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1 Einleitung und Problemstellung 

1.1 7,12-Dihydro-indolo[3,2-d][1]benzazepin-6(5H)-one (Paullo-

ne) 

Paullone stellen eine Substanzklasse von 7,12-Dihydro-indolo[3,2-

d][1]benzazepin-6(5H)-onen dar. Im in vitro Tumorzelllinien Screening 

des National Cancer Institute (NCI, Bethesda, Maryland, USA) wurde das 

9-Brom-7,12-dihydro-indolo[3,2-d][1]benzazepin-6(5H)-on (1) (Kepaullon) 

als potentieller Inhibitor Cyclin-abhängiger Kinasen (CDKs) entdeckt.1 

Daraufhin wurden die inhibitorischen Aktivitäten von Kenpaullon unter 

anderem gegenüber Cyclin-abhängigen Kinasen getestet.1 Diese Unter-

suchungen zeigten, dass Kenpaullon gegenüber CDK1/Cyclin B (IC50 = 

0.4 µM), CDK2/Cyclin A (IC50 = 0.68 µM) und CDK5/p35 (IC50 = 0.85 µM) 

eine inhibitorische Aktivität aufweist. Enzym-kinetische Studien haben 

gezeigt, dass Kenpaullon seine Wirkung durch kompetitive Verdrängung 

von ATP aus der ATP-Bindungstasche der CDKs entfaltet.1 

N
H O

NH

Br
 

N

OH

CH3

O

Cl

OOH

OH

 

1 2 

Im Gegensatz zu Flavopiridol (2), einem potenten CDK-Inhibitor, der sich 

zur Zeit in klinischer Prüfung befindet2, zeigt Kenpaullon nur eine modera-

te antiproliferative Wirkung im in vitro Tumorzelllinien-Screening des NCI. 

Daraufhin wurde Kenpaullon systematisch modifiziert, um eingehende 

Erkenntnisse über die Struktur-Aktivitäts-Beziehungen zu erlangen.3 
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1.2 Cyclin-abhängige Kinasen 

Cyclin-abhängige Kinasen gehören zur Gruppe der Serin-/Threonin-

Kinasen. Sie spielen unter anderem eine bedeutende Rolle bei der Zell-

teilung.4-7 Die Übergänge zwischen den verschiedenen Phasen des Zell-

zyklus stehen unter direkter Kontrolle verschiedener CDKs. Die Aktivie-

rung Cyclin-abhängiger Kinasen erfolgt in der Regel durch Komplexbil-

dung mit einem Cyclin. Diese Proteine kommen in den verschiedenen 

Phasen des Zellzyklus in unterschiedlichen Konzentrationen vor. Phos-

phorylierungs- und Dephosphorylierungs-Reaktionen stellen weitere 

Mechanismen zur Regulierung der CDK-Aktivität dar und können abhän-

gig vom Ort der Reaktion zu einer Aktivierung oder Inaktivierung führen. 

Cyclin-abhängige Kinasen üben zusätzlich zur Regulation des Zellzyklus 

noch weitere Funktionen aus.8,9 So haben einige CDKs (CDK7, CDK8, 

CDK9) einen direkten Einfluss auf die Transkription, während z.B. CDK5 

an der Entstehung von Neuriten und der neuronalen Entwicklung beteiligt 

ist. Des Weiteren wird CDK2 eine bedeutende Rolle bei der Induktion von 

Apoptose zugeschrieben.8,9 
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1.3 Potentielle Anwendungen von Inhibitoren Cyclin-abhängiger 

Kinasen 

CDK-Inhibitoren wurden zuerst aufgrund ihrer potentiellen Antitumor-

Aktivität entwickelt.10,11 Es hat sich herausgestellt, dass CDK-Inhibitoren 

auch bei anderen, nicht Tumor-bedingten, Proliferationsstörungen wie 

z.B. Atherosklerose, Glomerulonephritis oder Psoriasis von Interesse 

sind.12,13 

Ebenso wurde entdeckt, dass einige CDK-Inhibitoren antivirale Aktivität 

aufweisen, indem sie die Replikation von z.B. Herpes-Viren, humanen 

Cytomegalie-Viren oder Varicella-Zoster-Viren unterdrücken.8,9 

Auch auf dem Gebiet neurodegenerativer Erkrankungen wird den Inhibi-

toren Cyclin-abhängiger Kinasen ein gewisses therapeutisches Potential 

zugeschrieben. So scheint CDK5 eine Rolle bei der Entstehung von Mor-

bus Alzheimer zu spielen.14 Ebenfalls wurde entdeckt, dass Alzheimer-

Patienten über erhöhte CDK1/Cyclin B-Konzentrationen im Gehirn verfü-

gen.8 

Des Weiteren wurde festgestellt, dass einige Parasiten wie z.B. Plasmo-

dium falciparum, Toxoplasma gondii, Trypanosoma brucei, Trypanosoma 

cruzi oder Leishmania mexicana ebenfalls über Cyclin-abhängige Kina-

sen verfügen, die sich jedoch von den menschlichen Homologen unter-

scheiden.8 Somit könnten CDK-Inhibitoren, die selektiv die CDKs der Pa-

rasiten hemmen, einen interessanten Ansatzpunkt zur Bekämpfung eini-

ger parasitärer Krankheiten bilden. 
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1.4 Inhibitoren Cyclin-abhängiger Kinasen 

Verschiedene Inhibitoren Cyclin-abhängiger Kinasen werden in der 

Literatur beschrieben.5,13 Mit zu den potentesten Derivaten zählen die 

Purin-Analoga Purvalanol A (3a) (CDK1/Cyclin B: IC50 = 0.004 µM) und 

Purvalanol B (3b) (CDK1/Cyclin B: IC50 = 0.006 µM).15 

N

N

N

N

NH

R

Cl

CH3 CH3

N
H

OH

 

 3a R = H 

 3b R = CO2H 

Das etwas weniger potente 9-Nitro-7,12-dihydro-indolo[3,2-

d][1]benzazepin-6(5H)-on (4) (Alsterpaullon) (CDK1/Cyclin B: IC50 = 

0.035 µM) befindet sich derzeit in der präklinischen Prüfung.3 

N
H O

NH

NO2

 

4 
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Eine weitere wichtige Substanz stellt das Flavon Flavopiridol (2) 

(CDK1/Cyclin B: IC50 = 0.3 µM) dar. Flavopiridol wurde als erster CDK-

Inhibitor klinischen Studien unterworfen und befindet sich derzeit in klini-

schen Studien der Phase II.2,16 

N

OH

CH3

O

Cl

OOH

OH

 

 2 
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1.5 Problemstellung 

Im Rahmen dieser Arbeit sollten 7,12-Dihydro-indolo[3,2-d][1]benzazepin-

6(5H)-one synthetisiert werden, die Modifikationen in der 2-/3-Position 

aufweisen. Der Struktur-Aktivitäts-Vergleich dieser Substanzen mit den 

2,3-Dimethoxy-7,12-dihydro-indolo[3,2-d][1]benzazepin-6(5H)-on-Deriva-

ten 5a-e (Tab.1-1), die sich im in vitro Tumorzelllinien-Screening des NCI 

als sehr potent erwiesen hatten3, sollte Aufschluss über die Variations-

möglichkeit der Substituenten in der 2-/3-Position bringen. Ferner sollte 

festgestellt werden, welche der beiden Positionen bevorzugt substituiert 

werden darf. 

