HMVEC-d

In vitro
Cell-line:
HaCaT
Clinical study/
human in vivo
2 participants

in vitro / model
using skin
explants

Literature

Literature
in vivo

1-5 uM

5%-weight

1 ng/100uL,
10 ng/100pL,
1000
ng/100uL
(0,031 uM,
0,31 uM,
30,88 uM)
10 uM

200 uM

100 uM

30 mg/kg

anabolic activity

Dose-dependant
growth
reduction

four patients
with psoriasis
and one with
atopic dermatitis
showed a
positive
response
compared to
placebo

After 70 days of
treatment using
the 0,3 uM
concentration
the scarring was
reduced

No reduction in
the stress-
induced
production of I-
CAM
mRNA-levels of
IL-6 and IL-8
reduced, also
the level of
secreted 1L-6
and IL-8 was
reduced;

the two
participants
could take a
higher dosage of
energy before
erythema
occurred

TEWL reduced

Reduced

[30]

[32]

[33]

[34]

[35]

[36]

[37,38,39]

[40]
[42]



disorders rodent model fractional

shortening
Cardiovasuclar Literature - Reduced [43,44]
disorders In vitro vascular smooth
cell-assay muscle cell
activation
Cardiovascular In vitro 250 uyM DNA synthesis  [45]
disorders cell-assy of heptoma cells

after stimulation
is inhibited

Inflammation in vitro 10 uM Phase-2 [46]
Cell-line inflammatory
T/C28a2 genes reduced
Inflammation in vivo 30 mg/kg No prevention [47]
in swelling
Respiratory in vivo --- PPARYy [48]
infection mouse model activation might
be important for
macrophage
activation
Depression in vivo - Positive effects  [49]
multiple mouse of PPARa
models activation on
affective
disorders
Non-inflammatory in vivo 50-200 pg Acute analgesic  [50]
pain multiple mouse effects
models

4. Expert opinion

Pirinixic acid constitutes a classical fatty acid mimetic defined by its typical molecular
architecture of an acidic head group and a lipophilic predominantly aromatic backbone. At the
time when the molecule was developed as lipid lowering agent, the underlying molecular
target was unknown and, therefore, the compound was optimized for in vivo activity instead
of in vitro potency on a defined target. This strategy offers the advantage of excluding
inefficiency in vivo despite high potency on target but is at risk of identifying promiscuous
compounds. Accordingly, several molecular targets have been identified that are modulated
by pirinixic acid and the molecule has rather weak potency on these targets. Such
polypharmacological behaviour might be seen as unwanted unspecificity of a compound that
is-prone to generate side-effects. However, promiscuous activities might also contribute to a
desired ‘phenotypic’ effect that is generated by a drug and recent trends in drug discovery are
tending to profit from polypharmacological behaviour instead of avoiding it [51]. Therefore,
whether an effect is considered unwanted strongly depends on the theraputic intention for a
compound and for many of the reported studies on PA, promiscuity seems an important
advantageous characteristic.

Although pirinixic acid was developed as lipid lowering agent and its PPAR agonistic activity
was identified as cause for this effect soon after, later experiments discovered several other



interesting and beneficial activities of pirinixic acid. Some of these also seem due to
activation of the nuclear PPARs that exhibit a wide variety of genomic effects. PPARs
regulate metabolic pathways including glucose and lipid homeostasis but also mediate anti-
inflammatory effects. However, a large proportion of activities reported and claimed for
pirinixic acid cannot be explained by PPAR modulation, at least not alone. Accordingly,
several studies and patents report the use of pioglitazone or a fibrate — more potent and more
selective PPAR modulators — as control experiments and did not observe the effects of
pirinixic acid with the control compounds. Therefore, the underlying target of several effects
reported for pirinixic acid remains unknown and the high promiscuity of the compound seems
very valuable for its activity in many cases.

However, a number of inventions that mention PA fail to provide any evidence for the actual
efficacy of the compound. Often, PA is mentioned in a long list of candidate agents that are
‘known’ for a certain activity such as PPAR agonism. Therefore, it is questionable if PA
actually possesses the claimed effects. Another major issue of some patents and related
studies is the extraordinary high concentration of PA that was applied. The concentrations up
to 250 uM are very likely to cause unspecific toxicity and render the claimed use rather
questionable, particularly where cancer treatment is in the focus.

Pirinixic acid has never reached therapeutic use for metabolic diseases and since several more
potent and more selective PPAR modulators are available on the drug market for this purpose,
it is not likely that pirinixic acid will come back into focus for such indication. In contrast,
other effects of the fatty acid mimetic are very promising. In particular, studies concerning the
use of pirinixic acid in inflammatory disorders such as psoriasis or sepsis have reported
convincing data that suggests therapeutic efficacy and benefits. Eventually, the highly
complex nature of inflammatory diseases profits from the promiscuous activities of pirinixic
acid which might exert several synergistically additive effects instead of a strong modulation
of only one pathway. Similar considerations might explain the promising in vivo results for
pirinixic acid in prevention and therapy Alzheimer’s Disease.

In light of the wide variety of indications for which pirinixic acid has been claimed in patents,
its promiscuous effects possibly seem to be its greatest strength. On the other hand, this
promiscuity that cannot entirely be related to specific targets yet, might also impede the
further development of the compound. Therefore, it is imperative to identify the molecular
targets of pirinixic acid that are responsible for its promiscuous beneficial effects especially in
inflammatory diseases. Then, the fatty acid mimetic can once more serve as valuable lead
compound for-drug discovery. PA has proven very promising activities in numerous disorders and
holds considerable therapeutic potential. To exploit this potential, however, better knowledge on the
moleculartargets that mediate the promiscuous effects of PA will be essential.
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ABSTRACT: The fatty acid sensing nuclear receptor families
retinoid X receptors (RXRs) and peroxisome proliferator-
activated receptors (PPARs) hold therapeutic potential in
neurodegeneration. Valuable pleiotropic activities of
Wy14,643 in models of such conditions exceed its known
PPAR agonistic profile. Here, we characterize the compound
as an RXR agonist explaining the pleiotropic effects and report
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its systematic structure—activity relationship analysis with the discovery of specific molecular determinants driving activity on
PPARs and RXRs. We have designed close analogues of the drug comprising selective and dual agonism on RXRs and PPARs
that may serve as superior pharmacological tools to study the role and interplay of the nuclear receptors in various pathologies.
A systematically optimized high potency RXR agonist revealed activity in vivo and active concentrations in brain. With its lack
of RXR/liver X receptor-mediated side effects and superior profile compared to classical rexinoids, it establishes a new class of
innovative RXR modulators to overcome key challenges in RXR targeting drug discovery.

B INTRODUCTION

As ligand-activated transcription factors, nuclear receptors
translate ligand signals into changes in gene expression and are
attractive drug targets for a wide variety of pathophysiological
conditions. Among them, peroxisome proliferator-activated
receptors (PPARs)" and retinoid X receptors (RXRs)” act as
endogenous sensors for fatty acids and lipid mediators. PPARs
are particularly involved in the maintenance of metabolic
balance and are addressed by drugs for metabolic pathologies
such as type 2 diabetes and dyslipidemia.’ Although PPARa
and PPARy had particular therapeutic relevance, the use of
PPAR modulating drugs today is limited due to adverse effects.
In contrast to the former important role of PPARs, therapeutic
targeting of RXRs has only been realized in a narrow indication
of few cancers which is in part also due to poor safety of the
only market approved synthetic rexinoid bexarotene (1)."°
Amongst several other adverse effects, 1 causes elevation of
triglyceride levels putatively via a liver X receptor (LXR)
mediated pathway.®™”

Despite these drawbacks in therapeutic activation of PPARs
and RXRs, recent reports suggest enormous potential of both
nuclear receptor families in neurodegenerative and inflamma-
tory diseases.'’”'”> Several studies have ascribed RXRs an
important role in central nervous system (CNS) remyelination
and render RXR activation a promising regenerative treatment
strategy for multiple sclerosis (MS).'”"*~"> The association of
PPARy with MS is equally well documented and linked to the

-4 ACS Publications  © 2019 American Chemical Society

receptor’s involvement in WNT/f-catenin signaling as well as
its anti-inflammatory effects on Thl7 cells and macro-
phages.'®'” The PPARy agonist, pioglitazone, has even been
studied for MS in small clinical trials that revealed reduced
lesion formation and less gray matter atrophy.'”'®'” Finally, in
vivo observations suggest that PPARa activation can also

. X . 20
reduce neuroinflammation and counter neurodegeneration.

In addition to MS, RXRs and PPARy have also been
characterized as promising molecular targets for the treatment
of Alzheimer’s disease (AD) mainly due to their involvement
in transcriptional regulation of apolipoprotein E (ApoE)
expression.' ">

The fatty acid mimetic”> Wy14,643 (2, Scheme 1)** has
been developed as a lipid-lowering agent in the 1970s without
the knowledge of the underlying target and later characterized

Scheme 1. Synthetic RXR agonist Bexarotene (1) and
Wyl4,643 (2)
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as the PPAR agonist.”"*> Over four decades, 2 was applied in
numerous pharmacological studies whereby a variety of
promising therapeutic activities were observed that cannot be
explained by PPAR modulation alone,”* however, but sugggest
involvement of further molecular targets. Animal models** and
a small clinical trial’”** for atopic dermatitis, for example,
observed therapeutic efficacy for 2 but not for the selective
PPARa agonist clofibrate. Moreover, 2 blocked immune
responses after immunization with myelin oligodendrocyte
glycoprotein peptide 35—55 in vivo and induced apoptosis of
immune cells.”” These effects were not abrogated by PPARa
knockout suggesting the involvement of other targets. Even a
use of 2 in AD has been claimed based on the observation that
the compound decreased production of Af42. The selective
PPARa agonist clofibrate had the opposite effect suggesting
involvement of other targets.”’

Obvious structural similarity of 2 with the synthetic rexinoid
1, the corroborating evidence for the involvement of multiple
molecular targets in the activities of 2 and the compound’s very
promising activities in models for MS*” and AD”’ prompted us
to study the molecular mechanisms of action of 2 and
eventually optimize the compound for higher potency on its
individual targets. Here, we characterize 2 as RXR agonist with
even higher potency than its reported activity on PPARs.
Thereby, we provide mechanistic explanation for the
pharmacological profile of 2 and highlight it as a valuable
scaffold for further nuclear receptor modulator design. By
focused structure—activity relationship (SAR) studies of 2, we
have deciphered the molecular determinants driving its
potency on RXRs and PPARs. We have discovered analogues
of 2 that selectively activate PPARs or exhibit dual PPAR/RXR
agonism with significantly higher potency than 2. Furthermore,
by combining all our SAR knowledge, we have designed a close
analogue of 2 that selectively activates RXRs with nanomolar
potency. As a result, we report a set of three closely related
agents with specific differences in their pharmacodynamic
activity on RXRs and PPARs. They can serve as superior tools
to study the promising pharmacological activities of 2 and
decipher the involvement and interplay of RXR and PPAR-
mediated effects in MS, AD, and other diseases. In addition,
the designed RXR-selective analogue is characterized by
superior selectivity, toxicity, and physicochemical properties
profile compared to the classical rexinoid 1 and establishes a
new generation of innovative RXR modulators to overcome
characteristic challenges in RXR targeting drug discovery.

B RESULTS AND DISCUSSION

Intrigued by the pleiotropic activities of 2 in animal models
and its molecular architecture of a classical fatty acid
mimetic,”> we profiled it on therapeutically relevant nuclear
receptors in vitro where we observed marked activation of
RXRs (Figure 1). Full dose—response characterization revealed
micromolar activity of 2 on the three RXR subtypes that even
exceeded the compound’s potency on PPARs (Table 1).
Isothermal titration calorimetry (ITC) experiments confirmed
that 2 bound to the recombinant ligand binding domains
(LBD) of PPARy (K, = 1.34 uM) and RXRa (K, = 1.28 M)
with similar affinity (Table 2).

Molecular docking of 2 in the ligand binding sites of RXRa
(Figure 2a, PDB-ID: 4K6I’") and RXRf (Figure 2b, PDB-ID:
1H9U’?) indicated a favorable binding mode that aligned well
with the co-crystallized rexinoids. 2 formed the canonical ionic
interaction with Arg316 (RXRa) and Arg387 (RXRp),
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Figure 1. In vitro profiling of 2 in specific Gal4 reporter gene assays
for therapeutically relevant nuclear receptors revealed marked
activation of RXRs by 2. Results are the mean =+ scanning electron
microscopy (SEM), n > 3. ** p < 0.01, *** p < 0.001.

respectively, and its pyrimidine-4-chlorine substituent ad-
dressed a lipophilic sub-pocket close to the methylene residue
of 1. The lipophilic dimethylaniline group of 2 was placed at
the highly lipophilic end of the pocket, where the
tetrahydronaphthyl moieties of the co-crystallized rexinoids
were bound but did not fully occupy this region.

Compared to the reference RXR agonist 1, 2 is superior in
terms of solubility (2: 48.6 mg/L vs 1: 0.3 mg/L), lipophilicity
(2: log P = 1.63 vs 1: log P = 4.74), and cytotoxicity. With this
activity profile, 2 appeared as a promising lead compound to
develop novel RXR modulators that overcome poor toxicity
and lipophilicity characteristics of classical rexinoids. We have
studied the SAR of 2 with derivatives 3—28 (Table 1) on
RXRs and PPARs to identify selectivity determinants and
optimize RXR agonistic potency by directed structural changes.

Compounds 9, 11-18, 20, and 23—28 were prepared
according to Schemes 2—8 relying on the published synthetic
procedures™ of 2 with suitable modifications. The synthesis of
3—8, 10, 19, 21, and 22 was reported previously.zs’33
Pyrimidin-2-ylsulfanylacetates 29—31 were available from
mercaptopyrimidines 32—34 and ethyl bromoacetate (35). 4-
Trifluoromethyl derivative 31 was then treated with
phosphorus(V) oxychloride (POCl;) to form the correspond-
ing chloropyrimidine 36 and subsequently reacted with 2,3-
dimethylaniline (37) under microwave (uw) irradiation to
obtain 38. 39 with free 4-position on the pyrimidine and 40
with 4-methyl substituent were prepared in analogy from
pyrimidin-2-ylsulfanylacetates 29 and 30 in one-pot proce-
dures with the addition of 2,3-dimethylaniline (37) during the
POCIl;-mediated chlorination. Mild alkaline hydrolysis of esters
38—40 then produced test compounds 9, 11, and 12 (Scheme
2).

Synthesis of 16—18, 20, 23, 25, and 26 followed a similar
approach (Scheme 3). 4,6-Dihydroxypyrimidin-2-ylsulfanyla-
cetate (41) was available from mercaptopyrimidine 42 and
ethyl bromoacetate (35) and converted into chloropyrimidine
43 with POCI,. 43 was then reacted with various anilines (37,
44—48) to form precursors 49—54. 7-Chloroindane-4-amine
(48) required as a building block for 23 was obtained by
chlorination of 4-aminoindane (55) with N-chlorosuccinimide
(NCS) in DMF (Scheme 4). Alkaline hydrolysis of 50—54
yielded 16—18, 20, and 23. N-Methyl (25) and N-isopropyl
(26) derivatives were prepared by reacting ester 49 with
dimethyl sulfate (DMS) or diisopropyl sulfate (DIPS) and
subsequent alkaline ester hydrolysis in one-pot procedures.
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Figure 2. Molecular docking of 2 (orange) and 28 (magenta) in the ligand binding domains of RXRa ((a, c) PDB-ID: 4K6I°") and RXRS ((b, d)
PDB-ID: 1H9U??). Pocket surfaces are colored according to their lipophilicity (green = lipophilic, red = hydrophilic). (a, b) 2 forms similar binding
modes to RXRs as the crystallized rexinoids (gray) involving the canonical neutralizing contact with Arg316/Arg387. The 2-mercaptoacetic acid
residue is placed in a narrow tunnel that may accommodate small substituents but no larger side chains. The chlorine atom of 2 protrudes into a
small sub-pocket which is also addressed by the methylene respectively cyclopropyl moiety of the co-crystallized ligands. The 2,3-
dimethylphenylamino residue of 2 is bound in the highly lipophilic terminal region of the RXR ligand binding site but fails to entirely fill the pocket
suggesting optimization potential with larger lipophilic moieties. (¢, d) The optimized RXR agonist 28 also forms canonical interactions with
Arg316/Arg387 and its trifluoromethyl group conveniently fills the lipophilic sub-pocket, which is occupied by the methylene/cyclopropyl moiety,
respectively, of the crystallized ligands. The proposed binding mode also revealed an important contribution of the N-methyl moiety of 28 which
addresses an unexplored lipophilic sub-pocket close to helix 11. Due to its slightly longer acidic side chain compared to 2, the pyrimidine core and
the lipophilic indane moiety of 28 are moderately shifted towards the lipophilic terminal region of the RXR ligand binding site.

Scheme 2. Synthesis of 9, 11, and 127
()

HO_ _N_ _SH HO_ N S\/COOEt \/COOEt
| ST () | S Y ~-COOR?
_N - _N -
R2 R2

32:R?=H 29:R?=H 36: RZ‘CFS :R2—H R*=Et
33: R2=CHj, 30: R? = CH,4 40: R? = CHg, R* = Et
34: R? = CF,4 31: R2=CF,4 38: R? = CF,, R* = Et

()
9: R?=H,R*=H
11: R?=CH3, R*=H
12: R?=CF5, R*=H

“Reagents and conditions: (a) ethyl bromoacetate (35), dimethylformamide (DMF), 90 °C, 3 h, 29—48%; (b) ethyl bromoacetate (35), DMF,
triethylamine (TEA), 0 °C, 5 min, 54%; (c) POCL, diethylaniline (DEA), 90 °C, 3.5 h, 67%; (d) 2,3-dimethylaniline (37), POCl;, DEA, 90 °C, 4
h, 36—73%; (e) 2,3-dimethylaniline (37), TEA, ethanol (EtOH), uw, 120 °C, 4 h, 19%; and (f) LiOH, EtOH, H,0, tetrahydrofuran (THF), room
temperature (rt), 16—18 h, 15—-77%.

Diarylether 24 was obtained by reacting chloropyrimidine to obtain 61, followed by mild alkaline hydrolysis of 61 to yield

43 with 2,3-dimethylphenol (56) under microwave irradiation 15.
forming §7 followed by mild alkaline hydrolysis to yield 24 Ether analogue 13 was prepared via an inverse strategy
(Scheme ). (Scheme 7). 2,4,6-Trichloropyrimidine (62) and ethyl 2-

For the synthesis of chain-elongated thioether 15 (Scheme
6), thiobarbituric acid (42) was reacted with ethyl 3-
bromopropionate (58) to form 59, which was then treated
with POCI; to generate the corresponding chloropyrimidine microwave-assisted reaction of 64 with aniline 37, followed

60. Microwave irradiation of 60 and aniline 37 was performed by alkaline hydrolysis to yield 13.

hydroxyacetate (63) were reacted to 64 in a nucleophilic

aromatic substitution. Compound 65 was obtained by
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Scheme 3. Synthesis of 16—18, 20, 23, 25, and 26“
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17: R® = 2-methylphenyl

18: R® = 3-methylphenyl

20: R® = 5,6,7,8-tetrahydro-1-naphthyl
23: R3 = 7-chloroindan-4-yl

51: R® = 2-methylphenyl

52: R® = 3-methylpheny!

53: R® = 5,6,7,8-tetrahydro-1-naphthyl
54: R® = 7-chloroindan-4-yl

“Reagents and conditions: (a) ethyl bromoacetate (35), EtOH, H,0O, NaOH, 60 °C, 3.5 h, 37%; (b) POCl;, DEA, 90 °C, S h, 78%; (c) 2,3-
dimethylaniline (37), TEA, EtOH, uw, 120 °C, 4 h, 45%; (d) anilines 44—48, TEA, EtOH, uw, 120 °C, 4 h, 32—68%; (e) DMF, NaOH, DMS, 40
°C, 1S h, 52%; (f) DMF, NaOH, DIPS, 40 °C, 25 h, 13%; and (g) LiOH, EtOH, H,O, THF, rt, 16 h, 61-95%.

Scheme 4. Synthesis of 48“

NH, (a) NH,

—_—

Cl
55 48

“Reagents and conditions: (a) DMF, NCS, rt, 23 h, 32%.

Propionic acid derivatives 14, 27, and 28 were prepared via a
third synthetic strategy (Scheme 8) involving the introduction
of the acidic side chain after the formation of the diarylamine
moiety. For this, methylsulfanylpyrimidines 66 and 67 were
reacted with aniline 37 or 55 under microwave irradiation to
form 68 and 69. Subsequently, the methylsulfanyl moieties in
68 and 69 were selectively oxidized to the corresponding
methyl sulfones 70 and 71 using Na,WO,. The methyl sulfone
residue as a better leaving group then enabled further
substitution with ethyl 3-hydroxypropanoate (72) to obtain

73 and 74. Methylation of 74 with Mel in DMF afforded 75
and mild ester hydrolysis of 73—785 yielded 14, 27, and 28.

2 and analogues 3—28 were characterized in vitro in specific
Gal4-based hybrid reporter gene assays for PPARa, PPARy,
and PPARS as well as RXRa, RXRf, and RXRy modu-
lation.”**>  Gal4-responsive firefly luciferase served as the
reporter gene and a constitutively expressed (SV40 promoter)
Renilla luciferase was used as an internal control to monitor
transfection efficiency and test compound toxicity.

Systematic SAR analysis of all molecular building blocks of 2
on RXRs and PPARs revealed significant differences for both
nuclear receptor families (Table 1). Introduction of side chains
in the a-position of the carboxylic acid (3—8), which is known
to promote potency and activation efficacy on PPARa and
PPARy,” abrogated activity on RXRs with increasing chain
length. Although methyl (3) and dimethyl (4) substitutions
were tolerated by RXRa and RXRf, activity on RXRy was
already lost with these small residues suggesting the potential
to achieve subtype selectivity. Longer side chains (5—7) as well

Scheme S. Synthesis of 24“
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~
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“Reagents and conditions: (a) 2,3-dimethylphenol (56), TEA, EtOH, uw, 120 °C, 4 h, 11% and (b) LiOH, EtOH, H,O, THF, rt, 21 h, 42%.
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Scheme 6. Synthesis of 15
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“Reagents and conditions: (a) ethyl 3-bromopropionate (58), EtOH, H,0, NaOH, 60 °C, 6 h, 28%; (b) POCIl;, DEA, 90 °C, S h, 56%; (c) 37,
TEA, EtOH, pw, 120 °C, 4 h, 39%; and (d) LiOH, EtOH, H,O, THF, rt, 16 h, $2%.

Scheme 7. Synthesis of 13
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“Reagents and conditions: (a) ethyl hydroxyacetate (63), dioxane, NaH, 110 °C, S h, 5%; (b) 2,3-dimethylaniline (37), TEA, EtOH, puw, 120 °C, 4

h, 24%; and (h) LiOH, EtOH, H,0, THF, rt, 16 h, 94%.

Scheme 8. Synthesis of 14, 27, and 28
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“Reagents and conditions: (a) anilines 37 or 55, TEA, EtOH, uw, 120 °C, 4 h, 38—48%; (b) Na,WO,, H,0,, HOAG, rt, 24 h, 78—94%; (c) ethyl 3-
hydroxypropanoate (72), lithium bis(trimethylsilyl)amide (LHMDS), THF, rt, 2,5 h, 39—63%; (d) LiOH, EtOH, H,0, THF, rt, 16 h, 10%; (e)
CF,COOH, H,0, rt, 24 h, 21—63%; and (f) Mel, K,CO,, DMF, rt, 24 h, 77%.

as a-phenyl (8) substitution were detrimental on all RXRs
thereby producing potent PPAR ligands with selectivity over
RXRs. PPARs favored n-butyl (7) substitution in a-position
which produced balanced single-digit micromolar potency and
enhanced activation efficacy on PPARa/y. The PPARS subtype
was neither activated by 2 nor by the a-substituted analogues

2116

3—8. The loss of activity on RXRs with increasing a-
substituent size agrees with the proposed binding modes of
2 to RXRa (Figure 2a) and RXRf (Figure 2b) where the
carboxylic acid is buried in a narrow tunnel lacking space for

additional substituents.
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Table 1. Activity of 2—28 on RXRs and PPARs in Vitro™"?

RN YXYCOOH
N R
R, ECso [UM] (max. rel. activation)
# X Y Ri R Rs RXRa RXRB RXRy PPARa PPARY PPARS
2| s NHoH oG 23dimethylphenyl (2%?:10 5/:) (1:3‘1?14) (4?(‘3514,) (1?6%%’/::)* (13314) > 100
3| s NH  Me CI  23dmethyphenyl | 2153 RN SUD it e > 100
41 s NH Me;  Cl - 23-dimethylphenyl (217§1/°) (120123@ <10% (1 2:'53::1%%)* (zgj,%/o) I(g?)cme)
5 s NH Et Cl  23-dimethylphenyl <10% inactive <10% (121i3;:‘)* (zg';f/o ) '(ggcme)
6| s NH  nPr Cl 2 3-dimethylphenyl <10% inactive <10% p ; ;gf&% " (2'55:50‘;/3) '(ggcme)
7| s NH nBu Cl  23-dimethylphenyl inactive inactive inactive (12§:$¢ﬁ)* ég:g‘;/:) '(ggcme)
8 s NH Ph  Cl  23-dimethylphenyl inactive inactive inactive ~30 ~30 '(g?f;'xn‘;
9 S NH H H 2,3-dimethylphenyl <10% inactive inactive (12 o8 inactive
(119£8%) (14:1%)
o] s NH- H o Br 23dimethylpheny (?1?: T 5/?) (1 et %) (43)‘51/0) (2'62: t 5/:) 23:;251?/:3 (21512%4)
1| s NH  H  Me 23dmethyprenyl | (39505 el e oy <10% inactive
121 s NHH o CFa 23dmethyipheny | (et (221%) (1551%) Fo11%) <10% @0s1%)
13 o NH H Cl 2,3-dimethylphenyl inactive inactive inactive inactive inactive inactive
14| OCH,  NH  H  CI 23-dimethylphenyl (?1'781i 10 3/?) 221{3:2/;? (5%)3,2%) (2%)23‘:/0) (111:;1/0) (1163534)
15| SCH: NH H  C  23-dimethylphenyl (23;‘_’1'1";:_"&) <10% inactive (gf:f;/:) <10% (2121";?/0 ;
16| s NH H Cl phenyl <10% <10% inactive (3";?;1/0 ) <10% <10%
s NHoH Gl Zmethlyphenyl Trosaty (a0 (25e1o (7Te (1842%) (1822%)
1) S NH o H Gl 3-methlyphenyl (a6e2%) <10% (1552%) (s42%) (20u2%) (s0s7%
] s NHHod 4-indanyl (S0e15) et (@9x15 (o548%) (1643%) >100
56,7,8-
20 s i i @3e1%) (@os1%) e (S523%) (1% (0125
A Ml sl di‘:;\f::;(rlgﬁéi;(l (ig: 2 3/‘:) (71'?: 1 é/f) (53:(1)5/10) (8711421(-3?% Ik (2‘;23%4,) >30
2| s NH o H o di“r;rt:el’t?\vlz-hze’?\;/l (723510 c;/f) 23{53;2/;2) (4315511&) ( 122;:;%)* (1??13/0) >30
sl s W o 7-chloro-4- 2.120.1 3.840.1 6.40.3 1.840.3 3.120.3 43102
indanyl (48+1%) (20£1%) (45+3%) (514%) (11£1%) (40£1%)
4| s O H Cl 23dimethylphenyl (;'gff;/:) (?'88:105/3) fgé"iﬁ?/f) (3:)‘:;20/0 ) <10% <10%
25| S NMe H O 23dmetyphenyl | GO ) e <10% <10% <10%
26| S NPt H o Cl 23dmethyphenyl | APEA <10% B ver <10% e
dloon oo e | WSS M e me o
28| OCH, NMe H CFs 4-indanyl 0'?333:1(’;/2;’1 0'2545’:10;/?;’3 "('gf;‘?;/?)" <10% <10% <10%

“Results are the mean + standard deviation (SD), n > 3. Compounds were tested up to SO M or the highest nontoxic concentration as indicated.
Activity of 2—8, 19, 21, and 22 on PPARs was reported previously.”® Relative activation refers to the reference agonist at 1 uM each, that is,
bexarotene (RXRs), GW7647 (PPAR«), rosiglitazone (PPARy), and L165,041 (PPARS). bRelative activation refers to 2 at 100 uM.>®
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4-substitution crucial for RXR
PPARs tolerate -H

Figure 3. Summarized SAR of 2 on RXRs and PPARs.

