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Abstract: Cyclophiline, Enzyme mit einer Peptidyl-Prolyl-cis/trans-Isomerase-Aktivität, sind für eine Vielzahl biologi-
scher Prozesse von Bedeutung. Das am häufigsten vorkommende Mitglied dieser Enzymfamilie, Cyclophilin A, ist der
zelluläre Rezeptor des Immunsuppressivums Cyclosporin A (CsA). Aufgrund der pathophysiologischen Rolle der
Cyclophiline, insbesondere bei Virusinfektionen, besteht ein breites Interesse an der Inhibierung von Cyclophilinen
ohne immunsuppressive Wirkung. In diesem Überblick wird zunächst eine Einführung in die physiologische und
pathophysiologische Rolle der Cyclophiline gegeben. Die Präsentation der nicht-immunsuppressiven Cyclophilin-
Inhibitoren beginnt mit Wirkstoffen, die auf chemischen Modifikationen von CsA basieren. Die makrocyclischen,
natürlich vorkommenden Sanglifehrine wurden zu einer weiteren Leitstruktur für Cyclophilin-inhibierende Wirkstoffe.
Schließlich werden de novo entwickelte Verbindungen vorgestellt, deren Strukturen nicht von Naturstoffen abgeleitet
oder durch sie inspiriert sind. Es werden relevante synthetische Konzepte erörtert, jedoch liegt auch ein Schwerpunkt
auf biochemischen Untersuchungen, Struktur-Wirkungs-Beziehungen und klinischen Studien.

1. Einleitung

Die Cyclophiline gehören zur Familie der Faltungshelfer,
denen eine Peptidyl-Prolyl-cis/trans-Isomerase (PPIase)-Ak-
tivität gemeinsam ist.[1] PPIasen sind Enzyme, die die Um-
wandlung der Isomere cis-1 und trans-1 (Schema 1) durch
Rotation um die imidische Peptidbindung vor Prolin, die
Prolylbindung, katalytisch beschleunigen. Zu den PPIasen
gehören neben den Cyclophilinen auch die FK506-binden-
den Proteine und die Parvuline.[2]

Die unkatalysierte Rotation um Prolylbindungen ist
durch eine Aktivierungsbarriere von 75 bis 100 kJmol� 1

gekennzeichnet, die von der Amidresonanz herrührt, die,
ausgedrückt durch die mesomere Formel 2, eine Erklärung
für den partiellen Doppelbindungscharakter der Amidbin-
dung liefert. Im Verlauf dieses Prozesses ändert sich der
Torsionswinkel ω von 0 auf 180°. In Peptiden und ungefalte-
ten Proteinen überwiegt das Isomer trans-1; allerdings ent-
halten native Proteine häufig eine spezifische Prolylbindung
in der cis-Konformation. Darüber hinaus trägt die cis/trans-
Isomerisierung spezifischer Prolylbindungen zur konforma-
tionellen Heterogenität nativer strukturierter Proteine bei.

Mehrere molekulare Mechanismen, die in Schema 1
dargestellt sind, wurden vorgeschlagen, um die Art und

Weise zu erklären, wie PPIasen die Energiebarriere der cis/
trans-Isomerisierung katalytisch senken.[3] Die molekulare
Grundlage der Cyclophilin-Katalyse ist noch nicht vollstän-
dig verstanden. Experimentell gestützt durch Strukturdaten,
zielgerichtete Mutagenese und kinetische Experimente erga-
ben sich verschiedene molekulare Mechanismen, darunter
die Katalyse durch Verdrillung (Pfad A) sowie die Wasser-
stoffbrückenbildung zwischen einer Gruppe des aktiven
Zentrums des Cyclophilins und dem Prolin-Stickstoff (Pfad
C).

Die Bedeutung der Cyclophiline für lebende Systeme
zeigt sich darin, dass sie in allen Reichen des Lebens und in
allen Arten von Zellen vorkommen. In der Regel werden in
ein und derselben Spezies mehrere Cyclophilin-Isoformen
exprimiert.[4]

Das prototypische Cyclophilin A (CypA) ist das am
häufigsten vorkommende Mitglied der Cyclophilin-Familie
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Schema 1. Mögliche katalytische Mechanismen für die Peptidyl-Prolyl-
cis/trans-Isomerisierung. A) Stabilisierung des Verdrilltes-Amid-Über-
gangszustandes 3 durch eine hydrophobe Umgebung. B) Bildung des
tetragonalen Intermediats 4 durch nukleophile Katalyse. C) Protonie-
rung des Imid-Stickstoffs (5). D) Stabilisierung des Übergangszustan-
des 6 durch Wasser. R,R’: Polypeptid-Ketten.

Angewandte
ChemieAufsätze

Angew. Chem. 2022, 134, e202201597 (2 of 29) © 2022 Die Autoren. Angewandte Chemie veröffentlicht von Wiley-VCH GmbH

 15213757, 2022, 39, D
ow

nloaded from
 https://onlinelibrary.w

iley.com
/doi/10.1002/ange.202201597 by Fak-M

artin L
uther U

niversitats, W
iley O

nline L
ibrary on [14/09/2023]. See the T

erm
s and C

onditions (https://onlinelibrary.w
iley.com

/term
s-and-conditions) on W

iley O
nline L

ibrary for rules of use; O
A

 articles are governed by the applicable C
reative C

om
m

ons L
icense



im menschlichen Gewebe und leistet einen bedeutenden
Beitrag zur zellulären PPIase-Aktivität.[5] CypA ist der
zelluläre Rezeptor für das Immunsuppressivum Cyclospo-
rin A (CsA, 7),[6] ein cyclisches Undecapeptid (Abbildung 1,
oben), das in den 1970er Jahren bei Sandoz entdeckt und
entwickelt wurde und sich seitdem als unverzichtbar bei
Organtransplantationen erwiesen hat.[7] Es wird außerdem
zur Behandlung von rheumatoider Arthritis, Psoriasis, des
nephrotischen Syndroms und der Keratokonjunktivitis sicca
eingesetzt.[8]

CsA bindet an CypA unter Bildung eines binären
Komplexes mit einer Dissoziationskonstante im unteren
nanomolaren Bereich und inhibiert dadurch die PPIase-
Aktivität von CypA. Die CsA-vermittelte Immunsuppressi-
on wird durch einen so genannten gain-of-function-Mecha-
nismus erreicht, der durch die Bildung eines ternären
Komplexes zwischen dem Wirkstoff CsA, der PPIase CypA
und der Ca2+-abhängigen Phosphatase Calcineurin (CN)
gekennzeichnet ist, in dem die Phosphataseaktivität von CN
blockiert und damit die Dephosphorylierung und der Trans-
port des Nuclear Factor of Activated T-Cells (NFAT) in den
Zellkern inhibiert werden.[9] Die Strukturbestimmung des
ternären Komplexes CypA-CsA-CN zeigt, dass das aktive
Zentrum von CypA an die “nordwestliche” Region bindet,
die die Aminosäurereste 1, 2, 9, 10 und 11 umfasst, während
CN die “südöstliche” Region des cyclo-Undecapeptids CsA,
die die Aminosäurereste 4 bis 7 enthält, besetzt (Abbil-
dung 1, unten).

Aufgrund der funktionellen Bedeutung der Cyclophiline
für eine Vielzahl biologischer Prozesse besteht ein großes
Interesse an der Entwicklung von PPIase-Inhibitoren als
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Abbildung 1. Struktur von CsA (7) (oben). Schematische Darstellung
zur Veranschaulichung der Bindung im ternären CypA-CsA-CN-Kom-
plex (unten).
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mechanistische Werkzeuge und potenzielle Arzneimittel für
verschiedene Krankheiten.[4c, 10] Vor allem Verbindungen,
die ausschließlich Cyclophiline inhibieren, ohne Nebenef-
fekte zu haben, sind sehr erwünscht. Da festgestellt wurde,
dass Cyclophiline als Wirtsproteine fungieren, die von einer
großen Anzahl verschiedener Viren zur Replikation benö-
tigt werden, ist es eine besonders interessante Idee, Cyclo-
philin-Inhibitoren als antivirale Wirkstoffe zu entwickeln.[11]

Für das Ziel der Entwicklung eines antiviralen Cyclophilin-
bindenden Arzneimittels ist allerdings eine immunsuppressi-
ve Wirkung höchst kontraproduktiv, da sie das Immunsys-
tem blockieren würde. Die Entwicklung von Cyclophilin-
Inhibitoren, die als antivirale Wirkstoffe fungieren könnten,
erfordert daher, dass die durch die CN-Inhibierung verur-
sachte immunsuppressive Aktivität reduziert oder aufgeho-
ben wird, mit anderen Worten: Die Bindung eines CsA-
Derivats oder eines anderen de novo entwickelten Cyclophi-
lin-Inhibitors an CN muss verhindert werden.

2. Cyclophiline

2.1. Cyclophiline und ihre physiologischen Funktionen

Cyclophiline sind mit ihrer typischen dreidimensionalen
Struktur bestehend aus einem achtsträngigen antiparallelen
β-Fass, das von α-Helices verschlossen wird, über die Evolu-
tion hinweg hochkonserviert.

Unter den achtzehn verschiedenen humanen Cyclophi-
lin-Isoenzymen gibt es acht Einzeldomänen-Cyclophiline,
die nur aus der Cyclophilin-Domäne von etwa 18 kDa selbst
und in einigen Fällen aus zusätzlichen Lokalisierungssigna-
len bestehen, und zehn Multidomänen-Proteine. Bei diesen
wird die prototypische Cyclophilin-Domäne durch N- oder
C-terminale Domänen oder Module mit unterschiedlichen
regulatorischen oder signalgebenden Funktionen ergänzt.
Das prominenteste Mitglied der Einzeldomänen-Cyclophi-
line, das zytoplasmatische CypA, ist die erste PPIase, die
entdeckt wurde.[1a] Es erreicht in vielen Säugetierzellen hohe
Konzentrationen, zum Beispiel macht es 0.4% der gesamten
zytosolischen Proteinfraktion in T-Zellen aus.[12] Verschiede-
ne andere Cyclophilin-Isoenzyme sind spezifisch in verschie-
denen subzellulären Kompartimenten von Zellen zu finden.
Humanes Cyclophilin B (CypB) unterscheidet sich von
CypA hauptsächlich durch das Vorhandensein einer spaltba-
ren N-terminalen Signalsequenz, die das Protein zum endo-
plasmatischen Retikulum (ER) leitet. Humanes Cyclophi-
lin D (CypD) ist ein Einzeldomänen-Cyclophilin, das sich in
der mitochondrialen Matrix befindet, und acht Cyclophiline
kommen hauptsächlich im Zellkern vor. Interessanterweise
wurden mehrere der nukleären Cyclophiline in spezifischen
spleißosomalen Komplexen identifiziert.[13] Bei den größeren
Cyclophilinen wird die Cyclophilin-Domäne von verschiede-
nen funktionellen Domänen begleitet, von denen bekannt
ist, dass sie am intrazellulären Targeting, an der RNA-
Erkennung und an Protein-Protein-Interaktionen beteiligt
sind.[4b]

Zu den konservierten charakteristischen Aminosäureres-
ten, die an der Bildung des aktiven Zentrums beteiligt und

für die PPIase-Aktivität der Cyclophiline wesentlich sind,
gehören ein Phenylalaninrest und ein Argininrest, die sich in
Position 60 bzw. Position 55 des prototypischen menschli-
chen CypA befinden (Abbildung 2). Für CypA konnte

gezeigt werden, dass die Seitenkette von Phe60 als Teil der
Bindungstasche des Prolylrings die korrekte Substratpositio-
nierung vermittelt und dass die Guanidiniumgruppe von
Arg55 wahrscheinlich die Katalyse fördert, indem sie die
sp3-Hybridisierung des Prolinstickstoffs im Übergangszu-
stand stabilisiert (Schema 1, Pfad C).