N
H O

NH

R

H3CO

H3CO
1

2

3
4 5

6

7

8

9

1011

12

 

5a-e 

Tab. 1-1: 

CDK-Inhibitor R IC50 CDK1/ 

Cyclin B (µM) 

log10 GI50 

HCT-116 (M)a 

log10 GI50 

MG_MID (M)b 

 5a H  4.3  -4.6  -4.5 

 5b 9-Br  0.2  -5.8/-5.5  -5.2/-5.1 

 5c 9-NO2  0.024  -6.5/-6.1  -5.9/-5.4 

 5d 9-CF3  0.28  -5.7  -5.2/-5.3 

 5e 9-CN  0.044  -6.3  -5.2 

a Dekadischer Logarithmus der molaren Konzentration des Inhibitors, bei der es zu 

einer 50proz. Wachstumshemmung der Coloncarzinom-Zelllinie HCT-116 kommt. 

b MG_MID (M): Meangraph Midpoint: Mittelwert der log10 GI50-Werte aller getesteten 

Zelllinien. 
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Eine weitere Aufgabe bestand darin, Seitenketten in die 2-/3-Position der 

7,12-Dihydro-indolo[3,2-d][1]benzazepin-6(5H)-one einzuführen, die eine 

Verknüpfung mit Fluoreszenzmarkern, Biotin oder Trägermaterialien wie 

z.B. Agarose ermöglichen. 

Die an den Trägermaterialien immobilisierten Paullone sollten im Rahmen 

von Affinitätsuntersuchungen zur Aufklärung des Wirkmechanismus der 

Paullone beitragen. Insbesondere sollte untersucht werden, ob noch wei-

tere intrazelluläre Angriffspunkte neben Cyclin-abhängigen Kinasen exis-

tieren. 

Darüberhinaus sollten potentielle Metabolite des sich in präklinischer Prü-

fung befindlichen Alsterpaullons (4) synthetisiert werden, um festzustel-

len, ob es sich bei den potentiellen Metaboliten des Alsterpaullons um 

Substanzen mit CDK-inhibitorischer Aktivität handelt. 
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2 Synthesen 

2.1 Synthese von [1]Benzazepin-2,5-dionen 

Die im Rahmen dieser Arbeit verwendeten 1H-[1]Benzazepin-2,5(3H,4H)-

dione 6a-c (Tab. 2-1) wurden auf zwei verschiedenen Wegen syntheti-

siert. 

Tab. 2-1: 

N
H O

O

R
1

R
2

 

 R1 R2 

 6a H H 

 6b H OCH3 

 6c OCH3 H 

Die Synthese der 1H-[1]Benzazepin-2,5(3H,4H)-dione 6a und 6b erfolgte 

nach einer von Kunick17 erstmals beschriebenen und von Link18 modifi-

zierten Methode. Dabei wurden die Anthranilsäureethylester 7a und 7b 

mit Bernsteinsäureethylesterchlorid (8) unter Zusatz von Pyridin zu den 

entsprechenden 2-[(4-Ethoxy-1,4-dioxobutyl)amino]-benzoesäureethyl-

estern 9a und 9b umgesetzt (Schema 2-1). 
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Schema 2-1: 

NH2

COOC2H5R

+

COOC2H5

Cl

O

COOC2H5

NH

O COOC2H5

R

∆

Pyridin/
Toluol

 

 7a R = H 8 9a R = H 

 7b R = OCH3 9b R = OCH3 

Der anschließende Ringschluss zu den 5-Hydroxy-2-oxo-2,3-dihydro-1H-

[1]benzazepin-4-carbonsäureethylestern 10a und 10b erfolgte durch Um-

setzung mit Kaliumhydrid unter Stickstoff durch eine Dieckmann-

Kondensation (Schema 2-2). 

Schema 2-2: 

COOC2H5

NH

COOC2H5O

R

KH,
DMF/Toluol

N2, 80 °C

N
H O

OH
COOC2H5

R

 

 9a R = H 10a R = H 

 9b R = OCH3 10b R = OCH3 

Durch Dealkoxycarbonylierung in wasserhaltigem DMSO gelangte man 

schließlich zu den 1H-[1]Benzazepin-2,5(3H,4H)-dionen 6a und 6b 

(Schema 2-3). 
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Schema 2-3: 

N
H O

OH
COOC2H5

R

N
H O

O

R

DMSO/H2O

N2, 150 °C

 

 10a R = H 6a R = H 

 10b R = OCH3 6b R = OCH3 

Der in Schema 2-1 verwendete 5-Methoxyanthranilsäureethylester (7b) 

konnte in einer zweistufigen Synthese ausgehend von 5-Methoxy-2-

nitrobenzoesäure (11) gewonnen werden (Schema 2-4). Dabei wurde im 

ersten Schritt die 5-Methoxyanthranilsäure (12) durch Reduktion der 

Nitro-Gruppe mit Zinn(II)chlorid nach Smith gewonnen.19 Die nachfolgen-

de Veresterung zu 2-Amino-5-methoxy-benzoesäureethylester (7b) er-

folgte nach einer von Schultz beschriebenen Methode durch Einleiten von 

Chlorwasserstoffgas in die ethanolische Lösung.20 

Schema 2-4: 

NO2

COOHH3CO

SnCl2, HCl

COOH

NH2

H3CO
∆

 

 11 12 

COOH

NH2

H3CO

NH2

H3CO COOC2H5

EtOH, HCl

∆

 

 12 7b 
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Die Synthese des 8-Methoxy-1H-[1]benzazepin-2,5(3H,4H)-dions (6c) 

erfolgte ausgehend von 7-Methoxytetralon (13). Im ersten Reaktions-

schritt wurde das 7-Methoxytetralon (13) in einer Schmidt-Reaktion nach 

Tomita zum ringerweiterten 8-Methoxy-4,5-dihydro-1H-[1]benzazepin-

2(3H)-on (14) umgesetzt (Schema 2-5).21 

Schema 2-5: 

H3CO

O
N
H

H3CO

O

NaN3, H2SO4

1

2

3

4
56

7

8

9

 

 13 14 

Bei Schmidt-Reaktionen an Tetralonen kann sich sowohl der Alkylrest als 

auch der Arylrest umlagern. Welche Reaktion bevorzugt abläuft, ist unter 

anderem abhängig von den gewählten Reaktionsparametern und den Ei-

genschaften der sich in para- oder ortho-Position zur Carbonyl-Gruppe 

befindlichen Substituenten des Aromaten.21 

Die eindeutige Identifizierung des 8-Methoxy-4,5-dihydro-1H-

[1]benzazepin-2(3H)-ons (14) erfolgte mittels 1H-1H-COSY- und NOESY-

Spektren.  
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Abb. 2-1: NOESY-Spektrum von 8-Methoxy-4,5-dihydro-1H-

[1]benzazepin-2(3H)-ons (14) 

L

Laktam-
Proton

C9-H

Laktam-
Proton

C9-H
 

Bei einem NOESY-Spektrum zeigen Wasserstoffkerne, die sich in räumli-

cher Nähe zueinander befinden, einen Kern-Overhauser-Effekt. Dabei 

kommt es zu Energieübertragungen zwischen räumlich benachbarten 

Wasserstoffkernen, was im NOESY-Spektrum durch ein Kreuzsignal zu 

erkennen ist. Beim 8-Methoxy-4,5-dihydro-1H-[1]benzazepin-2(3H)-on 

(14) ist im Noesy-Spektrum (Abb. 2-1) ein deutliches Kreuzsignal zwi-

schen C9-H und dem Lactam-Proton zu erkennen. Somit müssen die 

beiden Protonen sich in räumlicher Nähe befinden. Dies lässt auf eine 

bevorzugte Arylwanderung schließen. Die Konstitution des 8-Methoxy-

4,5-dihydro-1H-[1]benzazepin-2(3H)-ons (14) konnte somit mittels NOE-

SY-Spektrum aufgeklärt werden. 
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Anschließend konnte das 8-Methoxy-4,5-dihydro-1H-[1]benzazepin-