Replacement of the reactive and electron withdrawing
chlorine substituent on the pyrimidine core of 2 with a
hydrogen atom (9) turned out as another switch towards
PPAR selectivity as activity on RXRs was lost and potency on
PPARa and PPARy was enhanced in terms of the ECs value.
Replacement of chlorine (2) by bromine (10) had little effect
on RXR agonistic potency but enhanced activity on all PPARs.
As a consequence, 10 also activated PPARS with considerable
potency.

Substitution in the 4-position of the pyrimidine core, hence,
appeared crucial for potency on RXRs. However, halogen
substituents on pyrimidine are highly reactive and may hold
toxicity potential. Therefore, we introduced less reactive
residues. Therein, we succeeded in conserving RXR agonistic
potency by introduction of a methyl group (11) with moderate
loss of activity and especially with a 4-trifluoromethyl-
substituent (12) that fully retained the activity on RXRs. In
parallel, methyl (11) and trifluoromethyl (12) substitution
markedly lowered the activation efficacy on PPARs compared
to 2. Both derivatives 11 and 12 caused no appreciable
activation of PPARy. PPARS was only activated by
trifluoromethyl derivative 12 which together with the activity
of bromine derivative 10 suggest that the PPARS subtype
favors bulky electron withdrawing substituents in the 4-
position of the pyrimidine. Concomitantly, 12 displayed
reduced cytotoxicity compared to 2 confirming the advantage
of replacing the reactive chlorine substituent for the
compound’s toxicity profile.

In addition to the pyrimidine’s reactive chlorine substituent,
the oxidation-sensitive thioether moiety in 2 appeared
unfavorable and, thus, we studied the possibility of its
replacement by ether linkers (13, 14). Pure substitution of
the sulfur atom by oxygen (13) fully disrupted the activity on
all RXRs and PPARs. This might be due to concomitant
shortening of the chain and a different dihedral angle of oxygen
and sulfur.*® To compensate the reduction in chain length, we
introduced an additional methylene group (14) which was
indeed sufficient to restore activity on RXRs with even a slight
improvement in potency compared to 2. On PPARs, this
elongated ether 14 was active too, but with markedly reduced
activation efficacy rendering the 3-oxopropionic acid residue
(14) as valuable RXR-favored replacement for the 2-mercapto-
acetic acid in 2. As the additional methylene residue in 14
significantly enhanced the potency compared to 13 on all
PPARs and RXRs, we also prepared the one carbon
homologated thioether 15. This chain elongation in 15 was
accompanied by enhanced potency on PPARa and PPARS
compared to 2, whereas it was poorly tolerated by PPARy. On
RXRs, the elongated thioether analogue 15 displayed a marked
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loss of activity and only retained weak agonism on the a-
subtype but failed to activate RXRf and RXRy.

We then studied the 2,3-dimethylaniline moiety (16—22)
where the removal of both methyl groups (16) was tolerated
by PPARs despite a loss of activation efficacy but caused
inactivity on RXRs. Reinstating either methyl group (17 and
18) was equally sufficient to regain the RXR agonistic activity.
Surprisingly, 17 and 18 were even slightly more active on
PPARy than 2 and also activated PPARS with similar potency.
On PPARg, either methyl group promoted potency in terms of
ECs, values but with lower activation efficacy than 2.

Enlargement of the lipophilic dimethylaniline by closing a
ring over the two methyl groups in 4-aminoindane derivative
19 was favored by RXRs over PPARs. With a 6-fold
improvement in RXR agonistic potency compared to 2 and
enhanced RXR activation efficacy, the 4-indanyl substituent in
19, thus, turned out as another opportunity to achieve RXR
selectivity. 5,6,7,8-Tetrahydro-1-naphthylamine derivative 20,
in contrast, displayed equally enhanced activity on both RXRs
and PPARs. It constitutes a potent and balanced pan-PPAR/
pan-RXR agonist with intermediate activation efficacy that
appears suitable to study potential synergies of dual RXR/
PPAR activation e.g,, in neurodegeneration.

Further focusing on the dimethylaniline moiety of 2, we then
introduced a chlorine (21) or bromine (22) substituent in the
4-position which caused a slight improvement in potency and
activation efficacy on RXRs. On PPARs, halogen substituents
in the 4-position of the dimethylaniline (21, 22) diminished
activity on PPARy but markedly promoted PPARa agonism. In
particular, the 4-chlorine substituent (21) seemed suitable to
promote the RXR agonism and selectivity over PPARy. We,
therefore, combined the RXR-favored indane moiety of 19 and
the 4-chlorine substituent of 21 in 23 which, however, failed to
further enhance RXR agonistic activity or RXR selectivity. In
fact, 23 exhibited potent agonism on all RXRs and PPARs.

Finally, we studied the SAR of the diarylamine linker (24—
26). Its replacement by an ether moiety (24) slightly
promoted the potency on RXRs and PPARs but with a
significant loss of activation efficacy on PPARs, thereby
generating an improvement in relative RXR selectivity.
Methylation of the bridging amine (25) had a similar but
markedly more pronounced effect by reducing PPAR
activation to levels below 10%, whereas further enhancing
RXR agonistic potency. The bulkier N-isopropyl derivative 26
failed to follow this trend and possessed lower potency on both
RXRs and PPARa/y but interestingly was favored by PPARS.

Our focused systematic SAR analysis discovered specific
structural modifications of 2 to promote potency on either
RXRs or PPARs (summarized in Figure 3) allowing the design
of selective and dual ligands by directed structural changes. In
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50% parent compound remaining after 60 min of incubation with rat liver microsomes, 2 and derivatives provide favorable metabolic stability. (d)
The optimized RXR agonist 28 is highly selective over related nuclear receptors. All results in (a), (c), and (d) are the mean + SEM, n = 3.

an attempt to apply and combine this knowledge in the design the elongated ether side chain (14) and the indane substituent
of an optimized RXR agonistic analogue of 2, we fused the (19) produced a potent micromolar RXR agonist (27) with a
RXR-favored structural modifications of all molecular building weak remaining activity on PPARa. When we additionally

blocks (27, 28). Combining the trifluoromethyl group (12), introduced the RXR-favored N-methyl residue from 25 in 28,
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RXR agonistic potency was remarkably enhanced to
intermediate nanomolar potency and activity on all PPARs
was suppressed.

Molecular docking of 28 in RXRa (Figure 2¢) and RXRf
(Figure 2d) indicated favorable binding modes and illustrated
the importance of the N-methyl residue for potency on RXRs
as it was conveniently bound in a lipophilic sub-pocket close to
helix 11 which was not explored by either co-crystallized ligand
in the two receptor subtypes. As already observed for lead
compound 2, the carboxylic acid of 28 participated in the
canonical neutralizing contact with Arg316 (RXRa) and
Arg387 (RXRf), respectively. The trifluoromethyl group in
28 replacing the chlorine atom in 2 addressed the lipophilic
sub-pocket which accommodates the methylene or cyclopropyl
moiety, respectively, of the co-crystallized rexinoids. Compared
to the chlorine substituent in 2, the bulkier trifluoromethyl
moiety of 28 appeared to more efficiently occupy this
lipophilic region of the RXR ligand binding site as another
contribution to improved potency.

Starting from the drug Wyl4,643 (2), four minor but
directed structural modifications were sufficient to shift the
activity profile from a weak dual RXR/PPAR agonist (2) to the
potent RXR-selective analogue 28 with a 100-fold gain in
potency on all three RXR subtypes (Figure 4). Simultaneously,
unfavorable pharmacophore elements were replaced with more
convenient moieties. As a result, the optimized RXR agonist
revealed reduced toxicity (Figure Sa) and conserved favorable
solubility (28: 14.3 mg/L, Figure Sb) as well as lipophilicity
(log P = 2.08). In addition to the discovery of RXR agonist 28,
the use of alternative structural elements enabled the design of
analogues of 2 with selectivity towards PPARs (7) or pan-
RXR-pan-PPAR agonism (20). This specific activity tailoring
in structurally very close analogues renders 7, 20, and 28 as a
set of very useful pharmacological tools to study the role and
interplay of RXRs and PPARs in health and disease without
different compound-specific artifact effects.

In vitro profiling revealed markedly reduced cytotoxicity for
the optimized analogues 20 and 28 (Figure Sa) as well as
favorable solubility (Figure Sb) and microsomal stability
(Figure Sc) for 2 and derivatives 7, 20, and 28. Toxicity
analysis (Figure Sa) also confirmed favorable effects of
replacing chlorine in 2 by hydrogen (9) or trifluoromethyl
(12) as well as replacing the thioether moiety in 2 by an ether
in 13. Compared to the classical rexinoid 1, the selective RXR
agonist 28 was clearly superior in terms of toxicity and
solubility. Moreover, 7, 20, and 28 are highly selective over
related nuclear receptors including RARs (Figure 5d, Table
S1).

To exclude unspecific effects and confirm the activity of 2, 7,
20, 27, and 28 on RXRs and PPARs, we studied their
interaction with the recombinant ligand binding domains of
RXRa and PPARy by isothermal titration calorimetry (ITC,
Table 2 and Figures S1—-S10)*” and observed K; values in
agreement with the ECsys retrieved in the cellular assays.
Minor mismatches between Ky and ECy, may arise from
cellular effects in the reporter gene assay such as cellular uptake
or degradation. The ITC experiments especially confirmed
high affinity of 28 to RXRa with a double-digit nanomolar Ky
value. Compared to the free diarylamine 27, 28 gained almost
a factor 10 in affinity towards RXRs. According to our
molecular docking studies (Figure 2c,d) this seems due to
favorable binding of the methyl group in a lipophilic sub-
pocket close to helix 11 that is not explored by either co-
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Table 2. K; Values (ITC) Confirm Dual or Preferential
Binding of 2, 7, 20, 27, and 28 to RXRa and/or PPARy”

D Ky(RXRa) (uM) Ky(PPARy) (uM)
1.28 1.34
7 no binding 1.28
20 0.35 0.87
27 0.88 n.d.
28 0.095 0.95
1 021 n.d.

“ITC data for 1 on RXRa for comparison. n.d., not determined.

crystallized rexinoid. We also observed binding of 28 to PPARy
but the reporter gene assays revealed that the compound fails
to cause appreciable PPARy activation. Molecular docking of
28 in the PPARy ligand binding domain (Figure Slla)
suggested that its bulky trifluoromethyl substituent and N-
methyl residue force 28 to a binding mode in the PPARy
ligand binding domain that prevents the formation of canonical
H-bond contacts with the activation triad His323, Tyr327, and
His449 resulting in failure to activate the nuclear receptor.
Similar observations also hold true for PPARa (Figure S11b).

To profile 2, 20, and 28 under physiologically more relevant
conditions in vitro, we studied their activity in a full-length
PPARy reporter gene assay’  that in contrast to the hybrid
Gal4 system involves PPARy/RXR heterodimers and thereby
reflects the physiological setting. In this test, dual PPAR/RXR
agonists 2 and 20 produced significantly stronger activation
than the RXR-selective agonist 28 (Figure 6a). When we
combined the RXR agonist 28 with the PPARy agonist
rosiglitazone, we observed synergistic activation of the PPARy/
RXR heterodimer (Figure 6b). Moreover, when we studied the
effects of 2, 20, and 28 on the expression of genes regulated by
PPARy/RXR heterodimers in HepG2 cells, we retrieved
similar results as in the full-length PPARy/RXR reporter
gene assay (Figure 6¢c). Expression of PPARy-regulated
angiopoietin-like protein 4 (ANGPTL4) was markedly
increased by dual PPAR/RXR agonists 2 and 20, whereas 28
caused only weak induction that failed to reach statistical
significance. In contrast, ApoE expression, for which an
important regulatory influence of RXR has been reported,'’
was induced by 2, 20, and 28 with comparable efficacy.

Side effects of known RXR agonists involve elevation of
triglyceride levels which mechanistically is mediated via
induction of LXR regulated gene sterol regulatory element
binding protein 1c (SREBP-1c).”” Therefore, we also studied
the effect of 28 on the expression of this key regulator of lipid
metabolism in HepG2 cells (Figure 6¢). In a concentration of
1 uM, 28 did not alter SREBP-1c expression in contrast to
rexinoid 1 which caused a 2-fold induction. When we
stimulated SREBP-1c expression with the LXR agonist
T0901317, 1 had no further inductive effect, whereas 28
markedly decreased LXR agonist-induced SREBP-1c mRNA
levels. To exclude LXR antagonism of 28 as a potential source
of this activity, we studied 28 in competition with the LXR
agonist in specific Gal4-hybrid reporter gene assays for LXR
activity (Figure 6e), where 28 antagonized neither LXR
subtype. Moreover, in a full-length LXR reporter gene assay
(Figure 6f), 28 neither affected baseline LXR/RXR activity nor
the activity of LXR agonist T0901317. These observations are
in agreement with previous reports that characterize esters of 2
but not 2 itself as LXR modulators.*®
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Figure 6. Functional in vitro profiling of 2 and analogues 20 and 28. (a) In a full-length PPARy reporter gene assay involving PPARy/RXR
heterodimers, the dual activity of 2 and 20 on RXRs and PPARs caused robust activation, whereas RXR-selective analogue 28 had weaker efficacy, n
= 6. (b) Combination of RXR agonist 28 and the PPARy agonist rosiglitazone in the full-length PPARy reporter gene assay caused marked synergy
through the activation of both receptors in the heterodimer, n = 6. (c) Effect of 2, 20, and 28 on mRNA expression of PPARy/RXR heterodimer-
regulated genes. Dual activators 2 and 20 induced expression of ApoE and ANGPTL4, whereas RXR-selective analogue 28 only enhanced ApoE
expression. Results are the mean + SEM, n = 3. (d) Effect of RXR agonist 28 on mRNA expression of RXR/LXR regulated gene sterol regulatory
element binding protein 1c (SREBP-1c). In contrast to rexinoid 1, 28 did not induce SREBP-1c expression but significantly diminished LXR
agonist (T0901317)-induced SREBP-1c expression. Results are the mean + SEM, n = 4. (e) In specific Gal4-hybrid reporter gene assays, 28 did not
affect agonist-induced LXR activity, n = 6. (f) In a full-length LXR reporter gene assay where reporter gene expression is governed by full human
LXR/RXR heterodimers, 28 neither affected baseline LXR/RXR activity nor LXR activation by the agonist. n = 4. * p < 0.1, * p < 0.05, ** p < 0.01,
#4565 p < 0.001; 7 p < 0.001 vs T0901317.

Encouraged by this very promising in vitro data, we profiled B CONCLUSIONS AND OUTLOOK
28 in vivo. After a single oral dose of 10 mg/kg, 28 showed
preferable pharmacokinetics (Figure 7a) with rapid uptake,
high bioavailability, and a favorable plasma half-life of 4.2 h.
After 2 h, similarly high concentrations of 28 were found in

Numerous beneficial effects have been observed for the fatty
acid mimetic 2 in animal models and have led to more than 20
patents claiming its therapeutic use in neurodegenerative,
inflammatory, and neoplastic disorders beyond many others in

plasma and liver suggesting no hepatic accumulation. The metabolic diseases.”* 2 was originally optimized for a
compound reached levels in brain (275 + 18 ng/g; brain/ maximum lipid-lowering effect in a phenotypic animal model
plasma ratio 1.5%) that were clearly sufficient for RXR without any knowledge of its molecular target™ before it was
modulation (RXRa: ECso = 0.093 uM = 35 ng/mL; RXRf: characterized as a moderately potent PPAR agonist decades
ECso = 0.143 uM = 54 ng/mL; RXRy: ECs, = 0.36 uM = 137 later.”®> However, this activity alone was not sufficient to
ng/mL) in the CNS. explain the variety of its promising therapeutic effects. Here,
In mouse livers, we observed pharmacodynamic effects of 28 we show that 2 is also an agonist of the RXRs with even higher
by significant modulation of RXR regulated gene expression potency than on the PPARs. RXR agonism of 2 provides a
eight hours after dosing (Figure 7c). Compared to vehicle- mechanistic basis for its beneficial effects in atopic dermatitis,**
treated animals, hepatic expression of RXR heterodimer- MS'>* and AD'"*° for which the involvement of RXRs has
regulated genes ANGPTL4,””*" ApoE'' and ATP-binding already been proposed. Moreover, this newly identified target
cassette transporter Al (ABCA1)*"* was markedly induced conclusively explains the enormous lipid-lowering efficacy of 2
confirming that 28 hits RXR in vivo. In contrast, as already that arises from simultaneous activation of both partners of the
observed in cellular gene expression analysis (Figure 6¢), we heterodimers which are endogenously formed by PPARs with

detected no effect of 28 on SREBP-1¢** expression in vivo. RXRs.
2121 DOI: 10.1021/acs.jmedchem.8b01848
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Figure 7. In vivo profiling of 28 (10 mg/kg) in CS7BL/6 mice: (a)
28 revealed preferable pharmacokinetics with rapid uptake, high
bioavailability and long half-life. (b) After 2 h, similar concentrations
of 28 were found in plasma and liver and the compound even reached
sufficient levels for RXR modulation in brain. Dotted lines indicate
ECy, values for the three RXR subtypes. (c) The RXR agonist 28
produced pharmacodynamic effects in vivo with marked induction of
hepatic ANGPTL4, ApoE, and ABCA1 expression. In contrast, 28 did
not affect SREBP-1c expression in vivo. All results are the mean =+ SD;
n = 6 for 28, n = 3 for vehicle; * p < 0.05.

In addition to deciphering the pharmacological mode of
action of 2, we establish its structure—activity relationship on
RXRs and have discovered specific structural modifications
suitable to individually control the activity of the compound
class on RXRs and PPARs. Using this knowledge, we have
developed an analogue (20) of 2 with equally strong dual
activity on RXRs and PPARs but significantly improved
potency and a balanced activity on all receptors. Moreover, the
introduction of a side chain in @-position of the carboxylic acid
fully disrupted RXR activation leading to a PPAR-selective
agonist (7) and we succeeded in designing an RXR-selective
analogue (28) of 2 by combining all RXR-favored structural
modifications. Thus, the activity profile of analogues of 2 can
be specifically tailored towards dual and selective activation of
RXRs and PPARs with minor structural modifications. With
this characteristic, the nuclear receptor modulators derived
from 2 appear as a superior set of tool compounds to study the
involvement and interplay of RXRs and PPARs in disease.
Selective RXR agonist 28 and selective PPAR agonist 7 as well
as the dual agonist 20 originate from the same lead and display
enormous structural similarity despite markedly different
potencies on the nuclear receptors. Their use in mechanistic
studies in vivo will enable differential modulation of RXRs and
PPARs without major differences in compound-specific
characteristics such as pharmacokinetics or unspecific toxicity.
Studying the interplay of PPARs and RXRs in neuro-
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degenerative, inflammatory, neoplastic, and metabolic diseases
with 7, 20, and 28 as tools may enable a deeper understanding
of the pharmacological effects observed for 2 in animal models
and improve our knowledge on RXRs and PPARs in various
pathologies.

In MS and AD, where already convincing in vivo evidence is
available for therapeutic potential of RXRs and PPARSs, the set
of pharmacological tools will be of great value to study the
potential synergies of RXR and PPAR activation. Particularly,
in MS, the potential additive or even synergistic activity of this
multi-target combination holds great promise. For PPARy
activation, anti-inflammatory activity on T-cells and macro-
phages has been reported in MS,'®"” whereas RXR activation
is associated with regenerative effects on myelinization in the
CNS.'913715 Gimultaneous RXR/PPAR activation might lead
to synergies via the combination of PPAR-mediated anti-
inflammatory and RXR-mediated regenerative activities. In
addition, RXR activation might cause a boosting effect on
PPAR activation through simultaneous activation of its
heterodimer partner RXR. Importantly, the pharmacokinetic
profile of 28 indicates that the compound class despite its
acidic structural element even after a single oral dose reaches
concentrations in brain that are sufficient for nuclear receptor
modulation in the CNS.

The RXR-selective agonist 28 lacking the lead compound’s
(2) pyrimidin-4-chlorine substituent and the thioether moiety
as potentially labile and toxic elements constitutes a strongly
optimized analogue of 2 that spares PPARs and exclusively
activates RXRs. With its markedly superior solubility,
preferable pharmacokinetics and low toxicity, it provides a
unique profile amongst known potent RXR ligands. Impor-
tantly, 28 did not modulate RXR/LXR activity in vitro and
lacked induction of the key regulator of lipogenesis SREBP-1¢
in vitro and in vivo, which is considered as the source of
increased triglyceride levels under rexinoid therapy.°”” There-
by, 28 could avoid a crucial adverse effect of classical rexinoids
and may establish a novel class of safer and less lipophilic RXR
ligands that can overcome typical obstacles of RXR targeting
drug discovery.

B EXPERIMENTAL SECTION

General. Purity of all compounds for biological evaluation was
confirmed by high-performance liquid chromatography (HPLC) (see
the Supporting Information for detailed method) to be >95%. The
biological activity of 2, 7, 20, and 28 was observed in three
independent cellular test systems and direct interaction with the target
proteins was confirmed by ITC.

Preparation and Analytical Characterization of 28 and
Intermediates. 3-((4-(2,3-Dihydro-1H-inden-4-ylmethylamino)-6-
(trifluoromethyl)pyrimidin-2-yl)oxy)propanoic Acid (28). 75 (0.12
g, 0.19 mmol, 1.0 equiv) was dissolved in trifluoroacetic acid (5.0 mL)
and stirred at rt for 30 min. Water (5.0 mL) was then added and the
mixture was stirred at rt for 24 h. The mixture was extracted with
EtOAc (3 X 15 mL), the combined organic layers were dried over
MgSO, and the solvent was removed under vacuum. Further
purification was performed by column chromatography with
hexane/EtOAc/HOAc (75:23:2) as mobile phase to obtain 28 as a
pale yellow solid (60 mg, 63%). R; (hexane/EtOAc/HOAc = 75:23:2)
= 0.29. m.p.: 107.9 °C. '"H NMR (500 MHz, CDCl,): 6 = 7.29-7.24
(m, 2H), 6.97 (d, ] = 6.8 Hz, 1H), 5.99 (s, 1H), 4.68 (t, ] = 6.1 Hz,
2H), 3.44 (s, 3H), 3.03—2.97 (m, 2H), 2.92 (t, J = 6.1 Hz, 2H),
2.77-2.71 (m, 1H), 2.62 (t, ] = 7.5 Hz, 1H), 2.09 (p, ] = 7.5 Hz, 2H).
BC NMR (126 MHz, acetone-dg): § = 172.38, 166.38, 165.28,
155.56, 148.19, 142.32, 139.97, 129.37, 125.55, 125.42, 121.88, 95.76,
63.94, 37.48, 34.19, 33.65, 31.08, 25.63. High-resolution mass
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spectrometry (HRMS) (matrix-assisted laser desorption ionization
(MALDI)): m/z calculated 382.13730 for C,gH,;,F;N;0;, found
382.13654 ([M + H]"). HPLC (method B): RT 26.127 min.

N-(2,3-Dihydro-1H-inden-4-yl)-2-(methylsulfanyl)-6-
(trifluoromethyl)pyrimidin-4-amine (69). 4-Chloro-2-(methylsulfan-
yl)-6-(trifluoromethyl) pyrimidine (67, 0.50 g, 2.2 mmol, 1.0 equiv)
was dissolved in EtOH (3 mL). 4-Aminoindane (55, 0.31 mL, 2.6
mmol, 1.2 equiv) and TEA (0.36 mL, 2.6 mmol, 1.2 equiv) were
added and the solution was stirred under microwave irradiation at 120
°C for 4 h. After cooling to rt, EtOAc (30 mL) was added, the mixture
was washed with 2 N HCI (2 X 20 mL) and saturated NaHCO,
solution (20 mL), dried over MgSO,, and the solvents were removed
under vacuum. Further purification was performed by column
chromatography with hexane/EtOAc (87.5:12.5) as mobile phase to
obtain 69 as a colorless solid (0.27 g, 38%). R; (hexane/EtOAc =
87.5:12.5) = 0.35. 'H NMR (300 MHz, acetone-dg): & = 8.70 (s, 1H),
7.56 (d, J = 7.4 Hz, 1H), 7.19 (t, ] = 7.7 Hz, 1H), 7.10 (d, ] = 7.4 Hz,
1H), 6.78 (s, 1H), 2.97—2.85 (m, 4H), 2.48 (s, 3H), 2.06 (p, J = 7.4
Hz, 2H). 3C NMR (75 MHz, acetone-dg): § = 174.13, 162.30,
154.49, 146.63, 134.86, 127.80, 123.69, 122.40, 122.10, 120.06, 98.67,
33.77, 31.33, 25.65, 13.97. Mass spectrometry (MS) (positive
electrospray ionization (ESI+)): m/z 326.01 ([M + H]*).

N-(2,3-Dihydro-1H-inden-4-yl)-2-methanesulfonyl-6-
(trifluoromethyl)pyrimidin-4-amine (71). 69 (0.49 g, 1.5 mmol, 1.0
equiv) was dissolved in HOAc (25 mL). Sodium tungstate dihydrate
(0.049 g, 0.15 mmol, 0.10 equiv) and hydrogen peroxide 30% (0.6
mL, 6.0 mmol, 4.0 equiv) were added and the mixture was stirred at rt
for 24 h. Water (25 mL) was then added and the mixture was
extracted with EtOAc (3 X 50 mL). The combined organic layers
were dried over MgSO, and the solvents were removed under
vacuum. Further purification was performed by column chromatog-
raphy with hexane/EtOAc (75:25) as mobile phase to obtain 71 as an
orange solid (0.43 g, 78%). R; (hexane/EtOAc = 75:25) = 0.29. 'H
NMR (400 MHz, CDCL,): 8 = 7.70 (s, 1H), 7.31=7.10 (m, 3H), 6.91
(s, 1H), 3.39 (s, 3H), 3.03 (t, ] = 7.4 Hz, 2H), 2.83 (t, ] = 7.3 Hz,
2H), 2.15 (p, ] = 7.5 Hz, 2H). *C NMR (101 MHz, CDCl,): § =
166.61, 163.51, 155.78, 147.43, 139.43, 131.68, 128.04, 124.16,
121.89, 120.16, 102.14, 38.92, 33.29, 30.76, 25.07. MS (ESI+): m/z
379.99 ([M + NaJ*).

Ethyl 3-((4-((2,3-Dihydro-1H-inden-4-yl)amino)-6-
(trifluoromethyl)pyrimidin-2-yl)oxy)propanoate (74). 71 (0.39 g,
1.1 mmol, 1.0 equiv) was dissolved in THF (10 mL). Lithium
bis(trimethylsilyl)amide (1 M in hexane, 2.4 mL, 2.4 mmol, 2.2
equiv) was added and the mixture was stirred at rt for 10 min. Ethyl 3-
hydroxypropanoate (72, 0.15 mL, 1.2 mmol, 1.1 equiv) was then
added dropwise over 30 min via a syringe and the mixture was stirred
at rt for 4 h. EtOAc (10 mL) and 2 N HCI (10 mL) were added,
phases were separated, and the mixture was extracted with EtOAc (2
% 10 mL). The combined organic layers were dried over MgSO, and
the solvents were removed under vacuum. Further purification was
performed by column chromatography with hexane/EtOAc (75:25)
as mobile phase to obtain 74 as a pale yellow oil (0.25 g 57%). Ry
(hexane/EtOAc = 75:25) = 0.5. 'H NMR (500 MHz, acetone-dg): &
= 8.65 (s, 1H), 7.55 (s, 1H), 7.12 (t, ] = 7.7 Hz, 1H), 7.03 (d, ] = 7.4
Hz, 1H), 6.73 (s, 1H), 4.51 (t, ] = 6.3 Hz, 2H), 407 (q, ] = 7.1 Hz,
2H), 2.88 (t,] = 7.6 Hz, 2H), 2.84 (t,] = 7.4 Hz, 2H), 2.73 (t, ] = 6.3
Hz, 2H), 2.00 (p, J = 7.5 Hz, 2H), 1.17 (t, ] = 7.1 Hz, 3H). 3C NMR
(126 MHz, acetone-dg): & = 171.28, 166.35, 164.82, 155.93, 146.51,
134.98, 127.79, 122.92, 122.25, 121.95, 120.74, 97.67, 63.81, 60.94,
34.43, 33.73, 31.22, 25.57, 14.46. MS (ESI+): m/z 418.05 ([M +
Nal*).