Zur Ermittlung der PPIase-Aktivität von Cyclophilinen
können Verfahren verwendet werden, bei denen die cis/
trans-Isomerisierung einer Prolylbindung mit einem schnel-
len irreversiblen Prozess mit hoher Spezifität für eines der
Isomere gekoppelt ist. Die Proteolyse von Modellsubstraten
der Form Succinyl-Ala-Xaa-Pro-Yaa-p-Nitroanilid durch
isomerenspezifische Proteasen wie Chymotrypsin oder Tryp-
sin, die die Yaa-p-Nitroanilid-Bindung nur dann spalten,
wenn sich die Xaa-Pro-Bindung in der trans-Konformation
befindet, wird zweckmäßigerweise zur Beobachtung der cis/
trans-Isomerisierung der Xaa-Pro-Bindung und ihrer Be-
schleunigung durch Cyclophiline oder andere PPIasen ein-
gesetzt.[1a] Modifikationen des Assaysystems wurden ge-
nutzt, um die Signalamplitude zu verbessern und sogar

Abbildung 2. Überlagerung von CypA-Komplexen (oben) mit dem Sub-
strat Succinyl-Ala-Ala-Pro-Phe-p-Nitroanilid (grün, PDB ID: 1RMH)[35]

mit dem Pro-Rest in Rosa und CsA (cyan, PDB ID: 1CWA)[36] mit
[MeVal]11 in Lila (oben). Vergrößerung des aktiven Zentrums der PPIase
(unten). Hervorgehoben ist die Oberfläche von Phe60, Met61, Phe113
und Leu122 in Orange und von Arg55 in Blau.
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einen proteasefreien Nachweis der PPIase-Aktivität zu
ermöglichen.[14]

Im Allgemeinen besitzen Cyclophiline eine relativ breite
Spezifität für den Aminosäurerest Xaa.[15] Mehrere der
Einzeldomänen-Cyclophiline entfalten eine hohe katalyti-
sche Kraft mit katalytischen Effizienzen im diffusionskon-
trollierten Bereich, während Multidomänen-Cyclophiline in
der Regel Spezifitätskonstanten aufweisen, die im Vergleich
zu denen von CypA deutlich niedriger sind.[3]

Cyclophiline sind an einer Vielzahl von zellulären Pro-
zessen beteiligt, zum Beispiel an der Faltung, den posttrans-
lationalen Modifikationen und dem Transport von Protei-
nen, dem Aufbau wesentlicher zellulärer Proteinkomplexe
und der Zellsignalgebung. Es wurde nachgewiesen, dass
zahlreiche Proteine mit bestimmten Cyclophilinen interagie-
ren und von ihnen funktionell kontrolliert werden.[16] Drei
Einzeldomänen-Cyclophilin-Isoenzyme von Säugetieren,
CypA, CypB und Cyclophilin C (CypC), die nicht nur
innerhalb von Zellen, sondern auch im extrazellulären
Raum vorkommen, sind an der Steuerung der Zell-Zell-
Kommunikation beteiligt.[4b,17]

Cyclophiline sind Ziel von posttranslationalen Modifika-
tionen, die sowohl die PPIase-Aktivität als auch die Anfäl-
ligkeit für eine Inhibierung dieser Enzyme beeinflussen
können. CypA beispielsweise wird innerhalb von Zellen und
im extrazellulären Raum acetyliert. Es wurde gezeigt, dass
die Acetylierung von CypA an Lys128 die PPIase-Aktivität
des Enzyms reduziert und die Bindung an CsA verringert,
obwohl die Affinität von acetyliertem CypA zu CsA immer
noch im nanomolaren Bereich liegt.[18] Bisher wurden die
Auswirkungen posttranslationaler Modifikationen auf die
enzymatischen Eigenschaften von Cyclophilinen jedoch für
die verschiedenen Cyclophilin-Isoenzyme nicht im Detail
untersucht.

Für die Aufklärung der Rolle der verschiedenen Cyclo-
philin-Isoenzyme sowie für eine niedrig dosierte Anwen-
dung im zellulären Kontext wäre die Verfügbarkeit spezifi-
scher Inhibitoren für eine bestimmte Isoform des
Cyclophilins von Vorteil. Andererseits bietet die Existenz
von Pancyclophilin-Inhibitoren die Möglichkeit, Prozesse zu
unterdrücken, bei denen eine Redundanz verschiedener
Cyclophiline auftritt.

2.2. Pathophysiologische Bedeutung der Cyclophiline

Die physiologischen Funktionen verschiedener Cyclophiline
sind oftmals von pathophysiologischer Bedeutung, und Cy-
clophiline sind an verschiedenen Erkrankungen betei-
ligt.[4b,19]

2.2.1. Cyclophiline bei viralen Infektionen

CypA als Wirtszellprotein interagiert mit viralen Proteinen
und kann so bei einer Vielzahl von RNA-Viren, vor allem
HIV-1 und HCV, die virale Replikation und Infektion
fördern oder inhibieren. Zu den CypA-abhängigen Viren
gehören auch das Influenza-A-Virus, Flaviviren wie das

West-Nil-Virus, das Dengue-Virus, das Zeckenenzephalitis-
Virus, das Gelbfieber-Virus und das Zika-Virus sowie Nido-
viren wie NL63, das MERS- und das SARS-Coronavi-
rus.[19f,g, 20] Für einige Viren wurde eine Interaktion von
viralen Proteinen mit anderen Cyclophilin-Isoformen neben
CypA, hauptsächlich mit CypB, beschrieben.

In HIV-1 bindet CypA an das p24-Kapsidprotein an der
Sequenz um Gly89 und Pro90 und wird in naszierende
Virionen eingebaut. CypA scheint an mehreren Schritten
während der HIV-1-Replikation und -Infektion beteiligt zu
sein. Es wird davon ausgegangen, dass es das Uncoating des
Viruspartikels, die reverse Transkription und den Kernim-
port fördert. Außerdem wurde gezeigt, dass CypA HIV-1
vor der Restriktion durch den Restriktionsfaktor tripartite-
containing motif (TRIM) 5α schützt, bevor die reverse
Transkription abgeschlossen ist.[19f,21] Bei HCV wurde zu-
nächst beobachtet, dass CypB mit der viralen RNA-Polyme-
rase NS5B interagiert. Später wurde festgestellt, dass die
direkte Interaktion von CypA mit den Domänen II und III
des NS5A-Proteins für HCV-Replikation und -Zusammen-
bau wichtig ist. NS5A und CypA spielen eine Rolle bei der
Bildung membranöser Replikationsorganellen, von denen
man annimmt, dass sie virale Replikationsintermediate vor
zytosolischen Mustererkennungsrezeptoren abschir-
men.[19g,22]

Die Inhibierung von CypA durch CsA und CsA-Analo-
ga hat sich als klinisch wirksam gegen HCV und HIV-1
erwiesen.[11a,b] Solche auf den Wirt ausgerichteten antiviralen
Verbindungen gelten als vorteilhaft, da die Wahrscheinlich-
keit einer Resistenzbildung gering ist und eine breite Spezi-
fität für verschiedene Subtypen eines Virus besteht.

Es wurde auch gezeigt, dass CsA die Vermehrung
verschiedener Arten von Coronaviren wie HCoV-229E,
HCoV-NL63, MERS- und SARS-Coronavirus (CoV) in
menschlichen Zellen unterdrückt, was auf eine Beteiligung
von Cyclophilinen bei den entsprechenden Prozessen hin-
deutet.[23] Die Abreicherung von CypA in menschlichen
Zellen unterdrückte die Replikation von HCoV-229E,
HCoV-NL63 und MERS-CoV.[20c,23b] Bei SARS-CoV bleibt
die Rolle von CypA unklar, da die Abreicherung von CypA
in menschlichen Zellen nicht zu einer Verringerung der
SARS-CoV-Replikation führte.[24]

Die Bewertung verschiedener Arzneimittel mit bekann-
ter antiviraler Aktivität gegen das neue SARS-CoV2 zeigte
die inhibierende Wirkung von CsA mit einem niedrigen
mikromolaren IC50-Wert gegen die Virusproduktion und die
Interaktion zwischen CypA und dem Nukleokapsid(N)-
Protein.[25] Interessanterweise wurde festgestellt, dass die
Anwendung von CsA zusätzlich zu einer Steroidbehandlung
mit einem Rückgang der Sterblichkeit von COVID-19-
Patienten verbunden war.[26] Dieses Ergebnis könnte darauf
zurückzuführen sein, dass die CypA/CsA-vermittelte Inhi-
bierung von CN die Hyperinflammation bei COVID-19
reduziert; allerdings könnte auch eine direkte Inhibierung
von CypA an der Wirksamkeit von CsA beteiligt sein, da
CypA sowohl an der Virusreplikation als auch an entzündli-
chen Prozessen beteiligt ist.
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2.2.2. Cyclophiline bei Entzündungen

Insbesondere Cyclophiline, die in den extrazellulären Raum
sezerniert werden, spielen eine wichtige Rolle bei menschli-
chen Erkrankungen, die mit akuten oder chronischen Ent-
zündungen einhergehen, wie rheumatoide Arthritis, Sepsis,
Asthma und Herz-Kreislauf-Erkrankungen.[4b,19e,27,28] Hier ist
CypA an der Bildung von Bauchaortenaneurysmen, Athero-
sklerose, Ischämie und Reperfusion des Herzmuskels, ent-
zündlichen und hypertrophen Kardiomyopathien und
Thrombose beteiligt. Es wurde festgestellt, dass prägende
Ereignisse dieser Erkrankungen in CypA-Knockout-Maus-
modellen oder durch die Inhibierung von CypA reduziert
werden.[18b,28]

Extrazelluläre Cyclophiline initiieren Signalkaskaden
von Entzündungsprozessen durch Bindung an das Trans-
membranprotein CD147.[17c,19e]

2.2.3. Cyclophiline in zelltodbezogenen Prozessen

Das mitochondriale Cyclophilin CypD ist als Regulator der
mPTP-Öffnung, eines Charakteristikums mitochondrialer
Dysfunktion, die zum Zelltod führt, an pathophysiologi-
schen Prozessen beteiligt, die mit Nekrose und Apoptose
einhergehen, wie beispielsweise Ischämie-/Reperfusions-
schäden in Gehirn, Herz und Niere, neurodegenerativen
Erkrankungen, Muskeldystrophien und nichtalkoholischer
Steatohepatitis (NASH).[29] Bei der Alzheimer-Krankheit ist
CypD an der Aβ-induzierten mitochondrialen Störung und
dem damit verbundenen neuronalen Zelltod beteiligt, wofür
die direkte Interaktion von CypD mit dem mitochondrialen
Aβ von Bedeutung ist.[30]

2.2.4. Cyclophiline bei Krebs

Die Expression von Mitgliedern der Cyclophilin-Familie ist
bei verschiedenen humanen Krebserkrankungen erhöht. So
wird eine Überexpression von CypA mit Leberzell-,
Magen-, Nasopharyngeal- und Plattenepithelkarzinomen so-
wie Bauchspeicheldrüsenkrebs in Verbindung gebracht.[31]

Die erhöhte CypA-Expression in Tumorzellen scheint in
kausalem Zusammenhang mit der malignen Zelltransforma-
tion zu stehen: Die Reduktion der CypA-Expression durch
RNAi führte zu einer Inhibierung des Tumorwachstums.[32]

Möglicherweise fördert CypA das zelluläre Überleben unter
den Stressbedingungen von Krebs und ist wichtig für die
Aufrechterhaltung der aktiven Konformation onkogener
Proteine.

3. Nicht-immunsuppressive Cyclooligopeptide
abgeleitet von Cyclosporin A

3.1. Allgemeine Aspekte der Inhibierung durch CsA und
Strategien zur CypA-Modifikation

Aufgrund seiner nanomolaren Affinität zu CypA kann das
aus dem Pilz Tolypocladium inflatum isolierte cyclische
Undecapeptid CsA als Goldstandard für die Inhibierung
von Cyclophilinen angesehen werden. Da CsA jedoch nicht
nur die PPIase-Aktivität von Cyclophilinen inhibiert, son-
dern im Komplex mit CypA auch die Phosphatase-Aktivität
von CN und die Aktivität mehrerer zellulärer Transpor-
ter,[33] kann als Ursache für die biologischen Folgen der
Anwendung von CsA entweder i) die direkte Inhibierung
der PPIase-Aktivität eines oder mehrerer Mitglieder der
Cyclophilin-Familie, ii) die durch gain-of-function vermittel-
te Inhibierung der Phosphatase-Aktivität von CN oder
iii) die Inhibierung eines Transporters betrachtet werden.

Um nicht-immunsuppressive CsA-Derivate zu entwi-
ckeln, wurde eine Doppelstrategie verfolgt: Aufrechterhal-
tung oder sogar Verstärkung der Bindung an Cyclophilin
und möglichst weitgehende Verringerung der Affinität zu
CN. Für eine effektive CypA-Bindung werden die Reste der
“nordwestlichen” Region des CsA benötigt. Im CypA� CsA-
Komplex befindet sich die zentrale [MeVal]11-Einheit von
CsA in der Prolin-Bindungstasche, die von den Resten
Phe60, Met61, Phe113 und Leu122 in CypA gebildet wird
(Abbildung 2). Im Cyclophilin-gebundenen Zustand nimmt
die Amidbindung zwischen [MeLeu]9 und [MeLeu]10 die
trans-Konformation ein, und die Amidbindung zwischen
[MeBmt]1 und [Abu]2 ist exponiert und somit für intermole-
kulare Wasserstoffbrückenbindungen zu den CypA-Resten
Glu63 und Asn102 verfügbar.[34]

Die Konformation, die CsA annimmt, wenn es an das
aktive Zentrum von Cyclophilinen gebunden ist, ist derjeni-
gen in Wasser und anderen polaren Lösungsmitteln sehr
ähnlich[37a] und unterscheidet sich von der im kristallinen
Zustand mit der darin enthaltenen 9,10-cis-Amidbindung.[37b]

Durch Bindung an das aktive Zentrum von Cyclophilinen
wirkt CsA als kompetitiver, hochaffiner Inhibitor der PPI-
ase-Aktivität von Cyclophilinen mit einem Ki-Wert von
1.6 nM für CypA. Die hohe Affinität von CsA hängt vom
Vorhandensein eines Tryptophan-Rests (Trp121 in CypA)
im aktiven Zentrum des Cyclophilins ab, das in neun der
humanen Cyclophiline enthalten ist.[14a, 38]

Zur Gewinnung von nicht-immunsuppressiven CsA-De-
rivaten sind verschiedene Ansätze verfolgt worden: So
erfolgte durch Fermentation nicht nur die industrielle Her-
stellung der Stammverbindung, sondern auch die Erzeugung
mehrerer Derivate. Außerdem wurden Totalsynthesen
durchgeführt. Sie stützen sich auf etablierte Methoden der
Peptidsynthese, um das lineare Undecapeptid aufzubauen,
das anschließend cyclisiert wird.[39] Totalsynthesen wurden
zur Gewinnung spezieller Derivate oder Metabolite durch-
geführt, aber kaum zur Synthese von Arzneimitteln. Für
letzteren Zweck ist die Partialsynthese die Methode der
Wahl. Sie geht von der Stammverbindung oder einem
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biotechnologisch hergestellten Derivat aus und modifiziert
sie durch chemische oder enzymatische Umwandlungen.