2(3H)-on (14) durch Oxidation mit Kaliumpermanganat analog einer von 

Chen beschriebenen Methode in das 8-Methoxy-1H-[1]benzazepin-

2,5(3H,4H)-dion (6c) umgewandelt werden (Schema 2-6).22 

Schema 2-6: 

N
H

H3CO

O N
H

H3CO

O

O

KMnO4

20 °C

 

 14 6c 

Die in diesem Kap. beschriebenen 1H-[1]Benzazepin-2,5(3H,4H)-dione 

6a-c dienten als Edukte der in den folgenden Kapiteln dargestellten Syn-

thesen. 
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2.2 Synthese von methoxysubstituierten Indolo[3,2-d][1]benz-

azepinonen 

Die nachfolgend beschriebenen monomethoxysubstituierten Indolo[3,2-

d][1]benzazepinone 15a-f (Tab. 2-2) sollten Aufschluss über die Struktur-

Aktivitäts-Beziehungen methoxysubstituierter Paullone bringen. Insbe-

sondere sollte die CDK-inhibitorische Aktivität der monomethoxy-

substituierten Indolo[3,2-d][1]benzazepinone mit der Aktivität der von 

Schultz synthetisierten 2,3-Dimethoxy-indolo[3,2-d][1]benzazepinonen 

5a-e (s. Tab. 1-1) verglichen werden.20 

Tab. 2-2: 

N
H

NH

R
3

R
2

R
1

O

 

 R1 R2 R3 

15a OCH3 H Br 

15b OCH3 H CF3 

15c OCH3 H NO2 

15d H OCH3 Br 

15e H OCH3 CF3 

15f H OCH3 NO2 
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Die oben beschriebenen methoxysubstituierten Indolo[3,2-d][1]benz-

azepinone waren auf zwei unterschiedlichen von Schultz beschriebenen 

Synthesewegen zugänglich.20 Die Verbindungen 15a, b, d und e konnten 

durch Umsetzung der 1H-[1]Benzazepin-2,5(3H,4H)-dione 6a und 6b mit 

den entsprechenden Phenylhydrazinen 16a und 16b durch Säure-

katalysierte Fischer-Indol-Synthese gewonnen werden (Schema 2-7). 

Schema 2-7: 

N
H

NH

R
3

R
2

R
1

O

N
H

O

O

R
1

R
2

+

NH

R
3

NH2

1. AcOH, 70 °C

2. H2SO4

 

6a R1 = H, R2 = OCH3 16a R3 = Br 15a R1 = H, R2 = OCH3, R
3 = Br 

6b R1 = OCH3, R
2 = H 16b R3 = CF3 15b R1 = H, R2 = OCH3, R

3 = CF3 

  15d R1 = OCH3, R
2 = H, R3 = Br 

  15e R1 = OCH3, R
2 = H, R3 = CF3 

Die Darstellung der methoxysubstituierten 9-Nitro-indolo[3,2-

d][1]benzazepinone 15c und 15f mit dieser Methode gelang nicht. 
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Die Verbindungen 15c und 15f konnten aber ausgehend von den metho-

xysubstituierten 5-(4-Nitro-phenylhydrazono)-4,5-dihydro-1H-[1]benz-

azepin-2(3H)-onen 17c und 17f unter Verwendung von Diphenylether als 

Lösungsmittel durch thermisch induzierte Fischer-Indol-Synthese gewon-

nen werden (Schema 2-8). 

Schema 2-8: 

N
H

NH

R
2

R
1

O

NO2

(C6H5)2O

∆

N
H O

R
1

R
2

N

NH

NO2  

17c R1 = H, R2 = OCH3 15c R1 = H, R2 = OCH3 

17f R1 = OCH3, R
2 = H 15f R1 = OCH3, R

2 = H 

Die Isolierung der als Intermediat auftretenden Phenylhydrazone 17a-f 

erschien ebenfalls interessant (Schema 2-9). Aufgrund ihrer strukturellen 

Ähnlichkeit mit den Indolo[3,2-d][1]benzazepinonen sollten sie ebenfalls 

auf ihre CDK-inhibitorische Aktivität geprüft werden. Für die Synthesen 

wurden entweder die freien Basen der Phenylhydrazine verwendet, oder 

die entsprechenden Hydrochloride. Die Freisetzung der Base aus dem 

Hydrochlorid erfolgte mit äquimolaren Mengen Natriumacetat. 
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Schema 2-9: 

N
H

O

O

R
1

R
2

+

NH

R
3

NH2

N
H O

R
1

R
2

N

NH

R
3

AcOH
70 °C

 

6a R1 = H, R2 = OCH3 16a R3 = Br 17a R1 = H, R2 = OCH3, R
3 = Br 

6b R1 = OCH3, R
2 = H 16b R3 = CF3 17b R1 = H, R2 = OCH3, R

3 = CF3 

 16c R3 = NO2 17c R1 = H, R2 = OCH3, R
3 = NO2 

  17d R1 = OCH3, R
2 = H, R3 = Br 

  17e R1 = OCH3, R
2 = H, R3 = CF3 

  17f R1 = OCH3, R
2 = H, R3 = NO2 
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2.3 Derivatisierung der methoxysubstituierten Indolo[3,2-d][1]-

benzazepinone 

2.3.1 Rosenmund-von-Braun-Reaktionen an methoxysubstituier-

ten Indolo[3,2-d][1]benzazepinonen 

Aufgrund der guten CDK-inhibitorischen Aktivität des 2,3-Dimethoxy-6-

oxo-5,6,7,12-tetrahydro-indolo[3,2-d][1]benzazepin-9-carbonitrils (5e) war 

es naheliegend, die monosubstituierten Derivate ebenfalls zu synthetisie-

ren und für Testungen zur Verfügung zu stellen. 

Die in Schema 2-10 beschriebene Synthese erfolgte durch Umsetzung 

der methoxysubstituierten Indolo[3,2-d][1]-benzazepinone 4a und 4b in  

N-Methyl-2-pyrrolidon in Gegenwart von Kupfercyanid nach einer von 

Agarwal23 beschriebenen und von Schultz20 modifizierten Methode. 

Schema 2-10: 

N
H

NH

O

Br

R

N
H

NH

O

CN

RCuCN, 
N-Methyl-2-pyrrolidon

∆

 

15a R = 2-OCH3 18a R = 2-OCH3 

15d R = 3-OCH3 18b R = 3-OCH3 

Die Verbindung 18a konnte aufgrund ihrer schlechten Lösungseigen-

schaften weder durch Umkristallisation noch durch Säulenchroma-

tographie elementaranalysenrein gewonnen werden und wurde daher 

nicht für biologische Testungen zur Verfügung gestellt. 
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2.3.2 Etherspaltungen an methoxysubstituierten Indolo[3,2-d][1]-

benzazepinonen 

Es erschien ebenfalls interessant zu untersuchen, ob die Umwandlung 

der Methoxysubstituenten in phenolische OH-Gruppen zu einer Aktivi-

tätssteigerung der Paullone beitragen kann. 

Die im nachfolgenden Schema 2-11 dargestellte Umsetzung der  

methoxysubstituierten Indolo[3,2-d][1]-benzazepinone 15a und 15d mit 

Bortribromid erfolgte analog einer von McOmie beschriebenen Methode 

in getrocknetem Dichlormethan bei Raumtemperatur.24 

Schema 2-11: 

N
H

NH

O

Br

R

N
H

NH

O

Br

R
1. BBr3, CH2Cl2, 20 °C

2. H2O

 

15a R = 2-OCH3 19a R = 2-OH 

15d R = 3-OCH3 19b R = 3-OH 
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2.4 Synthese von Aminobutoxy-indolo[3,2-d][1]benzazepinonen 

Ein weiteres Ziel dieser Arbeit war es, Indolo[3,2-d][1]benzazepinone mit 

einer Seitenkette in der 2- oder 3-Position zu synthetisieren. Diese Sei-

tenkette sollte über Eigenschaften verfügen, die eine Kupplung mit Biotin, 

Fluoreszenzmarkern oder Trägermaterialien wie z.B. Agarose ermögli-

chen. Aufgrund der vielfältigen Reaktionsmöglichkeiten primärer aliphati-

scher Amine stellen diese eine gute funktionelle Gruppe für Kupplungsre-

aktionen dar. Es bot sich daher an, ausgehend von den hydroxysubstitu-

ierten Indolo[3,2-d][1]-benzazepinonen 19a und 19b, eine Aminoalkylsei-

tenkette einzuführen. 