Ethyl 3-((4-(2,3-Dihydro-1H-inden-4-ylmethylamino)-6-
(trifluoromethyl)pyrimidin-2-yl)oxy)propanoate (75). 74 (0.15 g,
0.38 mmol, 1.0 equiv) was dissolved in DMF (7 mL), K,CO; (0.32 g,
2.3 mmol, 6.1 equiv) was added, and the mixture was stirred at rt for
30 min before Mel (0.10 mL, 1.6 mmol, 4.2 equiv) was added
dropwise and the mixture was stirred at rt for 24 h. 2 N HCI (10 mL)
was then added and the mixture was stirred for 10 min. The mixture
was extracted with EtOAc (3 X 15 mL), the combined organic layers
were dried over MgSO, and the solvents were removed under
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vacuum. Further purification was performed by column chromatog-
raphy with hexane/EtOAc (83.3:16.7) as mobile phase to obtain 75
as a pale yellow oil (0.12 g, 77%). R; (hexane/EtOAc = 83.3:16.7) =
0.4. 'H NMR (300 MHz, CDCL,): & = 7.23 (t, ] = 5.8 Hz, 2H), 6.99—
6.92 (m, 1H), 5.97 (s, 1H), 4.67 (t, ] = 6.5 Hz, 2H), 4.17 (q, ] = 7.1
Hz, 2H), 3.43 (s, 3H), 3.03—2.95 (m, 2H), 2.85 (t, ] = 6.5 Hz, 2H),
2.72 (t, ] = 7.6 Hz, 1H), 2.62 (t, ] = 7.4 Hz, 1H), 2.08 (p, ] = 7.4 Hz,
2H), 1.27 (t, J = 7.1 Hz, 3H). ®C NMR (75 MHz, CDCL,): § =
171.10, 165.33, 164.46, 155.36, 147.54, 141.51, 139.11, 128.53,
124.65, 122.61, 118.97, 95.58, 62.95, 60.82, 37.44, 34.18, 33.24, 30.68,
25.04, 14.26. MS (ESI+): m/z 432.09 ([M + Na]*).

For synthesis and analytical characterization of 9, 11—18, 20 and
23-28 and their precursors please refer to the Supporting
Information.

In Vitro Pharmacological Characterization. Hybrid Reporter
Gene Assays for PPARa/y/8, RXRa/p/y, LXRa/p, RARa/p/y, FXR, VDR,
CAR. Plasmids. The Gal4-fusion receptor plasmids pFA-CMV-
hPPAR@-LBD,"® pFA-CMV-hPPARy-LBD,*® pFA-CMV-hPPARS-
LBD,* pFA-CMV-hLXRa-LBD,"” pFA-CMV-hLXRS-LBD,*’ pFA-
CMV-hRXRa-LBD,** pFA-CMV-hRXRp-LBD,** pFA-CMV-hRXRy-
LBD,** pFA-CMV-hRARa-LBD,** pFA-CMV-hRARB-LBD,** pFA-
CMV-hRARy-LBD,** pFA-CMV-hFXR-LBD,"” pFA-CMV-hVDR-
LBD,** and pFA-CMV-hCAR-LBD** coding for the hinge region
and ligand binding domain (LBD) of the canonical isoform of the
respective nuclear receptor have been reported previously. pFR-Luc
(Stratagene) was used as the reporter plasmid and pRL-SV40
(Promega) for normalization of transfection efficiency and cell
growth.

Assay Method. HEK293T cells were cultured in Dulbecco’s
modified Eagle’s medium (DMEM), high glucose with 10% fetal calf
serum (FCS), sodium pyruvate (1 mM), penicillin (100 U/mL), and
streptomycin (100 yg/mL) at 37 °C and 5% CO,. Twenty-four hours
before transfection, HEK293T cells were seeded in 96-well plates (3
X 10* cells/well). Before transfection, medium was changed to Opti-
MEM without supplements. Transient transfection was carried out
using Lipofectamine LTX reagent (Invitrogen) according to the
manufacturer’s protocol with pFR-Luc (Stratagene), pRL-SV40
(Promega), and the corresponding Gal4-fusion nuclear receptor
plasmid. Five hours after transfection, medium was changed to Opti-
MEM supplemented with penicillin (100 U/mL), streptomycin (100
ug/mL), and additionally containing 0.1% dimethyl sulfoxide
(DMSO) and the respective test compound or 0.1% DMSO alone
as untreated control. Each concentration was tested in duplicates and
each experiment was repeated independently at least three times.
After overnight (14—16 h) incubation with the test compounds, the
cells were assayed for luciferase activity using the Dual-Glo Luciferase
Assay System (Promega) according to the manufacturer’s protocol.
Luminescence was measured with an Infinite M200 luminometer
(Tecan Deutschland GmbH). Normalization of transfection efficiency
and cell growth was done by division of firefly luciferase data by
Renilla luciferase data and multiplying the value by 1000 resulting in
relative light units (RLU). Fold activation was obtained by dividing
the mean RLU of a test compound at a respective concentration by
the mean RLU of the untreated control. Relative activation was
obtained by dividing the fold activation of a test compound at a
respective concentration by the fold activation of a respective
reference agonist at 1 yM (PPARa: GW7647 (ECy, = 6 nM*®);
PPARy: rosiglitazone (ECy, = 18 nM*®); PPARS: 1165,041 (ECy, =
125 nM*°); RXRa/f/y: bexarotene (ECsy: 33 nM (a)®, 24 nM (B)°,
25 nM (7)*); RARa/f/y: tretinoin (ECsy: 240 nM) (a),*' 38 nM
($),*' 6 nM (y);”' LXRa/p: T09021317 (ECsy ~ 50 nM**); FXR:
GW4064 (ECs, = 70 nM**); CAR: CITCO (ECj, = 49 nM),>* VDR:
calcitriol (ECgo = 8 nM**)). Maximum relative activation on PPARy
refers to the activity of rosiglitazone (1 M) as the reference agonist.
For compounds that were characterized relative to pioglitazone (1
uM) previously, a factor between the activation efficacies of
rosiglitazone (1 yM) and pioglitazone (1 uM) was determined to
adjust the maximum relative activation values accordingly. All hybrid
assays were validated with the above-mentioned reference agonists
which yielded ECy, values in agreement with the literature.
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Full-Length Reporter Gene Assays for RXR/PPARy and RXR/LXR
Heterodimer Activation.”” HEK293T cells were grown in DMEM
high glucose, supplemented with 10% FCS, sodium pyruvate (1 mM),
penicillin (100 U/mL), and streptomycin (100 yg/mL) at 37 °C and
5% CO,. The day before transfection, HEK293T cells were seeded in
96-well plates (3 X 10* cells/well). Before transfection, medium was
changed to Opti-MEM without supplements. Transient transfection
was carried out using Lipofectamine LTX reagent (Invitrogen)
according to the manufacturer’s protocol with the reporter RXR-
PPARy responsive construct PPRE1-pGL3 or the RXR-LXR
responsive construct ABCA1-pGL3 as well as pRL-SV40 (Promega).
Five hours after transfection, the medium was changed to Opti-MEM
supplemented with penicillin (100 U/mL), streptomycin (100 ug/
mL), now additionally containing 0.1% DMSO, and the respective
test compound or 0.1% DMSO alone as untreated control. Each
concentration was tested in duplicates and each experiment was
repeated independently at least three times. Following overnight (12—
14 h) incubation with the test compounds, the cells were assayed for
luciferase activity using the Dual-Glo Luciferase Assay System
(Promega) according to the manufacturer’s protocol. Luminescence
was measured with an Infinite M200 luminometer (Tecan Deutsch-
land GmbH). Normalization of transfection efficiency and cell growth
was done by division of firefly luciferase data by Renilla luciferase data
and multiplying the value by 1000 resulting in relative light units
(RLU). Fold activation was obtained by dividing the mean RLU of a
test compound at a respective concentration by the mean RLU of
untreated control.

Quantification of mRNA Expression by Quantitative Real-Time
(qRT) Polymerase Chain Reaction (PCR). HepG2 cells were
incubated with 2 (30 pM), 20 (10 uM), 28 (1 uM), 1 (1 uM,
positive control), T0901317 (1 uM, positive control), or 0.1% DMSO
as untreated control for 12 h. Medium containing the test compounds
was renewed after 6 h. The cells were then harvested, washed with
cold phosphate-buffered saline (PBS), and then directly used for RNA
extraction. 2 ug of total RNA were extracted from HepG2 cells by the
Total RNA Mini Kit (R6834-02, Omega Bio-Tek, Inc., Norcross,
GA). RNA was reverse-transcribed into ¢cDNA using the High-
Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (4368814, Thermo Fischer
Scientific, Inc.) according to the manufacturer’s protocol. RXR target
gene expression was evaluated by quantitative real-time PCR analysis
with a StepOnePlus System (Life Technologies, Carlsbad, CA) using
Power SYBR Green (Life Technologies; 12.5 uL/well). Each sample
was set up in duplicates and repeated in at least three independent
experiments. The expression was quantified by the comparative AACt
method and glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase (GAPDH)
served as the reference gene. The following PCR primers were used:
hGAPDH: 5’-ATA TGA TTC CAC CCA TGG CA (fw), S'-GAT
GAT GAC CCT TTT GGC TC (rev); hApoE: §'-GGT CGC TTT
TGG GAT TAC CT (fw), 5'-CTC CAG TTC CGA TTT GT (rev);
hANGPTL4: 5'-ATT CTT TCC AGC GGC TTC TG (fw), 5'-GAG
GAC TGG AGA CGC GGA G (rev); and hSREBP-1c: 5'-GGA GGG
GTA GGG CCA ACG GCC T (fw), §'-CAT GTC TTC GAA AGT
GCA ATC C (rev).

Isothermal Titration Calorimetry (ITC). Isothermal titration
calorimetry (ITC) was conducted on an Affinity ITC (TA
Instruments Affinity ITC). The recombinant PPARy ligand binding
domain protein (180—250 yM) or the RXRa ligand binding domain
protein (110—230 M) and the corresponding Wy14,643 derivatives
(20—40 uM) were each dissolved in N-(2-hydroxyethyl)piperazine-
N'-ethanesulfonic acid buffer (25 mM; adjusted to pH 7.5 with KOH;
further containing 150 mM KF, 10% glycerol (w/w), 1% DMSO (v/
v) and S mM dithiothreitol). The ITC instrument was adjusted to a
temperature of 25 °C and the stirring rate was set at 75 rpm. 190 uL
compound solution was filled into the reaction cell and PPARy or
RXRa ligand binding domain solution was titrated in 19-25
injections. The first injection had a reduced volume of 1.0 yL and
was followed by injections of 2.5 pL. An interval of 300 s was
maintained between individual injections. The heat of dilution
resulting from titrating PPARy/RXRa ligand binding domain protein
solution into the buffer solution was recorded in an additional ITC
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run and subtracted from the raw ITC data obtained for the Wy14,643
derivatives. ITC raw data were analyzed using a NanoAnalyze
software package (version 3.7.5). An independent binding model was
used to fit the reaction enthalpy (AH), binding affinity constant (Kj),
and stoichiometry (n). Free energy change (AG) was calculated from
the equation AG = —RT In K and the entropy (AS) was calculated
from AG = AH — TAS.

In Vivo Pharmacological Characterization. Animals and
Compound Application. Twelve male CS7BL6/JRj mice (23—26 ¢
body weight, purchased from Janvier Labs, France) were used for the
pharmacokinetic study. The animals were housed in a temperature-
controlled room (20—24 °C) and maintained in a 12 h light/12 h
dark cycle. Food and water were available ad libitum. The in-life phase
was performed by the contract research organization Pharmacelsus
(Saarbriicken, Germany). All experimental procedures were approved
by and conducted in accordance with the regulations of the local
Animal Welfare authorities (Landesamt fiir Gesundheit und
Verbraucherschutz, Abteilung Lebensmittel- und Veterindrwesen,
Saarbriicken). Nine animals received a single oral dose of 10 mg/kg
body weight of RXR agonist 28 in water containing 1% hydroxypropyl
methylcellulose (HPMC)/Tween 80 (99:1). Three animals received
the vehicle (water containing 1% HPMC/Tween 80 (99:1)). All
animals behaved normal throughout the study and showed no adverse
effects.

Blood, Brain, and Liver Sampling. At six time points (15, 30, 60,
120, 240, and 480 min after application of 28), blood (20 uL) was
obtained from three animals from the lateral tail vein. At the 120 min
time point (three animals) and at the 480 min time point (six
animals), mice were anesthetized under isoflurane and blood (~500
uL) was obtained by retro-orbital puncture. For brain and liver
collection, mice were sacrificed by cervical dislocation after the blood
sampling and complete brain and liver were immediately snap-frozen
and stored at —80 °C until further evaluation. Plasma, brain and liver
were equally obtained from three control mice which received oral
application of the vehicle (1% HPMC/Tween 80 (99:1)).

Pharmacokinetic Analysis. The RXR agonist 28 was quantified
from the above described animal samples using LC—MS. For plasma
levels, three samples each for the 15, 30, 60, 120, and 240 min time
points and six samples for the 480 min time point were used. Brain
and liver concentrations were quantified from three samples taken at
the 120 min time point. On the basis of the obtained plasma levels,
pharmacokinetic analysis was performed applying a noncompartment
model using the Kinetica 5.0 software (Thermo Scientific, Waltham).

Quantification of mRNA Levels from Mouse Livers: Hepatocyte
Isolation of Mouse Liver Tissue and RT-qPCR. Liver samples from six
mice receiving a single oral dose of 28 (10 mg/kg) and three mice
receiving vehicle were obtained 8 h post dose and used to study
mRNA expression in liver. To homogenize the liver samples for qRT-
PCR analysis, one-third of each liver was placed on one Falcon Cell
Strainer with 40 um pore size (BD Bioscience, Erembodegem,
Belgium) in a S0 mL Falcon tube. Every tissue was rinsed with PBS
buffer containing 10% FCS and 1% PenStrep and pressed through the
cell strainer until 5 mL cell suspension had been collected. The
samples were centrifuged at 1200 rpm for 10 min at 4 °C. The
supernatant was discarded and the pellets were washed with S mL
cold PBS buffer and again centrifuged at 1200 rpm for 10 min at 4 °C.
After discarding the supernatant, the cell pellets were re-suspended in
1 mL PBS and total RNA was extracted using EZA Total RNA Kit I
(Omega Bio-tek Inc., Norcross, GA) following the Animal Tissue
Protocol. The extracted RNA was used for qRT-PCR and equally
treated as described for mRNA quantification from HepG2 cells (see
above). PCR primers for the murine genes were: mGAPDH: §'-CGA
CTT CAA CAG CAA CTC CCA CTC TTC C (fw), 5'-TGG GTG
GTC CAG GGT TTC TTA CTC CTT (rev); mSREBP-1c: 5'-ACT
GGA CAC AGC GGT TTT GA (fw), 5'-CGG GAA GTC ACT
GTC TTG G (rev); mABCAL: 5'-CGA CCA TGA AAG TGA CAC
GC (fw), 5'-AGC ACA TAG GTC AGC TCG TG (rev); mApoE: §'-
AGA ACT GAC GGC ACT GAT GG (fw), §-CGT AGA TCC
TCC ATG TCG GC (rev); and mANGPTL4: 5'-AAG ATG CAC
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AGC ATC ACA GG (fw), S-ATG GAT GGG AAA TTG GAG C
(rev).
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Figure S1: Isothermal titration calorimetry of 1 for RXRa.
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Figure S2: Isothermal titration calorimetry of 2 with the PPARy LBD.
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Figure S3: Isothermal titration calorimetry of 2 with the RXRa LBD.
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Figure S4: Isothermal titration calorimetry of 7 with the PPARy LBD.
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Figure S5: Isothermal titration calorimetry of 7 with the RXRa LBD.
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Figure S6: Isothermal titration calorimetry of 20 with the PPARy LBD.
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Figure S8: Isothermal titration calorimetry of 27 for RXRa..
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Figure S9: Isothermal titration calorimetry of 28 with the PPARy LBD.
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Figure S10: Isothermal titration calorimetry of 28 with the RXRa LBD.
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Figure S11: Molecular docking of 28 in PPARy (a, PDB-ID: 2Q8S?) and PPARa (b, PDB-ID: 4BCR?) indicate that
the bulkiness of combining N-methyl group and trifluoromethyl moiety together with the resulting dihedral angle
between pyrimidine core and indane substituent prevent the formation of a binding mode that allows a participation
of the carboxylic acid in the canonical H-bond network with the activation triad His323/Tyr327/His449 (PPARY) or
Tyr314/His440/Tyr464 (PPARa) which illustrates why 28 fails to activate PPARs.

Table S1: In vitro selectivity profiles of 2, 7, 20 and 28 at 30 uM on related nuclear receptors. Relative activation
refers to the respective reference agonist at 1 uM each: T0901317 (LXRs), tretinoin (RARs), CITCO (CAR),
GW4064 (FXR) and calcitriol (VDR). Results are mean+SD, n=3. Inactive - no statistically significant activation at
30 uM or relative activation at 30 uM < 5%.

LXRa LXR} RARa RARB  RARy CAR FXR VDR
2 >30 UM
7 >30 UM
24.0+1.1
20 11.3+0.4% >30 pM
28
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2 Chemistry
2.1 General

All chemicals and solvents were of reagent grade and used without further purification unless
otherwise specified. All reactions were conducted in oven-dried glassware under argon
atmosphere and in absolute solvents. NMR spectra were recorded on a Bruker AV 400, Bruker
AV 300, Bruker am250xp or a Bruker AV 500 spectrometer (Bruker Corporation, Billerica, MA,
USA). Chemical shifts (8) are reported in ppm relative to TMS as reference; approximate
coupling constants (J) are shown in hertz (Hz). Mass spectra were obtained on a VG Platform
Il (Thermo Fischer Scientific, Inc., Waltham, MA, USA) using electrospray ionization (ESI).
High resolution mass spectra were recorded on a MALDI LTQ ORBITRAP XL instrument
(Thermo Fisher Scientific). Microwave irradiation was performed on a CEM Focused
Microwave™ Synthesis System, Discover- SP W/Activent. Melting points were determined on
a Bichi M-560 (Biichi Labortechnik, Flawil, Switzerland). Compound purity was analyzed on a
Waters 600 Contoller HPLC using a Waters 2487 Dual Absorbance Detector and Waters 717
plus Autosampler or Hitachi Chromaster with a 5160 pump system, using a DAD 5430 and
5260 Autosampler both equipped with a MultoHigh100 RP18-5 p 250x4 mm column (CS-
Chromatographie Service GmbH, Langerwehe, Germany) using a gradient (H.0+0.1% formic
acid/MeOH 80:20 isocratic for 5 min to MeOH after additional 45 min and MeOH for additional
10 min) at a flow rate of 1 mL/min and UV-detection at 245 nm and 280 nm (method A) or
using a gradient (H.O+0.1% formic acid/MeOH 60:40 isocratic for 5 min to MeOH after
additional 25 min and MeOH for additional 10 min) at a flow rate of 1 mL/min and UV-detection
at 245 nm and 280 nm (method B).

Compounds 2-8, 10, 19, 21, 22 were published previously®>* and have been tested for purity
by elemental analysis by the Microanalytical Laboratory of the Institute of Organic Chemistry
and Chemical Biology, University of Frankfurt, on a Foss Heraeus CHN-O-rapid elemental
analyzer (Heraeus, Hanau, Germany). Their integrity was rechecked by NMR spectroscopy.
All new final compounds (9, 11-18, 20, 23-28) for biological evaluation had a purity of >95%
according to HPLC-UV analysis at wavelengths 245 and 280 nm.
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2.2 Synthesis and analytical characterization of 9, 11-18, 20, 23-28 and their precursors

2-(4-((2,3-Dimethylphenyl)amino)pyrimidin-2-yl)sulfanyl)acetic acid (9)

Ethyl 2-((4-((2,3-dimethylphenyl)amino)pyrimidin-2-yl)sulfanyl)acetate (39, 0.20 g, 0.66 mmol,
1.0 eq) was dissolved in a mixture of THF (8.0 mL) and EtOH (1.5 mL). LiOH (0.14 g,
3.3 mmol, 5.0 eq) was dissolved in water (2.0 mL) and added to the solution. The mixture was
stirred for 16 h at room temperature. The organic solvents were removed in vacuum and 2 N
HCI (5 mL) was added to the solution and the mixture was extracted with EtOAc (3x 30 mL).
The solvent was evaporated in vacuum to obtain 9 as a yellow solid (140 mg, 77%).
M.p.: 225.1 °C. *H NMR (500 MHz, DMSO-ds): 6 = 10.62 (s, 1H), 8.10 (d, J = 6.7 Hz, 1H), 7.13
(s, 3H), 6.57 (s, 1H), 3.87 (s, 2H), 2.28 (s, 3H), 2.08 (s, 3H). *C NMR (126 MHz, DMSO-d):
0 =169.23, 165.59, 160.73, 147.72, 137.78, 134.79, 132.18, 128.39, 125.82, 123.77, 101.75,
32.51, 20.11, 14.13. HRMS (MALDI): m/z calculated 290.09577 for Ci4H1sN3O2.S found
290.09564 ([M+H]"). HPLC (method A): RT 23.102 min.

2-((4-((2,3-Dimethylphenyl)amino)-6-methylpyrimidin-2-yl)sulfanyl)acetic acid (11)

Ethyl 2-((4-((2,3-dimethylphenyl)amino)-6-methylpyrimidin-2-yl)sulfanyl)acetate (40, 0.22 g,
0.66 mmol, 1.0 eq) was dissolved in a mixture of THF (8.0 mL) and EtOH (1.0 mL). LiOH
(0.14 g, 3.3 mmol, 5.0 eq) was dissolved in water (1.5 mL) and added to the solution. The
mixture was stirred for 16 h at room temperature. The organic solvents were removed in
vacuum and 2 N HCI (5 mL) was added to precipitate 11, which was filtrated and isolated.
Further purification was performed by recrystallization from acetone/water to obtain 11 as a
colorless solid (30 mg, 15%). M.p.: decomposition at 209 °C. *H NMR (500 MHz, DMSO-de):
0 =10.46 (s, 1H), 7.17 - 7.07 (m, 3H), 6.34 (s, 1H), 3.89 (s, 2H), 2.31 (s, 3H), 2.28 (s, 3H),
2.06 (s, 3H). 3C NMR (126 MHz, DMSO-d¢): d = 169.18, 165.16, 160.99, 156.48, 137.82,
134.76, 132.36, 128.49, 125.88, 123.94, 100.05, 32.47, 30.72, 20.09, 14.07. HRMS (MALDI):
m/z calculated 304.11142 for C1sH1sN302S, found 304.11167 ([M+H]"). HPLC (method B): RT
14.693 min.

2-((4-((2,3-Dimethylphenylamino)-6-(trifluoromethyl)pyrimidin-2-yl)sulfanyl)acetic acid
(12)

Ethyl 2-((4-((2,3-dimethylphenyl)amino)-6-(trifluoromethyl)pyrimidin-2-yl)sulfanyl) acetate (38,
60 mg, 0.15 mmol, 1.0 eq) was dissolved in a mixture of THF (6.0 mL) and EtOH (1.0 mL).
LiOH (40 mg, 0.75 mmol, 5.0 eq) was dissolved in water (1.5 mL) and added to the solution.
The mixture was stirred for 18 h at room temperature. The organic solvents were removed in
vacuum and 2 N HCI (5 mL) was added to precipitate 12, which was filtrated and isolated as
brown solid (30 mg, 56%). M.p.: 140 °C. *H NMR (500 MHz, acetone-ds): 6 = 7.30 - 7.10 (m,
3H), 6.60 (s, 1H), 3.93 (s, 2H), 2.32 (s, 3H), 2.18 (s, 3H). *C NMR (126 MHz, acetone-de):
06 =172.35, 170.12, 163.35, 154.67, 145.91, 139.02, 136.26, 129.33, 126.88, 124.97, 121.71,
98.57, 33.36, 20.49, 14.32. HRMS (MALDI): m/z calculated 358.08316 for CisH1sN3O2SFs3,
found 358.08357 ([M+H]*). HPLC (method A): RT 31.749 min.

2-((4-Chloro-6-((2,3-dimethylphenyl)amino)pyrimidin-2-yl)oxy)acetic acid (13)

Ethyl  2-((4-chloro-6-((2,3-dimethylphenyl)amino)pyrimidin-2-yl)oxy)acetate (65, 65 mg,
0.19 mmol, 1.0 eq) was dissolved in a mixture of THF (6.0 mL) and EtOH (1.0 mL). LIOH
(40 mg, 1.0 mmol, 5.0 eq) was dissolved in water (1.5 mL) and added to the solution. The
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mixture was stirred for 16 h at room temperature. The organic solvents were removed in
vacuum and 2 N HCI (5 mL) was added to precipitate 13, which was filtrated and isolated as a
colorless solid (55 mg, 94%). M.p.: 193.5 °C. *H NMR (500 MHz, acetone-dg): & = 11.28 (s,
1H), 8.54 (s, 1H), 7.23 - 7.10 (m, 3H), 6.11 (s, 1H), 4.82 (s, 2H), 2.31 (s, 3H), 2.16 (s, 3H).
13C NMR (126 MHz, acetone-dg): & = 169.81, 165.78, 165.19, 160.91, 138.95, 136.83, 133.78,
129.13,126.88, 125.24,97.71, 63.64, 20.50, 14.25. HRMS (MALDI): m/z calculated 308.07965
for C14H1sN303Cl, found 308.08055 ([M+H]"). HPLC (method B): RT 29.511 min.

3-((4-Chloro-6-((2,3-dimethylphenyl)amino)pyrimidin-2-yl)oxy)propanoic acid (14)

Ethyl 3-((4-chloro-6-((2,3-dimethylphenyl)amino)pyrimidin-2-yl)oxy)propanoate (73, 0.2 g,
0.57 mmol, 1.0 eq) was dissolved in a mixture of THF (8 mL) and EtOH (1 mL). LiOH (0.12 g,
2.8 mmol, 5.0 eq) was dissolved in water (1.5 ml) and added to the solution. The mixture was
stirred for 18 h at room temperature. The organic solvents were removed in vacuum and 2 N
HCI (5 mL) was added. The mixture was extracted with EtOAc (3x 10 mL) Combined organic
layers were dried over MgSQO., and the solvent was removed in vacuum. The obtained oil was
further purified by HPLC to obtain 14 as a colorless solid (20 mg, 11%). M.p.: 179.5 °C.
'H NMR (500 MHz, MeOD): & = 7.15 - 7.09 (m, 3H), 5.98 (s, 1H), 4.52 - 4.45 (m, 2H), 2.72 (t,
J=6.1Hz, 2H), 2.33 (s, 3H), 2.15 (s, 3H). *C NMR (126 MHz, MeOD): & = 174.62, 166.38,
165.79, 161.20, 139.50, 137.06, 134.47, 129.69, 127.19, 125.71, 97.23, 64.40, 34.65, 20.51,
14.27. HRMS (MALDI): m/z calculated 322.09530 for CisHi17N3OsCl found 322.09467
([M+H]"). HPLC (method B): RT 28.137 min.