3.2. Nicht-immunsuppressive CsA-Derivate modifiziert in den
Positionen 3und 4

3.2.1. Modifikationen von Position 3 ([Sar]3)

Interessanterweise kann eine Modifikation von Rest 3 des
CsA sowohl die CN-Bindung beeinflussen als auch sich
direkt oder durch Konformationsänderungen auf die Cyp-
Bindung auswirken. [Sar]3 befindet sich an der Schnittstelle
der beiden Proteine im Cyp-CsA-CN-Komplex. Eine bahn-
brechende und phantasievolle Methode zur Derivatisierung
von CsA an dieser Position wurde in den 1990er Jahren von
der Seebach-Gruppe in Zusammenarbeit mit Sandoz entwi-
ckelt.[40] Es wurde die Metallierung von CsA mit Lithiumdi-
isopropylamid (LDA) und/oder n-Butyllithium (BuLi), die
beide in hohem Überschuss eingesetzt wurden, untersucht.
Obwohl zahlreiche Nebenreaktionen und Zersetzungen in
Betracht gezogen werden mussten, führten die Metallie-
rungsexperimente sauber zu dem hexalithiierten Zwischen-
produkt 8, das aus einem Lithiumalkoxid, vier Lithium-
azaenolaten und einer Lithiumenolateinheit, der von
Sarkosin, besteht (Schema 2). Die anschließende Alkylie-
rung ist hochselektiv und erfolgt ausschließlich am Sarkosin-
Enolat in Position 3.

Darüber hinaus lässt sich die Diastereoselektivität kon-
trollieren: Je nach Reaktionsbedingungen (LDA versus
LiCl/LDA/BuLi) wird entweder das Diastereomer 9 durch
einen überwiegenden Re-Seiten-Angriff auf den Sarkosin-
Enolat-Anteil gebildet oder die Diastereomere 10 werden
selektiv durch einen Si-Seiten-Angriff erhalten. Obwohl die

Diastereoselektivität nicht vollständig ist, konnte das
Hauptisomer in den meisten Fällen durch Säulenchromato-
graphie leicht isoliert werden. Auf den ersten Blick ist dieses
abweichende stereochemische Ergebnis überraschend, da
das “gleiche” Zwischenprodukt 8 als Nukleophil dient.
Allerdings muss man sich der unterschiedlichen Solvatisie-
rung des Lithium-Enolats unter den verschiedenen Bedin-
gungen bewusst sein.[41]

Bemerkenswerterweise erwiesen sich zwei Sarkosin-al-
kylierte Produkte 9, nämlich [D-MePhe]3- und [D-(3-Hydro-
xy)-MePhe]3-CsA, [9, R=CH2Ph und R=CH2(3-HO)C6H4],
die nach diesem Protokoll hergestellt wurden, als die ersten
Verbindungen, die nicht immunsuppressiv sind, während sie
mit einer ähnlichen Affinität wie CsA an CypA binden.[42]

Die Metallierung von CsA und verschiedener seiner Deriva-
te und die anschließende Behandlung des Enolats mit
unterschiedlichen Kohlenstoff- und Heteroelektrophilen er-
möglichte die Einführung einer großen Vielfalt von Seiten-
ketten. Wenn diese funktionelle Gruppen enthalten, wurde
die Möglichkeit einer weiteren Derivatisierung eröffnet.[43]

So wurde beispielsweise die Benzoat-Substitution im Sarko-
sin-Derivat [(4-Carboxy)-MePhe]3-CsA [9/10, R=CH2(4-
CO2H)C6H4], das die PPIase-Aktivität von CypA und CypD
ähnlich wie CsA selbst inhibiert, dazu verwendet, das
lipophile Alkyltriphenylphosphonium-Kation zwecks Mito-
chondrien-Targeting über einen Spacer mit CsA anzubin-
den.[44]

3.2.2. Modifikationen der Position 4 ([MeLeu]4)

Eine sehr effiziente Modifikation zur Aufhebung der Im-
munsuppression ist die Substitution des [MeLeu]4-Restes
von CsA. Frühe Studien von CsA-Derivaten, die bei Sandoz

Schema 2. Modifikation von [Sar]3 in CsA durch Alkylierung des Enolats 8. Bedingungen: a) 6–14 Äquiv. LDA, Elektrophil RX, ca. � 78 °C, THF;
b) bis zu 30 Äquiv. LiCl, 6.5 Äquiv. LDA, 6 Äquiv. BuLi, Elektrophil RX, ca. � 78 °C in THF.
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durchgeführt wurden, führten zu dem Schluss, dass die
Seitenkette in Position 4 des CsA eine für seine Affinität
besonders wichtige Interaktion mit CN eingeht.[45] Eine
Erklärung für diesen Effekt lieferte die Strukturaufklärung
des CypA-CsA-CN-Komplexes, aus der hervorgeht, dass
der [MeLeu]4-Rest in ein kompaktes “aromatisches Sand-
wich” mit den Trp352- und Phe356-Resten der katalytischen
Untereinheit von CN als Hauptbindungskraft zu diesem
Protein eingebunden ist (Abbildung 3).

Dies steht im Einklang mit der früheren Beobachtung,
dass eine scheinbar kleine Veränderung, nämlich der Ersatz
von N-Methylleucin durch N-Methylisoleucin, zu dem nicht-
immunsuppressiven Derivat [MeIle]4-CsA führt, das als
NIM-811 (11) bekannt wurde. Diese Verbindung wurde
mittels Fermentation eines Stammes von Tolypocladium
inflatum (syn. T. niveum) in Gegenwart von D-Threonin im
Kulturmedium hergestellt und durch wiederholte Chromato-
graphie aus einer komplexen Mischung von Cyclosporinen
mit CsA als Hauptbestandteil isoliert.[46] Eine weitere frühe
Beobachtung, die darauf hindeutet, dass die Methylengrup-
pe des MeLeu-Restes von CsA für die Wechselwirkung mit

CN entscheidend ist und dass α-verzweigte Reste in Position
4 von CsA zur Verringerung der immunsuppressiven Eigen-
schaften der Verbindung beitragen, wurde durch das Deri-
vat [MeVal]4-CsA (12) geliefert: Es bindet mit einer ähnli-
chen Affinität an CypA wie CsA, weist aber einen 2500-
fachen Verlust an immunsuppressiver Aktivität auf.[47] Eine
ähnliche Abnahme der immunsuppressiven Aktivität wurde
für die entsprechenden N-Ethyl-Derivate [EtIle]4-CsA und
[EtVal]4-CsA beobachtet.[48] Auch ein hydroxylierter
[MeLeu]4-Rest in [4’HO� MeLeu]4-CsA führt zur Verringe-
rung der immunsuppressiven Eigenschaften der Verbin-
dung.[49] Mehrere weitere relativ kleine Modifikationen in
Position 4 führen nur zu geringfügigen Veränderungen des
immunsuppressiven Potenzials der Verbindung im Vergleich
zu CsA.[45]

NIM-811 (11) besitzt eine stark reduzierte immunsup-
pressive Aktivität, die 1700-mal geringer ist als die von CsA,
behält aber mit einem Ki-Wert von 2.1 nM die volle Fähig-
keit, die PPIase-Aktivität von CypA zu inhibieren.[50] Das
CsA-Derivat weist eine starke antivirale Aktivität gegen
HIV-1 und HCV auf.[46,51] Die Anwendung von NIM-811
(11) führt auch zu entzündungshemmenden Wirkungen. Es
reduziert die Leukozytenzahl im Lungengewebe und in den
Atemwegen von allergischen Mäusen und inhibiert die
Thrombozytenaktivierung während der Thrombozyten-ab-
hängigen Thrombusbildung.[52]

Wie CsA ist NIM-811 (11) in der Lage, das mitochond-
riale Cyclophilin CypD zu inhibieren, das die Öffnung der
mitochondrialen Permeabilitätsübergangspore kontrol-
liert.[53] Diese Inhibierung führt zu einer Unterdrückung des
mitochondrialen Permeabilitätsübergangs, eines Schlüsseler-
eignisses des Zelltodes. Man geht davon aus, dass diese
Inhibierung die Grundlage für die schützende Wirkung von
NIM-811 (11) gegen Ischämie-/Reperfusionsschäden in
Herz, Leber und Skelettmuskel bildet. Darüber hinaus ist
NIM-811 (11) im Gegensatz zu CsA selbst in der Lage, die
intakte Blut-Hirn-Schranke zu durchdringen, was es ermög-
licht, den mitochondrialen Permeabilitätsübergang zu ver-
hindern und somit vor zerebralen Ischämie-/Reperfusions-
schäden zu schützen.[54] Darüber hinaus hat NIM-811 (11)
eine positive Wirkung in Modellen der angeborenen Kolla-
gen-VI-Muskeldystrophie, bei der die Öffnung der mito-
chondrialen Permeabilitätsübergangspore ein entscheiden-
der Faktor der Pathogenese ist.[55]

Die Modifizierung der Position 4 scheint die Inhibierung
der PPIase-Aktivität von CypD nicht zu beeinflussen;
[MeVal]4-CsA (12) zeigt im Vergleich zu CsA nur eine leicht
verringerte Inhibierung der PPIase-Aktivität von CypD,
inhibiert aber immer noch effizient die Öffnung der mito-
chondrialen Permeabilitätsübergangspore.[56] Die antiangio-
genetische Wirkung von [MeVal]4-CsA (12) erbrachte den
Nachweis eines CN-unabhängigen Mechanismus der CsA-
vermittelten Inhibierung der Angiogenese.[57]

Abbildung 3. Lage der Aminosäurereste von CypA und CN, die für die
CsA-Bindung oder Katalyse relevant sind, relativ zu CsA im CypA-CsA-
CN-Komplex (PDB ID: 1M63)[9b] (oben); Strukturen der nicht-immun-
suppressiven CsA-Derivate [MeIle]4-CsA (NIM-811) (11) und [MeVal]4-
CsA (12) (unten).
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3.2.3. Modifikationen der Positionen 3 und 4: Alisporivir (13),
SCY-635 (14), STG-175 (15) und NIM-258 (16)

Auf der Grundlage dieser vorteilhaften Wirkungen, die die
strukturellen Variationen der Aminosäuren 3 oder 4 aufwei-
sen, wurden weitere nicht-immunsuppressive Derivate durch
Kombination von Modifikationen an den Positionen 3 und 4
in CsA entwickelt. Dieses Konzept erwies sich als fruchtbar
und führte zu den Wirkstoffen Alisporivir (Debio025) (13)
als dem am weitesten fortgeschrittenen Arzneimittel in
dieser Reihe und SCY-635 (14) (Abbildung 4). Neben dem

Austausch von [Sar]3 gegen [MeAla]3 ist in Alisporivir (13)
der N-Methylleucin-Rest in Position 4 von CsA durch N-
Ethylvalin ersetzt, während SCY-635 (14) einen N-Methyl-
hydroxyleucin-Rest in Position 4 aufweist und der Sarkosin-
Rest durch Dimethylaminoethylthiosarkosin ersetzt ist. Wei-
tere, später entwickelte nicht-immunsuppressive Derivate
von CsA mit modifizierten Aminosäuren in den Positionen
3 und 4 sind STG-175 (15) und NIM-258 (16). Die erstge-
nannte Verbindung hat mit SCY-635 das hydroxylierte N-
Methylleucin gemeinsam, unterscheidet sich aber durch den
(Hydroxybutylthio)methylsarkosin-Rest in Position 3. Das
CsA-Derivat NIM-258 (16) enthält neben der [MeAla]3-
Modifikation eine Substitution durch einen (2-Methoxye-
thyl)piperazin-Block in der Seitenkette an Position 4. Alle
vier Verbindungen wurden durch Partialsynthesen aus der
Stammverbindung CsA gewonnen.