Kommerziell erhältliches N-(4-Brombutyl)-phthalimid (20) diente dabei als 

Ausgangsmaterial. Der Versuch, die Etherbrücke mittels Williamson-

Synthese unter Verwendung von Natriumethanolat in wasserfreiem Etha-

nol zu knüpfen, gelang nicht (Schema 2-12).25 Die dünnschichtchroma-

tographische Überprüfung des Reaktionsablaufes gab keinen Hinweis auf 

eine Reaktion. 

Schema 2-12: 

NaOEt

∆
+

N
H

NH

O

OH

Br

Br
N

O

O

 

 20 19a 

Bei der Umsetzung des 9-Brom-2-hydroxy-7,12-dihydro-indolo[3,2-

d][1]benzazepin-6(5H)-ons (19a) mit N-(4-Brombutyl)-phthalimid (20) in 

Gegenwart von Kaliumcarbonat in N,N-Dimethylformamid analog einer in 

der Literatur beschriebenen Methode25 wurde der gewünschte Phenol-

ether 21 zwar erhalten, aber die Reaktion lief nur unvollständig ab. 
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Unter Verwendung eines großen Überschusses an Kaliumcarbonat in ge-

trocknetem Dimethylsulfoxid verlief die Reaktion hingegen quantitativ 

(Schema 2-13). 

Schema 2-13: 

+

N
H

NH

O

OH

Br

Br
N

O

O

 

 20 19a 

K2CO3/DMSO

N
H

NH

O

Br

O
N

O

O
60 °C

 

 21 

Ebenso erfolgte die Umsetzung von 9-Brom-3-hydroxy-7,12-dihydro-

indolo[3,2-d][1]benzazepin-6(5H)-on (19b) mit N-(4-Brombutyl)-phthalimid 

(20) in wasserfreiem Dimethylsulfoxid in Gegenwart eines großen Kali-

umcarbonat-Überschusses zum Phenolether 22 (Schema 2-14). 
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Hierbei wurde die Beobachtung gemacht, dass schon geringe Mengen an 

Wasser zur Bildung eines Nebenproduktes führen (Schema 2-14). Dieses 

Nebenprodukt konnte als Phthaliminsäure 23 identifiziert werden. Die al-

kalische Hydrolyse von Phthalimiden zu den entsprechenden Phthalimin-

säuren wurde schon früher von Gibson beschrieben.26 

Schema 2-14: 

+

N
H

NH

O

Br

OH

N

O

O

Br

 

 20 19b 

K2CO3/
DMSO

N

O

O

N
H

NH

O

Br

O

N
H

N
H

NH

O

Br

O

O

COOH

K2CO3/H2O/
DMSO

22

60 °C

60 °C

 

 23 



 23 

Die anschließende Hydrazinolyse erfolgte nach einer von Boden be-

schriebenen Methode (Schema 2-15).27 Dabei wurde das Phthalhydrazid 

(24) abgespalten und die 2- bzw. 3-(4-Aminobutoxy)-9-brom-7,12-

dihydro-indolo[3,2-d][1]benzazepin-6(5H)-on-Hydrochloride (25a) und 

(25b) gewonnen. Die Verbindung 25b zeichnet sich durch eine bessere 

Wasserlöslichkeit gegenüber der freien Base aus. 

Schema 2-15: 

N
H

NH

Br

O

O
N

O

O

 

 21, 22 

1. N2H4

2. HCl

NH

NH

O

O

+

N
H

NH

Br

O

O
NH2

xHCl

20 °C

 

 24 25a, 25b 

  25a: Seitenkette in 2-Position 

  25b: Seitenkette in 3-Position 
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2.5 Synthese eines an Biotin gekuppelten Paullons 

Biotin (26) gehört zur Gruppe der Vitamine und wird u.a. auch als Vita-

min H bezeichnet. Sein Vorkommen erstreckt sich vor allem auf Eigelb, 

Milch, Leber und Niere. Biotin ist im Stoffwechsel als Coenzym an Carbo-

xylierungsreaktionen beteiligt. Ein Mangel an Biotin kann unter anderem 

zu Hauterkrankungen und Haarausfall führen.28 

OH

O

S

NH

N
H O

H

H  

26 

An Biotin gekuppelte Verbindungen konnten eine große Bedeutung in der 

Bioanalytik erlangen. Dieses ist darauf zurückzuführen, dass sowohl nie-

der-, als auch höhermolekulare an Biotin gekuppelte Substanzen eine 

hohe Affinität zu den Biotin-bindenden Proteinen Avidin und Streptavidin 

aufweisen. Diese Eigenschaft wird in der Bioanalytik vielfach genutzt. Da 

nur der Bizyklus des Biotins für die Bindungsaffinität der Proteine verant-

wortlich zu sein scheint, bietet sich die Pentansäure-Seitenkette für Modi-

fikationen an. 

So werden Biotin-gelabelte Substanzen z.B. in der Affinitätschroma-

tographie, Affinitätscytochemie und in Immunoassays eingesetzt.29 Des 

Weiteren finden an Biotin gekuppelte Verbindungen in der Biacore-

Analytik Anwendung.30 Dabei wird ebenfalls die Affinität von Biotin zu 

Streptavidin ausgenutzt. 

Das im Rahmen dieser Arbeit synthetisierte an Biotin gekuppelte Paullon 

soll in der Biacore-Analytik eingesetzt werden und zur Entwicklung eines 

Testsystems zur Bestimmung der Affinität von Paullonen zu verschiede-

nen Proteinen genutzt werden. 

Derzeit existieren verschiedene Methoden zur Durchführung von Biotiny-

lierungs-Reaktionen an Aminen, Alkoholen, Imidazolen, Phenolen und 

Aldehyden. Eine gängige Methode ist z.B. die von Cosimelli beschriebene 

und in Schema 2-16 dargestellte Reaktion.31 Dabei wird in einem ersten 
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Reaktionsschritt das Biotin (26) durch Umsetzung mit N-Hydroxy-

succinimid (27) und Dicyclohexylcarbodiimid zur aktivierten Verbindung 

28 umgesetzt, um anschließend mit dem Amin 29 zu dem entsprechen-

den Amid 30 weiterzureagieren. Ein Nachteil dieser Methode ist die häu-

fig zeitaufwendige Abtrennung der bei der Reaktion entstehenden Ne-

benprodukte. 

Schema 2-16 

OH

O

S

NH

N
H O

H

H

N

O

O

OH +
Dicyclohexylcarbodiimid

20 °C

 

 27 26 

O

S

NH

N
H O

H

H

O
N

O

O
 

 28 

S S

S NH

CH3

+
O

O
N

O

O

3

S

NH

N
H O

H

H

20 °C

 29 28 

S

SS

N

CH3 O

S N
H

N
H

O

H

H  

 30 
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Im Arbeitskreis von Link wurde daher eine Methode entwickelt, die es er-

möglicht, primäre aliphatische Amine mit Biotin unter Umgehung aufwen-

diger Reinigungsmethoden zu verknüpfen.32 Das Prinzip dieser Methode 

beruht auf der Verwendung eines Safety-Catch-Linkers. Dabei wird die 

Carbonsäure des Biotins mit einer Sulfonamid-Gruppe des Safety-Catch-

Linkers unter Zusatz von Carbonyldiimidazol und Diisopropylethylamin 

verknüpft. Die Verbindung 31 wird anschließend durch Zugabe des Alky-

lierungsreagenzes Bromacetonitril 32 in das aktivierte Biotinylierungsrea-

genz 33 übergeführt (Schema 2-17). Diese Verbindung zeichnet sich 

durch eine hohe Chemoselektivität bezüglich Acylierungsreaktionen von 

Aminen aus. 