3-((4-chloro-6-((2,3-dimethylphenyl)amino)pyrimidin-2-yl)sulfanyl)propanoic acid (15)
Ethyl  3-((4-chloro-6-((2,3-dimethylphenyl)amino]pyrimidin-2-yl)sulfanyl)propanoate (61,
0.19 g, 0.54 mmol, 1.0 eq) was dissolved in a mixture of THF (6.0 mL) and EtOH (1.0 mL).
LiOH (0.11 g, 2.7 mmol, 5.0 eq) was dissolved in water (1.5 mL) and added to the solution.
The mixture was stirred for 16 h at room temperature. The organic solvents were removed in
vacuum and 2 N HCI (5 mL) was added. The mixture was extracted with EtOAc (3x 10 mL)
Combined organic layers were dried over MgSO., and the solvent was removed in vacuum.
Further purification was performed by column chromatography with hexane/EtOAc/HOAC
(65:33:2) as mobile phase to obtain 15 as a colorless solid (120 mg, 65%).
Rr (hexane/EtOAc/HOAC = 65:33:2) = 0.17. M.p.: 216.5 °C. 'H NMR (500 MHz, acetone-ds):
6 =8.59 (s, 1H), 7.23 — 7.09 (m, 3H), 6.13 (s, 1H), 3.21 (t, J = 7.0 Hz, 2H), 2.71 (t, J = 6.9 Hz,
2H), 2.32 (s, 3H), 2.17 (s, 3H). 3C NMR (126 MHz, acetone-dg): d = 173.23, 172.26, 163.96,
159.87, 139.04, 136.73, 133.98, 129.27, 126.93, 125.34, 98.92, 34.50, 26.51, 20.50, 14.30.
HRMS (MALDI): m/z calculated 338.07245 for CisH17N3O>SCI found 338.07269 ([M+H]Y).
HPLC (method B): RT 25.067 min.

2-((4-Chloro-6-(phenylamino)pyrimidin-2-yl)sulfanyl)acetic acid (16)

Ethyl 2-((4-chloro-6-(phenylamino)pyrimidin-2-yl)sulfanyl)acetate (50, 200 mg, 0.62 mmol,
1.0 eq) was dissolved in a mixture of THF (8 mL) and EtOH (1 mL). LiOH (0.13 g, 3.0 mmol,
5.0 eq) was dissolved in water (1.5 mL) and added to the solution. The mixture was stirred for
15 h at room temperature. The organic solvents were removed in vacuum and 2 N HCI (5 mL)
was added to precipitate 16, which was filtrated and isolated as a pale yellow solid (100 mg,
56%). M.p.: 174.4 °C. *H NMR (500 MHz, acetone-ds): & = 11.19 (s, 1H), 9.02 (s, 1H), 7.60 (d,
J=79Hz, 2H), 7.37 (t, I =7.9 Hz, 2H), 7.13 (t, J = 7.4 Hz, 1H), 6.52 (s, 1H), 4.00 (s, 2H).
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13C NMR (126 MHz, acetone-ds): & = 171.70, 170.11, 162.20, 159.39, 139.50, 129.88, 124.92,
122.19, 101.26, 33.54. HRMS (MALDI): m/z calculated 296.02550 for C12H1:CIN3O,S;, found
296.02573 ([M+H]*). HPLC (method A): RT 29.784 min.

2-((4-Chloro-6-((2-methylphenyl)amino)pyrimidin-2-yl)sulfanyl)acetic acid (17)

Ethyl 2-((4-chloro-6-((2-methylphenyl)amino)pyrimidin-2-yl)sulfanyl)acetate (51, 100 mg,
0.29 mmol, 1.0 eq) was dissolved in a mixture of THF (5 mL) and EtOH (1 mL). LiOH (60 mg,
1.5 mmol, 5.0 eq) was dissolved in water (1 mL) and added to the solution. The mixture was
stirred for 16 h at room temperature. The organic solvents were removed in vacuum and 2 N
HCI (5 mL) was added to precipitate 17, which was filtrated and isolated as a yellow solid
(70 mg, 75%). M.p.: 152.8 °C. *H NMR (500 MHz, acetone-ds): d =7.46 (d, J = 7.7 Hz, 1H),
7.32(d,J=7.4Hz, 1H), 7.26 (t, J = 7.1 Hz, 1H), 7.20 (t, J = 7.3 Hz, 1H), 6.27 (s, 1H), 3.93 (s,
2H), 2.28 (s, 3H). C NMR (126 MHz, acetone-ds): 6 =171.45, 170.06, 163.37, 159.77,
136.73, 134.50, 131.83, 127.59, 127.47, 126.96, 99.62, 33.38, 18.05. HRMS (MALDI): m/z
calculated 310.04115 for Ci3H13CIN3O.S;, found 310.04121 ([M+H]*). HPLC (method
A): RT 30.472 min.

2-((4-Chloro-6-((3-methylphenyl)amino)pyrimidin-2-yl)sulfanyl)acetic acid (18)

Ethyl 2-((4-chloro-6-((3-methylphenyl)amino)pyrimidin-2-yl)sulfanyl)acetate (52, 0.16 g,
0.47 mmol, 1.0 eq) was dissolved in a mixture of THF (7 mL) and EtOH (1 mL). LiOH (100 mg,
2.3 mmol, 5.0 eq) was dissolved in water (1.5 mL) and added to the solution. The mixture was
stirred for 16 h at room temperature. The organic solvents were removed in vacuum and 2 N
HCI (5 mL) was added to precipitate 18, which was filtrated and isolated as a yellow solid
(140 mg, 98%). M.p.: 165.2 °C. *H NMR (500 MHz, acetone-dg): & =7.46 (s, 1H), 7.41 (d,
J=7.9Hz, 1H), 7.24 (t, J = 7.8 Hz, 1H), 6.95 (d, J = 7.4 Hz, 1H), 6.56 (s, 1H), 4.02 (s, 2H),
2.34 (s, 3H). *C NMR (126 MHz, acetone-ds): & = 171.58, 170.13, 162.12, 159.29, 139.62,
139.37,129.75, 125.64, 122.60, 119.21, 101.20, 33.49, 21.48. HRMS (MALDI): m/z calculated
310.04115 for C13H13CIN302S4, found 310.04133 ([M+H]*). HPLC (method A): RT 31.617 min.

2-((4-Chloro-6-((5,6,7,8-tetrahydronaphthalen-1-yl)amino)pyrimidin-2-yl)sulfanyl)acetic
acid (20)

Ethyl 2-((4-chloro-6-((5,6,7,8-tetrahydronaphthalen-1-yl)amino)pyrimidin-2-yl)sulfanyl)acetate
(53, 100 mg, 0.26 mmol, 1.0 eq) was dissolved in a mixture of THF (6 mL) and EtOH (1 mL).
LiOH (60 mg, 1.3 mmol, 5.0 eq) was dissolved in water (1.5 mL) and added to the solution.
The mixture was stirred for 17 h at room temperature. The organic solvents were removed in
vacuum and 2 N HCI (5 mL) was added and filtrated. The obtained solid was washed with 1 ml
acetone to obtain 20 as colorless solid (70 mg, 77%). M.p.: decomposition at 205 °C. *H NMR
(500 MHz, acetone-ds): d = 8.46 (s, 1H), 7.23 (d, J = 7.5 Hz, 1H), 7.15 (t, J = 7.7 Hz, 1H), 7.03
(d, J=7.6 Hz, 1H), 6.22 (s, 1H), 3.93 (s, 2H), 2.79 (t, J = 5.4 Hz, 2H), 2.67 (t, J = 5.5 Hz, 2H),
1.80-1.72 (m, 4H). ®C NMR (126 MHz, acetone-ds): d = 171.38, 170.19, 163.61, 159.73,
139.55, 136.43, 133.82, 128.54, 126.70, 124.45, 99.39, 33.45, 30.27, 25.47, 23.52, 23.40.
HRMS (MALDI): m/z calculated 350.07245 for C16H17N3O2CIS, found 350.07266 ([M+H]").
HPLC (method B): RT 32.501 min.
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2-((4-Chloro-6-((7-chloro-2,3-dihydro-1H-inden-4-yl)amino)pyrimidin-2-
yDsulfanyl)acetic acid (23)

Ethyl 2-((4-chloro-6-((7-chloro-2,3-dihydro-1H-inden-4-yl)amino)pyrimidin-2-yl)sulfanyl)
acetate (54, 0.1 g, 0.26 mmol, 1.0 eq) was dissolved in a mixture of THF (6 mL) and EtOH
(2 mL). LiOH (50 mg, 1.3 mmol, 5.0 eq) was dissolved in water (1.5 mL) and added to the
solution. The mixture was stirred for 18 h at room temperature. The organic solvents were
removed in vacuum and 2 N HCI (5 mL) was added. The mixture was extracted with EtOAc
(3x 10 mL). Combined organic layers were dried over MgSO4 and the solvent was removed in
vacuum. Further purification was performed by column chromatography with
hexane/EtOAc/HOAC (75:23:2) as mobile phase to obtain 23 as a colorless solid (85 mg, 89%).
Rt (hexane/EtOAc/HOAC = 75:23:2) = 0.28.  M.p.: decomposition at 199 °C. HNMR
(500 MHz, acetone-ds): & = 8.57 (s, 1H), 7.54 (s, 1H), 7.20 (d, J = 8.5 Hz, 1H), 6.46 (s, 1H),
3.94 (s, 2H), 3.00-2.94 (m, 4H), 2.14-2.08 (m, 2H). *C NMR (126 MHz, acetone-ds):
6 =171.55, 170.15, 162.51, 159.60, 144.22, 140.56, 133.86, 127.73, 127.36, 124.30, 100.70,
33.50, 33.26, 32.26, 24.76. HRMS (MALDI): m/z calculated 370.01783 for CisH14N3O2Cl,S,
found 370.01892 ([M+H]"). HPLC (method B): RT 30.010 min.

2-((4-Chloro-6-(2,3-dimethylphenoxy)pyrimidin-2-yl)sulfanyl)acetic acid (24)

Ethyl  2-((4-chloro-6-(2,3-dimethylphenoxy)pyrimidin-2-yl)sulfanyl)acetate (57, 60 mg,
0.15 mmol, 1.0 eq) was dissolved in a mixture of THF (5 mL) and EtOH (1 mL). LiOH (30 mg,
0.75 mmol, 5.0 eq) was dissolved in water (1.5 mL) and added to the solution. The mixture
was stirred for 21 h at room temperature. The organic solvents were removed in vacuum and
2 N HCI (5 ml) was added. The obtained oil was further purified by HPLC to obtain 24 as a
colorless solid (20 mg, 42%). M.p.: 138.7 °C. *H NMR (500 MHz, acetone-de¢): 5 =7.18 - 7.11
(m, 2H), 6.97 (d, J = 7.8 Hz, 1H), 6.76 (s, 1H), 3.82 (s, 2H), 2.32 (s, 3H), 2.04 (s, 3H). 1*C NMR
(126 MHz, acetone-dg): & = 172.40, 170.79, 169.49, 162.09, 151.37, 139.84, 129.73, 128.49,
127.33, 120.08, 103.24, 33.52, 20.02, 12.47. HRMS (MALDI): m/z calculated 325.04082 for
C14H14N203CIS, found 325.04093 ([M+H]*). HPLC (method B): RT 29.186 min.

2-((4-Chloro-6-((2,3-dimethylphenyl)(methyl)amino)pyrimidin-2-yl)sulfanyl)acetic  acid
(25)

Ethyl 2-((4-chloro-6-((2,3-dimethylphenyl)amino)pyrimidin-2-yl)sulfanyl)acetate (49, 0.3 g,
0.85 mmol, 1.0 eq) was dissolved in DMF (abs., 10 ml). Solid NaOH (85 mg, 2.1 mmol, 2.5 eq)
was added and the mixture was stirred for 10 min at 40 °C. DMS (0.1 mL, 1.0 mmol, 1.2 eq)
was added dropwise via syringe. After 3 h at 40 °C, water (10 mL) was added and the reaction
was stirred at 40 °C for 12 h. 20 mL of 2 N HCI were added and the mixture was extracted with
EtOAc (3x 30 mL). Combined organic layers were dried over MgSO4 and the solvent was
removed in vacuum. Further purification was performed by column chromatography with
hexane/EtOAc/HOAc (75:23:2) as mobile phase to obtain 25 as colorless solid (150 mg, 52%).
R (hexane/EtOAC/HOAC = 75:23:2) = 0.4. M.p.: 177.9 °C. *H NMR (500 MHz, acetone-ds):
6=7.28-7.22 (m, 2H), 7.10 (d, J = 6.2 Hz, 1H), 5.55 (s, 1H), 3.99 (s, 2H), 3.40 (s, 3H), 2.34
(s, 3H), 1.96 (s, 3H). 3C NMR (126 MHz, acetone-dg): & = 171.26, 170.49, 163.44, 159.13,
142.35, 140.24, 135.21, 130.87, 128.34, 126.06, 98.99, 37.77, 33.78, 20.38, 13.78. HRMS
(MALDI): m/z calculated 338.07245 for CisHi7N3O2SCl, found 338.07294 ([M+H]").
HPLC (method B): RT 32.806 min.
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((((2,3-Dimethylphenyl)(propan-2-yl)amino)pyrimidin-2-yl)sulfanyl)acetic acid (26)

Ethyl 2-((4-chloro-6-((2,3-dimethylphenyl)amino)pyrimidin-2-yl)sulfanyl)acetate (49, 0.3 g,
0.85 mmol, 1.0 eq) was dissolved in DMF (abs., 10 mL). Solid NaOH (0.1 g, 2.5 mmol, 3.0 eq)
was added and the mixture was stirred for 10 min at 40 °C. DIPS (0.17 mL, 1.0 mmol, 1.2 eq)
was added dropwise via syringe. After 19 h at 40 °C, water (10 mL) was added and the reaction
was stirred at 40 °C for 6 h. 20 mL of 2 N HCI were added and the mixture was extracted with
EtOAc (3x 30 mL). Combined organic layers were dried over MgSO4 and the solvent was
removed in vacuum. Further purification was performed by column chromatography with
hexane/EtOAc/HOAC (65:33:2) as mobile phase to obtain 26 as colorless solid (40 mg, 13%).
Rf (hexane/EtOAc/HOAC = 65:33:2) = 0.27. M.p.: 150.6 °C. *H NMR (500 MHz, acetone-d):
0=7.32-7.24(m, 2H), 7.03 (d, J = 7.6 Hz, 1H), 5.35 (s, 1H), 5.24 - 5.12 (m, 1H), 3.97 (s, 2H),
2.35 (s, 3H), 2.05 (s, 3H), 1.30(d, J = 6.5 Hz, 3H), 0.98 (d, J = 6.9 Hz, 3H). 1*C NMR (126 MHz,
acetone-dg): 6 =171.05, 170.39, 163.23, 159.25, 140.19, 137.71, 137.10, 131.03, 128.16,
127.82, 99.72, 49.49, 33.77, 21.90, 20.55, 19.76, 14.98. HRMS (MALDI): m/z calculated
336.10375 for C17H21N30,SCl, found 336.10469 ([M+H]"). HPLC (method B): RT 35.276 min.

3-((4-((2,3-Dihydro-1H-inden-4-yl)amino)-6-(trifluoromethyl)pyrimidin-2-
yloxy)propanoic acid (27)

Ethyl 3-((4-((2,3-dihydro-1H-inden-4-yl)amino)-6-(trifluoromethyl)pyrimidin-2-yl)oxy)
propanoate (74, 75 mg, 0.19 mmol, 1.0 eq) was dissolved in trifluoroacetic acid (5 mL) and
stirred for 30 min at room temperature. Water (5 mL) was added to the mixture and stirred for
24 h at room temperature. The reaction mixture was extracted three times with EtOAc (3x
15 mL). Combined organic layers were dried over MgSO4 and the solvent was removed in
vacuum. Further purification was performed by HPLC to obtain 27 as a colorless solid (15 mg,
21%). M.p.: 163.1 °C. *H NMR (500 MHz, CDCls): 6 = 8.62 (s, 1H), 7.23 - 7.08 (m, 3H), 6.54
(s, 1H), 4.67 (t, J=5.9 Hz, 2H), 2.98 (t, J = 7.5 Hz, 2H), 2.84 (t, J = 6.4 Hz, 4H), 2.14 - 2.07
(m, 2H). 3C NMR (126 MHz, CDCls): & = 175.76, 164.45, 163.85, 156.76, 147.09, 139.25,
132.60, 127.76, 123.30, 121.79, 120.46, 95.48, 63.77, 34.29, 33.36, 30.67, 25.07. HRMS
(MALDI): m/z calculated 368.12165 for Ci;Hi17FsN3O3 found 368.12196 ([M+H]*). HPLC
(method B): RT 25.140 min.

3-((4-((2,3-dihydro-1H-inden-4-yl)(methyl)amino)-6-(trifluoromethyl)pyrimidin-2-
yloxy)propanoic acid (28)

Ethyl 3-((4-((2,3-dihydro-1H-inden-4-yl)(methyl)amino)-6-(trifluoromethyl)pyrimidin-2-
yhoxy)propanoate (75, 0.12 g, 0.19 mmol, 1.0 eq) was dissolved in trifluoroacetic acid (5 mL)
and stirred for 30 min at room temperature. Water (5 mL) was added to the mixture and stirred
for 24 h at room temperature. The reaction mixture was extracted three times with EtOAc (3x
15 mL). Combined organic layers were dried over MgSO4 and the solvent was removed in
vacuum. Further purification was performed by column chromatography with
hexane/EtOAc/HOAc (75:23:2) as mobile phase to obtain 28 as pale yellow solid (60 mg,
63%). R (hexane/EtOAc/HOAC = 75:23:2) = 0.29. M.p.: 107.9 °C. 'H NMR (500 MHz, CDCls):
0=7.29-7.24 (m, 2H), 6.97 (d, J = 6.8 Hz, 1H), 5.99 (s, 1H), 4.68 (t, J = 6.1 Hz, 2H), 3.44 (s,
3H), 3.03 - 2.97 (m, 2H), 2.92 (t, J = 6.1 Hz, 2H), 2.77 - 2.71 (m, 1H), 2.62 (t, J = 7.5 Hz, 1H),
2.09 (p, J = 7.5 Hz, 2H). *C NMR (126 MHz, acetone-ds): & = 172.38, 166.38, 165.28, 155.56,
148.19, 142.32, 139.97, 129.37, 125.55, 125.42, 121.88, 95.76, 63.94, 37.48, 34.19, 33.65,
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31.08, 25.63. HRMS (MALDI): m/z calculated 382.13730 for C1sH1eFsN3Os, found 382.13654
(IM+H]*). HPLC (method B): RT 26.127 min.

Ethyl 2-((4-hydroxypyrimidin-2-yl)sulfanyl)acetate (29)

2-Thiouracil (32, 0.77 g, 6.0 mmol, 1.0 eq) was dissolved in DMF (abs., 9 mL) and ethyl
bromoacetate (35, 0.80 mL, 7.2 mmol, 1.2 eq) was added dropwise to the solution. The
mixture was stirred for 3 h at 90 °C. Then, 20 mL water were added and the solution was
extracted six times with EtOAc (6x 30 mL). The combined organic layers were reduced to a
volume of approx. 50 mL, washed with 50 mL of hydrochloric acid (2N) and 50 mL of saturated
NaHCOs solution, dried over MgSOQ., and the solvents were evaporated in vacuum to obtain
29 as a pale yellow solid (0.61 g, 48%). *H NMR (250 MHz, DMSO-dg): 5 = 7.86 (d, J = 6.5 Hz,
1H), 6.14 (d, J = 6.5 Hz, 1H), 4.11 (q, J = 7.1 Hz, 2H), 4.00 (s, 2H), 1.17 (t, J = 7.1 Hz, 3H).
13C NMR (75 MHz, DMSO-d¢): & = 168.38, 163.46, 162.58, 154.06, 109.45, 61.16, 32.33,
14.05. MS (ESI+): m/z 215.11 ([M+H]").

Ethyl 2-((4-hydroxy-6-methylpyrimidin-2-yl)sulfanyl)acetate (30)

6-Methyl-2-thiouracil (33, 0.99 g, 7.0 mmol, 1.0 eq) was dissolved in DMF (abs., 11 mL). Ethyl
bromoacetate (35, 0.9 mL, 8.4 mmol, 1.2 eq) was added dropwise via syringe and the solution
was stirred for 3 h at 90° C. Water (30 mL) was added and the mixture was extracted with
EtOAc (3x 30 mL). The combined organic layers were reduced to a volume of approx. 50 mL,
washed with 20 mL of hydrochloric acid (2 N) and 20 mL of saturated NaHCOs solution, dried
over MgSQys, and the solvents were evaporated in vacuum. Further purification was performed
by column chromatography with hexane/EtOAc/HOAc (50:48:2) as mobile phase to obtain 30
as a colorless solid (0.46 g, 29%). R (hexane/EtOAc/HOAc = 50:48:2) = 0.63. H NMR
(300 MHz, DMSO-dg): & =12.47 (s, 1H), 6.01 (s, 1H), 4.11 (q, J = 7.1 Hz, 2H), 3.96 (s, 2H),
2.13 (s, 3H), 1.19 (t, J=7.1 Hz, 3H). C NMR (75 MHz, DMSO-dg): & = 168.53, 164.40,
162.38, 161.64, 106.59, 61.06, 32.39, 23.19, 14.10. MS (ESI-): m/z 227.17 ([M-H]).

Ethyl 2-((4-hydroxy-6-(trifluoromethyl)pyrimidin-2-yl)sulfanyl)acetate (31)
2-Mercapto-6-(trifluoromethyl)pyrimidin-4-ol (34, 0.6 g, 3.1 mmol, 1.0 eq) was dissolved in
DMF (abs., 30 mL). TEA (0.45 mL, 3.4 mmol, 1.1 eq) was added and the reaction mixture was
stirred with external cooling. Ethyl bromoacetate (35, 0.4 mL, 3.4 mmol, 1.1 eq) was added
dropwise via syringe. The reaction was stirred for 5 min. 2 N HCI (20 mL) was added and the
mixture was extracted with EtOAc (3x 50 mL). The combined organic layers were dried over
MgSO, and the solvent was removed in vacuum. Further purification was performed by column
chromatography with hexane/EtOAc/HOAc (65:33:2) as mobile phase to obtain 31 as a
colorless solid (0.46 g, 54%). Rs (hexane/EtOAc/HOAC = 65:33:2) = 0.43. *H NMR (300 MHz,
acetone-ds): 8 =11.90 (s, 1H), 6.56 (s, 1H), 4.16 (g, J = 7.1 Hz, 2H), 4.05 (s, 2H), 1.24 (t,
J=7.1Hz, 3H). 13C NMR (75 MHz, acetone-ds): & = 168.50, 165.65, 162.83, 152.78, 121.41,
108.74, 62.22, 33.60, 14.34. MS (ESI-): m/z 281.08 ([M-H]).

Ethyl 2-((4-chloro-6-(trifluoromethyl)pyrimidin-2-yl)sulfanyl)acetate (36)

Ethyl 2-((4-hydroxy-6-(trifluoromethyl)pyrimidin-2-yl)sulfanyl)acetate (31, 0.42 g, 1.5 mmol,
1.0 eq) was dissolved in POCI; (3.0 mL, 32.4 mmol, 18.0 eq). DEA (0.5 mL, 4.1 mmol, 3.0 eq)
was added dropwise via syringe. The mixture was stirred for 3.5 h at 90 °C. After cooling to
room temperature, the reaction was carefully added to 100 mL of a mixture of ice and water.
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This mixture was extracted three times with EtOAc (3x 100 mL). The combined organic layers
were reduced to a volume of approx. 50 mL, washed with 50 mL of HCI (2 N) and 50 mL of
saturated NaHCOs solution, dried over MgSOs, and the solvents were evaporated in vacuum.
Further purification was performed by column chromatography with hexane/EtOAc (8:1) as
mobile phase to obtain 36 as a yellow oil (0.28 g, 67%). R (hexane/EtOAc = 8:1) = 0.56.
'H NMR (400 MHz, acetone-ds): 6 = 7.77 (s, 1H), 4.18 (q, J = 7.1 Hz, 2H), 4.07 (s, 2H), 1.24
(t, J=7.1Hz, 3H). BC NMR (75 MHz, acetone-d¢): d =174.27, 168.63, 163.96, 157.18,
120.84, 114.59, 62.17, 34.28, 14.42. MS (ESI+): m/z 226.93 ([M-C3HsO2]").

Ethyl 2-((4-((2,3-dimethylphenyl)amino)-6-(trifluoromethyl)pyrimidin-2-yl)sulfanyl)
acetate (38)

Ethyl 2-((4-chloro-6-(trifluoromethyl)pyrimidin-2-yl)sulfanyl)acetate (36, 0.25g, 0.83 mmol,
1.0eq) was dissolved in EtOH (1.0 mL) and TEA (0.2 mL, 1.25mmol, 1.5eq). 2,3-
Dimethylaniline (37, 0.25 mL, 2.5 mmol, 3.0 eq) was added and the solution was stirred under
microwave irradiation for 4 h at 120 °C. After cooling to room temperature, 30 mL of EtOAc
were added, the mixture was washed twice with 2 N HCI (20 mL) and once with saturated
NaHCOs; solution (20 ml), dried over MgSQO., and the solvents were removed in vacuum.
Further purification was performed by column chromatography with hexane/EtOAc (6:1) as
mobile phase to obtain 38 as a brown oil (60 mg, 19%). Rs(hexane/EtOAc = 6:1) = 0.21.
'H NMR (300 MHz, acetone-dg): & =8.81 (s, 1H), 7.31 - 7.09 (m, 3H), 6.57 (s, 1H), 4.10 (q,
J=7.2 Hz, 2H), 3.90 (s, 2H), 2.33 (s, 3H), 2.18 (s, 3H), 1.21 (t, J=7.1 Hz, 3H). *C NMR
(75 MHz, acetone-ds): 6 = 172.36, 169.38, 163.44, 139.02, 136.42, 129.36, 126.89, 125.08,
123.60, 119.97, 116.34, 97.97, 61.80, 33.65, 20.50, 14.40, 14.32. MS (ESI-): m/z 384.13 ([M-

H]).

Ethyl 2-((4-((2,3-dimethylphenyl)amino)pyrimidin-2-yl)sulfanyl)acetate (39)

Ethyl 2-((4-hydroxypyrimidin-2-yl)sulfanyl)acetate (29, 0.5 g, 2.33 mmol, 1.0 eq) was dissolved
in POCl; (4 mL, 42.0 mmol, 18.0eq) and DEA (0.4mL, 2.33mmol, 1.0eq). 2,3-
Dimethylaniline (37, 0.85 mL, 7.0 mmol, 3.0 eq) was added dropwise via a syringe. The
mixture was stirred for 4 h at 90 °C. After cooling to room temperature, the reaction was
carefully added to 100 mL of a mixture of ice and water. The solution was extracted with EtOAc
(6x 100 mL). The combined organic layers were reduced to a volume of approx. 50 ml, washed
with 20 mL of hydrochloric acid (2 N) and 20 mL of saturated NaHCO3 solution, dried over
MgSQ,, and the solvents were evaporated in vacuum. Further purification was performed by
column chromatography with hexane/EtOAC/TEA (65:33:2) as mobile phase to obtain 39 as a
brown oil (260 mg, 36%). R:(hexane/EtOAC/TEA =65:33:2) =0.36. H NMR (500 MHz,
acetone-ds): & = 8.21 (s, 1H), 7.98 (d, J = 5.9 Hz, 1H), 7.20 (d, J = 7.3 Hz, 1H), 7.15 - 7.07 (m,
2H), 6.16 (d, J = 5.7 Hz, 1H), 4.11 (g, J = 7.1 Hz, 2H), 3.90 (s, 2H), 2.31 (s, 3H), 2.15 (s, 3H),
1.21 (t, J = 7.1 Hz, 3H). *3C NMR (126 MHz, acetone-ds): & = 170.30, 169.82, 162.61, 156.60,
138.76, 137.20, 133.54, 128.68, 126.70, 124.99, 101.34, 61.60, 33.38, 20.53, 14.46, 14.31.
MS (ESI+): m/z 318.12. ([M+H]").