Die Route zu Alisporivir (13), dem von Novartis/De-
biopharm entwickelten Wirkstoff,[58] ist in Schema 3 darge-
stellt. Sie beinhaltet eine Abfolge klassischer Methoden mit
einem eleganten Schlüsselschritt: der selektiven Spaltung
der Peptidbindung an der “Sollbruchstelle” zwischen den
Aminosäureeinheiten 3 und 4. Dies wurde nach dem Schutz
des sekundären Alkohols in der Alkenyl-Seitenkette durch
Behandlung der Verbindung 17 mit Meerwein-Salz erreicht,
das selektiv mit der einzigen α-unsubstituierten Aminosäure,
Sarkosin in Position 3, reagiert. Der so gebildete Iminoether
wurde unter Ringöffnung des Cyclopeptidgerüsts in situ in
den Methylester 18 umgewandelt. Der anschließende Ed-
man-Abbau entfernte [MeLeu]4 unter Bildung der Verbin-
dung 19. Für die geplante Modifikation von CsA wurde das
Dipeptid Boc-MeAla-EtVal-OH durch Kopplung über das
Säurefluorid eingeführt. Die anschließende Reduktion des
Methylesters lieferte Verbindung 20. Nachfolgende saure
und basische Hydrolysen setzten Aminobuttersäure in Posi-
tion 2 frei und spalteten den Acetatester und die Boc-
Schutzgruppe ab, um die Aminosäure 21 zu erhalten. Durch
intramolekulare Peptidkopplung entstand schließlich Ali-
sporivir (13).[58a]

Dieses Synthesekonzept wurde in der entsprechenden
Abwandlung auch für die Partialsynthese von NIM-811
(11)[43] angewandt und stellt eine Alternative zu dem oben
beschriebenen Fermentationsverfahren dar. Die bei der
Alisporivir-Synthese nach Schema 3 angewandte Methodik
basiert auf früheren Studien über den systematischen Aus-
tausch von Aminosäureresten in seco-CsA, dem offenketti-
gen Undecapeptid. Der anschließende Aufbau des modifi-
zierten Peptids wurde auch mittels Festphasensynthese
durchgeführt.[39] Für SCY-635 (14) wurde eine zweistufige
Synthese entwickelt (Schema 4). Zunächst erfolgte eine
Hydroxylierung der Leucin-Seitenkette durch eine zuvor
beschriebene Biotransformation von CsA durch den Mikro-
organismus Sebekia benihana, um Verbindung 22 zu erhal-
ten.[59] Anschließend wurde die Polylithiierungsmethode
nach Seebach auf das Cyclopeptid 22 angewendet, ein-
schließlich einer Deprotonierung der Hydroxygruppe
[(4’OH)MeLeu]4. Die Enolat-Position von [MeSar]3 ist das
reaktivste Nukleophil, so dass die Behandlung mit dem
Disulfid (Me2NCH2CH2S)2 zur Bildung des Wirkstoffs SCY-
635 (14) führte, der von Aventis Pharma veröffentlicht und

Abbildung 4. Strukturen nicht-immunsuppressiver CsA-Derivate 13–16,
modifiziert in den Positionen 3 und 4.
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vom Aventis-Spinoff SCYNEXIS weiterentwickelt wurde.[60]

Trotz der niedrigen Ausbeute ist die Geradlinigkeit der
Synthese attraktiv. Das CsA-Derivat 22 mit dem hydroxy-
lierten Leucinrest in Position 4 wird auch als Zwischenpro-

dukt in einer unkomplizierten Synthese von STG-175 (15)
verwendet, wie in Schema 4 gezeigt.[61] Hier diente das durch
Polylithiierung erzeugte reaktive Enolat zur Einführung
einer Methylengruppe in den [Sar]3-Rest. Dies wurde durch

Schema 3. Synthese von Alisporivir (13) ausgehend von CsA (7).

Schema 4. Synthese der CsA-Derivate SCY-635 (14) und STG-175 (15).
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Carboxylierung des Enolats und anschließende Behandlung
mit Chlormethylchlorameisensäureester in einer Eintopf-
Reaktion erreicht. Die so entstandene Verbindung 23 wurde
für eine vinyloge Addition von 4-Mercapto-1-butanol ge-
nutzt, die diastereoselektiv erfolgte und STG-175 (15) ergab.

Beide Verbindungen, Alisporivir (13) und SCY-635 (14),
sind potente Inhibitoren der PPIase-Aktivität von CypA mit
Ki-Werten von 0.34 nM bzw. 1.8 nM.[50b,62] Sie haben das
Potenzial für ein breites Spektrum therapeutischer Anwen-
dungen. Besonderes Augenmerk wurde auf ihre herausra-
genden antiviralen Eigenschaften gegen HCV und HIV
gelegt, die sie zu vielversprechenden Kandidaten für die
Behandlung von Virusinfektionen machen. Alisporivir (13)
und SCY-635 (14) wiesen in vitro eine hohe Anti-HIV-1-
Aktivität mit EC50-Werten im nanomolaren Bereich
auf,[50b,60] jedoch zeigte die weitere Evaluierung von Alispo-
rivir bei HIV-Patienten nur eine begrenzte Wirksamkeit der
Verbindung im Gegensatz zu einer beträchtlichen Anti-
HCV-Aktivität.[63] Im Falle von HCV haben klinische Studi-
en gezeigt, dass die Behandlung mit Alisporivir (13) und
SCY-635 (14) zu einer Abnahme der viralen RNA im
Plasma infizierter Patienten führt.[64] Beide Verbindungen
stören die Interaktion von CypA mit dem viralen NS5A-
Protein und verhindern die virale RNA-Produktion. In
Zellkultur inhibieren Alisporivir (13) und SCY-635 (14) die
HCV-Replikation mit EC50-Werten von 0.03 μM bzw.
0.1 μM.[62,65]

Außerdem wurde festgestellt, dass Alisporivir (13) die
Replikation des zur Gattung Flavivirus gehörenden Tick-
borne encephalitis-Virus in verschiedenen infizierten Zellli-
nien inhibiert.[66] Für andere Flaviviren, die sich als empfind-
lich gegenüber CsA erwiesen haben, liegen keine Informa-
tionen über die Wirksamkeit von CsA-Derivaten vor. Eine
antivirale Aktivität von Alisporivir in Zellkultur wurde auch
gegen Coronaviren beschrieben. Alisporivir (13) inhibierte
den virusinduzierten zytopathischen Effekt, der in MERS-
und SARS-infizierten Zellen beobachtet wird, sowie die
HCoV-NL63- und HCoV-229E-Replikation mit EC50-Wer-
ten im unteren mikromolaren Bereich, je nach verwendetem
Stamm und verwendeter Zelllinie.[23b,d,67] Die relativ hohen
Konzentrationen von Alisporivir, die für die Inhibierung
von SARS-CoV in Zellkulturen im Vergleich zur Inhibie-
rung von HCV erforderlich sind, könnten die Ursache für
die Unwirksamkeit der Verbindung in einem Mausmodell
der SARS-CoV-Infektion sein. Interessanterweise reduzier-
te Alisporivir (13) die SARS-CoV-2-Infektion in einem
Vero-E6-Zellmodell dosisabhängig mit einem EC50-Wert
von 0.46 μM. Daher wurde vorgeschlagen, es bei Patienten
mit oder mit Risiko einer schweren Form der SARS-CoV-2-
Infektion zu testen.[68] Auch andere Krankheiten, bei denen
Cyclophiline Schlüsselrollen spielen, sind auf eine mögliche
Behandlung mit Alisporivir (13) und SCY-635 (14) unter-
sucht worden. Beide Wirkstoffe inhibieren die PPIase-Akti-
vität des mitochondrialen Cyclophilins CypD fast so effizient
wie die von CypA.[61a] So zeigte die durch Alisporivir
vermittelte Inhibierung von CypD, das an der Regulierung
des Zelltods durch Kontrolle des mitochondrialen Permea-
bilitätsübergangs beteiligt ist, positive Wirkungen in Tiermo-
dellen für Muskeldystrophien, durch nichtsteroidale Entzün-

dungshemmer induzierte Dünndarmgeschwüre und
Ischämie-/Reperfusionsschäden.[69] Interessanterweise wurde
beschrieben, dass SCY-635 (14, umbenannt in WS635) bei
Mäusen die durch Anästhesie/Operationen verursachte ko-
gnitive Beeinträchtigung verringert.[70] Ähnlich wie Alispori-
vir (13) und SCY-635 (14) zeigt die Verbindung STG-175
(15) eine sehr hohe Effizienz bei der Inhibierung der
PPIase-Aktivität von CypA, besitzt ein stark reduziertes
immunsuppressives Potenzial und hat eine hohe Anti-HCV-
Aktivität in Luciferase-Reporter-Replikon enthaltenden
Zelllinien mit EC50-Werten je nach HCV-Genotyp zwischen
ungefähr 11 und 39 nM.[61a]

Es wurde jedoch festgestellt, dass sowohl CsA selbst als
auch Alisporivir (13) und andere CsA-Derivate eine uner-
wünschte Inhibierung verschiedener Arzneimitteltransporter
wie des P-Glykoproteins, des Multidrug-Resistance-assozi-
ierten Proteins MRP2 und des Organo-Anionen-Transpor-
ters OATP bewirken.[71] Andererseits zeigte SCY-635 (14)
mit dem eher hydrophilen N-Methylhydroxyleucin-Rest in
Position 4 eine geringere Inhibierung des P-Glykoprotein-
vermittelten Transports.[62]

Die Verstärkung der Hydrophilie in der Seitenkette an
Position 4 erwies sich als geeignet, die Inhibierung der
Transportproteine zu verringern. Diese Beobachtungen
führten zu dem CsA-Derivat 16 (NIM-258), das von der
Novartis-Forschung entwickelt wurde.[72] Die Synthesestrate-
gie zur Gewinnung von 16 ähnelt der für Alisporivir ange-
wandten Strategie, wie obenstehend erläutert. Die Verbin-
dung inhibiert CypA mit 1.2 nM und zeigt in Zellkulturen
eine hocheffiziente Anti-HCV-Aktivität. Bemerkenswert ist,
dass sie eine geringere Transporterinhibierung aufweist als
die vorangegangenen nicht-immunsuppressiven Derivate.[72]

3.3. Nicht-immunsuppressive CsA-Derivate mit Modifikationen
in Position 1 [MeBmt]1

Die Seitenkette der ungewöhnlichen Aminosäure (4R)-
4([E]-2-Butenyl)-4-methyl-N-methyl-(L)-threonin (MeBmt)
in Position 1 ist die am besten zugängliche Position für die
Synthese von CsA-Derivaten. Sie bietet gleich mehrere
Angriffspunkte: Die Hydroxygruppe kann als Ester ge-
schützt oder substituiert werden, die allylische Oxidation
ermöglicht die Einführung von Heterosubstituenten in der
ω-Position, die Kohlenstoff-Kohlenstoff-Doppelbindung
kann durch Olefinmetathese modifiziert oder oxidativ ge-
spalten und der resultierende Aldehyd einer Carbonylolefi-
nierung unterzogen werden. Viele Derivate wurden basie-
rend auf diesen Methoden mit dem Ziel einer besseren
Bioverfügbarkeit synthetisiert.[61b,73] Erste Ansätze für CsA-
Derivate mit einer modifizierten MeBmt-Seitenkette wur-
den von Rich und Mitarbeitern in Zusammenarbeit mit
Evans und Forschern von Merck Sharp & Dhome unter-
nommen.[11b,74]

Obwohl sich die MeBmt-Seitenkette im “nordwestli-
chen” Teil von CsA befindet und an der Cyclophilin-
Bindung beteiligt ist, haben CsA-Derivate mit Modifikatio-
nen an Rest 1 eine geringere immunsuppressive Aktivität
ohne Verlust der Cyclophilin-Affinität gezeigt. Dieses Ver-
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halten ist wahrscheinlich auf die Lage der MeBmt-Seiten-
kette zurückzuführen, die in der an Cyclophilin gebundenen
Konformation von CsA von der Cyclophilin-Bindungsstelle
weg in den CN-Bindungsbereich hineinragt (Abbildung 2,
oben). Typisch für diese Konformation, die auch in polaren
Lösungsmitteln eingenommen wird, ist eine Wasserstoffbrü-
cke zwischen der Hydroxygruppe in der MeBmt-Seitenkette
und der Carbonylgruppe der [MeLeu]4-Einheit.[37]

Hier möchten wir uns auf zwei kürzlich entdeckte CsA-
Derivate mit reduzierter immunsuppressiver Wirkung und
erhaltener CypA-Inhibierung fokussieren: Für eine “Feinab-
stimmung” des Inhibierungsprofils wurde eine Reihe von
Verbindungen mit relativ einfachen Modifikationen in der
Seitenkette synthetisiert und biochemisch charakterisiert,
nicht nur im Hinblick auf ihre Fähigkeit, im Komplex mit
CypA die CN-Phosphatase-Aktivität zu unterdrücken, son-
dern auch auf ihre Präferenz für eine extra- oder intrazellu-
läre Lokalisierung.[75] Als Hauptergebnis sticht die Verbin-
dung 24 (VK112) hervor. Sie ist, wie in Schema 5 dargestellt,

durch Acylierung des sekundären Alkohols, radikalische
Bromierung der endständigen Methylgruppe in der MeBmt-
Seitenkette, Substitution des Broms durch Dimethylamin
und anschließende Entschützung der Hydroxygruppe leicht
aus CsA erhältlich. Das CsA-Derivat 24 erwies sich als
nicht-immunsuppressiver, zellpenetrierender Wirkstoff mit
einer 10 nM CypA-Inhibierung. Wie Alisporivir (13) ist
auch Verbindung 24 wirksam gegen Infektionen mit den
humanen Coronaviren HCoV229E und HCoV-NL63.