Schema 2-17: 

+ NBr
DIPEA, DMF

50 °C

S N
H

O

O

O S

NH
NH

O

H

H

��
��

 

 31 32 

S N

O

O

S

NH
NH

O

H

H

N

O

��
��

 

 33 

Zur Darstellung des biotinylierten Paullons 35 wurde die Verbindung 33 

mit dem 3-(4-Aminobutoxy)-9-brom-7,12-dihydro-indolo[3,2-d][1]benz-

azepin-6(5H)-on (34) in N-Methyl-2-pyrrolidon umgesetzt (Schema 2-18). 
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Schema 2-18: 

+
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O
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O
NH2 3
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55 °C
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 35 36 

Die Isolierung des biotinylierten Paullons 35 aus dem Reaktionsansatz 

erfogte durch Filtration. Dabei verblieben die Harzpartikel 36 als Rück-

stand, während sich das biotinylierte Paullon 35 im Filtrat befand. Nicht 

umgesetztes 3-(4-Aminobutoxy)-9-brom-7,12-dihydro-indolo[3,2-d][1]-

benzazepin-6(5H)-on (34) konnte durch MPLC abgetrennt werden. 
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2.6 Fluoreszenz-Markierung von Paullonen 

Ein weiteres Ziel der hier vorliegenden Arbeit war die Synthese von Fluo-

reszenz-markierten Paullonen, die ebenfalls zur Aufklärung des Wirkme-

chanismus der Paullone beitragen sollen. Fluoreszenz-markierte Sub-

stanzen finden derzeit häufig innerhalb pharmakologischer und pharma-

kokinetischer Studien Anwendung. So werden Fluoreszenz-markierte 

Substanzen z.B. für Rezeptor-Bindungs-Studien33-37, Membran-Fusions-

Studien38, Enzym-Assays39-41 sowie für Enzym-Lokalisations-Studien42 

eingesetzt. 

Gegenüber den ebenfalls häufig verwendeten radioaktiv markierten Sub-

stanzen weisen Fluoreszenz-markierte Verbindungen einige entschei-

dende Vorteile auf.34,35 Zum einen sind neben der Durchführung von 

Echtzeit-Bindungsstudien auch Verdrängungsstudien mit nicht Fluores-

zenz-markierten Liganden möglich. Zum anderen ist sowohl das gesund-

heitsschädigende Risiko als auch die Umweltbelastung durch Fluores-

zenz-markierte Verbindungen gegenüber der Verwendung von radioakti-

ven Verbindungen vermindert. Ein Nachteil kann allerdings die unter Um-

ständen durch die Einführung des Fluorophors bedingte veränderte Affini-

tät zu den Zielstrukturen darstellen. Dieses ist besonders bei voluminösen 

Fluorophoren zu beobachten. Ebenso kann es durch Autofluoreszenz des 

biologischen Materials zu Problemen bei der Durchführung der Untersu-

chungen kommen. 

Als Ausgangsverbindung zur Darstellung Fluoreszenz-markierter Paullo-

ne bot sich 3-(4-Aminobutoxy)-9-brom-7,12-dihydro-indolo[3,2-d][1]benz-

azepin-6(5H)-on (34) an, da diese Verbindung in Form der Aminoalkyl-

Seitenkette über eine geeignete Position zur Anknüpfung eines Fluo-

rophors verfügt. 

Derzeit sind eine Vielzahl aktivierter Fluoreszenzmarker kommerziell er-

hältlich. Unter anderem finden modifizierte Fluorescein-Derivate33,36,40,43, 

Cumarine35, Dansylchlorid35, 7-Chlor-4-nitro-2,1,3-benzoxadiazol35,38,39,44, 

Rhodamin-Derivate42 sowie Bordifluordipyrromethen-Derivate34,35,37,41,45 

Anwendung. Um zwischen Autofluoreszenz-Artefakten des biologischen 

Materials und den Fluoreszenz-markierten Liganden differenzieren zu 

können, ist es sinnvoll, einen Fluorophor zu verwenden, der in einem an-

deren Wellenlängenbereich Licht emittiert. Besonders geeignet sind da-
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her Substanzen, die in einem relativ hohen Wellenlängenbereich (> 500 

nm) Licht emittieren. Neben den sehr teuren Bordifluorpyrromethen-

Derivaten verfügen Rhodamine ebenfalls über diese Eigenschaft. Daher 

wurde das Rhodamin B-Säurechlorid (37) als Reagenz zur Einführung 

des Fluorophors ausgewählt. 

In einer Modellreaktion wurden die optimalen Reaktionsbedingungen un-

ter Verwendung von Benzylamin (38) evaluiert, um das relativ aufwendig 

zu synthetisierende 3-(4-Aminobutoxy)-9-brom-7,12-dihydro-indolo[3,2-

d][1]benzazepin-6(5H)-on (34) nicht unnötig zu verbrauchen. Benzylamin 

(38) wurde gewählt, da es ebenfalls über eine Aminoalkyl-Seitenkette ver-

fügt und relativ kostengünstig ist. 

Die Umsetzung des Rhodamin B-Säurechlorids 37 mit Benzylamin (38) 

erfolgte in N,N-Dimethylformamid in Gegenwart von Diisopropylethylamin 

bei Raumtemperatur (Schema 2-19). Dünnschichtchromatographische 

Untersuchungen zeigten, dass neben dem Hauptprodukt auch ein Ne-

benprodukt gebildet wurde, dessen Struktur jedoch nicht aufgeklärt wur-

de. Das entstandene Sulfonamid 39 zeichnet sich durch eine intensive 

rosa Fluoreszenz aus. 
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Schema 2-19: 

O N
+

N

SO2Cl

HO3S

C2H5

C2H5H5C2

C2H5

+
NH2

OH
-

 

 37 38 

O N
+

N

HO3S

C2H5

C2H5H5C2

C2H5

S
NH

O

O

DIPEA, DMF

20 °C

OH
-

 

 39 

Die Umsetzung des 3-(4-Aminobutoxy)-9-brom-7,12-dihydro-indolo[3,2-

d][1]benzazepin-6(5H)-ons (34) mit dem Rhodamin B-Säurechlorid 37 

erfolgte ebenfalls in N,N-Dimethylformamid in Gegenwart von Diisopropy-

lethylamin bei Raumtemperatur (Schema 2-20). Auch hier wurde die Bil-

dung eines bisher nicht identifizierten Nebenproduktes beobachtet. Das 

Sulfonamid 40 zeigt ebenfalls eine intensive rosa Fluoreszenz. 
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Schema 2-20: 
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 40 

Da voluminöse Fluorophore häufig Probleme bezüglich der Affinität zu 

den Zielstrukturen verursachen, sollte noch ein anderer, kleinerer Fluo-

reszenzmarker mit der Verbindung 3-(4-Aminobutoxy)-9-brom-7,12-

dihydro-indolo[3,2-d][1]benzazepin-6(5H)-on (34) verknüpft werden. 

7-Chlor-4-nitro-2,1,3-benzoxadiazol (41) stellt einen weniger voluminösen 

Fluoreszenzmarker dar, für dessen Produkte Emissions-Wellenlängen 

größer 500 nm beschrieben werden.44 
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7-Chlor-4-nitro-2,1,3-benzoxadiazol (41) konnte in Gegenwart von  

Kaliumacetat mit 3-(4-Aminobutoxy)-9-brom-7,12-dihydro-indolo[3,2-

d][1]benzazepin-6(5H)-on (34) analog einer von Gosh44 beschriebenen 

Methode zur gelb fluoreszierenden Verbindung 42 umgesetzt werden, 

wobei N,N-Dimethylformamid anstelle von Ethanol als Lösungsmittel ein-

gesetzt wurde (Schema 2-21). 