Ethyl 2-((4-((2,3-dimethylphenyl)amino)-6-methylpyrimidin-2-yl)sulfanyl)acetate (40)

Ethyl 2-((4-hydroxy-6-methylpyrimidin-2-yl)sulfanyl)acetate (30, 0.4 g, 1.75 mmol, 1.0 eq) was
dissolved in POCI; (3 mL, 31.5 mmol, 18.0 eq) and DEA (0.3 mL, 1.75 mmol, 1.0 eq). 2,3-
Dimethylaniline (37, 0.65 mL, 5.3 mmol, 3.0 eq) was added dropwise via syringe. The mixture
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was stirred for 4 h at 90 °C. After cooling to room temperature, the reaction was carefully added
to 100 mL of a mixture of ice and water. The solution was extracted with EtOAc (6x 100 mL).
The combined organic layers were reduced to a volume of approx. 50 mL, washed with 20 ml
of HCI (2 N) and 20 mL of saturated NaHCOs3 solution, dried over MgSO., and the solvents
were evaporated in vacuum. Further purification was performed by column chromatography
with hexane/EtOAC/TEA (65:33:2) as mobile phase to obtain 40 as an orange oil (0.25 g, 73%).
Rr (hexane/EtOAC/TEA = 65:33:2) = 0.43. *H NMR (400 MHz, acetone-dg): & = 8.02 (s, 1H),
7.19 (d, J=7.1 Hz, 1H), 7.11 (g, J = 7.7 Hz, 2H), 6.01 (s, 1H), 4.12 (q, J = 7.1 Hz, 2H), 3.88
(s, 2H), 2.31 (s, 3H), 2.17 (s, 3H), 2.15 (s, 3H), 1.22 (t, J = 7.2 Hz, 3H). C NMR (75 MHz,
acetone-dg): 6 = 169.95, 169.82, 166.57, 163.23, 138.76, 137.48, 133.62, 128.60, 126.72,
125.12, 99.44, 61.56, 33.46, 23.82, 20.54, 14.52, 14.31. MS (ESI+): m/z 332.16 ([M+H]").

Ethyl 2-((4,6-dihydroxypyrimidin-2-yl)sulfanyl) (41)

4,6-Dihydroxy-2-mercaptopyrimidine (42, 2.5 g, 17.25 mmol, 1.0 eq) was suspended in EtOH
(19 mL). NaOH (0.76 g, 19 mmol, 1.1 eq) was dissolved in water (19 mL) and added to the
mixture. Ethyl bromoacetate (35, 2.3 mL, 20.8 mmol, 1.2 eq) was added dropwise via syringe.
The mixture was stirred at 60 °C for 3.5 h. The reaction mixture was then cooled to -8 °C
overnight and the precipitate was isolated and washed twice with water and diethylether.
Further purification was performed by column chromatography with hexane/EtOAc/HOAcC
(33:65:2) as mobile phase to obtain 41 as colorless solid (1.3g, 34%).
R (hexane/EtOAc/HOAC = 33:65:2) = 0.38. *H NMR (300 MHz, DMSO-dg): & = 11.78 (s, 2H),
5.21 (s, 1H), 4.12 (q, J = 7.1 Hz, 2H), 4.01 (s, 2H), 1.19 (t, J = 7.1 Hz, 3H). *C NMR (75 MHz,
DMSO-ds): 6 =171.99, 168.36, 167.72, 85.56, 61.12, 32.03, 13.98. MS (ESI+): m/z 321.04
(IM+H]").

Ethyl 2-((4,6-dichloropyrimidin-2-yl)sulfanyl)acetate (43)

Ethyl 2-((4,6-dihydroxypyrimidin-2-yl)sulfanyl) (41, 1.0 g, 4.3 mmol, 1.0 eq) was dissolved in
POCI; (7.5 ml, 78.2 mmol, 18.0 eq). DEA (0.7 mL, 4.3 mmol, 1.0 eq) was added dropwise via
syringe. The mixture was stirred for 5h at 90 °C. After cooling to room temperature, the
reaction was carefully added to 100 mL of a mixture of ice and water. The mixture was
extracted three times with EtOAc (3x 100 mL). The combined organic layers were reduced to
a volume of approx. 50 mL, washed with 50 mL of HCI (2 N) and 50 mL of saturated NaHCOs
solution, dried over MgSO., and the solvents were evaporated in vacuum. Further purification
was performed by column chromatography with hexane/EtOAc (4:1) as mobile phase to obtain
43 as a colourless solid (0.9 g, 78%). R: (hexane/EtOAc = 4:1) = 0.68. *H NMR (300 MHz,
DMSO-de): 8 = 7.74 (s, 1H), 4.14 (q, J = 7.1 Hz, 2H), 4.05 (s, 2H), 1.20 (t, J = 7.1 Hz, 3H).
BC NMR (75 MHz, DMSO-ds): d =171.52, 168.02, 160.96, 117.01, 61.17, 33.31, 14.03. MS
(ESI+): m/z 193.06 ([M-C3HsO2]").

7-Chloro-2,3-dihydro-1H-inden-4-amine (48)

4-Aminoindane (55, 1.5g, 11.26 mmol, 1.0 eq) was dissolved in DMF (abs., 5 mL). NCS
(1.59g, 11.26 mmol, 1.0 eq) was dissolved in DMF (abs., 10 mL) and added dropwise over
30 min via syringe. The reaction mixture was stirred at room temperature for 23 h. Water
(60 mL) was added and the mixture was extracted with EtOAc (3x 60 mL). The combined
organic layers were dried over MgSOa. Further purification was performed by column
chromatography with hexane/EtOAc (5:1) as mobile phase to obtain 48 as a purple solid (0.6 g,
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32%). R (hexane/EtOAc =5:1)=0.32. 'HNMR (400 MHz, acetone-ds): 0 =6.88 (d,
J=8.4Hz, 1H), 6.48 (d, J=8.4 Hz, 1H), 4.36 (s, 2H), 2.87 (t, J=7.6 Hz, 2H), 2.76 (t,
J=7.5Hz, 2H), 2.09 - 2.00 (m, 2H). ¥C NMR (101 MHz, acetone-ds): & = 143.66, 142.84,
130.38, 127.46, 127.40, 114.42, 33.15, 30.97, 24.46. MS (ESI+): m/z 168.04 ([M+H]").

Ethyl 2-((4-chloro-6-((2,3-dimethylphenyl)amino)pyrimidin-2-yl)sulfanyl)acetate (49)
Ethyl 2-((4,6-dichloropyrimidin-2-yl)sulfanyl)acetate(38, 0.6g, 2.25mmol, 1.0eq) was
dissolved in EtOH (3.0 mL) and TEA (0.4 mL, 2.7 mmol, 1.2 eq). 2,3-Dimethylaniline (37,
0.3 mL, 2.7 mmol, 1.2 eq) was added and the solution was stirred under microwave irradiation
for 4 h at 120 °C. After cooling to room temperature, 30 mL of EtOAc were added, the mixture
was washed twice with 2 N HCI (20 mL) and once with saturated NaHCO3 solution (20 mL),
dried over MgSQ,4, and the solvents were removed in vacuum. Further purification was
performed by column chromatography with hexane/EtOAc (4:1) as mobile phase to obtain 49
as brown oil (0.37 g, 47%). Rs (hexane/EtOAc = 4:1) = 0.33. 'H NMR (300 MHz, acetone-de):
0 =8.52 (s, 1H), 7.22 - 7.11 (m, 3H), 6.13 (s, 1H), 4.12 (q, J = 7.1 Hz, 2H), 3.89 (s, 2H), 2.32
(s, 3H), 2.16 (s, 3H), 1.22 (t, J=7.1 Hz, 3H). *C NMR (75 MHz, acetone-ds): & = 171.26,
169.39, 163.80, 159.80, 139.02, 136.58, 133.87, 129.27, 126.90, 125.25, 99.19, 61.79, 33.63,
20.50, 14.48, 14.28. MS (ESI-): m/z 350.14 ([M-H]).

Ethyl 2-((4-chloro-6-(phenylamino)pyrimidin-2-yl)sulfanyl)acetate (50)

Ethyl 2-((4,6-dichloropyrimidin-2-yl)sulfanyl)acetate (43, 0.25g, 0.94 mmol, 1.0 eq) was
dissolved in EtOH (1.0 mL) and TEA (0.4 mL, 2.8 mmol, 3.0 eq). Aniline (44, 0.1 mL,
0.94 mmol, 1.0 eq) was added and the solution was stirred under microwave irradiation for 4 h
at 120 °C. After cooling to room temperature, 30 ml of EtOAc were added, the mixture was
washed twice with 2 N HCI (20 mL) and once with saturated NaHCO3 solution (20 mL), dried
over MgSO0s4, and the solvents were removed in vacuum. Further purification was performed
by column chromatography with hexane/EtOAc (4:1) as mobile phase to obtain 50 as pale
yellow solid (200 mg, 68%). R (hexane/EtOAc = 4:1) = 0.37. *H NMR (400 MHz, acetone-ds):
5=28.99 (s, 1H), 7.59 (d, J = 7.9 Hz, 2H), 7.38 (t, J = 7.9 Hz, 2H), 7.14 (t, J = 7.4 Hz, 1H), 6.52
(s, 1H), 4.13 (q, J = 7.1 Hz, 2H), 3.98 (s, 2H), 1.21 (t, J = 7.1 Hz, 3H). 3C NMR (75 MHz,
acetone-deg): 6 = 171.56, 169.38, 140.10, 129.85, 124.93, 122.22, 101.26, 61.89, 33.74, 14.48.
MS (ESI-): m/z 332.01 ([M-H]).

Ethyl 2-((4-chloro-6-((2-methylphenyl)amino)pyrimidin-2-yl)sulfanyl)acetate (51)

Ethyl 2-((4,6-dichloropyrimidin-2-yl)sulfanyl)acetate (43, 0.25g, 0.94 mmol, 1.0 eq) was
dissolved in EtOH (1.0 mL) and TEA (0.4 ml, 2.8 mmol, 3.0 eq). o-Toluidine (45, 0.1 mL,
0.94 mmol, 1.0 eq) was added and the solution was stirred under microwave irradiation for 4 h
at 120 °C. After cooling to room temperature, 30 mL of EtOAc were added, the mixture was
washed twice with 2 N HCI (20 mL) and once with saturated NaHCO3 solution (20 mL), dried
over MgSO0s4, and the solvents were removed in vacuum. Further purification was performed
by column chromatography with hexane/EtOAc (4:1) as mobile phase to obtain 51 as colorless
oil (100 mg, 32%). R¢ (hexane/EtOAc = 4:1) = 0.34. *H NMR (300 MHz, acetone-ds): 5 = 8.48
(s, 1H), 7.43 (d, J = 7.4 Hz, 1H), 7.35-7.17 (m, 3H), 6.24 (s, 1H), 4.12 (q, J = 7.1 Hz, 2H),
3.89 (s, 2H), 2.27 (s, 3H), 1.22 (t, J = 7.1 Hz, 3H). 3C NMR (75 MHz, acetone-ds): d = 171.37,
169.37, 163.48, 159.79, 136.89, 134.64, 131.82, 127.56, 127.50, 127.08, 99.61, 61.81, 33.65,
18.05, 14.49. MS (ESI-): m/z 336.03 ([M-H]).
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Ethyl 2-((4-chloro-6-((3-methylphenyl)amino)pyrimidin-2-yl)sulfanyl)acetate (52)

Ethyl 2-((4,6-dichloropyrimidin-2-yl)sulfanyl)acetate (43, 0.25g, 0.94 mmol, 1.0 eq) was
dissolved in EtOH (1.0 mL) and TEA (0.4 mL, 2.8 mmol, 3.0 eq). m-Toluidine (46, 0.1 mL,
0.94 mmol, 1.0 eq) was added and the solution was stirred under microwave irradiation for 4 h
at 120 °C. After cooling to room temperature, 30 mL of EtOAc were added, the mixture was
washed twice with 2 N HCI (20 mL) and once with saturated NaHCO3 solution (20 mL), dried
over MgS0s4, and the solvents were removed in vacuum. Further purification was performed
by column chromatography with hexane/EtOAc (4:1) as mobile phase to obtain 52 as pale
yellow oil (0.16 g, 50%). R (hexane/EtOAc = 4:1) = 0.32. *H NMR (300 MHz, acetone-de): & =
8.92 (s, 1H), 7.44 - 7.33 (m, 2H), 7.25 (t, J = 7.8 Hz, 1H), 6.96 (d, J = 7.5 Hz, 1H), 6.50 (s, 1H),
4.12 (q, J = 7.1 Hz, 2H), 3.99 (s, 2H), 2.35 (s, 3H), 1.20 (t, J = 7.1 Hz, 3H). **C NMR (75 MHz,
acetone-dg): & =191.39, 171.49, 169.37, 162.22, 159.38, 139.62, 139.39, 129.68, 125.74,
122.85, 119.37, 101.16, 33.75, 21.57, 14.44. MS (ESI-): m/z 336.03 ([M-H]").

Ethyl 2-((4-chloro-6-((5,6,7,8-tetrahydronaphthalen-1-yl)amino)pyrimidin-2-
ylsulfanyl)acetate (53)

Ethyl 2-((4,6-dichloropyrimidin-2-yl)sulfanyl)acetate (43, 0.15g, 0.56 mmol, 1.0 eq) was
dissolved in 2 mL EtOH. 5,6,7,8-Tetrahydro-1-napyhtylamine (47, 0.06 mL, 0.67 mmol, 1.2 eq)
and TEA (0.1 mL, 0.67 mmol, 1.2 eq) was added and the solution was stirred under microwave
irradiation for 4 h at 120 °C. After cooling to room temperature, 30 mL of EtOAc were added,
the mixture was washed twice with 2 N HCI (20 mL) and once with saturated NaHCOs solution
(20 mL), dried over MgSOs, and the solvents were removed in vacuum. Further purification
was performed by column chromatography with hexane/EtOAc (4:1) as mobile phase to obtain
53 as brown oil (140 mg, 64%). Rs (hexane/EtOAc = 4:1) = 0.5. *H NMR (300 MHz, acetone-
ds): 6 =8.32 (s, 1H), 7.22 (d, J = 7.6 Hz, 1H), 7.15 (t, J = 7.6 Hz, 1H), 7.03 (d, J = 7.5 Hz, 1H),
6.21 (s, 1H), 4.12 (g, J = 7.1 Hz, 2H), 3.90 (s, 2H), 2.79 (t, J = 5.2 Hz, 2H), 2.66 (t, J = 5.7 Hz,
2H), 1.81 - 1.70 (m, 4H), 1.22 (t, J = 7.1 Hz, 3H). *3C NMR (75 MHz, acetone-ds): & = 171.26,
169.38, 163.57, 159.75, 139.52, 136.45, 133.82, 128.51, 126.64, 124.45, 99.35, 61.80, 33.65,
30.29, 25.48, 23.54, 23.41, 14.48. MS (ESI-): m/z 376.01 ([M-H]).

Ethyl 2-((4-chloro-6-((7-chloro-2,3-dihydro-1H-inden-4-yl)amino)pyrimidin-2-
yDsulfanyl)acetate (54)

Ethyl 2-((4,6-dichloropyrimidin-2-yl)sulfanyl)acetate (43, 0.45g, 1.7 mmol, 1.0 eq) was
dissolved in 3 mL EtOH. 7-Chloro-2,3-dihydro-1H-inden-4-amine (48, 0.31 g, 1.85 mmol,
1.1 eq) and TEA (0.25 mL, 1.85 mmol, 1.1 eq) was added and the solution was stirred under
microwave irradiation for 4 h at 120 °C. After cooling to room temperature, 30 mL of EtOAc
were added, the mixture was washed twice with 2 N HCI (20 mL) and once with saturated
NaHCOs; solution (20 mL), dried over MgSQO., and the solvents were removed in vacuum.
Further purification was performed by column chromatography with hexane/EtOAc (4:1) as
mobile phase to obtain 54 as purple oil (110 mg, 16%). R:(hexane/EtOAC =4:1) =0.4.
'H NMR (400 MHz, acetone-ds): & = 8.51 (s, 1H), 7.50 (d, J = 8.5 Hz, 1H), 7.19 (d, J = 8.5 Hz,
1H), 6.45 (s, 1H), 4.11 (q, J = 7.1 Hz, 2H), 3.91 (s, 2H), 2.99 - 2.93 (m, 4H), 2.15 - 2.08 (m,
2H), 1.21 (t, J=7.1 Hz, 3H). 3C NMR (101 MHz, acetone-ds): & = 171.35, 169.35, 162.47,
159.60, 144.19, 140.60, 133.83, 127.64, 124.29, 114.46, 100.86, 61.85, 33.68, 33.27, 32.29,
24.76, 14.46. MS (ESI-): m/z 396.07 ([M-H]).

S18



Ethyl 2-((4-chloro-6-(2,3-dimethylphenoxy)pyrimidin-2-yl)sulfanyl)acetate (57)

Ethyl 2-((4,6-dichloropyrimidin-2-yl)sulfanyl)acetate (43, 0.4g, 1.5mmol, 1.0eq) was
dissolved in EtOH (3.0 mL) and TEA (0.25 mL, 1.8 mmol, 1.2 eq). 2,3-Dimethyphenol (56,
0.22 g, 1.8 mmol, 1.2 eq) was added and the solution was stirred under microwave irradiation
for 4 h at 120 °C. After cooling to room temperature, 30 ml of EtOAc were added, the mixture
was washed twice with 2 N HCI (20 mL) and once with saturated NaHCO3 solution (20 mL),
dried over MgSQ,4, and the solvents were removed in vacuum. Further purification was
performed by column chromatography with hexane/EtOAC/TEA (84:14:2) as mobile phase to
obtain 57 as colorless oil (60 mg, 11%). Rf(hexane/EtOAC/TEA = 84:14:2) =0.7. 'H NMR
(300 MHz, DMSO-ds): 6 = 7.20 - 7.11 (m, 2H), 7.01 - 6.94 (m, 2H), 4.02 (q, J = 7.1 Hz, 2H),
3.83 (s, 2H), 2.29 (s, 3H), 1.98 (s, 3H), 1.16 (t, J = 7.1 Hz, 3H). *C NMR (75 MHz, acetone-
ds): 6=171.43, 169.90, 167.90, 161.22, 150.50, 138.90, 128.80, 127.61, 126.42, 119.25,
102.43, 61.08, 32.87, 19.16, 13.56, 11.61. MS (ESI+): m/z 375.02 ([M+Na]").

Ethyl 3-((4,6-dihydroxypyrimidin-2-yl)sulfanyl)propanoate (59)
4,6-Dihydroxy-2-mercaptopyrimidine (42, 2.5 g, 17.25 mmol, 1.0 eq) was suspended in EtOH
(19 mL). NaOH (0.76 g, 19 mmol, 1.1 eq) was dissolved in water (19 mL) and added to the
mixture. Ethyl 3-bromopropionate (58, 2.7 mL, 20.8 mmol, 1.2 eq) was added dropwise via
syringe. The mixture was stirred at 60 °C for 3.5 h. After cooling to room temperature30 mL of
EtOAc were added, the mixture was washed twice with 2 N HCI (20 mL) and once with
saturated NaHCOg; solution (20 mL), dried over MgSQ., and the solvents were removed in
vacuum. Further purification was performed by column chromatography with
hexane/EtOAc/HOAc (33:65:2) as mobile phase to obtain 59 as colorless solid (1.2 g, 28%).
Rf (hexane/EtOAc/HOAC = 33:65:2) = 0.75. 'H NMR (400 MHz, acetone-ds): & = 5.37 (s, 1H),
4.12 (q, J=7.1 Hz, 2H), 3.36 (t, J = 7.0 Hz, 2H), 2.79 (t, J = 7.0 Hz, 2H), 1.21 (t, J = 7.1 Hz,
3H). 13C NMR (101 MHz, acetone-ds): & = 172.07, 169.11, 163.16, 86.95, 61.15, 34.54, 26.19,
14.47. MS (ESI+): m/z 245.06 ([M+H]").

Ethyl 3-((4,6-dichloropyrimidin-2-yl)sulfanyl)propanoate (60)

Ethyl 3-((4,6-dihydroxypyrimidin-2-yl)sulfanyl)propanoate (59, 1.0 g, 4.1 mmol, 1.0 eq) was
dissolved in POCl; (6.9 ml, 73.8 mmol, 18.0 eq). DEA (0.7 mL, 4.31 mmol, 1.0 eq) was added
dropwise via syringe. The mixture was stirred for 5h at 90 °C. After cooling to room
temperature, the reaction was carefully added to 100 mL of a mixture of ice and water. The
mixture was extracted three times with EtOAc (3x 100 mL). The combined organic layers were
reduced to a volume of approx. 50 mL, washed with 50 mL of HCI (2 N) and 50 mL of saturated
NaHCOs; solution, dried over MgSQ4, and the solvents were evaporated in vacuum. Further
purification was performed by column chromatography with hexane/EtOAc (6:1) as mobile
phase to obtain 60 as a pale yellow oil (0.65 g, 56%). R (hexane/EtOAc = 6:1) = 0.62. *H NMR
(300 MHz, acetone-ds): & = 7.40 (s, 1H), 4.13 (q, J = 7.1 Hz, 2H), 3.40 (t, J = 6.9 Hz, 2H), 2.81
(t, J =6.9 Hz, 2H), 1.23 (t, J = 7.1 Hz, 3H). 1*C NMR (75 MHz, acetone-ds): = 173.98, 171.81,
162.21, 117.16, 61.06, 34.16, 26.97, 14.49. MS (ESI+): m/z 234.94 ([M-C:Hs0]").

Ethyl 3-((4-chloro-6-((2,3-dimethylphenyl)amino)pyrimidin-2-yl)sulfanyl)propanoate (61)
Ethyl 3-((4,6-dichloropyrimidin-2-yl)sulfanyl)propanoate (60, 0.4 g, 1.4 mmol, 1.0 eq) was
dissolved in EtOH (3.0 mL) and TEA (0.25 mL, 1.7 mmol, 1.2 eq). 2,3-Dimethylaniline (37,
0.2 mL, 1.6 mmol, 1.1 eq) was added and the solution was stirred under microwave irradiation
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for 4 h at 120 °C. After cooling to room temperature, 30 mL of EtOAc were added, the mixture
was washed twice with 2 N HCI (20 mL) and once with saturated NaHCO3 solution (20 mL),
dried over MgSO4, and the solvents were removed in vacuum. Further purification was
performed by column chromatography with hexane/EtOAc (4:1) as mobile phase to obtain 61
as yellow oil (0.37 g, 47%). R¢ (hexane/EtOAc = 4:1) = 0.45. *H NMR (300 MHz, acetone-d):
6 =8.54 (s, 1H), 7.23 - 7.10 (m, 3H), 6.15 (s, 1H), 4.11 (q, J = 7.1 Hz, 2H), 3.21 (t, J = 7.0 Hz,
2H), 2.69 (t, J=7.0 Hz, 2H), 2.31 (s, 3H), 2.17 (s, 3H), 1.22 (t, J = 7.1 Hz, 3H). *C NMR
(75 MHz, acetone-ds): 6 = 172.13, 172.12, 163.88, 159.83, 138.97, 136.69, 133.89, 129.20,
126.86, 125.29, 99.03, 60.89, 34.84, 26.47, 20.50, 14.52, 14.31.MS (ESI+): m/z 388.07
([M+Na]").

Ethyl 2-((4,6-dichloropyrimidin-2-yl)oxy)acetate (64)

2,4,6-Trichlorpyrimidine (62, 1.9 ml, 16.35 mmol, 1.0 eq) was dissolved in dioxane (abs.,
100 mL). Sodium hydride (0.5 g, 21.26 mmol, 1.3 eq) was suspended in the solution under
constant stirring and the reaction mixture was heated to 110° C. Ethyl hydroxyacetate (63,
2.0 mL, 21.26 mmol, 1.3 eq) was added dropwise via syringe. The reaction was stirred and
heated to 110 °C for 5h. 2 N HCI (50 mL) was added and the product was extracted with
EtOAc (3x 100 mL). The combined organic layers were reduced to a volume of approx. 50 ml,
dried over MgSO., and the solvent was evaporated in vacuum. Further purification was
performed by column chromatography with hexane/EtOAc (4:1) and a second column
chromatography with hexane/DCM (1:1) as mobile phase to obtain 64 as a pale yellow oil
(0.2 g, 5%). R¢ (hexane/EtOAc = 4:1) = 0.6. Rf (hexane/DCM = 1:1) = 0.8. *H NMR (300 MHz,
acetone-deg): 6 = 7.43 (s, 1H), 4.99 (s, 2H), 4.22 (q, J =7.1 Hz, 2H), 1.24 (t, J = 7.1 Hz, 3H).
13C NMR (75 MHz, acetone-ds): = 168.15, 164.73, 163.65, 115.99, 65.23, 61.78, 14.43. MS
(ESI+): m/z 251.04 ([M+H]Y).

Ethyl 2-((4-chloro-6-((2,3-dimethylphenyl)amino)pyrimidin-2-yl)oxy)acetate (65)

Ethyl 2-((4,6-dichloropyrimidin-2-yl)oxy)acetate (64, 0.2 g, 0.8 mmol, 1.0 eq) was dissolved in
EtOH (3.0 mL) and TEA (0.35mL, 2.4 mmol, 3.0 eq). 2,3-Dimethylaniline (37, 0.1 mL,
0.9 mmol, 1.1 eq) was added and the solution was stirred under microwave irradiation for 4 h
at 120 °C. After cooling to room temperature, 30 mL of EtOAc were added, the mixture was
washed twice with 2 N HCI (20 mL) and once with saturated NaHCOj; solution (20 mL), dried
over MgSQs, and the solvents were removed in vacuum. Further purification was performed
using column chromatography with hexane/EtOAc (4:1) as mobile phase to obtain 65 as a
brown oil (60 mg, 24%). R:(hexane/EtOAc =4:1) =0.3. *H NMR (300 MHz, acetone-de):
6 =8.50 (s, 1H), 7.22 - 7.10 (m, 3H), 6.14 (s, 1H), 4.78 (s, 2H), 4.14 (g, J = 7.1 Hz, 2H), 2.31
(s, 3H), 2.16 (s, 3H), 1.21 (t, J=7.1 Hz, 3H). *C NMR (75 MHz, acetone-ds): & = 168.94,
165.77, 165.13, 160.88, 138.92, 136.85, 133.82, 129.14, 126.82, 125.29, 97.83, 64.08, 61.34,
20.50, 14.44, 14.27. MS (ESI-): m/z 334.14 ([M-H]).

6-Chloro-N-(2,3-dimethylphenyl)-2-(methylsulfanyl)pyrimidin-4-amine (68)

4,6-Dichloro-2-methylsulfanyl-pyrimidine (66, 0.6 g, 3.1 mmol, 1.0 eq) was dissolved in 3 mL
EtOH. 2,3-Dimethylaniline (37, 0.45 mL, 3.7 mmol, 1.2 eq) and TEA (0.5 mL, 3.7 mmol, 1.2 eq)
were added and the solution was stirred under microwave irradiation for 4 h at 120 °C. After
cooling to room temperature, 30 mL of EtOAc were added, the mixture was washed twice with
2 N HCI (20 mL) and once with saturated NaHCO3 solution (20 mL), dried over MgSQO., and
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the solvents were removed in vacuum. Further purification was performed by column
chromatography with hexane/EtOAc (7:1) as mobile phase to obtain 68 as colorless solid
(0.83 g, 48%). R (hexane/EtOAc = 7:1) = 0.39. *H NMR (300 MHz, DMSO-ds): d =9.43 (s,
1H), 7.15-7.07 (m, 3H), 6.12 (s, 1H), 2.38 (s, 3H), 2.27 (s, 3H), 2.07 (s, 3H). *C NMR
(75 MHz, DMSO-ds): & =171.39, 162.18, 157.90, 137.68, 135.72, 132.35, 127.85, 125.75,
124.05, 98.34, 20.12, 14.04, 13.35. MS (ESI-): m/z 278.07 ([M-H]).