Ein weiterer vielversprechender Wirkstoffkandidat ist
CRV-431 (früher CPI-431-32 genannt) (28), der neben
einem modifizierten MeBmt-Rest die Einheit [MeAla]3

enthält. Die Verbindung wurde durch mehrstufige Synthe-
sen mit herkömmlichen Methoden zugänglich gemacht.[61b,76]

Kürzlich wurde eine unkompliziertere Route publiziert
(Schema 6). Sie beginnt mit einer Methylenierung von [Sar]3

über polylithiiertes CsA, analog zu dem in Schema 4 be-
schriebenen Weg, und führt zu Verbindung 25. Die Modifi-
zierung der MeBmt-Seitenkette erfolgte durch Olefinmeta-
these und lieferte das (E/Z)-Gemisch von 26. Die

Methylengruppe an der Sarkosin-Einheit wurde einer rhodi-
umkatalysierten Hydrierung unterzogen, die die gewünschte
Konfiguration von [MeAla]3 in einem Diastereomerenver-
hältnis von 97 :3 in Verbindung 27 ergab. Schließlich wurde
die Kohlenstoff-Kohlenstoff-Bindung in der Seitenkette auf
konventionelle Weise gesättigt, um zu CRV-431 (28) in
90% Ausbeute über zwei Schritte zu gelangen. Der Olefi-
nierungsschritt von CsA zum Methylensarkosin-Zwischen-
produkt 25 konnte mittels Flow Chemistry unter Verbesse-
rung der Ausbeute auf 65% effizienter durchgeführt
werden.[77]

Es zeigte sich, dass CRV-431 (28) neben CypA mehrere
Cyclophilin-Isoformen, nämlich CypB, CypD und CypG,
wirksam inhibiert. Es hat in präklinischen Studien eine sehr
starke antivirale Wirkung gegen Hepatitis C und HIV-1
gezeigt, was mit der Fähigkeit der Verbindung korreliert,
die PPIase-Aktivität von CypA zu inhibieren. CRV-431 (28)
gilt als wirksam gegen chronische Leberkrankheiten. Es hat
sich in Mausmodellen für Leberfibrose und nicht-alkoholi-
sche Steatohepatitis (NASH) als wirksam erwiesen.[78] Inter-
essanterweise inhibiert CRV-431 (28) die Replikation des
Hepatitis-B-Virus über einen noch unbekannten Mechanis-
mus; es wird jedoch angenommen, dass diese Aktivität
unabhängig von der Cyclophilin-Inhibierung ist.[79]

3.4. Weitere CsA-Derivate mit reduzierter Immunsuppression

3.4.1. Modifikation an [Val]5

CsA kann mit der Phosphazen-Base P4-t-Bu und reaktiven
Bromiden regiospezifisch an der NH-Gruppe von [Val]5

alkyliert werden. Der Austausch des Amidprotons gegen
eine Benzyl- oder Allylgruppe führte zu einer stark verrin-
gerten Immunsuppression, wobei die Affinität der Verbin-
dungen zu CypA erhalten blieb. Die verminderte Fähigkeit
der Derivate, einen ternären Komplex mit CypA und CN zu
bilden, könnte auf die Induktion einer Konformation von
[Val]5 zurückzuführen sein, die ungünstig für die Bildung
der Wasserstoffbrückenbindung zwischen dem Carbonylsau-
erstoff des Rückgrats und Nɛ2 von Trp352 der katalytischen
Untereinheit von CN ist. Auch eine [MeLeu]4-Seitenketten-
konformation, die für die CN-Bindung nachteilig ist, könnte
durch die Modifikation induziert werden.[80]

3.4.2. Modifikation von Position 6

Im CypA-CsA-CN-Komplex stellt die Seitenkette von
[MeLeu]6 ausgedehnte Kontakte mit drei hydrophoben
Resten von CN her und ist daher für die CN-Bindung sehr
wichtig. [MeAla]6-CsA, bei dem die Isopropylgruppe der
Leucylgruppe entfernt ist, und [MeAbu]6-CsA haben eine
ähnliche CypA-Bindungsaffinität wie CsA selbst, weisen
aber eine geringere immunsuppressive Aktivität auf. Es
wurde gezeigt, dass [MeAla]6-CsA den Neuritenauswuchs
fördert.[74c,81]

Schema 5. Synthese von VK-112 (24).
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3.4.3. Modifikation von Position 8

Die Aminosäure [Ala]8 von CsA wurde durch (D)-N,N-
Dimetyl- und N,N-Diethyllysin in einer mehrstufigen Route
ersetzt, die als Schlüsselschritte eine nicht-regioselektive
Umwandlung von Amid zu Thioamid in Position 7 und,
dadurch induziert, eine Spaltung zwischen den Aminosäuren
[L-Ala]7 und [D-Ala]8 beinhaltet. Die [D-Lys]8-CsA-Deriva-
te zeigen eine vielversprechende Anti-HCV-Aktivität mit
EC50-Werten von weniger als 200 nM; sie sind über 50-mal
weniger immunsuppressiv als CsA.[82]

3.4.4. CsA-Derivate mit gezielter Lokalisierung

Ein CsA-Derivat, das auf den extrazellulären Raum be-
schränkt ist, wurde zunächst durch Anhängen einer (D-
Glu)6-Gly-OH-Einheit und eines 5(6)-Carboxytetramethyl-
rhodamins als Fluoreszenzsonde an die Carboxygruppe von
[O-Carboxymethyl D-Ser]8-CsA erhalten.[83] Später stellte
sich heraus, dass bei mehreren verschiedenen Substituenten
auch eine CsA-Modifikation in Position 1 dazu führt, dass
das Derivat nicht in Zellen eindringen kann. Das extrazellu-
läre CsA-Derivat MM-284 (29) mit einer Benzimidazol-
Modifikation in Position 1 inhibiert effizient die PPIase-
Aktivität von CypA mit einem Ki-Wert von 10.7 nM.[84] Es
reduziert effizient Myokard-Verletzungen bei Herzmuskel-

entzündung sowie die Apoptose von Endothelzellen bei
pulmonaler arterieller Hypertonie, was auf eine Beteiligung
von extrazellulärem CypA an diesen Prozessen hindeutet
und die Inhibierung von extrazellulärem CypA als neuen
therapeutischen Ansatz bei entzündlichen Erkrankungen
nahelegt.[85]

MM-284 (29) ist durch eine unkomplizierte Partialsyn-
these wie in Schema 7 gezeigt leicht erhältlich. Nach einem

Protokoll von Park und Meier[86] wurde die Kohlenstoff-
Kohlenstoff-Doppelbindung zum Aldehyd gespalten, nach-
dem die Hydroxygruppe geschützt worden war. Die Kon-
densation des Aldehyds mit 3,4-Diaminobenzoesäure an
Luft und die abschließende Entschützung des Acetats führt
zu MM-284 (29) mit 55% Gesamtausbeute.

Das mitochondriale Targeting von CsA wurde durch
Konjugation des alkylgebundenen Triphenylphosphonium-
kations an das CsA-Derivat mit einer 4-Methylbenzoat-
Substitution in Position 3, wie in Abschnitt 3.2.1 beschrie-
ben, erreicht.[44] Die resultierende Verbindung inhibiert die
PPIase-Aktivität von CypA mit einem Ki-Wert von 8 nM.[87]

Sowohl die CypA-Komplexe von MM-284 (29) als auch
von dem auf die Mitochondrien gerichteten CsA zeigen eine
stark reduzierte Inhibierung von CN in einem zellfreien
System, was darauf hindeutet, dass ihr nicht-immunsuppres-
siver Charakter unabhängig von ihrer intrazellulären Lokali-
sierung ist. Prinzipiell können CsA-Derivate mit einer defi-
nierten zellulären Lokalisierung außerhalb des Zytoplasmas
jedoch per se als nicht immunsuppressiv angesehen werden,
auch wenn sie das Potenzial haben, CN zu inhibieren, da die
immunsuppressive Aktivität von CsA auf der Inhibierung
des zytoplasmatischen CN beruht, die den Transport von
NFAT vom Zytosol zum Zellkern verhindert.[88]

Schema 6. Synthese von CRV-431 (28).

Schema 7. Synthese von MM-284 (29).
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3.4.5. Bibliothek cyclischer Peptoide

Obwohl sie nicht von CsA abgeleitet sind, soll hier kurz auf
de novo synthetisierte cyclische Peptoide hingewiesen wer-
den, die in einer one-bead-one-compound (OBOC)-Biblio-
thek 30 erzeugt wurden (Abbildung 5). Sie bestand aus zwei

aliphatischen, zwei cyclischen und sechs aromatischen Ami-
nen, die als Monomere dienten.

Die Studie ergab mehrere Treffer, von denen der viel-
versprechendste das in Abbildung 5 dargestellte Substituti-
onsmuster aufweist. Diese Verbindung inhibiert die CypD-
vermittelte Öffnung der mPTP, wie die Erholung des mito-
chondrialen Membranpotenzials in Neuroblastomzellen
zeigt.[89]

4. Cyclophilin-Inhibitoren basierend auf struktureller
Vereinfachungen des Makrocyclus Sanglifehrin als
Leitstruktur

4.1. Struktur von Sanglifehrin A und Wirkungsweise der
Cyclophilin-Inhibierung

Ein umfassendes mikrobiologisches Screening von Acti-
nomyceten nach Cyclophilin-bindenden Metaboliten, das
bei Novartis durchgeführt wurde, führte zu der Entdeckung
einer neuen Klasse von Naturstoffen mit einem 22-gliedri-
gen Makrocyclus, der aus einer gemischten Peptid/Polyke-
tid-Biosynthese stammt. Sie werden von Streptomyces sp.
A92-308110 produziert und wurden nach ihren Entdeckern
Sanglier und Fehr Sanglifehrine genannt. Das häufigste
Mitglied der Sanglifehrin-Familie, deren Mitglieder die ma-
krocyclische Kerneinheit gemeinsam haben, ist Sanglifeh-
rin A (31).[90] Bisher wurden drei Totalsynthesen des Natur-
stoffs Sanglifehrin A beschrieben.[91,92] Darüber hinaus
wurden wertvolle Synthesen von Bausteinen und methodi-
sche Studien zu Schlüsselreaktionen veröffentlicht.[93] Sangli-
fehrin A (31) bildet Komplexe mit verschiedenen Cyclophi-
lin-Isoformen wie CypA, CypB und CypD.[94]

Wie CsA wirkt auch Sanglifehrin A (31) immunsuppres-
siv, allerdings über einen anderen, noch unbekannten mole-

kularen Mechanismus. Es wurde gezeigt, dass im Gegensatz
zu CsA, seine immunsuppressive Wirkung unabhängig von
der Komplexbildung mit CypA ist, da die kompetitive
Verdrängung der Verbindung die Immunsuppression nicht
beeinträchtigte und keine Inhibierung der Phosphatase-
Aktivität von CN beinhaltet.[95] Andererseits wurde die
Bildung eines ternären Komplexes zwischen CypA, Sangli-
fehrin A (31) und Inosin-5’-monophosphat-Dehydrogenase
2 (IMPDH2) beobachtet, was auf eine mögliche Beteiligung
dieses Komplexes an der Immunsuppression hindeutet.[96]

Sanglifehrin A (31) inhibiert die PPIase-Aktivität von
CypA mit einem IC50-Wert von 12.8 nM.[95a] Wie CsA bindet
auch Sanglifehrin A (34) an das aktive Zentrum des Cyclo-
philins, wie aus einer Kristallstruktur des Komplexes zwi-
schen CypA und Sanglifehrin A hervorgeht.[97] Die direkte
Wechselwirkung zwischen Sanglifehrin A und CypA beruht
auf sechs intermolekularen Wasserstoffbrückenbindungen,
die auf ein relativ kleines Fragment von Sanglifehrin, den
Tripeptidteil (Val-meta-Tyr-Pip) im makrocyclischen Teil
des Moleküls, wie auch in Abbildung 6 dargestellt, gerichtetAbbildung 5. Bibliothek cyclischer Peptoide 30 und Substitutionsmuster

des “Treffers”.

Abbildung 6. Überlagerung von CypA-Komplexen mit dem Substrat
Succinyl-Ala-Ala-Pro-Phe-p-Nitroanilid (grün, PDB ID: 1RMH)[35] mit
dem Pro-Rest in Rosa und Sanglifehrin A (31) (cyan, PDB ID: 1YND)[97]

im aktiven Zentrum der PPIase. Hervorgehoben ist die Oberfläche von
Arg55 (blau) und Phe60, Met61, Phe113 und Leu122 in Orange (oben).
Sanglifehrin A (31) (schwarz) und Wasserstoffbindungen (rot) zu CypA
(blau) gemäß Lit. [97] (unten).
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sind. Die Überlagerung von CypA-Komplexen mit dem
Substrat Succinyl-Ala-Ala-Pro-Phe-p-Nitroanilid und Sang-
lifehrin A im aktiven Zentrum der PPIase zeigt, dass der
Piperazinsäurerest von Sanglifehrin A die von Phe60,
Met61, Phe113 und Leu122 gebildete hydrophobe Tasche
von Cyclophilin A besetzt, in der sich der Prolinring des
Substrats und der [MeVal]11-Rest von CsA befinden.

Die geringe orale Bioverfügbarkeit und die geringe
Löslichkeit haben die Anwendung der Verbindung in biolo-
gischen Systemen erschwert.

Es überrascht nicht, dass sich die Bemühungen um nicht-
immunsuppressive Analoga von Sanglifehrin auf diese in
einen Makrocyclus eingebettete Peptidsequenz konzentrier-
ten, während die Peripherie des Naturstoffs modifiziert,
vereinfacht oder ausgespart wurde, da sie als weniger
wichtig für die Interaktion mit Cyclophilinen angesehen
wird. Ein Beweis für diese Hypothese wurde durch eine
frühe Abbaustudie von Sanglifehrin A erbracht: Aldehyd 33
(siehe Schema 8), dem der komplexe spirobicyclische Teil,

die “westliche Region” des Naturstoffs, fehlt, zeigt eine
Inhibierung von CypA mit einem IC50-Wert von ungefähr
30 nM.[95b] Basierend auf diesen Beobachtungen wurden

zwei Synthesestrategien verfolgt, um nicht-immunsuppressi-
ve Wirkstoffe zu erhalten: erstens die Modifizierung von
Fermentationsprodukten und zweitens die De-novo-Synthe-
se von Substanzen, deren Strukturen vom Naturstoff Sangli-
fehrin A (31) inspiriert, aber nicht von ihm abgeleitet sind.

4.2. Mittels Partialsynthese aus Sanglifehrinen hergestellte
nicht-immunsuppressive Wirkstoffe

Der Abbau der Seitenkette und die anschließende Modifi-
zierung eröffneten einen Weg hin zu den ersten nicht-
immunsuppressiven Derivaten von Sanglifehrin, den so
genannten Sangamiden, die von Biotica Technology und
kooperierenden Forschungsgruppen entwickelt wurden. Die
unkomplizierte Partialsynthese ist in Schema 8 dargestellt.[98]

Die Anwendung des asymmetrischen Dihydroxylierungsver-
fahrens von Sharpless im ersten Schritt erfolgte vollständig
selektiv an der C26-C27-Doppelbindung. Die darauf folgen-
de Glykolspaltung lieferte den Aldehyd 33 mit 63% Ge-
samtausbeute.[99] Die anschließende Horner-Wadsworth-
Emmons-Olefinierung führte zu Dienamiden 34 mit ver-
schiedenen Substitutionsmustern am Amidstickstoff in der
Seitenkette.