Schema 2-21: 
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Um die Paullone 40 und 42 innerhalb Analysenmethoden unter Ausnut-

zung ihrer fluoreszierenden Eigenschaft verwenden zu können, muss zur 

Detektion der Fluoreszenz die jeweilige Emissionswellenlänge bekannt 

sein. Für die Fluoreszenz-markierten Paullone 40 und 42 wurden daher 

sowohl Absorptions- als auch Emissions-Spektren aufgenommen. Die 

nachfolgend dargestellten Abbildungen 2-2 und 2-3 zeigen das Absorpti-

ons-Spektrum sowie das Emissions-Spektrum der Verbindung 42. 
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Abb. 2-2: UV-Vis-Spektrum des Fluoreszenz-markierten Paullons 42 

λmax: 233 nm, 322 nm, 465 nm

 

Abb. 2-3: Emissions-Spektrum des Fluoreszenz-markierten Paullons 42 

Anregungswellenlänge: 322 nm
λmax: 530 nm
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2.7 Synthese von potentiellen Alsterpaullon-Metaboliten 

Derzeit befindet sich Alsterpaullon 4 in präklinischer Prüfung, wobei auch 

die pharmakokinetischen Eigenschaften der Substanz in Versuchstieren 

untersucht werden. Dabei kommt der Aufklärung des Metabolisierungs-

musters einer Substanz besondere Bedeutung zu. In diesem Zusammen-

hang war es notwendig, potentielle Metabolite des Alsterpaullons zu syn-

thetisieren und für Vergleichszwecke zur Verfügung zu stellen. 

Bei der Metabolisierung von Xenobiotika unterscheidet man prinzipiell 

zwei Phasen im Verlauf der Biotransformation. Während der Phase I er-

folgt ein enzymatischer Abbau der Substanzen durch Oxidation, Redukti-

on oder Hydrolyse. Innerhalb der Phase II werden die Phase-I-Metabolite 

mit körpereigenen Substanzen wie z.B. Glucuronsäure, Schwefelsäure, 

Essigsäure, Aminosäuren, etc. konjugiert, um die Wasserlöslichkeit zu 

erhöhen und somit die Elimination zu beschleunigen (Schema 2-22).46 

Schema 2-22: Metabolisierung von Xenobiotika 

Phase-I-
Reaktion

Phase-II-
Reaktion

Oxidation
Reduktion
Hydrolyse

Konjugation mit:
Akt. Glucuronsäure
Akt. Schwefelsäure
Akt. Essigsäure
Aminosäuren
u.a.

Phase-I-MetabolitXenobiotikum Phase-II-Metabolit

 

Aromatische Nitroverbindungen werden in der Regel zuerst in einer Pha-

se-I-Reaktion zu dem entsprechenden Amin reduziert. An der Reaktion 

scheint unter anderem die mikrosomale  NADPH-Cytochrom-P-450-

Reduktase beteiligt zu sein. Der genaue Reaktionsmechanismus ist noch 

nicht aufgeklärt. In der Phase-II-Reaktion erfolgt dann die Kupplung des 

Amins mit Acetyl-Coenzym A (Acetyl-CoA).46 

In Schema 2-23 ist die Metabolisierung der aromatischen Nitro-Gruppe 

des Arzneistoffs Nitrazepam (43) dargestellt. Die Biotransformation erfolgt 

über eine Reduktion der Nitro-Gruppe zum Amin 44 und anschließender 

Konjugation mit Acetyl-CoA zum Acetamid 45.47 
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Schema 2-23: Metabolisierung von Nitrazepam unter Beteiligung der 

Nitrogruppe 
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Es erschien naheliegend, dass Alsterpaullon (4) ebenfalls durch Redukti-

on der Nitro-Gruppe und anschließender Kupplung mit Acetyl-CoA meta-

bolisiert wird (Schema 2-24). 

Somit stellten das 9-Amino-7,12-dihydro-indolo[3,2-d][1]benzazepin-

6(5H)-on (46) und das entsprechende Acetamid 47 potentielle Alsterpaul-

lon-Metaboliten dar, die dem NCI für pharmakokinetische Studien zur 

Verfügung gestellt werden sollten. 
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Schema 2-24: Potentieller Metabolisierungsweg bei Alsterpaullon (4) 
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Die Synthese von Alsterpaullon (4) erfolgte nach publizierten Methoden 

durch Säure-katalysierte Fischer-Indol-Synthese (Schema 2-25).3 Dabei 

wurde 1H-[1]Benzazepin-2,5(3H,4H)-dion (6a) mit 4-Nitrophenylhydrazin 

(16c) zum 9-Nitro-7,12-dihydro-indolo[3,2-d][1]benzazepin-6(5H)-on (4) 

umgesetzt. 

Schema 2-25: 
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Bei der Umsetzung von Alsterpaullon (4) mit Zinn(II)chlorid in konzentrier-

ter Salzsäure nach Smith19 (Schema 2-26) kam es neben dem gewünsch-

ten 9-Amino-7,12-dihydro-indolo[3,2-d][1]benzazepin-6(5H)-on (46) zur 

Bildung von nicht identifizierten Nebenprodukten, deren säulenchroma-

tographische Abtrennung nicht gelang.19 

Schema 2-26: 
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 4 46 

Mit der von Bellamy48 beschriebenen milden Reduktion mit Zinn(II)chlorid 

im wasserfreien neutralen Milieu (Schema 2-27) konnte Alsterpaullon (4) 

nicht zu dem entsprechenden 9-Amino-7,12-dihydro-indolo[3,2-

d][1]benzazepin-6(5H)-on (46) umgesetzt werden. Es kam zu keiner Re-

aktion.48 

Schema 2-27: 
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Dahingegen führte die Umsetzung des Alsterpaullons (4) mit Eisen in Eis-

essig nach Simpson49 in Abhängigkeit von der Temperatur zu unter-

schiedlichen Ergebnissen (Schema 2-28). Bei der Erwärmung des Reak-

tionsgemisches auf 90 °C kam es sowohl zur Bildung des 9-Amino-7,12-

dihydro-indolo[3,2-d][1]benzazepin-6(5H)-ons (46), als auch zur Bildung 

des entsprechenden Acetamids 47. Die säulenchromatographische Tren-

nung der beiden Produkte war möglich, führte jedoch zu geringen Aus-

beuten. 

Erhitzen des Reaktionsansatzes unter Rückfluss führte dagegen zur aus-

schließlichen Bildung des Acetamids 47. 

Schema 2-28: 
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Um die Bildung des Amids 47 zu vermeiden, wurde nach weiteren Me-

thoden unter Umgehung von Eisessig gesucht. Eine bessere Methode zur 

Synthese des 9-Amino-7,12-dihydro-indolo[3,2-d][1]benzazepin-6(5H)-on 

(46) stellte die Umsetzung des Alsterpaullons (4) mit Zink in Ethanol dar 

(Schema 2-29).50 Die Reaktion verlief ohne Bildung von Nebenprodukten. 

Schema 2-29: 
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3 Affinitätsuntersuchungen mit Paullonen 

3.1 Ziel und Prinzip der Untersuchungen 

Paullone stellen eine Substanzklasse von Inhibitoren Cyclin-abhängiger 

Kinasen dar. Insbesondere vermögen Paullone CDK1/Cyclin B und CDK5 

zu hemmen.51 Ziel der im Rahmen dieser Arbeit durchgeführten Affini-

tätsuntersuchungen war die Auffindung weiterer intrazellulärer Zielprotei-

ne von Paullonen neben Cyclin-abhängigen Kinasen. Des Weiteren soll-

ten Ergebnisse aus den Affinitätsuntersuchungen dazu beitragen, den 

Wirkmechanismus von Paullonen weiter aufzuklären und Voraussagen 

über potentielle Nebenwirkungen machen zu können. 