N-(2,3-dihydro-1H-inden-4-yl)-2-(methylsulfanyl)-6-(trifluoromethyl)pyrimidin-4-amine
(69)

4-Chloro-2-(methylsulfanyl)-6-(trifluoromethyl)pyrimidine (67 0.5g, 2.2 mmol, 1.0 eq) was
dissolved in 3 mL EtOH. 4-Indane (55, 0.3 mL, 2.6 mmol, 1.2 eq) and TEA (0.36 mL, 2.6 mmol,
1.2 eq) were added and the solution was stirred under microwave irradiation for 4 h at 120 °C.
After cooling to room temperature, 30 mL of EtOAc were added, the mixture was washed twice
with 2 N HCI (20 mL) and once with saturated NaHCO3 solution (20 mL), dried over MgSQOa.,
and the solvents were removed in vacuum. Further purification was performed by column
chromatography with hexane/EtOAc (7:1) as mobile phase to obtain 69 as colorless solid
(0.27 g, 38%). R¢ (hexane/EtOAc = 7:1) = 0.35. *H NMR (300 MHz, acetone-dg): & = 8.70 (s,
1H), 7.56 (d, J=7.4 Hz, 1H), 7.19 (t, J = 7.7 Hz, 1H), 7.10 (d, J = 7.4 Hz, 1H), 6.78 (s, 1H),
2.97 - 2.85 (m, 4H), 2.48 (s, 3H), 2.06 (p, J = 7.4 Hz, 2H). 3C NMR (75 MHz, acetone-de):
0 =174.13, 162.30, 154.49, 146.63, 134.86, 127.80, 123.69, 122.40, 122.10, 120.06, 98.67,
33.77, 31.33, 25.65, 13.97. MS (ESI+): m/z 326.01 ([M+H]").

6-Chloro-N-(2,3-dimethylphenyl)-2-methylsulfonylpyrimidin-4-amine (70)
6-Chloro-N-(2,3-dimethylphenyl)-2-(methylsulfanyl)pyrimidin-4-amine (68, 0.85 g, 3.0 mmol,
1.0 eq) was dissolved in HOAc (50 mL). Sodium tungstate dihydrate (0.1 g, 0.3 mmol, 0.1 eq)
and hydrogen peroxide 30% (1.2 mL, 12.0 mmol, 4.0 eq) were added and the mixture was
stirred for 24 h at room temperature. 50 mL of water were added and the mixture was extracted
with EtOAc (3x 50 mL). Combined organic layers were dried over MgSO4 and the solvent was
removed in vacuum. Further purification was performed by column chromatography with
hexane/EtOAc (2:1) as mobile phase to obtain 70 as brown solid (0.8g, 85%).
R (hexane/EtOAc = 2:1) = 0.18. *H NMR (300 MHz, acetone-ds): d = 9.12 (s, 1H), 7.28 - 7.14
(m, 3H), 6.55 (s, 1H), 3.23 (s, 3H), 2.32 (s, 3H), 2.19 (s, 3H). 3C NMR (75 MHz, acetone-ds):
6 =166.80, 164.77, 160.73, 139.33, 135.84, 133.88, 129.81, 127.13, 124.89, 105.17, 39.17,
20.45, 14.26. MS (ESI-): m/z 310.07 ([M-H]).

N-(2,3-dihydro-1H-inden-4-yl)-2-methanesulfonyl-6-(trifluoromethyl)pyrimidin-4-amine
(71)

N-(2,3-dihydro-1H-inden-4-yl)-2-(methylsulfanyl)-6-(trifluoromethyl)pyrimidin-4-amine (69,
0.5 g, 1.5 mmol, 1.0 eq) was dissolved in HOAc (25 mL). Sodium tungstate dihydrate (50 mg,
0.15 mmol, 0.1 eq) and hydrogen peroxide 30% (0.6 mL, 6.0 mmol, 4.0 eq) were added and
the mixture was stirred for 24 h at room temperature. 25 mL of water were added and the
mixture was extracted three times with EtOAc (3x 50 mL). Combined organic layers were dried
over MgSO, and the solvent was removed in vacuum. Further purification was performed by
column chromatography with hexane/EtOAc (3:1) as mobile phase to obtain 71 as orange solid
(0.43 g, 78%). R¢ (hexane/EtOAc = 3:1) = 0.29. 'H NMR (400 MHz, CDCls): 8 = 7.70 (s, 1H),
7.31-7.10 (m, 3H), 6.91 (s, 1H), 3.39 (s, 3H), 3.03 (t, J = 7.4 Hz, 2H), 2.83 (t, J = 7.3 Hz, 2H),
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2.15 (p, J=7.5 Hz, 2H).*C NMR (101 MHz, CDCls): & = 166.61, 163.51, 155.78, 147.43,
139.43, 131.68, 128.04, 124.16, 121.89, 120.16, 102.14, 38.92, 33.29, 30.76, 25.07. MS
(ESI+): m/z 379.99 ([M+NaJ*).

Ethyl 3-((4-chloro-6-((2,3-dimethylphenyl)amino)pyrimidin-2-yl)oxy)propanoate (73)
6-Chloro-N-(2,3-dimethylphenyl)-2-methylsulfonylpyrimidin-4-amine (70, 0.3 g, 1.0 mmol,
1.0 eq) was dissolved in THF (10 mL). Lithium bis(trimethylsilyl)amide (1 M in hexane, 2.2 mL,
2.2 mmol, 2.2 eq) was added and the mixture was stirred for 10 min at room temperature. Ethyl
3-hydroxypropanoate (72, 0.12 mL, 1.1 mmol, 1.1 eq) was added dropwise over 30 min via
syringe. The mixture was stirred for 2.5 h at room temperature. EtOAc (10 mL) was added and
the reaction mixture was washed with 2N HCI (10 mL). The water phase was extracted twice
with EtOAc (2x 10 mL). Combined organic layers were dried over MgSO4 and the solvent was
removed in vacuum. Further purification was performed by column chromatography with
hexane/EtOAc (2:1) as mobile phase to obtain 73 as pale yellow solid (220 mg, 63%).
Rt (hexane/EtOAc = 2:1) = 0.51. *H NMR (300 MHz, acetone-dg): d = 8.55 (s, 1H), 7.30 - 7.09
(m, 3H), 6.08 (s, 1H), 4.48 (t, J = 6.3 Hz, 2H), 4.12 (q, J = 7.1 Hz, 2H), 2.73 (t, J = 6.3 Hz, 2H),
2.31 (s, 3H), 2.17 (s, 3H), 1.22 (t, J = 7.1 Hz, 3H). 3C NMR (75 MHz, acetone-ds): & = 171.25,
165.81, 165.35, 160.98, 138.97, 136.88, 129.17, 126.87, 125.35, 125.30, 97.29, 63.71, 60.93,
34.46, 20.50, 14.49, 14.29. MS (ESI+): m/z 372.07 ([M+Na]").

Ethyl 3-((4-((2,3-dihydro-1H-inden-4-yl)amino)-6-(trifluoromethyl)pyrimidin-2-
yhoxy)propanoate (74)

N-(2,3-dihydro-1H-inden-4-yl)-2-methanesulfonyl-6-(trifluoromethyl) pyrimidin-4-amine (71,
0.4 g, 1.1 mmol, 1.0 eq) was dissolved THF (10 mL). Lithium bis(trimethylsilyl)amide (1 M in
hexane, 2.4 mL, 2.4 mmol, 2.2 eq) was added and the mixture was stirred for 10 min at room
temperature. Ethyl 3-hydroxypropanoate (72, 0.15 mL, 1.2 mmol, 1.1 eq) was added dropwise
over 30 min via syringe. The mixture was stirred for 4 h at room temperature. EtOAc (10 mL)
was added and the reaction mixture was washed with 2 N HCI| (10 mL). The mixture was
extracted twice with EtOAc (2x 10 mL). Combined organic layers were dried over MgSO, and
the solvent was removed in vacuum. Further purification was performed by column
chromatography with hexane/EtOAc (3:1) as mobile phase to obtain 74 as pale yellow oil
(0.25 g, 57%). Rf (hexane/EtOAc = 3:1) = 0.5. *H NMR (500 MHz, acetone-ds): & = 8.65 (s,
1H), 7.55 (s, 1H), 7.12 (t, J=7.7 Hz, 1H), 7.03 (d, J=7.4 Hz, 1H), 6.73 (s, 1H), 4.51 (t,
J =6.3 Hz, 2H), 4.07 (q, J = 7.1 Hz, 2H), 2.88 (t, J = 7.6 Hz, 2H), 2.84 (t, J = 7.4 Hz, 2H), 2.73
(t, J=6.3Hz, 2H), 2.00 (p, J=7.5Hz, 2H), 1.17 (t, J=7.1 Hz, 3H). 3C NMR (126 MHz,
acetone-dg): 0 =171.28, 166.35, 164.82, 155.93, 146.51, 134.98, 127.79, 122.92, 122.25,
121.95, 120.74, 97.67, 63.81, 60.94, 34.43, 33.73, 31.22, 25.57, 14.46. MS (ESI+): m/z 418.05
(IM+Na]").

Ethyl  3-((4-((2,3-dihydro-1H-inden-4-yl)(methyl)amino)-6-(trifluoromethyl)pyrimidin-2-
yl)oxy)propanoate (75)

Ethyl 3-((4-((2,3-dihydro-1H-inden-4-yl)amino)-6-(trifluoromethyl)pyrimidin-2-yl)oxy)
propanoate (74, 0.15 g, 0.38 mmol, 1.0 eq) was dissolved in abs. DMF (7 mL) and K,COs
(0.32 g, 2.3 mmol, 6.1 eq) were added and stirred for 30 min at room temperature. Mel (0.1 ml,
1.6 mmol, 4.2 eq) was added dropwise. The reaction was stirred at room temperature for 24 h.
After that, 10 ml 2 N HCI was added and stirred for 10 min. The mixture was extracted three
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times with EtOAc (3x 15 mL). Combined organic layers were dried over MgSO. and the solvent
was removed in vacuum. Further purification was performed by column chromatography with
hexane/EtOAc (5:1) as mobile phase to obtain 75 as pale yellow oil (0.12g, 77%).
Rt (hexane/EtOAc =5:1) = 0.4. 'H NMR (300 MHz, CDCls): 8=7.23 (t, J=5.8 Hz, 2H),
6.99 - 6.92 (m, 1H), 5.97 (s, 1H), 4.67 (t, J = 6.5 Hz, 2H), 4.17 (q, J = 7.1 Hz, 2H), 3.43 (s, 3H),
3.03-2.95 (m, 2H), 2.85 (t, J = 6.5 Hz, 2H), 2.72 (t, J = 7.6 Hz, 1H), 2.62 (t, J = 7.4 Hz, 1H),
2.08 (p, J=7.4Hz, 2H), 1.27 (t, J=7.1 Hz, 3H). *C NMR (75 MHz, CDClz): & =171.10,
165.33, 164.46, 155.36, 147.54, 141.51, 139.11, 128.53, 124.65, 122.61, 118.97, 95.58, 62.95,
60.82, 37.44, 34.18, 33.24, 30.68, 25.04, 14.26. MS (ESI+): m/z 432.09 ([M+Na]").
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3 Methods for in vitro pharmacological characterization
3.1 Toxicity assay (water-soluble tetrazolium assay)

WST-1 assay (Roche Diagnostics International AG, Rotkreuz, Schweiz) was performed
according to manufacturer’s protocol. In brief, HepG2 cells were seeded in DMEM high
glucose, supplemented with sodium pyruvate (1 mM), penicillin (100 U/mL), streptomycin (100
ug/mL) and 10% FCS in 96 well plates (3-10* cells/well). After 24 h, medium was changed to
DMEM high glucose, supplemented with penicillin (100 U/mL), streptomycin (100 yg/mL) and
1% charcoal stripped FCS and cells were incubated with the test compounds (final
concentrations 1 yM, 10 yM, 30 pM, 50 pM and 100 yM) or DMEM/0.1% DMSO as negative
control. After 48 h, WST reagent (Roche Diagnostics International AG) was added to each well
according to manufacturer’s instructions. After 55 min. incubation, absorption (450 nm/
reference: 620 nm) was determined with a Tecan Infinite M200 (Tecan Deutschland GmbH).
Each experiment was repeated at least three times in triplicates.

3.2 Determination of aqueous solubility

Aqueous solubility of compounds 1, 2, 7, 20 and 28 was determined using Whatman Uniprep
filters (Whatman plc, Maidstone, UK). 3 mg of each compound and 2 mL H,O dest. were
inserted into the Uniprep vessel and the mixture was shaken at 37 °C for 24 h. The mixture
was then pressed through the Uniprep filter and the concentration of dissolved compound in
filtrate was quantified by HPLC (Waters 600 Controller and Waters 2487 Dual Absorbance
Detector equipped with a MultoHigh100 Phenyl 5 y 240+4 mm column, CS-Chromatographie
Service GmbH) using external calibration.

3.3 Determination of logP

LogP values of 1,2, 7, 20 and 28 were determined by HPLC analysis using a VWR Hitachi
Chromaster System with DAD 5430. The HPLC column was a MultoHigh 100RP18 (4,6 mm
I.D., 250 mm length, 5 p particle size) from Chromatographie-Service GmbH (Langerwehe,
Germany). A linear gradient was used with mobile phase A as 100% acetonitrile, and mobile
phase B as 100% 10 mM ammonium acetate (adjusted to pH 7.4 with ammonium hydroxide
and acetic acid). The gradient table was: 0 min/ 5% A, 2.0 min/ 5% A, 12.0 min/ 95% A, 20
min/ 95% A, 30 min/ 5% A, 35 min/ 5% A. Flow rate was 0.5 ml/min, and UV spectra were
collected at 254 nm and 280 nm. The samples were dissolved in DMSO at 30 yM and 50 yL
were injected.

The HPLC capacity factor k> was determined according to:

kl — tr—to
to

Where tr is the retention time and to the retention time of the unretained reference compound
(thiourea). The logP was calibrated to k' by running 11 reference compounds (see below) and
plotting k’ versus literature logP values.® All determinations were performed three times.
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Reference compounds:

Compound | tr [min.] K’ logP logP AlogP
(literature) | (calculated)
Thiourea | 3,1
Levodopa | 0,289 0,093333333 -2,39 -1,50 -0,89
Chloramphenicol | 8,488 2,738064516 1.14 2,04 -0,90
Furosemide | 7,026 2,266290323 2.03 1,41 0,62
Penytoin | 9,388 3,028225806 2.47 2,43 0,04
Albendazol | 10,591 3,416505376 2.7 2,95 -0,25
Propanolol | 9,053 2,920430108 3.48 2,29 1,19
Amodiaquine | 11,560 3,729032258 3.7 3,37 0,33
Lovastatin | 14,287 4,608602151 4.26 4,55 -0,29
Amitriptylin | 13,080 4,219354839 4.92 4,03 0,89
Fenofibrate | 16,168 5,215376344 5.3 5,36 -0,06
Clofazimine | 22,879 7,380268817 7.6 8,26 -0,66
1| 14,729 4,751397849 4,74
2| 7536 2,430806452 1,63
logP determination
°
7,00
y=1,3393x-1,6226
5,00 R2=0,9254 . J
-9
° o. )
3,00
% o’®
° o . 2
1,00 R PIIOPE linear correlation
100 9 1 2 3 4 5 6 7 8
°
-3,00
K
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Reference compounds:

Compound | tr [min.] K logP logP AlogP
(literature) | (calculated)
Thiourea | 3,3
Levodopa | 0,473 0,143434343 -2,39 -1,54 -0,85
Chloramphenicol | 8,331 2,524545455 1,14 2,00 -0,86
Furosemide | 6,817 2,065606061 2,03 1,32 0,71
Penytoin | 9,344 2,831616162 2,47 2,46 0,01
Albendazol | 10,374 3,143737374 2,7 2,93 -0,23
Propanolol | 9,072 2,749141414 3,48 2,34 1,14
Amodiaquine | 11,332 3,434040404 3,7 3,36 0,34
Lovastatin | 14,282 4,327979798 4,26 4,69 -0,43
Amitriptylin | 12,851 3,894242424 4,92 4,04 0,88
Fenofibrate | 16,088 4,87510101 53 5,50 -0,20
Clofazimine | 21,850 6,621313131 7,6 8,10 -0,50
7 | 8,521 2,58222222 2,09
20 | 7,681 2,327575758 1,71
28 | 8,496 2,574646465 2,08
logP determination
10 y =1,4892x - 1,7555
R?=0,9288
8
°
6
‘ ® references
4 e
a ° ® 7
Qo .
ko) .- ®
5 a 20
(] 28
L R PPPPPPR Linear (references)
0 . 3 5 6 7
-2 ’
°
-4
K
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3.4 Metabolism assay

The solubilized test compounds 2, 7, 20 and 28 (5 pL, final concentration 10 uM in phosphate
buffer (0.1 M, pH 7.4)) were pre-incubated at 37 °C in 432 pL of phosphate buffer (0.1 M, pH
7.4) together with a 50 uL NADPH regenerating system (30 mM glucose-6-phosphate, 4 U/mL
glucose-6-phosphate dehydrogenase, 10 mM NADP, 30 mM MgCI2). After 5 min, the reaction
was started by the addition of 13 pL of microsome mix from the liver of Sprague—Dawley rats
(Invitrogen; 20 mg protein/mL in 0.1 M phosphate buffer) in a shaking water bath at 37 °C. The
reaction was stopped by addition of 500 pL of ice-cold methanol at 0, 15, 30 and 60 min. The
samples were centrifuged at 5000 g for 5 min at 4 °C. The supernatants were analyzed and
test compound was quantified by HPLC: mobile phase: MeOH 83%/H20 17%/formic acid
0.1%; flow-rate: 1 mL/min; stationary phase: MultoHigh Phenyl phase, 5 pum, 250x4,
precolumn, phenyl, 5 um, 20x4; detection wavelength: 330 and 254 nm; injection volume:
50 uL. Control samples were performed to check the stability of 2, 7, 20 and 28 in the reaction
mixture: first control was without NADPH, which is needed for the enzymatic activity of the
microsomes, second control was with inactivated microsomes (incubated for 20 min at 90 °C),
third control was without test compound (to determine the baseline). The amounts of the test
compounds 2, 7, 20 and 28 were quantified by an external calibration curve, where data are
expressed as mean+SEM of single determinations obtained in three independent experiments.
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4 Computational methods

Molecular docking studies: Molecular modelling experiments were carried out using MOE
(Molecular Operating Environment v. 2015.105, Chemical Computing Group, Montreal,
Canada). The X-ray structures of RXRa (in complex with bexarotene, PDB-ID: 4K617), RXRB
(in complex with LG100268, PDB-ID: 1H9U®), PPARa (in complex with 2, PDB-ID: 4BCR?),
and PPARYy (in complex with agonist 53, PDB-ID: 2Q8S?) were prepared using the Protonate
3D° and the Energy Minimize function. Ligands were placed using Triangle Matcher with the
scoring function London dG. For refinement the Rigid Receptor method was chosen with the
scoring function Affinity dG.
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5 Abbreviations

DCM
DEA
DIPS
DMF
DMS
DMSO
EtOH
EtOAcC
ESI

€q

HCI
HOAc
HPLC
LBD
LiOH
MALDI
Mel
MeOH
MgSOs4
M.p.
NaOH
NCS

POCI;

ppm
RT

TEA
THF
TMS

duplet

methylene chloride
N,N-diethylaniline
diisoproylsulfate
dimethylformamide
dimethylsulfate
dimethyl sulfoxide
ethanol

ethyl acetate
electrospray ionization
equivalents
hydrochloric acid
acetic acid

high performance liquid chromatography
ligand binding domain
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Computer-Assisted Selective Optimization of Side-
Activities—from Cinalukast to a PPARo. Modulator

Julius Pollinger®, Simone Schierle®, Sebastian Neumann, Julia Ohrndorf, Astrid Kaiser, and

Daniel Merk*?!

Automated computational analogue design and scoring can
speed up hit-to-lead optimization and appears particularly
promising in selective optimization of side-activities (SOSA)
where possible analogue diversity is confined. Probing this
concept, we employed the cysteinyl leukotriene receptor 1
(CysLT,R) antagonist cinalukast as lead for which we discovered
peroxisome proliferator-activated receptor o (PPARa) modula-
tory activity. We automatically generated a virtual library of

Introduction

Computer-assisted drug discovery increasingly strives to auto-
mate structural optimization of bioactive small molecules in
order to minimize experimental efforts.”" Repeated design-syn-
thesize-test cycles of typical hit-to-lead expansion in medicinal
chemistry may considerably profit from modern computational
approaches to compound prioritization. A particular promising
application of such virtual compound optimization lies in its
combination with the concept of selective optimization of
side-activities'>*! (SOSA), in which (weak) off-target activities of
approved or experimental drugs are turned into the main ac-
tivity of a new, closely related structural analogue while dimin-
ishing the activity on the original target. A great advantage of
this concept are the superior properties of drugs being used
as lead compounds. Because drugs have already been opti-
mized for favorable physicochemical properties, bioavailability
and safety, the starting point of SOSA-based drug discovery is,
by definition, drug-like. However, to conserve the favorable
drug-like properties of the lead compound selected for a SOSA
campaign, structural modifications usually need to be kept
small during optimization. Within such confined chemical
space, virtual prioritization of a drug’s structural analogues for
predicted activity on the desired side-target appears very
promising.

To probe this concept of computer-assisted SOSA, we select-
ed the cysteinyl leukotriene receptor 1 (CysLT;R) antagonist ci-
nalukast (1) as lead compound for which we discovered weak
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Institute of Pharmaceutical Chemistry, Goethe University Frankfurt, Max-
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close analogues and classified these roughly 8000 compounds
for PPARa agonism and CysLT,R antagonism using automated
affinity scoring and machine learning. A computationally pre-
ferred analogue for SOSA was synthesized, and in vitro charac-
terization indeed revealed a marked activity shift toward en-
hanced PPARa activation and diminished CysLT,R antagonism.
Thereby, this prospective application study highlights the po-
tential of automating SOSA.

partial agonistic activity on peroxisome proliferator-activated
receptor a. (PPARa)™® in a systematic screening campaign. The
fatty acid mimetic® cinalukast (1)"® has favorable physico-
chemical properties and its modular architecture allows various
structural modifications. Thus, 1 appears well suited for SOSA,
but its low-yielding five-step synthesis renders a systematic
structure-activity relationship (SAR) study of 1 an elaborate
task. We used 1 as lead for computer-assisted SOSA aiming to
structurally optimize the drug’s PPARa agonism. We automat-
ed the design of cinalukast analogues and their activity predic-
tion on PPARa and CysLT,R. After successful proof-of-concept
evaluations, a computationally preferred analogue was synthe-
sized and biologically characterized. It comprised higher activi-
ty on PPARa than 1 and simultaneously revealed markedly
lower CysLT,R antagonism, confirming the potential of this
computer-assisted structural optimization approach.

Results and Discussion
Synthesis

Cinalukast derivatives 2-4 were synthesized in five to six steps
according to Scheme 1 starting from bromomethylketones 5
and 6, which were first cyclized with thioacetamide (7) to 2-
methylthiazoles 8 and 9. 4-tert-Butyl-2-methylthiazole 10 was
commercially available. Condensation of 8-10 with 3-nitroben-
zaldehyde (11) to nitrostyrylthiazoles 12-14 followed by reduc-
tion with SnCl,/HCI then produced aminostyrylthiazoles 15-17.
Further reduction of the styryl moiety in 15 with H,/Pd(C) af-
forded phenethylthiazole 18. Compounds 16-18 were then
coupled with dicarboxylic acid monoethyl esters 19 and 20 to
obtain esters 21-23 using EDC-HCI and 4-DMAP, and saponifi-
cation of 21-23 yielded test compounds 2-4. E/Z isomerism
was observed for 2 and 4, and their Eisomers (E/Z>95%)

© 2019 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim
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Scheme 1. Synthesis of cinalukast derivatives 2-4: a) thioacetamide, DMF, reflux, 4 h, 74-82%; b) NaOAc, HOAc, reflux, 10 h, 14-24%; c) SnCl,, EtOH, 65°C, 2—
3 h, 55-66%; d) H, (1 bar), Pd(C), RT, 18 h, 94%; e) EDC-HCI, 4-DMAP, CHCl,, 60°C, 12-16 h, 14-28%; f) LiOH, THF/H,0, RT, 12 h, 21-71%.

were isolated for in vitro pharmacological characterization by
preparative HPLC. The commercial sample of 1 contained the
pure Eisomer. The observed E/Z isomerism turned out to be
light dependent, but was not observed under the conditions
of the in vitro test system used in this study, confirming that it
does not affect the activity data (see Supporting Information
for details).

Biological evaluation

PPARa modulatory activity of 1 and derivatives 2-4 was deter-
mined in a specific PPARa—Gal4 hybrid reporter gene assay®'”
relying on a chimeric receptor composed of the human PPARa
ligand binding domain (LBD) and the DNA binding domain of
the receptor Gal4 from yeast to govern reporter gene expres-
sion. A Gal4-inducible firefly luciferase served as reporter, and a
constitutively expressed Renilla luciferase was used to monitor
test compound toxicity and transfection efficiency. CysLT,R an-
tagonism of 1 and 4 was assessed in a cell-based Ca®"-flux
assay in competition with 0.1 nm leukotriene D4.M"

Computer-assisted structural optimization

Characterization of cinalukast (1) on therapeutically relevant
nuclear receptors revealed partial agonistic activity on PPARa
(EC5o=10+2 um, 5.3+0.6-fold activation). With this attractive
side-activity, 1 was chosen as lead for SOSA-based optimization
toward PPARa. agonism with computational support. To predict
the potency of 1 and analogues on the nuclear receptor
PPARa, we chose the HYDE scoring function.'” HYDE estimates
free energies of binding for ligand—protein complexes focusing
on hydrogen bond formation between ligand and protein as
well as dehydration of binding sites."? Therein, it considers
ligand geometry and interaction angles. HYDE was successfully
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applied on hydrophobic ligand binding sites previously
and appeared suitable for predicting the interaction of 1 and
analogues with the highly lipophilic PPARa ligand binding site.
Although scoring functions for computational ranking of pro-
tein-ligand interactions are error-prone in many cases, it was
shown that scoring can have predictive power and provide re-
liable correlation between computational score and biological
potency for some targets.'”'® Especially for PPARs,"® scoring
may be applied successfully when the co-crystallized ligand in
the template used for scoring sufficiently resembles the stud-
ied molecules.

Aiming to evaluate the suitability of HYDE for our approach,
we first studied the correlation between the HYDE score for
analogues of 1 concerning affinity to PPARa and their activity
on the nuclear receptor. For this proof-of-concept, we selected
simple building blocks that were available in house to mini-
mize synthesis efforts and costs. We manually designed a small
library comprising 27 derivatives of 1 with variations in the
thiazole substituent, in the acidic side chain, as well as in the
geometry and saturation degree of the central styrylthiazole
moiety (Table S1). To prioritize compounds for synthesis, we
docked all 27 cinalukast analogues into the PPARa ligand bind-
ing site using FlexX"” and calculated the HYDE scores for the
top-ranking poses. The PPARa LBD complex X-ray structure
PDB ID 4CI4™ served as structural template, as it contains a
ligand with similar linear three-ring structure as 1. The results
suggested that both the thiazole substituent and the acidic
side chain length had marked impact on potency (Table S1).
Amongst the simplified derivatives with no variations in the
central styrylthiazole moiety, compound 2 (Scheme 1) compris-
ing a 4-phenylthiazole moiety and a 3-oxopropanoic acid side
chain appeared most favored (—63 kJmol ™).

To computationally assess the importance of the carboxylic
acid for HYDE scores on PPARc, we studied the influence of re-

© 2019 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim
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placing it in 2 with an amide, a nitrile, an alcohol, or a methyl
group (Table S2). As expected for the fatty acid sensor
PPARa,™ all four replacements were predicted as significantly
less active by HYDE. The scores also suggested that a
hydrogen bond donor (amide, alcohol) is essential while the
scores for the nitrile and the terminal methyl moiety were
markedly lower. Based on these observations, we selected car-
boxylic acid derivative 2 for synthesis and in vitro characteriza-
tion.