Ein vielversprechender Wirkstoffkandidat aus der Sang-
amidfamilie ist NV-556, ehemals bekannt als NVP018 und
BC556 (35) (Abbildung 7), der von NeuroVive Pharmaceu-

tical AB weiter bearbeitet wurde, als dieses Unternehmen
das Cyclophilin-Inhibitor-Programm von Biotica erworben
hatte.[100] Auch hier wurde die westliche Region von Sangli-
fehrin gekappt und durch eine 1-(Tetrahydro-2H-1,2-oxazin-
2-yl)-Endgruppe ersetzt, mit einer zusätzlichen Fluorsubsti-
tution in der aromatischen Aminosäuregruppe. Die Synthe-
se von NV-556 beginnt mit dem fluorierten (“mutasyntheti-
schen”) Sanglifehrin 32, wie in Schema 8 gezeigt.[101] Diese
Verbindung ist durch Fermentation des biotechnologisch
hergestellten Stammes Streptomyces sp. BIOT4585 leicht
verfügbar.[102] Zur Herstellung des fluorierten Sanglifehrin
32 ist eine Fütterung mit Methyl-(S)-2-amino-3-(3-fluor-5-
hydroxyphenyl)propanoat und rac-Piperazinsäure erforder-

Schema 8. Synthese von Sangamiden 34, abgeleitet von Sanglifehrin
31.

Abbildung 7. Struktur des nicht-immunsuppressiven Sangamids NV-
556 (35).
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lich. Anschließend führt die Anwendung des in Schema 8
beschriebenen dreistufigen Protokolls zu 35 (NV-556).

Die antivirale Wirkung von NV-556 (35) gegen HIV-1
und HCV wurde in vitro und in vivo nachgewiesen.[102,103]

Darüber hinaus wurde NV-556 (35) als potenziell antifibro-
tische Verbindung bei Leberfibrose untersucht[104] und es
wurde festgestellt, dass sie die Fibrose und die Entwicklung
von Leberzellkarzinomen bei Mäusen mit NASH redu-
ziert.[105] Ein weiterer Vorteil von NV-556 (35) besteht darin,
dass es nur eine minimale Inhibierung von Arzneimittel-
transportern aufweist.[102]

4.3. Nicht-immunsuppressive synthetische
Sanglifehrin-inspirierte Wirkstoffe

In den letzten Jahren verfolgten Forschergruppen von
Gilead, Selcia und Cypralis das Ziel, niedermolekulare
Cyclophilin-Inhibitoren zu entwickeln, deren Strukturen von
Sanglifehrin inspiriert waren.[106] Eine rigorose Vereinfa-
chung des Naturstoffs sollte es jedoch ermöglichen, die
Wirkstoffe ausschließlich durch chemische Totalsynthese zu
gewinnen. Ziel des Forschungsprogramms war die Entwick-
lung oral bioverfügbarer, antiviraler Arzneimittel. Dazu
wurde der “südliche Teil” mit dem Peptidskelett, einschließ-
lich der Piperazinamideinheit, beibehalten, wohingegen es
einen relativ großen Freiheitsgrad bei der Konstruktion des
“nördlichen Teils” gab. In einem ersten Vorstoß[106b] wurde,
neben anderen Vereinfachungen, das C18-C21-Dien von
Sanglifehrin durch eine Styroleinheit ersetzt, um das Derivat
36 zu erhalten. Kristallstrukturanalysen im Komplex mit
CypA ergaben eine π-π-Wechselwirkung dieser Styroleinheit
mit der Guanidiniumgruppe von Arg55 im aktiven Zentrum
von CypA als neuen Bindungsmodus, wie in Abbildung 8

dargestellt. Da sich herausstellte, dass der m-Tyrosin-Rest in
das Lösungsmittel verlagert wurde, wurde diese Aminosäu-
re, die als nicht essentiell für die CypA-Inhibierung angese-
hen wird, durch Alanin ersetzt, was den Vorteil eines
geringeren Molekulargewichts mit sich bringt.

Diese Ergebnisse führten zu den neuartigen syntheti-
schen 22-gliedrigen Makrocyclen 37 und 38 als neue Leitver-
bindungen (Abbildung 9). In einem zeitaufgelösten bioche-

mischen Fluoreszenz-Resonanz-Energie-Transfer-Assay
zeigen sie eine Affinität zu CypA von Kd=24 nM bzw.
48 nM.[106b]

Trotz dieser starken CypA-Inhibierung und der modera-
ten Anti-HCV-Aktivität wurde die Pharmakokinetik als
schlecht bewertet. Daher verfolgten die kooperierenden
Forschungsgruppen einen zweiten Ansatz, der durch schritt-
weise Veränderung und Modifizierung der Leitstruktur 36
zur Verbindung 40 führte. In einer ersten Entwicklungspha-
se wurde die Styrolkomponente durch einen Isochinolin-
und dann durch einen Chinolinblock ersetzt und die Größe
des Makrocyclus von 22 auf 21 Glieder reduziert. Die in
Abbildung 10 gezeigten Verbindungen 39a und 39b können

als repräsentative Beispiele mit einer verbesserten Bin-
dungsaffinität dienen. Ihre Kristallstrukturen im Komplex
mit CypA zeigen, dass das Chinolin die Bindung zu Arg55
aufrechterhält. Darüber hinaus bildet die pro-R der diaste-
reotopen C14-Methylgruppen im geminal disubstituierten

Abbildung 8. Struktur des “vereinfachten Sanglifehrins” 36 (links) und
π-π-Wechselwirkung der Styrolgruppe von 36 (grün) mit der Guanidini-
umgruppe von Arg55 in CypA (rechts). Überlagerung von CypA-
Komplexen mit 36 (grün, PDB ID: 5T9Z)[106b] und Sanglifehrin A (cyan,
PDB ID: 1YND)[97] im aktiven Zentrum der PPIase. Hervorgehoben ist
die Oberfläche von Arg55 in Blau und Phe60, Met61, Phe113 und
Leu122 in Orange.

Abbildung 9. Strukturen der CypA-Inhibitoren 37 und 38 mit einer
weiteren Vereinfachung von Sanglifehrin mit einer Styrolgruppe im
“nördlichen Teil”.

Abbildung 10. Strukturen der Verbindungen 39 (links) und Überlage-
rung der Verbindung 39a (grün) und des Homologen 39b (violett) in
Komplexen mit CypA,[106c] die zeigen, dass die Positionierung der C13-
C16-Atome näher an der Proteinoberfläche ist und die C14-pro-R-
Methylgruppe eine lipophile Wechselwirkung mit Thr73 ausbildet.
Hervorgehoben ist die Oberfläche von Arg55 in Blau, Phe60, Met61,
Phe113 und Leu122 in Orange und Thr73 in Cyan (rechts). Die Daten
wurden freundlicherweise von T. C. Appleby zur Verfügung gestellt.
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Derivat 39b eine lipophile Wechselwirkung mit dem Thr73-
Rest.[106c]

In einem zweiten Optimierungsversuch wurden die funk-
tionellen Gruppen an C-1 und C-13, Lacton bzw. Lactam,
vertauscht, was zur Bildung einer intramolekularen Wasser-
stoffbrücke zwischen Lactam an C-1 und dem Chinolin-
Stickstoffatom in Verbindung 40 führte (Abbildung 11).

Diese Eigenschaft führte zu einer wesentlich verbesserten
Membranpermeabilität – ein wichtiger Schritt zur gewünsch-
ten oralen Anwendung. Schließlich wurde Position 14 durch
Einführung einer 1,3-Dioxan-Gruppe in ein Spirozentrum
umgewandelt. Diese Modifikation führte zu einem niedrige-
ren Verteilungskoeffizienten, verringerte den oxidativen
Metabolismus und die Pregnan-X(PXR)-Aktivierung, die
als Maß für die Wechselwirkung zwischen Arzneimitteln
gilt.

Die Verbindungen 36–40 und eine Vielzahl von Analoga
und Derivaten wurden durch Totalsynthesen gewonnen. Im
Folgenden wird die hochgradig konvergente Route zu Ver-
bindung 40 beschrieben, die in diastereomeren- und enantio-
merenreiner Form synthetisiert wurde, wie in Schema 9
gezeigt, wobei die drei Bausteine 43, 46 und 48 als Schlüssel-
intermediate dienten.[106c] Der erste der drei parallelen
Synthesezweige begann mit dem Trichloracetat der (S)-
Piperazinsäure 41.[93a] Zuvor war eine asymmetrische Syn-
these der Säure selbst entwickelt worden, die auf einer
diastereoselektiven Hydrazinierung eines Evans’-Oxazolidi-
nons basierte.[107] In jüngerer Zeit wurde eine biotechnologi-
scher Route zu enantiomerenreiner Piperazinsäure mit
transgenen Mikroorganismen eröffnet.[108]

Der Ester 41 wurde regioselektiv mit Boc-geschütztem
Alanin gekoppelt, um das Amid 42 zu erhalten, wie in einer
früheren Arbeit veröffentlicht.[106b] Die Abspaltung der Boc-
Schutzgruppe und die Standardpeptidkopplung mit (S)-2-
Hydroxy-3-methylbutansäure führten zum ersten Baustein
43 als reinem Stereoisomer. Um das zweite Schlüsselinter-
mediat, das Amin 46, zu erhalten, wurde eine doppelte
Stereodifferenzierungsmethode[109] angewandt, die einerseits

auf dem chiralen Substrat 44 und andererseits auf einem
chiralen Liganden im Hydrierungskatalysator basiert. So
wurde nach einem von Guijarro, Pablo und Yus beschriebe-
nen Protokoll[110] das aus 7-Brom-2-acetylchinolin und (R)-t-
Butylsulfinamid hergestellte Sulfinimin (R)-44 vom Davis-
Ellman-Typ[111] einer rhodiumkatalysierten Transferhydrie-
rung mit (1S,2R)-1-Amino-2-indanol unterzogen. Wie die
spanischen Forscher beobachteten, führte die Kombination
dieses Enantiomers des Liganden am Edelmetall mit (R)-
Sulfinimin 44 zu einer Matched-Pair-Situation, die zu Sul-
fonamid 45 mit optimaler Diastereoselektivität führte. Die
saure Spaltung der Stickstoff-Schwefel-Bindung lieferte Chi-
nolin 46, den zweiten Baustein. Der dritte Baustein, das
achirale Dioxan 48, wurde nach Standardvorschriften aus
Acetessigester über Dioxanylketoester 47 gewonnen. Die
geringe Ausbeute bei dieser Sequenz ist vertretbar, wenn
man bedenkt, dass es sich bei allen benötigten Substanzen
um Bulk-Chemikalien handelt.

Die drei Bausteine wurden in einer vierstufigen Sequenz
kombiniert, beginnend mit der Abspaltung des Trichlore-
thylesters im Zwischenprodukt 43. Die so freigesetzte Car-
bonsäure wurde mit dem zweiten Baustein, 2-Aminoethyl-
chinolin 46, zum Tripeptid 49 gekoppelt. Anschließend

Abbildung 11. Struktur des optimierten nicht-immunsuppressiven Inhi-
bitors 40 (links) und Ansicht der an CypA gebundenen Verbindung
40.[106c] Hervorgehoben ist die Oberfläche von Arg55 in Blau, Phe60,
Met61, Phe113 und Leu122 in Orange und Thr73 in Cyan (rechts). Die
Daten wurden freundlicherweise von T. C. Appleby zur Verfügung
gestellt.

Schema 9. Synthese des Cyclophilin-Inhibitors 40. HATU=O-(7-Aza-
benzotriazol-1-yl)-1,1,3,3-tetramethyluroniumhexafluorophosphat;
EDC=1-Ethyl-3-(3-dimethylamino)propyl)-carbodiimid; HOBT=1-Hy-
droxybenzotriazol; (ArCO)2O=2-Methyl-6-nitrobenzoesäureanhydrid.
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wurde durch eine Heck-Reaktion das Dioxan 48 eingebaut.
Der letzte Schritt, die Schließung des Makrocyclus, wurde
durch Makrolactonisierung unter Anwendung von Shiina-
Bedingungen[112] in hoher Verdünnung erreicht. Im Endef-
fekt ergab die Verknüpfung der Bausteine mit einer nicht
optimierten Ausbeute von 17% ausgehend von Verbindung
41 das Endprodukt 40 im Gramm-Maßstab; ein Upscaling
auf 100 bis 1000 g ist angekündigt.