Zur Durchführung der Affinitätsuntersuchungen wurde ein mit einem Lin-

ker versehenes Paullon an ein Trägermaterial geknüpft. Als Trägermate-

rial wurde aktivierte Agarose verwendet. Dieses immobilisierte Paullon 

wurde innerhalb verschiedener Versuche mit diversen Zell- bzw. Gewe-

beextrakten inkubiert. Proteine, die eine Affinität zu dem immobilisierten 

Paullon aufwiesen, wurden an dieses adsorbiert, während die anderen in 

Lösung verblieben. Die Abtrennung der nicht gebundenen Proteine er-

folgte durch Zentrifugieren. Die gebundenen Proteine wurden mit der ein 

Tensid und ein Reduktionsmittel enthaltenden Laemmli-Pufferlösung und 

durch Hitze denaturiert und mittels SDS-PAGE aufgrund unterschiedli-

cher Molekularmassen getrennt. Die Proteine wurden anschließend durch 

Silber- oder Amidoschwarz-Färbung sichtbar gemacht und mittels Wes-

tern Blot oder Mikrosequenzanalyse identifiziert (Abb.3-1). 
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Abb. 3-1: 
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3.2 Grundlagen der Affinitätschromatographie52 

3.2.1 Biologische Interaktionen 

In der Affinitätschromatographie werden häufig natürliche biologische In-

teraktionen ausgenutzt. Dieses können z.B. Antikörper-Antigen-, Enzym-

Substrat-, Lektin-Polysaccharid- oder Hormon-Rezeptor-Wechsel-

wirkungen sein. Das Prinzip der Affinitätschromatographie beruht darauf, 

einen der beiden an der Interaktion beteiligten Partner, den Liganden, an 

einer festen Phase zu immobilisieren, während der Gegenligand aus dem 

die Säule passierenden Extrakt adsorbiert wird. Besondere Beachtung 

muss dabei die Assoziationsstärke zwischen Ligand und Gegenligand 

finden. Ist die Assoziationsstärke zu schwach, so findet keine Adsorption 

statt, während eine zu große Assoziationsstärke zu Schwierigkeiten bei 

der Elution des adsorbierten Gegenliganden führen kann. 

3.2.2 Trägermaterialien 

In der Affinitätschromatographie sind Trägermaterialien mit einer großen 

Oberfläche von Vorteil, da diese über eine bessere Bindungskapazität 

verfügen. Daher eignen sich insbesondere hydrophile Gele mit einem 

großen Oberflächen-Volumen-Verhältnis. Für die Durchführung affinitäts-

chromatographischer Untersuchungen sollte das Gelmaterial über fol-

gende Eigenschaften verfügen: Die Gele sollten makroporös sein, um 

Interaktionen des Liganden mit höhermolekularen Substanzen, wie z.B. 

Proteinen, zu ermöglichen. Des Weiteren sollten die Gele zur Vermei-

dung unspezifischer Wechselwirkungen mit den Proteinen hydrophil und 

neutral sein. Um eine Immobilisierung des Liganden zu ermöglichen, 

muss das Trägermaterial über funktionelle Gruppen verfügen, die eine 

Derivatisierung erlauben. Das Trägermaterial sollte außerdem chemisch 

sowie physikalisch stabil sein, um z.B. den Bedingungen bei der Derivati-

sierung, hydrodynamischem Stress in gepackten Säulen oder eventuel-

lem Autoklavieren standzuhalten. Über die genannten Eigenschaften ver-

fügt beispielsweise quervernetzte Agarose, die deshalb häufig als Trä-

germaterial in der Affinitätschromatographie eingesetzt wird. Neben Aga-

rose werden auch Cellulose, quervernetzte Dextrane und Polyacrylamide 

verwendet. 
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3.2.3 Spacer 

Insbesondere bei der Verwendung von niedermolekularen immobilisierten 

Liganden ist die Adsorption des Gegenliganden häufig aufgrund steri-

scher Gegebenheiten verringert, während derartige Phänomene bei hö-

hermolekularen Liganden seltener beobachtet werden. Durch die Einfüh-

rung eines Spacers zwischen Ligand und Trägermaterial können solche 

sterischen Probleme vermindert werden. Als Spacer werden z.B. lineare 

Kohlenwasserstoffketten oder Polyoxyethylenketten verwendet, die über 

endständige funktionelle Gruppen mit dem Trägermaterial bzw. dem Li-

ganden verknüpft werden. Ein Nachteil der hydrophoben Kohlenwasser-

stoffketten stellt das eventuelle Auftreten unspezifischer Wechselwirkun-

gen dar. Diese treten bei hydrophileren Polyoxyethylenketten seltener 

auf. Da Vorhersagen über die Eignung eines Spacers für eine bestimmte 

Methode schwierig sind, empfiehlt es sich, die Auswahl eines geeigneten 

Spacers empirisch zu ermitteln. 

3.2.4 Liganden 

Substanzen, die als immobilisierte Liganden in der Affinitätschroma-

tographie Verwendung finden sollen, müssen über bestimmte Eigen-

schaften verfügen. Die Kompatibilität des Liganden mit den im Kupp-

lungsprozess verwendeten Reagenzien und Lösungsmitteln muss ge-

währleistet sein. Außerdem müssen die Liganden in der Lage sein, spezi-

fische reversible Komplexe mit den zu isolierenden Gegenliganden zu 

formen. Die Dissoziation des gebildeten Komplexes sollte durch eine ein-

fache Veränderung des Mediums, z.B. dessen pH-Wert, und ohne irre-

versible Veränderung der zu isolierenden Substanz bzw. des immobili-

sierten Liganden möglich sein. Des Weiteren muss der Ligand über min-

destens eine funktionelle Gruppe (z.B. Amino-, Carboxyl-, Hydroxyl-, Thi-

ol- oder Aldehydgruppe) verfügen, die eine Immobilisierung an Trägerma-

terialien erlaubt. Diese funktionelle Gruppe darf nicht essentiell für die 

Bildung des Komplexes mit dem Gegenliganden sein. 



 44 

3.2.5 Immobilisierung von Liganden 

Die Immobilisierung von Liganden verläuft normalerweise in drei Schrit-

ten. Zuerst muss das Trägermaterial aktiviert werden, um gegenüber den 

funktionellen Gruppen des Liganden reaktiv zu sein. In einem zweiten 

Schritt erfolgt dann die Kupplung des Liganden mit dem Trägermaterial. 