Concerning variations in the styrylthiazole residue, the HYDE
results suggested that changes in the geometry would be det-
rimental (Table S1, row a) for potency on PPARa but that re-
duction of the styryl residue might be tolerated (Table S1,
rows b and c). The 4-tert-butylthiazole derivative 3 (Scheme 1)
with reduced styryl residue and 3-oxopropanoic acid side
chain was predicted as weak PPARa. modulating cinalukast an-
alogue (=55 kJmol™") and to cover a broader structural varia-
tion in this proof-of-concept evaluation, we selected 3 for syn-
thesis and in vitro characterization.

Proof-of-concept cinalukast derivatives 2 and 3 showed par-
tial agonistic activity on PPARa with lower potency and activa-
tion efficacy than 1 (2: EC5,=11.7 £ 0.5 pum, 3.04+0.1-fold activi-
ty; 3: EC,=73417 pum, 3.340.5-fold activity; Table S3). No
direct correlation between the in vitro potencies of cinalukast
(1) and derivatives 2 and 3 with their HYDE scores was ob-
served, but the prediction agreed well with the rank order of
potency, particularly when considering ECs, value and activa-
tion efficacy. This result sufficiently validated the HYDE-based
compound prioritization for further computer-assisted optimi-
zation of 1 toward selective PPARa. agonism.

As the prospective proof-of-concept study confirmed the
suitability of HYDE to predict PPARa. modulatory potency of 1
and derivatives, we aimed to use this tool in a markedly ex-
panded chemical space of cinalukast analogues considered for
structural optimization. For this, we automatically generated a
combinatorial library from all suitable building blocks that
were commercially available from typical vendors. To retain the
basic molecular architecture of drug 1, consider the observa-
tions from the proof-of-concept evaluation, and keep structural
changes small according to the SOSA concept, we only varied
the thiazole substituent and the acidic side chain. The virtual
combinatorial library was generated from bromomethylke-
tones (A) for the generation of the 4-substituted styrylthiazole
residue as well as haloalkyl carboxylic acid esters (B) and dicar-
boxylic acid monoesters (C) to introduce the acidic side chain
(Scheme 2). The latter (B & C) covered linear and branched
alkyl chains as well as aromatic moieties for broader structural
variety. The resulting library contained 7922 cinalukast ana-
logues.

In an automated workflow, the structures of this virtual com-
binatorial library were docked with FlexX before the top-
scored docking poses were assessed with HYDE for their pre-
dicted interaction with PPARa. using PDB ID 4CI4%% as structur-
al template. According to the SOSA concept, the molecules
were also filtered for low lipophilicity (clogP <4). Among the
five computationally favored compounds for interaction with
PPARa (Table 1, top 30 in Table S4), the top three (4a, 4b, 4)
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Scheme 2. Virtual combinatorial library design. The thiazole substituent cov-
ered aliphatic and aromatic residues with varying size and substitution pat-
terns, the acidic side chain covered aromatic and linear or branched aliphatic
carboxylic acid moieties linked to the aminostyryl scaffold via an amine or
amide bond.

hardly differed in their scores for PPARa, whereas 4c and 4d
comprised slightly lower predicted affinities.

We then computationally assessed the potential of these
PPARa-favored cinalukast analogues to interact with CysLT,R.
Due to the lack of X-ray data of this G protein-coupled recep-
tor as structural template, the computational estimation of
CysLT,R affinity had to follow a ligand-based strategy. We re-
trieved all available compounds with annotated activity on
CysLT,R from ChEMBL®" (215 potent antagonists with 1Cs, <
1 um, 904 weak antagonists with 1Cs,> 1 pm, or inactive exam-
ples) and used this collection of compounds with reliable activ-
ity data to train a random forest model for high/low activity
classification on CysLT,R. Known compounds were assigned to
two classes with an activity threshold of 1 um. Molecules were
represented by various fingerprints (MACCS,”? Morgan,®!
AtomPair?") for individually training random forest models.
Stratified 50/50% train-test splitting with cross-validation
(Table S5) revealed high prediction accuracy for all models. All
three models predicted cinalukast as highly active (class 1) and
agreed in the classification of compounds 4 and 4a-d which
were assigned to class 2 with high confidence (Table 1). In light
of the close structural similarity of 4 and 4a-d to the known
CysLT,R antagonist 1, this ligand-based activity prediction ap-
proach seemed reasonable.

Moreover, the predictions agreed with the limited data on
the SAR of cinalukast (1) and derivatives as CysLT;R antagonists
available in the literature® which suggest the importance of
the 2,2-diethyl-4-oxobutanoic acid residue both in terms of
chain length and ethyl substituents as well as of a small ali-
phatic ring as thiazole substituent for high potency on
CysLT,R. The latter is also reflected by SAR data for other
CysLT,R antagonists such as zafirlukast,’®**?” for which small
terminal aliphatic rings (cyclobutyl, cyclopentyl) were found to
be essential for antagonism, while larger rings were markedly
less active.

Cinalukast analogue 4, comprising a shortened 2,2-dimethyl-
3-oxopropionic acid side chain and a bulky dimethoxyphenyl
substituent on the thiazole, was selected for synthesis
(Scheme 1) and in vitro characterization based on its favorable
activity prediction profile and building block availability. In vi-
tro characterization of 4 revealed robust PPARa activation
(13.7 £0.1-fold) with an ECs, value of 8.1 +0.1 um and marked-
ly decreased activity on CysLT,R relative to lead compound 1

© 2019 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim
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Table 1. Computational activity predictions for top-five-ranked entries of the combinatorial cinalukast analogue library. The top three compounds 4a, 4b,
and 4 differed marginally in their predicted activities, and 4 was selected for synthesis and in vitro characterization based on building block availability.
ID Structure PPARo. HYDE score® CysLT,R random forest®
282
1 N N N COOH —83 class 1
\_s H
\ N COOH
4a O XN N -85 class 2
\_§ H
—0
o
4b )\ PN N&COOH -84 class 2
\_s H
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[a] HYDE-based PPARa affinity prediction (the respective top-scored pose was considered for each molecule): kJmol™". [b] CysLT,R antagonism was compu-
tationally assessed with a random forest classification model to assign candidates to high (class 1: IC5,< 1 um) or low (class 2: 1C5o> 1 um) CysLT;R antago-
nistic potency. Cinalukast (1) was used for comparison.

(Figure 1b). Thus, the structural modifications caused a remark-
able activity shift with enhanced PPARa activation efficacy (4:
13.7-fold vs. 1: 5.3-fold) and strongly reduced antagonistic ac-
tivity on CysLT,R (4: IC5,>100 nm vs. 1: IC5,~ 1 nm). Moreover,
with an aqueous solubility of 21.7 mgL™' (48 um) and prefera-
ble lipophilicity (logP 1.6), 4 even exceeded the favorable prop-
erties of lead compound 1 (1.1 mgL™", 2.7 um; logP 2.2) further
confirming successful SOSA.

Inspection of the predicted binding mode (Figure 1¢) of 4 in
the PPARa ligand binding site compared with 1 revealed only
minor differences which agrees with the compounds’ very sim-
ilar HYDE scores. Participation in the canonical hydrogen bond
network with Ser280, Tyr314, Tyr464 and His440 was observed
for both compounds. Due to its shortened acidic chain, the
styrylthiazole moiety of 4 was slightly shifted to this region of
the binding site. As a consequence, the benzene ring was
bound in closer proximity to Phe318. The large lipophilic cavity
at the end of the PPARa ligand binding site formed by lle241,
Leu247, Leu254, Cys275 and Val332 accommodated the thia-
zole 4-substituents of both 1 and 4 but appeared more favora-
bly occupied by the dimethoxyphenyl residue of 4.

Conclusions

Combining virtual activity prediction and selective optimization
of side-activities appears very promising for refining side-target
activities of approved drugs toward bioactive new chemical
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entities with minimized experimental efforts. Because the basic
concept of SOSA often demands that structural modifications
are confined during optimization in order to conserve the fa-
vorable profile of the lead drug, focused virtual libraries of suit-
able analogues for optimization can be generated. We hy-
pothesized that their computational prioritization is then capa-
ble of decreasing time- and cost-intensive design-synthesize-
test cycles and can speed up structural optimization for selec-
tive activity on the desired target.

Following this concept, we used the CysLT,R antagonist ci-
nalukast (1) as lead for computer-assisted SOSA toward PPARa
agonism. HYDE was chosen as computational scoring ap-
proach for PPARa activity, as it was successfully applied to
highly lipophilic binding sites as found in PPARs, previously,
and yielded reliable results in a proof-of-concept evaluation.
CysLT,R antagonism was computationally predicted using a
random forest model as classifier between high and low
CysLT,R antagonistic potency. From a virtual combinatorial [i-
brary of close cinalukast analogues, 4 was computationally fa-
vored both in terms of high predicted affinity to PPARa and
low estimated CysLT,R antagonism, and was consequently se-
lected for synthesis and characterization. In vitro profiling of 4
confirmed the predicted activity shift toward higher activation
efficacy on PPARo. and markedly improved selectivity over
CysLT,R. Thus, our straightforward computational approach to
analogue selection for SOSA successfully predicted the activity
profile of 4.

© 2019 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim


http://www.chemmedchem.org

.@‘* ChemPubSoc
Brd-? Europe

S

a
N x N COOH b N NJ><COOH
\ H \_¢ H
1 4

\_/

1004™ 1
m4

75
50

25

fold PPARa activation

% inhibition of CysLT,R activation

\¥
i Leu247

Figure 1. a) Automated docking in the PPARa ligand binding site (PDB ID:
4C14%) and HYDE scoring combined with a random forest model trained on
fingerprint representations of known CysLT,R antagonists successfully classi-
fied cinalukast analogue 4 for enhanced PPARa agonism and diminished
CysLT,R antagonistic potency. b) In vitro characterization of the computa-
tionally favored analogue 4 revealed enhanced PPARa activation efficacy
and strongly decreased antagonism on CysLT,R (inhibition of CysLT,R activa-
tion by 0.1 nm leukotriene D4). Results are the mean 4 SEM, n>3 for PPARa,
n=2 for CysLT,R. c) Predicted binding modes of 1 (green) and 4 (blue) in
the PPARa. ligand binding site (PDB ID: 4CI4,%% co-crystallized ligand as
yellow wire; docking was performed with FlexX and visualized with UCSF
Chimera®®). Compounds 1 and 4 form a very similar binding mode. The car-
boxylic acid residues of 1 and 4 participate in the canonical hydrogen bond
network with Ser280, Tyr314, Tyr464, and His440 of the PPARa LBD. The styr-
ylthiazole of 4 is slightly shifted toward the polar end of the binding site
due to its shorter carboxylic acid side chain. The cyclobutyl (1) and dime-
thoxyphenyl (4) substituents occupy the lipophilic cavity at the end of the
pocket, where the latter moiety seems to fill the available lipophilic space
more favorably.

The strong activity shift achieved by the computationally se-
lected cinalukast analogue 4 corroborates the potential of ap-
plying modern activity prediction techniques on structural
compound optimization in early drug discovery. It suggests
that experimental efforts in (SOSA-based) optimization of drug
molecules toward desired activity profiles can be markedly re-
duced by automated analogue design and scoring.

Supporting Information

The Supporting Information contains Tables S1-S5, computational
methods and model validation, synthetic procedures and analytical
characterization of 2-4 and their precursors, data on evaluation of
E/Z isomerism, as well as methods for in vitro characterization. The
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compound datasets used in this study and predicted binding
poses for HYDE assessment are provided as .sdf or .csv files.
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1 Supplementary Tables

Table S1: HYDE-predictions (kJ/mol) for PPARa activities of proof-of-concept library - effects of thiazole
substituent, acidic side chain length and variations in the styrylthiazole.
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Table S2: HYDE-predictions (kJ/mol) for PPARa activities of carboxylic acid replacements.

63 (2)

Table S3: In vitro activities of cinalukast (1) and derivatives 2 and 3 on PPARa. Activity data are the mean +
S.E.M.,, n=3.

PPARa

in vitro activity HYDE-prediction

o
MN COOH ECso = 10+2 uM
\ H -83 kJ/mol

5.3+0.6-fold act.

@\{\ N WIS COOH | ECso = 11.70.5 uM
\s H -63 kd/mol

3.0+0.1-fold act.

2
0
N A COOH ECso = 73+17 uM
\_s H -55 kJ/mol
3.3+0.5-fold act.
3
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Table S4. Top-ranked 30 entries of the virtual combinatorial library concerning predicted HYDE score for PPARa
as retrieved from the automated workflow.

RANK

SMILES

© 00 N O OB~ W DN P

W N NNMNNNNNNNNNRRRRRRRR R R
S © ® N o0 S~ WNRPRO®OOMNO®OUDMWNLERO

0=C(C(C)(C)C(0)=0)NC1=CC=CC(/C=C/C2=NC(C3=CC(OC)=C(OC)C(OC)=C3)=CS2)=C1
0=C(C(C)(C)C(0)=0)NC1=CC=CC(/C=C/C2=NC(CCC3=CC=CC=C3)=CS2)=C1
0=C(C(C)(C)C(0)=0)NC1=CC=CC(/C=C/C2=NC(C3=CC(OC)=C(OC)C=C3)=CS2)=C1
0=C(CCCC(0)=0)NC1=CC=CC(/C=C/C2=NC(C3=CC(OC)=C(OC)C(OC)=C3)=CS2)=C1
CN(C)C1=CC=C(C2=CSC(/C=C/C3=CC(NC(CCCC(0)=0)=0)=CC=C3)=N2)C=C1
0=C(CCC(0)=0)NC1=CC=CC(/C=C/C2=NC(C3=CC=C(N(C)C)C=C3)=CS2)=C1
0=C(CCC(0)=0)NC1=CC=CC(/C=C/C2=NC(C3=CC=C(OCC)C=C3)=CS2)=C1
0=C(CCC(0)=0)NC1=CC=CC(/C=C/C2=NC(CCCCCC)=CS2)=C1
0=C(CCC(0)=0)NC1=CC=CC(/C=C/C2=NC(C3=CC(OC)=C(OC)C(OC)=C3)=CS2)=C1
0=C(CCC(0)=0)NC1=CC=CC(/C=C/C2=NC(CCC3=CC=CC=C3)=CS2)=C1
0=C(CC(0)=0)NC1=CC=CC(/C=C/C2=NC(CCCCCC)=CS2)=C1
0=C(CCCC(0)=0)NC1=CC=CC(/C=C/C2=NC(C3=CC=C(OC)C(OC)=C3)=CS2)=C1
0=C(C(C)(C)C(0)=0)NC1=CC=CC(/C=C/C2=NC(C3=CC=C(OC)C(F)=C3)=CS2)=C1
0=C(CCCC(0)=0)NC1=CC=CC(/C=C/C2=NC(C3=CC=C(OC)C(F)=C3)=CS2)=C1
0=C(CCCC(0)=0)NC1=CC=CC(/C=C/C2=NC(CCC3=CC=CC=C3)=CS2)=C1
0=C(CCC(0)=0)NC1=CC=CC(/C=C/C2=NC(C3=CC(C)=CC=C3)=CS2)=C1
0=C(CC(0)=0)NC1=CC=CC(/C=C/C2=NC(C3=CC=C(CC)C=C3)=CS2)=C1
0=C(CC(0)=0)NC1=CC=CC(/C=C/C2=NC(C3=CC=C(N(C)C)C=C3)=CS2)=C1
0=C(CCCC(0)=0)NC1=CC=CC(/C=C/C2=NC(C3=CC(OCCO4)=C4C=C3)=CS2)=C1
0=C(CC(0)=0)NC1=CC=CC(/C=C/C2=NC(CCC3=CC=CC=C3)=CS2)=C1
0=C(CCC(0)=0)NC1=CC=CC(/C=C/C2=NC(C3=CC(OC)=C(OC)C=C3)=CS2)=C1
0=C(CCC(0)=0)NC1=CC=CC(/C=C/C2=NC(CC(C)(C)C)=CS2)=C1
0=C(C(C)(C)C(0)=0)NC1=CC=CC(/C=C/C2=NC(C3=CC(OCCO4)=C4C=C3)=CS2)=C1
0=C(CCC(0)=0)NC1=CC=CC(/C=C/C2=NC(C3=CC(F)=C(F)C=C3)=CS2)=C1
0=C(CCC(0)=0)NC1=CC=CC(/C=C/C2=NC(C3CCCCC3)=CS2)=C1
0=C(C(C)(C)C(0)=0)NC1=CC=CC(/C=C/C2=NC(CCC)=CS2)=C1
0=C(CC(0)=0)NC1=CC=CC(/C=C/C2=NC(C3=CC(Cl)=C(N)C(Cl)=C3)=CS2)=C1
0=C(CCC(0)=0)NC1=CC=CC(/C=C/C2=NC(C3=CC(F)=C(OC)C=C3)=CS2)=C1
0=C(CCCC(0)=0)NC1=CC=CC(/C=C/C2=NC(C3=CC(C#N)=CC=C3)=CS2)=C1
0=C(C(C)(C)C(0)=0)NC1=CC=CC(/C=C/C2=NC(C(C)C)=CS2)=C1
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Table S5: Cross-validation of random forest models to predict CysLTiR antagonism. Known CysLT1R antagonists
were assigned to classes considering their potency (class 1: ICso < 1 pM; class 2: ICso > 1 uM or inactive) and
classes were randomly separated in a stratified split to sets 1a (108), 1b (109), 2a (452) and 2b (452) for the 50-
50% train-test cross-validation. Random forest models were trained on either 1a+2a or 1b+2b with compounds
represented as MACCS, Morgan, or AtomPair fingerprints, and applied to predict the class of compounds contained
in the respective other compound collection. Precision, specificity and non-error-rate (balanced accuracy) were
calculated for each model according to the formulas in the methods section.

MACCs
Training-Set Test-Set Precision Specificity Non-error-rate
la+2a 1b+2b 0.90 0.99 0.95
1b+2b la+2a 0.94 0.97 0.96
Morgan
Training-Set Test-Set Precision Specificity Non-error-rate
la+2a 1b+2b 0.94 0.98 0.96
1b+2b la+2a 0.97 0.99 0.98
AtomPair
Training-Set Test-Set Precision Specificity Non-error-rate
la+2a 1b+2b 0.94 0.99 0.96
1b+2b la+2a 0.95 0.98 0.97
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2 Computational methods

2.1 Proof-of-concept evaluation: The proof-of-concept library containing 27 manually
selected analogues of 1 (as specified in Tables 1&2) was manually generated using
ChemDraw 11 (PerkinElmer, Waltham, MA, U.S.A.). All components of this library were then
docked into the PPARa ligand binding site of X-ray structure 4Cl4% using FlexX in LeadIT
(version 2.3.2, BioSolvelT, St. Augustin, Germany). The X-ray structure was protonated to
physiological pH and the binding site of the protein-ligand complex was defined as all residues
in a range of 6.5 A around the crystallized ligand. The ligand to be docked was protonated to
physiological pH. Docking was accomplished by a hybrid approach of enthalpy (triangle
matcher) and entropy (single interaction scan) with a maximum of 200 poses. All retrieved
poses were ranked by the FlexX docking score and the top-ranking pose was considered for
assessing the ligand-protein interaction with HYDE inside SeeSAR (version 7.1).

2.2 Combinatorial library generation and scoring: For the generation of the virtual
combinatorial library, building blocks (as defined in Scheme S1) available from typical chemical
vendors (SigmaAldrich, TCI, Acros Organics, AlfaAesar) were retrieved from Reaxys
(www.reaxys.com). All possible analogues of 1 retaining the central styrylthiazole moiety that
were available from these building blocks were generated using RDKit (www.rdkit.org) in the
Konstanz Information Miner (KNIME, www.knime.com) platform which produced a virtual
library of 7922 compounds. Scoring and ranking of these compounds was automated in KNIME
using BioSolvelT (version 2.5.0.0001024, BioSolvelT) and RDK:it®? software/nodes with default
settings unless otherwise specified. In this workflow, compounds were prepared (“Generate
3D Coordinates”), energy minimized (RDKit “Optimize Geometry”, using MMFF94),
automatically docked with FlexX in LeadIT (“Compute LeadIT docking”, 500 poses, 4Cl4 as
template), and affinity of all poses was estimated with HYDE (“assess affinity with HYDE in
SeeSAR”). For each molecule, the best scored pose was then extracted and compounds were
filtered for a clogP<4. The top-ranking pose was considered for assessing the ligand-protein
interaction with HYDE. For visualization and validation, the best scoring docking poses from
these workflows were manually inspected with LeadIT. Docking figures were generated with
UCSF Chimeral®.

2.3 CysLT; receptor antagonism prediction

All calculations were performed in the KNIME Analytics Platform (v3.3.3-201708231218).
RDKit? nodes (Version 3.2.4-v201711201106) for fingerprint calculation were used with
default settings unless otherwise specified. 1119 molecules with annotated activity (ICso) on
CysLT:R were downloaded as SMILES from ChEMBLX. The CysLT:R antagonists zafirlukast
and cinalukast were not contained and manually added to the set. Classes were defined as
follows:

Class 1: ICso below 1 uM (217 molecules), class 2: ICso above 1 uM or no ICso (904 molecules)

For each molecule of the two groups the fingerprint representations MACCSP!, Morgan®!
(radius 2, NumBits 1024), or AtomPairl”! (path-length 1-30, NumBits 1024) were calculated
using “RDKit Fingerprint” node. Both groups were then randomly split in two train-test sets with
equal dimensions using a stratified sampling procedure, that is, by preserving the class
proportion:

Group 1a: 108 molecules, group 1b: 109; group 2a: 452; group 2b: 452.
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Random forest models were trained on the sets la+2a, and 1b+2b for each fingerprint
representation using the “Random Forest Learner” node (Version 3.3.3-v201711082058).
Each model was cross-validated with the respective other dataset (1b+2b or 1a+2a) using the
‘Random Forest Predictor’ node (Version 3.3.3-v201711082058). Model accuracy was
calculated on the basis of Precision, Specificity and Non-Error Rate, calculated as follows!®:

.. T

Precision: Sn = —~
Fn+Tp

Specificity: Sp = ——
P Y- op = Fp+Tn
Sn+Sp

Non-Error Rate = 5

Tp = Number of correctly predicted positive compounds
Fp, = Number of falsely predicted positive compounds
Tn = Number of correctly predicted negative compounds
Fn = Number of falsely predicted negative compounds
All six models revealed high accuracy (Table S5).

No fingerprint representation yielded significantly higher prediction accuracy in the cross-
validation, thus all three fingerprints were considered for the final predictive models. For this,
all sets of known compounds (1a, 1b, 2a, 2b; 1121 molecules) were combined to re-train
random forest models, as described above, for each fingerprint using all the available chemical
information. The models were then applied to predict the CysLT:iR antagonism class of the
top30 ranked compounds concerning affinity to PPARa. (Table S4) and cinalukast as described
above. The class predictions of the top5 ranked compounds were identical (class 2) for the
three models with different descriptor representations and cinalukast was correctly identified
as highly active compound (class 1).
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3 Chemistry

3.1 General: All chemicals and solvents were of reagent grade and used without further
purification unless otherwise specified. All reactions were conducted in oven-dried glassware
under argon atmosphere and in absolute solvents. NMR spectra were recorded on a Bruker
AV 500, Bruker AV 300 or a Bruker am250xp spectrometer (Bruker Corporation, Billerica, MA,
USA). Chemical shifts (&) are reported in ppm relative to tetramethylsilane (TMS) as reference.
Multiplicity is reported: s, singlet; d, doublet; dd, doublet of doublets; t, triplet; m, multiplet.
Approximate coupling constants (J) are given in hertz (Hz). Mass spectra were obtained on a
VG Platform Il (Thermo Fischer Scientific, Inc., Waltham, MA, USA) using electrospray
ionization (ESI). High-resolution mass spectra were recorded on a MALDI LTQ ORBITRAP XL
instrument (Thermo Fisher Scientific). All final compounds were purified by preparative HPLC
using a Shimadzu preparative LC-20A Prominence (Shimadzu, Kyoto, Japan) with the
following conditions: column, Luna (104 C18(2) 100A; 250x21.2 mm; Phenomenex, Torrance,
CA, U.S.A); mobile phase, isocratic 50:50 acetonitrile/H.O + 0.1 formic acid for 30 min at a
flow rate of 21 mL/min and UV-detection at 245 nm and 280 nm. Compound purity was
analyzed on a Waters 600 Controller HPLC (Waters, Milford, MA, U.S.A.) using a Waters 2487
Dual Absorbance Detector and a Waters 717 plus Autosampler or a VWR Chromaster (VWR,
Radnor, PA, U.S.A.) with a 5160 pump system, using a DAD 5430 and 5260 Autosampler both
equipped with a MultoHigh100 RP18-5 y 250x4 mm column (CS-Chromatographie Service
GmbH, Langerwehe, Germany) using a gradient (H.O+0.1% formic acid/MeOH 80:20 isocratic
for 5 min to MeOH after additional 45 min and MeOH for additional 10 min) at a flow rate of 1
mL/min and UV-detection at 245 nm and 280 nm or using a gradient (H.O+0.1% formic
acid/MeOH 60:40 isocratic for 5 min to MeOH after additional 25 min and MeOH for additional
10 min) at a flow rate of 1 mL/min and UV-detection at 245 nm and 280 nm.

3.2 Synthesis and analytical characterization of 2-4 and their precursors

3-0Ox0-3-((3-(2-(4-phenylthiazol-2-yl)vinyl)phenyl)amino)propanoic acid (2): Ethyl-3-oxo-
3-((3-(2-(4-phenylthiazol-2-yl)vinyl)phenyl)amino)propanoate (21, 24.9 mg, 0.068 mmol, 1.00
eq) was dissolved in THF (10 mL). LiOH (8.14 g, 0.340 mmol, 5.00 eq) dissolved in water (10
mL) was added and the mixture was stirred at room temperature for 12 h. The solvents were
evaporated under reduced pressure, the residue was dissolved in H>O, the product was
precipitated by addition of 2 M aqueous hydrochloric acid, filtered off, washed with cold hexane
and dried in vacuum. The product was purified by preparative HPLC to afford 2 as a colorless
solid (0.01 g, 52%). *H NMR (500 MHz, acetone) & = 10.36 (s, 1H), 8.56 (s, 1H), 8.49 — 8.45
(m, 2H), 8.34 (s, 1H), 8.10 — 8.00 (m, 2H), 7.93 — 7.88 (m, 4H), 7.85 — 7.78 (m, 2H), 3.93 (s,
2H). ¥C-NMR MS (126 MHz, acetone) d = 168.90, 166.28, 165.22, 161.95, 155.86, 139.59,
136.52, 134.46, 134.06, 129.37, 128.72, 128.14, 126.28, 122.69, 121.72, 120.03, 117.90,
113.21, 42.80. MS (ESI*): m/z 364.95 ([M+H]"). HRMS (MALDI): m/z calculated for
C20H17N203S 365.09544, found 365.09385 ([M+H]+).

3-((3-(2-(4-(tert-Butythiazol-2-yl)ethyl)phenyl)amino)-3-oxopropanoic acid (3): Ethyl 3-
((3-(2-(4-(tert-butyl)thiazol-2-yl)ethyl)phenyl)amino)-3-oxopropanoate (23, 39.2 mg, 0.100
mmol, 1.00 eq) was dissolved in THF (10 mL). LiOH (11.9 mg, 0.500 mmol, 5.00 eq) dissolved
in water (10 mL) was added and the mixture was stirred at room temperature for 12 h. The
solvents were evaporated under reduced pressure, the residue was dissolved in H;O, the
product was precipitated by addition of 2 M aqueous hydrochloric acid, filtered off, washed with
cold hexane and dried in vacuum. The product was purified by preparative HPLC to afford 3
as a colorless solid (0.01 g, 21%).*H NMR (500 MHz, acetone) & = 9.98 (s, 1H), 8.02 (s, 1H),
7.96 (d,J=8.1,1H), 7.68 (t, J = 7.8, 1H), 7.45 (d, J = 7.6, 1H), 7.39 (s, 1H), 3.94 (s, 2H), 3.72
(t, J=7.8, 2H), 3.53 (t, J = 8.0, 2H), 1.76 (s, 9H). *C-NMR (126 MHz, acetone) & = 168.37,
165.77, 165.00, 141.60, 138.91, 128.72, 124.07, 119.54, 117.35, 109.58, 42.18, 35.57, 34.68.
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MS (ESI*): m/z 347.19 ([M+H]*). HRMS (MALDI): m/z calculated for C1gH23N203S 347.14239,
found 347.14256 ([M+H]").