Die von Sanglifehrin inspirierte, aber wesentlich verein-
fachte Verbindung 40 zeigt eine starke CypA-Inhibierung
(Kd=5 nM), eine bemerkenswerte Anti-HCV-2a-Aktivität
(EC50=98 nM) und eine hohe orale Bioverfügbarkeit bei
Ratten (100%) und Hunden (55%).[106c] Kürzlich wurde die
Verbindung 39b (Abbildung 10) in einer Studie verwendet,
die zeigte, dass HCV das CypA nutzt, um die Effektor-
Proteinkinase R (PKR) zu umgehen.[113]

Angesichts des enormen Aufwands, der für die Synthese
einer großen Anzahl von Verbindungen, die eine Cyclophi-
lin-Inhibierung aufweisen, erforderlich ist, stellt sich die
Frage, ob dieser Prozess durch Vorhersage der entsprechen-
den Strukturen auf der Grundlage theoretischer Berechnun-
gen erleichtert und vereinfacht werden kann. In der Tat
wurde dieser Ansatz im Rahmen einer gemeinsamen For-
schungsarbeit von Gilead und Schrödinger unter Verwen-
dung des Free-Energy-Perturbation (FEP)-Verfahrens
(FEP+) verfolgt.[114] Für mehr als zwei Dutzend Verbindun-
gen der Serien 36–40 und deren Analoga wurden die
Bindungsaffinitäten zu CypA berechnet und mit 10 synthe-
tisch verfügbaren Verbindungen verglichen, deren Bin-
dungsaffinitäten durch einen kompetitiven Bindungstest, der
auf zeitaufgelöstem Fluoreszenz-Resonanzenergietransfer
(TR-FRET) beruht, bestimmt worden waren. Die Überein-
stimmung der berechneten mit den zuvor ermittelten experi-
mentellen Daten wurde in dieser “retrospektiven Studie” als
gut befunden,[114] und die Berechnungen können bei der
Entwicklung verbesserter nicht-immunsuppressiver CypA-
Inhibitoren mit makrocyclischen Strukturen, die mit Verbin-
dung 40 verwandt sind, helfen.

5. De novo entworfene niedermolekulare
Verbindungen als nicht-immunsuppressive
Cyclophilin-Inhibitoren

5.1. Arylindanyl- und Biarylindanylketone

Ein dritter Ansatz für nicht-immunsuppressive Cyclophilin-
Inhibitoren basiert auf de novo entworfenen und entspre-
chend synthetisierten niedermolekularen Verbindungen
(small molecules). Ihre Strukturen sind nicht von Naturstof-
fen inspiriert oder abgeleitet, sondern intuitiv, rational oder
virtuell unter Berücksichtigung hypothetischer oder rechne-
risch modellierter Bindungsmodi am aktiven Zentrum des
Enzyms entworfen.

In unseren Forschungsgruppen haben wir Arylindanyl-
ketone entwickelt, ursprünglich als Inhibitoren der PPIase-
Aktivität des menschlichen Parvulins Pin1,[115] das ein Target
für die Entwicklung neuer Krebsmedikamente darstellt.[116]

Wir ließen uns von der Idee leiten, dass Arylindanylketone
und Biarylindanylketone den Übergangszustand 3 (Abbil-
dung 12) der Peptidyl-Prolyl-cis/trans-Isomerisierung und

der mit ihr einhergehenden Änderung der Hybridisierung
nachahmen. Von dem Übergangszustand kann angenommen
werden, dass er eine verdrillte Amidbindung enthält (vgl.
Schema 1).[115a]

Durch einfache Synthesen konnten wir[115a,117] eine Reihe
von Arylindanyl- und Biarylindanylketonen erhalten, von
denen eine Auswahl in Abbildung 13 dargestellt ist: enantio-
merenreine Arylindanylketone (R)- und (S)-50, hergestellt
aus dem entsprechenden Enantiomer der 1-Methyl-1-indan-
carbonsäure,[118] und racemische Biarylindanylketone. Auf
der Grundlage einer dynamisch-kinetischen Racematspal-
tung der Indancarbonsäure[119] erhielten wir das Keton (R)-
51a (OMe statt OH) in 94% ee.[118] Auf den ersten Blick
scheint es vernünftig, diese Substanz ebenso wie eine race-
mische Probe den In-vitro-Inhibitionstests zu unterziehen.
Wir stellten jedoch fest, dass es unter diesen Bedingungen
leicht zu einer Racemisierung des enantiomerenangereicher-
ten Ketons durch Enolisierung kommt.[120] Eine Kristall-
strukturanalyse des Derivats 51a zeigt, dass die Biaryl-
Carbonyl- und die Indanyl-Ebene nahezu senkrecht zuein-
ander stehen, so dass die Verbindungen dieser Reihe in
gewisser Weise die Anforderungen an eine Nachahmung
des hypothetischen Übergangszustands eines verdrillten
Amids 3 erfüllen.

In einem proteasefreien PPIase-Assay mit Succinyl-Ala-
Glu-Pro-Phe-p-Nitroanilid als Substrat[14b] wurde die Inhi-
bierung von humanem Pin1 durch Aryl- und Biarylindanyl-
ketone bestimmt. Ausgewählte Ergebnisse sind in Abbil-
dung 13 zusammen mit den Strukturen dargestellt. Die
Ketone 51 und 54 sind aktive Inhibitoren mit Ki-Werten im
einstelligen mikromolaren Bereich. Die Substitution der
phenolischen Ketone durch Nitro- oder Aminoreste führte
bei den Verbindungen 52 und 53 zu einer Steigerung der
Aktivität auf submikromolare Werte. Das Biotin-Derivat 54
diente zum Nachweis der reversiblen Inhibierung durch
einen geeigneten Strepavidin-Test.[115a]

Arylindanylketone (R)- und (S)-50 mit einem konfigura-
tionsstabilen stereogenen Zentrum wurden ausgewählt, um
den Einfluss der Enantiomerie auf die PPIase-Aktivität zu
untersuchen. Die Ki-Werte, die mit den chemischen Struktu-
ren in Abbildung 13 dargestellt sind, zeigen, dass sich die
Inhibierungsaktivität der Enantiomere um eine Größenord-

Abbildung 12. Arylindanyl- und Biarylindanylketone, die den hypotheti-
schen enzymatischen PPIase-Übergangszustand 3 nachahmen (vgl.
Schema 1).
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nung voneinander unterscheidet, wobei das (R)-Enantiomer
von 50 die aktivere Verbindung ist. Die unterschiedliche
Aktivität der enantiomeren Ketone (R)- und (S)-50 wurde
darüber hinaus auch in Zellen durch zwei Experimente
nachgewiesen: durch einen Luciferase-Reportergenassay mit
einem p53-sensitiven Promotorelement in Zellen der Brust-
krebs-Zelllinie MCF-7 sowie durch Untersuchung der Wir-
kung auf den onkogenen Transkriptionsaktivator β-Catenin.
Auch hier war das (R)-Enantiomer von Keton 50 aktiver als
(S)- und rac-50.[115a]

Nachdem gezeigt worden war, dass Arylindanyl- und
Biarylindanylketone die PPIase-Aktivität des humanen Pin1

inhibieren können, begannen wir zu untersuchen, ob die
Inhibierung auch bei Cyclophilinen auftritt. Tatsächlich
wurde eine recht gute Bindung an CypA beobachtet, wie in
Tabelle 1 für ausgewählte Verbindungen gezeigt wird, mit
Inhibierungskonstanten im einstelligen bis submikromolaren
Bereich (Spalte 3). Noch bemerkenswerter ist, dass diese
niedermolekularen Verbindungen eine ausgeprägte Selekti-
vität gegenüber den verschiedenen Cyclophilin-Isoformen
aufweisen, die eine klare Bevorzugung zugunsten von CypA
im Vergleich zu CypB zeigen (Spalte 3 vs. 4). Dies gilt
insbesondere für Biarylindanyl-Ketone (Einträge 1–3), aber
in geringerem Maße auch für das (R)-Enantiomer von
Keton 50, während (S)-50 gegenüber beiden Isoformen
inaktiv ist (Einträge 4 und 5). Die höchste Fähigkeit zur
Unterscheidung zwischen CypA und CypB um einen Faktor
von >200 weist das dinitrosubstituierte Bisphenol 52 auf.
Angesichts der Einfachheit seiner molekularen Struktur
einerseits und des hohen Maßes an Homologie zwischen
CypA und CypB (63% identische Aminosäuren) in der
PPIase-Domäne andererseits erscheint dieser Grad an Se-
lektivität überraschend. Ein Beweis für diese Selektivität in
vivo wurde durch die Inhibierung der CypA-, aber nicht der
CypB-vermittelten Chemotaxis von CD4+T-Zellen der
Maus durch 52 erbracht.[121]

Um einen theoriebasierten Einblick in die Inhibierung
von Cyclophilin durch niedermolekulare Verbindungen zu
erhalten, führten Sambasivarao und Acevedo Berechnungen
mittels statistischem Monte-Carlo-Sampling in Verbindung
mit der Free-Energy-Perturbation-Methode (MC/FEP)
durch und legten dabei besonderen Wert auf die Aufklärung
des Ursprungs der oben erwähnten isoformspezifischen
Inhibierung durch Arylindanylketone.[122] Die berechneten
Bindungsenergien der Verbindungen 51c, 52, 53b sowie
(R)- und (S)-50 stimmten gut mit den von uns experimentell
ermittelten Daten überein.[121] Für die hochselektive Verbin-
dung 52 ermittelten die Berechnungen den günstigsten
Bindungsmodus in CypA und CypB, der sich in der Ausrich-
tung des Indanylrings deutlich unterscheidet. Die Bindungs-
modi sind in Abbildung 14 (oben) mit einer Überlagerung
der CypA- und CypB-Bindungsstellen dargestellt. Im günsti-
gen CypA-Komplex zeigt der Indanylrest in eine polare
Region des Enzyms mit einer nicht-kovalenten Bindung der
Carbonylgruppe an His54. Eine weitere schwache elektro-
statische Wechselwirkung besteht zwischen der Guanidini-
umgruppe von Arg55 von CypA und dem Sauerstoffatom
des Nitrosubstituenten (meta zur Carbonylgruppe) von Ke-
ton 52 (Abbildung 14, unten). Die berechnete Gesamtener-
gie dieser kombinierten Coulomb- und Van-der-Waals-
Wechselwirkung beträgt � 16.3 kcalmol� 1.

Die deutlich unterschiedliche Inhibitorwirkung der enan-
tiomeren Verbindungen (R)- und (S)-50 gegenüber CypA
wurde auch durch die in dieser theoretischen Studie berech-
neten Bindungsenergien bestätigt. Die Autoren kamen zu
dem Schluss, dass der sterische Anspruch der Methylgruppe
am stereogenen Zentrum ein ungünstiges Andocken für den
(S)- im Vergleich zum (R)-Enantionmer im aktiven Zen-
trum bewirkt. Eine Darstellung ist in Abbildung 15 mit
Überlagerungen von (R)- und (S)-50 in CypA wiedergege-
ben.

Abbildung 13. Ausgewählte Arylindanyl- und Biarylindanylketone 50–54
mit ihren Ki-Werten der Pin1-Inhibierung. Kristallstruktur von Verbin-
dung 51a.
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Wie für Biarylindanylketone erwartet, erwies sich Ver-
bindung 53b als nicht-immunsuppressiver Inhibitor von
CypA ohne Aktivität gegen CN. Ähnlich wie nicht-immun-
suppressive CsA-Derivate ist sie in der Lage, die Proliferati-
on menschlicher Nabelvenen-Endothelzellen (HUVECs),
die einen wichtigen Schritt der Angiogenese darstellt, mit
einem IC50-Wert von 5.4 μM zu inhibieren, Die bekannte
antiangiogenetische Eigenschaft von CsA wurde ursprüng-
lich der Inhibierung von CN zugeschrieben; die Wirksamkeit
von Cyclophilin-Inhibitoren ohne die Fähigkeit, CN zu
inhibieren, legt jedoch nahe, dass die Inhibierung von
Cyclophilinen ausreicht, um die Proliferation und Angioge-
nese von HUVEC-Zellen zu verhindern.[57]

5.2. N,N’-Disubstituierte Harnstoffderivate

Als weiteres Strukturmotiv bildet N,N’-disubstituierter
Harnstoff die Kerneinheit von Cyclophilin inhibierenden
niedermolekularen Verbindungen, die aus dem De-novo-
Wirkstoffdesign hervorgegangen sind. Die hier verwende-

ten, einfach aufgebauten Verbindungen sind entweder kom-
merziell erhältlich oder durch einfache konventionelle Um-
wandlungen zugänglich. Durch ein virtuelles Screening
identifizierten und optimierten Guichou und Mitarbeiter
Arylpyridylharnstoffe als “strukturbasiert entworfene”, in
vitro wirksame Inhibitoren der PPIase-Aktivität von CypA.
Ausgehend von den Leitstrukturen 55a,b ergaben sich die
optimierten Verbindungen 56a,b mit IC50-Werten von 14
bzw. 20 nM. Die Verbindung 55a inhibiert die HIV-1-
Replikation (Abbildung 16).[123]

Inspiriert von diesen Ergebnissen haben Li und Mitar-
beiter einen computergestützten Wirkstoffdesignansatz für
die Entwicklung verbesserter, auf dem Harnstoffgerüst ba-
sierender Inhibitoren genutzt. Die effizientesten Verbindun-
gen dieses Konzepts sind die Benzoylharnstoffe 57a und
57b mit IC50-Werten im einstelligen nanomolaren Bereich
für die Inhibierung der PPIase-Aktivität von CypA. Ein
Docking-Modell der Verbindung 57b an das aktive Zentrum
von CypA deutet auf eine Wasserstoffbrückenbindung zwi-
schen Arg55 und dem Benzoyl-Sauerstoffatom der Verbin-
dung hin.[125, 126]

Tabelle 1: Selektive Inhibierung von CypA gegenüber CypB durch die Ketone 50, 52 und 53.