3-((3-(2-(4-(3,4-dimethoxyphenylthiazol-2-yl)vinyl)phenyl)amino)-2,2-dimethyl-3-
oxopropanoic acid (4): Ethyl 3-((3-(2-(4-(3,4-dimethoxyphenyl)thiazol-2-
yhvinyl)phenyl)amino)-2,2-dimethyl-3-oxopropanoat (22, 0.136 g, 0.300 mmol, 1.00 eq) was
dissolved in THF (10 mL). LiOH (35.9 mg, 1.50 mmol, 5.00 eq) dissolved in water (10 mL) was
added and the mixture was stirred at room temperature for 12 h. The solvents were evaporated
under reduced pressure, the residue was dissolved in H>O, the product was precipitated by
addition of 2 M aqueous hydrochloric acid, filtered off, washed with cold hexane and dried in
vacuum. The isomeric mixture (yield 0.10 g, 71%; approx. E/Z = 7:3) was separated by
preparative HPLC to afford the E-isomer of 4 as a yellow solid. *H NMR (500 MHz, Acetone)
6 = 8.06 (s, 1H), 7.76 (s, 1H), 7.69 (d, J=7.9, 1H), 7.64 (d, J=1.9, 1H), 7.60 (dd, J=8.3, 2.0,
1H), 7.55 (d, J=16.2, 1H), 7.44 (d, J=13.2, 1H), 7.41 (d, J=4.7, 1H), 7.37 (d, J=7.9, 1H), 7.02
(d, J=8.3, 1H), 3.90 (s, 4H), 3.85 (s, 3H), 1.55 (s, 6H). 13C NMR (126 MHz, Acetone) d = 166.70,
156.85, 150.61, 150.47, 140.69, 137.33, 134.71, 130.05, 128.51, 126.65, 123.50, 122.64,
121.34, 119.78, 119.18, 112.74, 112.22, 111.07, 56.15, 56.12, 51.49, 24.01. MS (ESI*): m/z
452.99 ([M+H]"). HRMS (MALDI): m/z calculated for Cz4H2sN.OsS 453.14787, found
453.14734 ([M+H].

2-Methyl-4-phenylthiazole (8): 2-Bromo-1-phenylethanone (5, 2.0 g, 10 mmol, 1.0 eq) was
dissolved in DMF (abs., 100 mL), and thioacetamide (7, 0.75 g, 10 mmol, 1.0 eq) was added.
The mixture was stirred under reflux for 4 h. After cooling to room temperature, water (100 mL)
was added, phases were separated, and the aqueous layer was extracted with ethyl acetate
(3 x 50 mL). The combined organic layers were dried over MgSO. and the solvents were
evaporated under reduced pressure. 8 was obtained as a yellow solid and used without further
purification (1.3 g, 74%); *H NMR (250 MHz, DMSO) & = 7.91 (s, 2H), 7.47 — 7.26 (m, 4H),
2.71 (s, 3H). *C NMR (126 MHz, DMSO) & = 165.52, 153.79, 134.19, 128.76, 127.87, 125.94,
113.74, 18.95. MS (ESI*): m/z 176.09 ([M+H]").

4-(3,4-Dimethoxyphenyl)-2-methylthiazole (9): 2-Bromo-1-(3,4-dimethoxyphenyl)ethanone
(6, 0.78 g, 3.0 mmol, 1.0 eq) was dissolved in DMF (abs., 40 mL), and thioacetamide (7, 0.23
g, 3.0 mmol, 1.0 eq) was added. The mixture was stirred under reflux for 4 h. After cooling to
room temperature, water (50 mL) was added, phases were separated, and the aqueous layer
was extracted with ethyl acetate (3 x 30 mL). The combined organic layers were dried over
MgSO, and the solvents were evaporated under reduced pressure. 9 was obtained as a yellow
solid and used without further purification (0.58 g, 82%); *H NMR (500 MHz, DMSO) & = 7.79
(s, 1H), 7.51 — 7.46 (m, 2H), 7.02 — 6.96 (m, 1H), 3.82 (s, 3H), 3.78 (s, 3H), 2.70 (s, 3H). *C
NMR (126 MHz, DMSO) 6 = 165.60, 154.33, 149.28, 149.16, 127.72, 118.95, 112.36, 112.30,
110.05, 55.99, 55.97, 19.40. MS (ESI*): m/z 236.11 ([M+H]").

2-(3-Nitrostyryl)-4-phenylthiazole (12): 2-Methyl-4-phenylthiazole (8, 2.6 g, 15 mmol, 1.0
eq), 3-nitrobenzaldehyde (11, 6.8 g, 45 mmol, 3.0 eq) and sodium acetate (4.9 g, 60 mmol, 4.0
eq) were dissolved in glacial acetic acid (30 mL). The mixture was stirred under reflux for 10
h. After cooling to room temperature, aqueous sodium bisulfite solution was added, phases
were separated, and the aqueous layer was extracted with ethyl acetate (3 x 30 mL). The
combined organic layers were dried over MgSO. and the solvents were evaporated under
reduced pressure. The crude product was purified by column chromatography using ethyl
acetate/hexane (1:4) as mobile phase. 12 was obtained as a yellow solid (0.65 g, 14%); H
NMR (250 MHz, DMSO) & = 8.61 — 8.56 (m, 1H), 8.27 — 8.14 (m, 3H), 8.06 — 7.99 (m, 2H),
7.81 — 7.67 (m, 3H), 7.53 — 7.33 (m, 3H). 3C NMR (75 MHz, DMSO) & = 165.74, 155.72,

S10



148.91, 138.06, 134.36, 133.68, 132.08, 130.79, 129.32, 128.76, 126.62, 124.54, 123.61,
122.37, 115.56. MS (ESI*): m/z 308.97 ([M+H]").

4-(tert-Butyl)-2-(3-nitrostyryl)thiazole (13): 4-tert-Butyl-2-methylthiazole (10, 1.6 g, 10 mmol,
1.0 eq), 3-nitrobenzaldehyde (11, 4.5 g, 30 mmol, 3.0 eq) and sodium acetate (3.3 g, 40 mmol,
4.0 eq) were dissolved in glacial acetic acid (20 mL). The mixture was stirred under reflux for
10 h. After cooling to room temperature, aqueous sodium bisulfite solution was added, phases
were separated, and the aqueous layer was extracted with ethyl acetate (3 x 30 mL). The
combined organic layers were dried over MgSO4 and the solvents were evaporated under
reduced pressure. The crude product was purified by column chromatography using ethyl
acetate/hexane (1:15) as mobile phase. 13 was obtained as a yellow solid (0.64 g, 22%); 'H
NMR (250 MHz, DMSO) 6 = 8.53 (t, J = 1.9 Hz, 1H), 8.23 - 8.12 (m, 2H), 7.75 — 7.54 (m, 3H),
7.31 (s, 1H), 1.33 (s, 9H). 3C NMR (75 MHz, DMSO) & = 166.93, 164.55, 148.42, 137.70,
133.04, 130.92, 130.27, 124.58, 122.95, 121.81, 112.18, 34.57, 29.97. MS (ESI*): m/z 289.16
(IM+H]").

4-(3,4-Dimethoxyphenyl)-2-(3-nitrostyryl)thiazole (14): 4-(3,4-Dimethoxyphenyl)-2-
methylthiazole (9, 2.5 g, 11 mmol, 1.0 eq), 3-nitrobenzaldehyde (11, 4.8 g, 32 mmol, 3.0 eq)
and sodium acetate (3.5 g, 42 mmol, 4.0 eq) were dissolved in glacial acetic acid (22 mL). The
mixture was stirred under reflux for 10 h. After cooling to room temperature, aqueous sodium
bisulfite solution was added, phases were separated, and the aqueous layer was extracted
with ethyl acetate (3 x 30 mL). The combined organic layers were dried over MgSO. and the
solvents were evaporated under reduced pressure. The crude product was purified by column
chromatography using ethyl acetate/hexane (1:3) as mobile phase. 14 was obtained as a
yellow solid (0.95 g, 24%); *H NMR (500 MHz, DMSO) & = 8.58 (t, J = 1.9 Hz, 1H), 8.24 (d, J
=7.8 Hz, 1H), 8.19 -8.17 (m, 1H), 8.06 (s, 1H), 7.83 — 7.80 (m, 1H), 7.74 — 7.68 (m, 2H), 7.60
—7.56 (m, 2H), 7.05 (d, J = 8.9 Hz, 1H), 3.86 (s, 3H), 3.81 (s, 3H). 1*C NMR (126 MHz, DMSO)
0 =164.99, 155.38, 149.05, 148.91, 148.43, 137.64, 133.18, 131.47, 130.33, 126.90, 124.21,
123.11,121.93,118.79, 113.38, 111.90, 109.81, 55.62, 55.56. MS (ESI*): m/z 368.94 ([M+H]").

3-(2-(4-(tert-Butylthiazol-2-yl)vinylaniline (15): 4-(tert-Butyl)-2-(3-nitrostyryl)thiazole (13,
0.32 g, 1.1 mmol, 1.0 eq) was dissolved in ethanol (3 mL) and aqueous hydrochloric acid (3
mL), and was then treated with tin chloride (0.83 g, 4.4 mmol, 4.0 eq). The mixture was stirred
at 65°C until a clear solution had formed. After cooling to room temperature, ethanol was
evaporated in vacuum and the remaining aqueous mixture was extracted with ethyl acetate (3
x 20 mL). The combined organic layers were dried over MgSO, and the solvent was
evaporated under reduced pressure. 15 was obtained as a yellow solid (0.16 g, 55%) and used
without further purification; *H NMR (250 MHz, DMSO) & = 7.23 (s, 2H), 7.20 (s, 1H), 7.04 (t,
J =8.0 Hz, 1H), 6.85 — 6.79 (m, 2H), 6.59 — 6.52 (m, 1H), 5.10 (s, 2H), 1.31 (s, 9H). 3C NMR
(75 MHz, DMSO) 6 = 165.90, 149.43, 136.45, 135.48, 134.79, 129.80, 121.30, 115.63, 115.31,
112.61, 111.29, 34.97, 30.42. MS (ESI*): m/z 259.13 ([M+H]").

3-(2-(4-Phenylthiazol-2-yl)vinyl)aniline (16): 2-(3-Nitrostyryl)-4-phenylthiazole (12, 0.22 g,
0.80 mmol, 1.0 eq) was dissolved in ethanol (3 mL) and aqueous hydrochloric acid (3 mL), and
was then treated with tin chloride (0.61 g, 3.2 mmol, 4.0 eq). The mixture was stirred at 65 °C
until a clear solution had formed. After cooling to room temperature, ethanol was evaporated
in vacuum and the remaining aqueous mixture was extracted with ethyl acetate (3 x 20 mL).
The combined organic layers were dried over MgSO.4 and the solvent was evaporated under
reduced pressure. 16 was obtained as a yellow solid (0.13 g, 57%) and used without further
purification; *H NMR (250 MHz, DMSO) & = 8.08 (s, 1H), 8.04 — 7.98 (m, 2H), 7.52 — 7.32 (m,
5H), 7.09 (t, J = 8.0 Hz, 1H), 6.92 — 6.85 (m, 2H), 6.63 — 6.57 (m, 1H), 5.23 (s, 2H). *C-NMR
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(75 MHz, Acetone) & = 166.53, 155.94, 155.80, 136.49, 135.06, 134.91, 128.66, 128.11,
128.04, 126.27, 118.72, 115.94, 113.08, 112.64, 110.46. MS (ESI*): m/z 279.03 ([M+H]").

3-(2-(4-(3,4-Dimethoxyphenythiazol-2-yl)vinylaniline (17): 4-(3,4-Dimethoxyphenyl)-2-
(3-nitrostyryl)thiazole (14, 0.958 g, 2.60 mmol, 1.00 eq) was dissolved in ethanol (10 mL) and
aqueous hydrochloric acid (10 mL), and was then treated with tin chloride (1.90 g, 10.4 mmol,
4.00 eq). The mixture was heated at 80 °C until a clear solution had formed. After cooling to
room temperature, ethanol was evaporated in vacuum and the remaining aqueous mixture
was extracted with ethyl acetate (3 x 20 mL). The combined organic layers were dried over
MgSO, and the solvent was evaporated under reduced pressure. 17 was obtained as a yellow
solid (0.57 g, 66%) and used without further purification. *H NMR (250 MHz, DMSO) & = 7.94
(s, 1H), 7.58 — 7.52 (m, 2H), 7.34 (s, 2H), 7.12 — 7.00 (m, 2H), 6.90 — 6.83 (m, 2H), 6.61 — 6.54
(m, 1H), 5.19 (s, 2H), 3.85 (s, 3H), 3.80 (s, 3H). *C-NMR (126 MHz, DMSO) & = 165.92,
155.01, 148.95, 148.88, 135.95, 134.94, 129.41, 127.04, 120.53, 118.73, 115.42, 115.11,
112.36, 112.15, 111.88, 109.76, 55.60, 55.55. MS (ESI*): m/z 338.96 ([M+H]").

3-(2-(4-(tert-Butylthiazol-2-yl)ethyhaniline (18): 3-(2-(4-(tert-Butyl)thiazol-2-yl)vinyl)aniline
(15, 163 mg, 0.631 mmol, 1.00 eq) was dissolved in ethanol (20 mL) and Pd(C) (loading
10%w/w, 6.71 g, 0.063 mmol, 0.100 eq) was added. The suspension was stirred at room
temperature under H, atmosphere for 18 h. The mixture was then filtered through celite, the
filtrate was dried over MgSO., and the solvent was evaporated under reduced pressure to
obtain 18 as yellow solid (0.15 g, 94%). 18 was used without further purification. *H NMR (250
MHz, acetone) & = 7.00 — 6.90 (m, 2H), 6.58 — 6.56 (m, 1H), 6.52 — 6.46 (m, 2H), 3.24 — 3.17
(m, 2H), 2.97 — 2.91 (m, 2H), 1.32 (s, 9H). ¥*C-NMR (75 MHz, acetone) d = 168.75, 165.80,
148.42, 141.49, 128.90, 117.12, 114.45, 112.32, 109.41, 35.81, 34.73, 34.44. MS (ESI*): m/z
261.20 ([M+H]).

Ethyl 3-0x0-3-((3-(2-(4-phenylthiazol-2-yl)vinyl)phenyl)amino)propanoate (21): 3-Ethoxy-
3-oxopropanoic acid (19, 71.2 mg, 0.539 mmol, 1.00 eq) was dissolved in chloroform (8 mL).
EDC-HCI (124 mg, 0.647 mmol, 1.20 eq), 4-DMAP (98.8 mg, 0.809 mmol, 1.50 eq) and 3-(2-
(4-phenylthiazol-2-yl)vinyl)aniline (16, 218 mg, 0.647 mmol, 1.20 eq) were added. The reaction
mixture was stirred at 60 °C for 12 h. Hydrochloric acid (5%, 20 mL) was then added, phases
were separated, and the aqueous layer was extracted with ethyl acetate (3 x 20 mL). The
combined organic layers were dried over MgSOs, the solvents were evaporated under reduced
pressure. The crude product was purified by column chromatography using ethyl
acetate/hexane (1:5) as mobile phase. 21 was obtained as a yellow solid (30 mg, 14%); *H-
NMR (250 MHz, acetone) & = 8.02 — 7.92 (m, 3H), 7.82 — 7.70 (m, 3H), 7.44 — 7.28 (m, 5H),
7.05 — 6.91 (m, 2H), 4.15 (g, J = 7.1 Hz, 2H), 3.46 (s, 2H), 1.23 (t, J = 7.1 Hz, 3H). *C NMR
(75 MHz, acetone) & = 177.93, 166.54, 164.41, 158.23, 140.44, 137.91, 135.43, 130.13,
129.62, 128.96, 127.25, 127.16, 125.08, 124.91, 120.61, 120.28, 115.22, 61.66, 44.46, 14.49.
MS (ESI*): m/z 415.12 ([M+Na]").

Ethyl 3-((3-(2-(4-(3,4-dimethoxyphenythiazol-2-yl)vinyl)phenyl)amino)-2,2-dimethyl-3-
oxopropanoate (22): 3-Ethoxy-2,2-dimethyl-3-oxopropanoic acid (20, 0.22 g, 1.4 mmol, 1.0
eq) was dissolved in chloroform (40 mL). EDC-HCI (0.38 g, 2.0 mmol, 1.4 eq), 4-DMAP (0.26
g, 2.1 mmol, 1.5 eq) and 3-(2-(4-(3,4-dimethoxyphenyl)thiazol-2-yl)vinyl)aniline (17, 0.57 g, 1.7
mmol, 1.2 eq) were added. The reaction mixture was stirred at 70 °C for 16 h. Hydrochloric
acid (5%, 20 mL) was then added, phases were separated, and the product was extracted with
ethyl acetate (3 x 20 mL). The combined organic layers were dried over MgSO4, the solvents
were evaporated in vacuum. The crude product was purified by column chromatography using
ethyl acetate/hexane (1:1) as mobile phase. 22 was obtained as a yellow solid (0.19 g, 28%);
!H-NMR (250 MHz, DMSO) & = 9.53 (s, 1H), 8.03 — 7.94 (m, 2H), 7.63 — 7.52 (m, 3H), 7.51 —
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7.41 (m, 3H), 7.40 — 7.32 (m, 1H), 7.03 (d, J = 8.9 Hz, 1H), 4.14 (q, J = 6.8 Hz, 2H), 3.85 (s,
3H), 3.80 (s, 3H), 1.46 (s, 6H), 1.19 (t, J = 7.0 Hz, 3H). 3C-NMR (126 MHz, DMSO0) & = 173.13,
170.68, 162.76, 154.15, 148.87, 148.83, 139.34, 136.26, 134.47, 128.82, 126.87, 123.77,
123.49, 120.47, 120.17, 118.56, 113.60, 111.86, 109.60, 60.67, 55.56, 55.53, 50.73, 23.00,
13.96. MS (ESI*): m/z 481.10 ([M+H]").

Ethyl 3-((3-(2-(4-(tert-butyl)thiazol-2-yl)ethyl)phenyl)amino)-3-oxopropanoate (23): 3-
Ethoxy-3-oxopropanoic acid (19, 57.0 mg, 0.431 mmol, 1.00 eq) was dissolved in chloroform
(8 mL). EDC-HCI (100 mg, 0.517 mmol, 1.20 eq), 4-DMAP (79.0 mg, 0.647 mmol, 1.50 eq)
and 3-(2-(4-(tert-butyl)thiazol-2-yl)ethyl)aniline (18, 175 mg, 0.520 mmol, 1.20 eq) were added.
The reaction mixture was stirred at 60 °C for 16 h. Hydrochloric acid (5%, 20 mL) was then
added, phases were separated, and the aqueous layer was extracted with ethyl acetate (3 x
20 mL). The combined organic layers were dried over MgSQO., the solvents were evaporated
under reduced pressure. The crude product was purified by column chromatography using
ethyl acetate/hexane (1:3) as mobile phase. 23 was obtained as a yellow solid (41 mg, 25%);
'H NMR (250 MHz, acetone) & = 7.56 (s, 1H), 7.50 (d, J = 8.9 Hz, 1H), 7.22 (t, J = 7.8 Hz, 1H),
6.99 (d, J = 7.7 Hz, 1H), 6.93 (s, 1H), 4.16 (g, J = 7.1 Hz, 2H), 3.45 (s, 2H), 3.31 — 3.21 (m,
2H), 3.13 — 3.02 (m, 2H), 1.31 (s, 9H), 1.24 (t, J = 7.1 Hz, 3H). *C-NMR *C NMR (75 MHz,
acetone) 6 = 168.28, 165.86, 163.66, 141.58, 139.13, 128.69, 123.87, 119.37, 117.16, 109.51,
60.68, 36.34, 35.58, 34.72, 34.44, 13.54. MS (ESI*): m/z 375.26 ([M+H]*).

HPLC of 4 (Acetonitrile/H,O (50:50) + 0.1 formic acid, isocratic for 20 min, 1 mL/min; UV
245 nm and 280 nm. RT 12.549 min: Z-4 (4.4%); RT 15.005 min: E-4 (93.1%)):
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3.3 Evaluation of E/Z-isomerism using (E)-2-styrylthiazole as model compound

Synthesis of (E)-2-styrylthiazole (24): To a solution of (E)-styrylboronic acid (0.19 g, 1.3 mmol,
1.2 eq), 2-bromothiazole (0.18 g, 1.1 mmol, 1.0 eq) and sodium carbonate (0.35 g, 3.3 mmol,
3.0 eq) in dioxane/H20 (4:1) was added Pd(PPhs). (0.13 g, 0.11 mmol, 0.10 eq). The reaction
mixture was stirred at 100 °C for 6 h and then filtered through celite. The filtrate was dried over
MgSOQ,, and the solvent was evaporated in vacuum. H,O (20 mL) and ethyl acetate (20 mL)
were added, phases were separated, and the aqueous layer was extracted with ethyl acetate
(3 x 20 mL). The combined organic layers were dried over MgSQO,, the solvents were
evaporated under reduced pressure. The crude product was purified by column
chromatography using ethyl acetate/hexane (1:3) as mobile phase. 24 was obtained as a
colorless solid (0.18 g, 90%); *H NMR (500 MHz, DMSO) & = 7.86 (d, J=3.2, 1H), 7.71 — 7.68
(m, 3H), 7.53 (d, J=16.3, 1H), 7.48 (d, J=16.3, 1H), 7.42 — 7.39 (m, 2H), 7.36 — 7.32 (m, 1H).
13C NMR (126 MHz, DMSO) & = 166.13, 143.67, 135.57, 133.70, 128.90, 128.88, 127.25,
121.39, 119.84. MS (ESI*): m/z 188.16 ([M+H]*).

24 was used to study light-dependent E/Z-isomerism of the styrylthiazole moiety in 1, 2 and 4.
The UV absorption spectrum of 24 was determined and revealed a maximum absorption at
A =308 nm. 24 was then irradiated with at A = 310 nm and the E/Z-isomerism was monitored
over 48 h by *H-NMR. Marked formation of the Z-isomer was observed over time:
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In contrast to light irradiation, the incubation conditions of the reporter gene assay (see 4.1)
did not induce marked formation of the Z-isomer (incubation of E-24 in assay medium at 37°C
for 16 h followed by HPLC analysis) suggesting that isomerism in the assay had no significant
impact on the biological results:
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4 Methods for in vitro pharmacological characterization

4.1 Hybrid reporter gene assay for PPARa: Plasmids: The Gal4-fusion receptor plasmid
pFA-CMV-hPPARa-LBDM coding for the hinge region and ligand binding domain (LBD) of the
canonical isoform of the nuclear receptor has been reported previously. pFR-Luc (Stratagene)
was used as reporter plasmid and pRL-SV40 (Promega) served for normalization of
transfection efficiency and cell growth. Assay procedure: HEK293T cells were grown in DMEM
high glucose, supplemented with 10% FCS, sodium pyruvate (1 mM), penicillin (100 U/mL)
and streptomycin (100 ug/mL) at 37 °C and 5% CO.. The day before transfection, HEK293T
cells were seeded in 96-well plates (3-10* cells/well). Before transfection, medium was
changed to Opti-MEM without supplements. Transient transfection was carried out using
Lipofectamine LTX reagent (Invitrogen) according to the manufacturer’s protocol with pFR-Luc
(Stratagene), pRL-SV40 (Promega) and the corresponding Gal4-fusion nuclear receptor
plasmid. 5 h after transfection, medium was changed to Opti-MEM supplemented with
penicillin (100 U/mL), streptomycin (100 png/mL), now additionally containing 0.1% DMSO and
the respective test compound or 0.1% DMSO alone as untreated control. Each concentration
was tested in duplicates and each experiment was repeated independently at least three times.
Following overnight (14-16 h) incubation with the test compounds, cells were assayed for
luciferase activity using Dual-Glo™ Luciferase Assay System (Promega) according to the
manufacturer’s protocol. Luminescence was measured with an Infinite M200 luminometer
(Tecan Deutschland GmbH). Normalization of transfection efficiency and cell growth was done
by division of firefly luciferase data by renilla luciferase data and multiplying the value by 1000
resulting in relative light units (RLU). Fold activation was obtained by dividing the mean RLU
of a test compound at a respective concentration by the mean RLU of untreated control. The
hybrid assay was validated with reference agonist GW7647 which yielded an ECso value in
agreement with literature.

4.2 CysLT:R antagonism assay: CysLT:R antagonism of 1 and 4 at the concentrations
0.001 pM, 0.01 uM and 0.1 pM was determined in a cell-based (CHO-K1 cells) Ca?*-flux assay
on human CysLT:R in competition with 0.1 nM leukotriene D4. All experiments were conducted
in two independent repeats. The assay was conducted by Cerep (France - Celle L'Evescault,
https://www.eurofins.com; assay reference number 1607) on a fee-for-service basis.

4.3 Determination of aqueous solubility: Aqueous solubility of compounds 1 and 4 was
determined using Whatman Uniprep filters (Whatman plc, Maidstone, UK). 3 mg of each
compound and 2 mL H2O dest. were inserted into the Uniprep vessel and the mixture was
shaken at 37 °C for 24 h. The mixture was then pressed through the Uniprep filter and the
concentration of dissolved compound in filtrate was quantified by HPLC (Waters 600 Controller
and Waters 2487 Dual Absorbance Detector equipped with a MultoHigh100 Phenyl 5 p 240+4
mm column, CS-Chromatographie Service GmbH) using external calibration.

4.4 Determination of logP: LogP values of 1 and 4 were determined by HPLC analysis using
a VWR Hitachi Chromaster System with DAD 5430. The HPLC column was a MultoHigh
100RP18 (4,6 mm I.D., 250 mm length, 5 p particle size) from Chromatographie-Service
GmbH (Langerwehe, Germany). A linear gradient was used with mobile phase A as 100%
acetonitrile, and mobile phase B as 100% 10 mM ammonium acetate (adjusted to pH 7.4 with
ammonium hydroxide and acetic acid). The gradient table was: 0 min/ 5% A, 2.0 min/ 5% A,
12.0 min/ 95% A, 20 min/ 95% A, 30 min/ 5% A, 35 min/ 5% A. Flow rate was 0.5 ml/min, and
UV spectra were collected at 254 nm and 280 nm. The samples were dissolved in DMSO at
30 uM and 50 pL were injected.

The HPLC capacity factor k’ was determined according to:

kl — tr—to
to
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Where tr is the retention time and to the retention time of the unretained reference compound
(thiourea). The logP was calibrated to k' by running 11 reference compounds (see below) and
plotting k’ versus literature logP values.*% All determinations were performed three times.

Reference compounds:

Compound | tr [min.] K logP logP AlogP
(literature) | (calculated)
Thiourea | 3,14
Levodopa | 0,929 0,295753715 -2,39 -1,24 -1,15
Chloramphenicol | 8,441 2,688269639 1,14 1,88 -0,74
Furosemide | 6,975 2,221178344 2,03 1,27 0,76
Phenytoin | 9,289 2,958280255 2,47 2,24 0,23
Albendazol | 10,551 3,360031847 2,70 2,76 -0,06
Propanolol | 9,544 3,039596603 3,48 2,34 1,14
Amodiaquine | 12,836 4,087845011 3,70 3,71 -0,01
Lovastatine | 14,229 4,531422505 4,26 4,29 -0,03
Amitriptyline | 14,616 4,654670913 4,92 4,45 0,47
Fenofibrate | 16,096 5,125955414 5,30 5,06 0,24
Clofazimine | 24,249 7,722717622 7,60 8,45 -0,85
19,251 2,946178344 2,22
4| 7,737 2,463906582 1,59
8,00 R
6,00

4,00

LogP

2,00

0,00

-2,00

-4,00

y=1,3042x - 1,623
R? = 0,9269
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