Eintrag Verbindung Ki [μM]
CypA

Ki [μM]
CypB

1

52

0.52�0.15 >100

2

53b

0.3�0.1 12�5

3

53c

1.7�0.5 8.6�0.9

4

(R)-50

7.5�1.5 40�10

5

(S)-50

>100 >100
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Bei der Suche nach Cyclophilin-Inhibitoren wurde auch
das Konzept der fragmentbasierten Wirkstoff-Forschung
angewendet. Zu diesem Zweck werden zahlreiche Fragmen-
te rechnerisch an das aktive Zentrum des Targets angedockt.
Aus diesen Ergebnissen wird eine kleine Anzahl von Frag-
menten ausgewählt und in einem chemisch sinnvollen Kon-
zept kombiniert. Schließlich werden die ausgewählten Ver-

bindungen synthetisiert und auf ihre Aktivität hin
untersucht. Diese Strategie wurde von Guichou und Mitar-
beitern genutzt und führte zu Verbindungen, bei denen die
ausgewählten Fragmente durch eine Harnstoffgruppe ver-
bunden sind. Die Substituenten besetzen die S2- und die
S1’-Tasche von CypA sowie CypD, wie anhand der Kristall-
strukturen der Cyclophilin-Komplexe mit der Verbindung
58 gezeigt, die aus der ursprünglichen Kombination der
Fragmente resultiert (Abbildung 16). Die Struktur des
CypA-58-Komplexes zeigt, dass die Harnstoffgruppe eine
Brücke über den Sattel zwischen den beiden Taschen bildet
und die Esterfunktion eine Wasserstoffbrücke zum Arginin-
rest Arg55 am aktiven Zentrum des Cyclophilins bildet.
Während der Optimierung wurde eine Phenyl-Pyrrolidin-
Gruppe zur Besetzung der S1’-Tasche eingeführt. Dies führt
zu einer Verschiebung der Arginin-Wasserstoffbindung in
Richtung der Harnstoff-Carbonylgruppe im Cyclophilin-
Inhibitor-Komplex. Auf diese Weise wird die enthalpieba-
sierte Bindung beibehalten und mit einem weniger ungüns-
tigen entropischen Term kombiniert.

Als optimales Ergebnis wurde der N,N’-disubstituierte
Harnstoff 59 beschrieben (Abbildung 16). Die synthetisierte
Verbindung, offensichtlich ein racemisches Gemisch aus
zwei Diastereomeren, inhibiert CypA, B und D mit IC50-

Abbildung 14. Überlagerte aktive Zentren von CypA (grau) und CypB
(rosa) mit dem an die aktiven Zentren gebundenen Biarylindanylketon
52 (oben). Verbindung 52 gebunden an das aktive Zentrum von CypA
mit grauen Resten. Benachbarte Wassermoleküle wurden aus Gründen
der Übersichtlichkeit weggelassen (unten) (kopiert aus Lit. [122]).

Abbildung 15. Überlagerung von (R)-50 (grau) und (S)-50 (rosa) an den
aktiven Stellen von Cyp. Benachbarte Wassermoleküle wurden aus
Gründen der Übersichtlichkeit weggelassen (kopiert aus Lit. [122]).

Abbildung 16. CypA-Inhibitoren mit einem Harnstoffgerüst. Pyridylaryl-
harnstoffe 55 und 56 und Benzoylharnstoffe 57 mit IC50-Werten der
Inhibierung der CypA-PPIase-Aktivität (oben).[126] Leitfragment 58 und
optimierter CypA-, CypB- und CypD-Inhibitor 59 (Mitte); Kristallstruktur
der Leitverbindung 58 im Komplex mit CypA (PDB ID: 3RDD).[124] Die
S1’-Tasche ist definiert als die Prolinbindungstasche, die von Phe60,
Met61, Phe113 und Leu122 gebildet wird (orange dargestellt). Die S2-
Tasche ist definiert als die Tasche für die Bindung des Aminosäureres-
tes P2 des Substrats (unten).
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Werten von 0.1, 0.08 bzw. 0.2 μM und zeigt in vitro antivirale
Aktivität gegen HCV, HIV, Coronaviren und Flaviviren.
Der Komplex aus CypA und Verbindung 59 zeigte keine
Inhibierung von CN.[124, 127]

Aufgrund der hohen Affinität von 2-Arylpyrrolidin-
Analoga zu CypD, die von Guichous Gruppe nachgewiesen
wurde,[127b] analysierten O’Neil und Mitarbeiter N,N’-disub-
stituierte Harnstoffderivate und ihre stereochemischen An-
forderungen als CypD-Inhibitoren. Die aktivste Verbin-
dung, 64, wurde stereoselektiv synthetisiert, wie in
Schema 10 dargestellt.[128] Das aus o-Bromthioanisol herge-

stellte Grignard-Reagenz wurde mit Boc-geschütztem Pyr-
rolidinon zum Keton 60 umgesetzt. Die Carbonylgruppe
wurde dann mittels CBS-Katalyse enantioselektiv reduziert,
um das Carbinol 61 in 90% ee zu erhalten. Anschließend
führte die Bildung des Mesylats, die Abspaltung der Boc-
Schutzgruppe und die baseninduzierte Cyclisierung zu Pyr-
rolidin 62. Die Verknüpfung mit Boc-geschütztem (S)-Me-
thionin ergab das Dipeptid 63. Die letzten Schritte bestan-
den aus N-Entschützung und Kopplung mit
Carbonyldiimidazol und p-Aminobenzylamin und ergaben
das Syntheseziel, das Harnstoffderivat 64, das offensichtlich
als einziges, enantiomerenreines Diastereomer isoliert wur-
de,[129] jedoch als 2 : 1-Rotamerengemisch vorlag.

Die Bindungs- und Inhibierungskonstanten von Verbin-
dung 64 gegenüber CypD wurden mit Kd=0.41 μM und mit

Ki=99 nM bestimmt. Die gemessenen Bindungsenergien
betrugen ΔG= � 8.71, ΔH= � 12.49 und TΔS=

� 3.78 kcalmol� 1. Der ungünstige Entropieterm, der zu einer
Verringerung des ΔG- im Vergleich zum ΔH-Wert führt,
wurde auf die konformationelle Flexibilität des Enzyms
zurückgeführt. Die Kristallstruktur der an CypD gebunde-
nen Verbindung 64 (Abbildung 17) zeigt eine Vielzahl nicht-

kovalenter kooperativer Wechselwirkungen, einschließlich
Wasserstoffbrückenbindungen zu Arg55, Thr107 und
Asn102 (CypA-Nummerierung). Die (S)-Methionin-Seiten-
kette von 64 ist in der Nähe von Asn102, Ala103 und
Gly104 in ähnlicher Weise wie der [MeBmt]1-Rest von CsA
positioniert, von dem bekannt ist, dass er in Van-der-Waals-
Kontakt mit Ala103 steht.

Durch weitere Verwendung des fragmentbasierten An-
satzes bei der Suche nach CypD-Inhibitoren wurde ein
bicyclisches Fragment gefunden, das in die S2-Tasche von
CypD passte. Dieses Fragment wurde mit dem S1’-Bin-
dungsanteil von Verbindung 59 kombiniert, was zum wirk-
samsten Harnstoffderivat 69 mit einem mittels Oberflächen-

Schema 10. Stereoselektive Synthese des Harnstoffderivats 64. HA-
TU=O-(7-Azabenzotriazol-1-yl)-1,1,3,3-tetramethyluroniumhexafluoro-
phosphat.

Abbildung 17. Kristallstruktur der Verbindung 64, gebunden an CypD
(PDB ID: 4J5C).[124] Hervorgehoben ist die Oberfläche von Arg55 in
Blau und Phe60, Met61, Phe113 und Leu122 in Orange mit einer an
CypA angepassten Nummerierung. Nummerierung in CypD: Arg96,
Phe101, Met102, Phe154, und Leu163) (oben). Überlagerung von
Verbindung 64 (grün, PDB ID: 4J5C)[124] und CsA (cyan/grau, PDB ID:
2Z6W),[130] gebunden an CypD. Die Proteinstruktur wurde zugunsten
der Übersichtlichkeit weggelassen. Die Wasserstoffbindungen der Ver-
bindung 64 zu den Resten des aktiven Zentrums von CypD sind
schematisch dargestellt. CsA [MeVal][11] (rosa) befindet sich in der S1’-
Tasche des Cyclophilins (unten).
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plasmonenresonanz (SPR) bestimmten Kd-Wert von 6 nM
und einem IC50-Wert für die Inhibierung der PPIase-Aktivi-
tät von CypD von 4 nM führte.[131] Die Verwendung einer
Oxalyl- oder Amidgruppe anstelle des Harnstoff-Linkers
zur Verbindung der Fragmente führt zu einer geringeren
Affinität zu CypD. Dies gilt auch für andere Diastereomere
von Verbindung 69 – eine Beobachtung, die die Bedeutung
der “richtigen” Konfiguration der Oxazabicyclo-
[3.3.1]nonan-Gruppe für die Anpassung an die S2-Tasche
unterstreichen mag.

Die in Schema 11 skizzierte Ex-Chiral-Pool-Synthese des
N,N’-disubstituierten Harnstoffs 69 beginnt mit einer Mont-

morillonit-vermittelten Kondensation zwischen 2-Desoxy-D-
ribose und Boc-geschütztem 4-Aminobenzylamin. Die Re-
aktion führt zu einer nahezu 1 :1-Mischung der beiden
Diastereomere 65 und 66. Nach chromatographischer Tren-
nung wurde das Produkt 65 mit (R,R)-konfigurierten Brü-
ckenkopfzentren in 39% Ausbeute isoliert und durch Schutz
der Hydroxy- und Abspaltung der Boc-Gruppen in das
Zwischenprodukt 67 überführt. Anschließend wurde es mit
(R)-Pyrrolidin 68 in Gegenwart von Carbonyldiimidazol
kondensiert, um die Harnstoffbildung zu bewirken. Schließ-
lich führte die Abspaltung der Silylschutzgruppe zum Pro-
dukt 69, das als reines Diastereomer und Enantiomer
erhalten wurde.

Interessanterweise wurde durch weitere, auf die S2-
Bindungstasche hin zielende Alkylierung des Harnstoff-

Stickstoffs in den auf der Leitstruktur 58 basierenden
Verbindungen eine zusätzliche Kontaktstelle zwischen dem
Inhibitor und dem aktiven Zentrum des Cyclophilins ge-
schaffen, was in einigen Fällen die Affinität verbesserte. Für
einen optimierten alkylierten Aryl-Pyrrolidin-Harnstoff
wurde mittels SPR ein Kd von 70 nM ermittelt.[132]

Aufgrund der effizienten Inhibierung von CypD durch
die N,N’-disubstituierten Harnstoffderivate ist der Einfluss
dieser Inhibitoren auf den mitochondrialen Permeabilitäts-
übergang und die damit verbundenen Signalwege von gro-
ßem Interesse. Es wurde festgestellt, dass Verbindung 59 die
Öffnung der mPTP in Herz und Leber inhibiert und vor
Ischämie-/Reperfusionsschäden in der Mausleber schützt.[133]

Auch der Schutz von murinen sowie humanen Azinuszellen
der Bauchspeicheldrüse durch Verbindung 59 vor toxinindu-
ziertem Verlust des mitochondrialen Membranpotenzials
und Nekrose, die kritische Prozesse in der Pathogenese der
akuten Pankreatitis darstellen, kann als Ergebnis der Inhi-
bierung der CypD-vermittelten mPTP-Öffnung angesehen
werden.[127]

Im Rahmen der fragmentbasierten Wirkstoff-Forschung
wurde auch eine Vielzahl einfacher, kommerziell erhältli-
cher, hauptsächlich heterocyclischer Verbindungen als bin-
dende Agenzien für die verschiedenen Isoformen der Cyclo-
philine identifiziert. Typische Vertreter sind 3,4-
Diaminobenzamid oder 2-Amino-3-methylpyridin. Die in
dieser Studie verwendeten Untersuchungsmethoden waren
Röntgenbeugung, SPR und Molekulardynamiksimulationen.
Die Werte der freien Bindungsenergie wurden berechnet,
die Bindungskonstanten wurden als millimolar geschätzt.
Die biochemischen Wirkungen dieser einfachen Verbindun-
gen wurden noch nicht mitgeteilt.[134]

5.3. Sulfonamide

Eine dritte Struktureinheit, das klassische Sulfonamid-Phar-
makophor, hat kürzlich eine Renaissance als niedermoleku-
larer Cyclophilin-Inhibitor erlebt. Durch strukturbasiertes
Design, Pharmakophor-Modellierung, virtuelles Screening
und Docking-Studien wurde das Sulfonamid 70 als Inhibitor
von CypD mit einem Ki-Wert von 1.3 μM[135] identifiziert
(Abbildung 18).

Das mit Standardmethoden synthetisierte Sulfonamid 70
erwies sich als wirksam gegen Aβ-induzierte mitochondriale
Dysfunktion und Zelltod und wurde als Kandidat für die
Behandlung der Alzheimer-Krankheit empfohlen.[135]

Schema 11. Synthese der Verbindung 69.

Abbildung 18. Struktur des Sulfonamids 70.
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6. Schlussfolgerung

Die Suche nach Cyclophilin-Inhibitoren ohne immunsup-
pressive Wirkung ist als lohnende Aufgabe erkannt worden.
Vielfältige Modifikationen von CsA und Sanglifehrin durch
Partialsynthesen, aber auch Totalsynthese de novo erzeugter
niedermolekularer Verbindungen lieferten eine große Viel-
falt an nicht-immunsuppressiven Cyclophilin-Inhibitoren.
Viele dieser Verbindungen haben sich in vivo und in vitro
als antivirale Wirkstoffe bewährt, und mehrere wurden in
klinischen Versuchen geprüft. Diese Tour d’Horizon möge
zu weiteren Anstrengungen ermutigen, zugelassene Arznei-
mittel auf der Grundlage des Konzepts der Cyclophilin-
Inhibierung durch nicht-immunsuppressive Verbindungen
zu entwickeln.
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