Um unspezifische Wechselwirkungen zu vermindern, werden dann im 

letzten Arbeitsgang verbliebene aktivierte Gruppen des Tägermaterials 

deaktiviert. Die Immobilisierung des Liganden kann entweder direkt an 

dem Trägermaterial erfolgen, oder das Trägermaterial wird zuerst mit ei-

nem Spacer versehen, an den der Ligand nachfolgend geknüpft wird. 
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3.3 Proteinidentifizierung 

3.3.1 Gelelektrophorese (SDS-PAGE)53 

Durch SDS-PAGE lassen sich Proteine aufgrund ihrer unterschiedlichen 

Molekularmassen trennen. Die Methode beruht auf einer Kombination 

aus thermischer und Tensid-induzierter Denaturierung der zu trennenden 

Proteine und anschließender Gelelektrophorese. Das Tensid Natriumlau-

rylsulfat lagert sich aufgrund von hydrophoben Wechselwirkungen an die 

Proteine an. Infolgedessen wird die Quartär- bis Sekundärstruktur auf-

gebrochen und es entstehen Partikel mit nahezu konstanter negativer 

Ladung pro Masseneinheit. Eine weitere Aufspaltung der Proteine erfolgt 

durch Zerstörung von inter- und intramolekularen Disulfidbrücken durch 

Zusatz von Reduktionsmitteln, wie z.B. Dithiothreitol oder  

β-Mercaptoethanol. Die negativ geladenen Proteine wandern in Abhän-

gigkeit ihrer relativen Molekularmasse innerhalb des Gels von der negativ 

geladenen Kathode zur positiv geladenen Anode. Zur Bestimmung der 

relativen Molekularmasse eines Proteins vergleicht man die zu einer be-

stimmten Zeit relativ zur Elektrophoresefront zurückgelegte Wanderungs-

strecke (Rf-Wert) mit den Rf-Werten bekannter Proteine, den sog. Mar-

kerproteinen. Diese Proteine definierter Molekularmassen werden bei je-

der Gelelektrophorese als Standard in eine der Geltaschen des Polyacry-

lamid-Gels injiziert. Aus der Darstellung der Beziehung Rf=f(lg Mr) lassen 

sich die Molekularmassen unbekannter Proteine ableiten. 

Im Rahmen dieser Arbeit wurde ein sog. Laemmli-System verwendet. 

Dabei erfolgt die Trennung der Proteine durch SDS-PAGE unter Verwen-

dung eines bestimmten Gradientensystems, bei dem neben der Polyacry-

lamidkonzentration und der Pufferkonzentration auch der pH-Wert verän-

dert wird. Das Polyacrylamid-Gel besteht dabei aus zwei unterschiedlich 

zusammengesetzten Gel-Phasen, dem „spacer gel“ und dem „separating 

gel“. Durch die Gradiententechnik lassen sich Proteine mit stark unter-

schiedlichen Molekularmassen gut trennen, da die durchschnittlichen 

Laufgeschwindigkeiten der einzelnen Proteinspezies nicht zu stark diffe-

rieren. Proteine mit niedriegeren Molekularmassen weisen dabei eine hö-

here Laufgeschwindigkeit auf als Proteine mit höheren Molekularmassen. 
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3.3.2 Färbemethoden54 

Die mittels Gelelektrophorese getrennten Proteine lassen sich durch un-

terschiedliche Färbemethoden visualisieren. Zuvor müssen jedoch die 

Proteinbanden im Gel fixiert werden, um Diffusionsvorgänge und damit 

eine Verbreiterung der Banden zu verhindern. Die Fixierung der Protein-

banden erfolgt durch Inkubation des Polyacrylamid-Gels mit z.B. einem 

Methanol/Essigsäure/Wasser-Gemisch oder nach einer von Steck55 be-

schriebenen Methode unter Zusatz von Formaldehyd. Die Fixierung er-

folgt dabei durch Denaturierung und Fällung der Proteine. 

Eine gängige Anfärbemethode stellt die Silberfärbung dar. Dabei kommt 

es zur Komplexbildung der Silberionen mit den Proteinen. Anschließend 

werden die Silberionen mit Formaldehyd im alkalischen Milieu zu elemen-

tarem Silber reduziert. Dabei entstehen je nach Reaktionsbedingungen 

braun-orange bis schwarze Banden. Durch die Methode lassen sich noch 

sehr geringe Konzentrationen an Proteinen nachweisen, die Nachweis-

grenze liegt bei 5-30 ng pro 0.5 cm Bande. 

Eine in der Durchführung sehr einfache Färbemethode stellt die Ami-

doschwarz-Färbung dar. Die Empfindlichkeit der Methode ist geringer als 

die der Silberfärbung. Das Prinzip der Färbemethode beruht auf Kom-

plexbildung der Proteine mit dem organischen Farbstoff. 

3.3.3 Western Blot56 

Eine gängige Methode zur Identifizierung von Proteinen stellt der Western 

Blot dar. Zur Durchführung des Western Blots werden die mittels SDS-

PAGE getrennten Proteine elektrophoretisch auf eine Nitrocellulose-

Membran transferiert. Da Nitrocellulose über eine starke Bindungsaffinität 

für Proteine im Allgemeinen verfügt, müssen zur Erhöhung der Spezifität 

verbleibende potentielle Proteinbindungsstellen mit unspezifischen Prote-

inen gesättigt werden. Dafür werden z.B. Gelatine, Rinderserumalbumin 

oder fettarme Milch verwendet. Western Blot-Analysen basieren auf der 

hohen Spezifität von Antikörper-Antigen-Bindungen. In einem ersten Re-

aktionsschritt wird die Nitrocellulose-Membran mit einem für das zu ana-

lysierende Protein spezifischen primären Antikörper inkubiert. Die spezifi-

schen Antikörper werden gewonnen, indem das zu detektierende Protein 
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Kaninchen oder Mäusen injiziert wird. Das Immunsystem des behandel-

ten Tieres reagiert auf das Fremdprotein mit der Bildung spezifischer An-

tikörper, die aus dem Tierserum isoliert werden können. Die mit diesem 

primären Antikörper behandelte Nitrocellulosemembran wird anschlie-

ßend mit einem sekundären Antikörper inkubiert. Dieser bindet spezifisch 

an Antikörper einer bestimmten Tierart. Wurde der primäre Antikörper 

z.B. aus Mäuseserum gewonnen, so wird ein sekundärer anti-Maus-

Antikörper verwendet. An den sekundären Antikörper ist zusätzlich ein 

physiko-chemischer Marker gekuppelt. Im Rahmen dieser Arbeit wurden 

sekundäre Antikörper verwendet, an die eine Peroxidase gebunden ist. 

Diese katalysiert die Oxidation von Luminol (47) in Gegenwart von Was-

serstoffperoxid in alkalischem Milieu. Dabei kommt es neben der Bildung 

von entsprechendem Diphthalat 48 und Stickstoff zu einer Lichtemission, 

die durch Zusatz von Phenolen noch erheblich verstärkt wird (Schema 3-

1 und Abb. 3-2). 

Schema 3-1: 
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H2O2 OH 

-
//

 47 48 

Diese Chemilumineszenz wird bei dieser Methode zur Detektion der Pro-

teinbanden ausgenutzt. Dazu wird ein Film über die Nitrocellulose gelegt, 

welcher über die Lichtemission der durch die Peroxidase katalysierten 

Reaktion belichtet wird. Die spezifische Erkennung der antigenen Protei-

ne auf der Nitrocellulose durch den primären Antikörper führt im Endeffekt 

zur Bildung schwarzer Banden auf dem Film. 
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Abb. 3-2: Detektion antigener Proteine durch Western Blot 
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3.4 Affinitätsuntersuchungen mit 3-(4-Aminobutoxy)-9-brom-

7,12-dihydro-indolo[3,2-d][1]benzazepin-6(5H)-on-

Hydrochlorid 

3.4.1 Auswahl eines geeigneten Trägermaterials 

Zur Ermittlung eines für die nachfolgend beschriebenen Versuche idealen 

Trägermaterials wurden vier verschiedene kommerziell erhältliche Trä-

germaterialien getestet. Sämtliche Trägermaterialien waren in aktiviertem 

Zustand erhältlich, so dass die Aktivierung des Trägermaterials entfiel. 

Die vier Trägermaterialien unterschieden sich hauptsächlich in der Art der 

Aktivierung und durch die An- bzw. Abwesenheit eines Spacers. Verwen-

det wurden eine Cyanobromid-aktivierte Sepharose 49, eine Ester-

aktivierte Agarose 51, eine mit einem zwölfatomigen Spacer versehene 

Epoxy-aktivierte Sepharose 53 sowie eine Carbonyldiimidazol-aktivierte 

Agarose 55. 

3.4.1.1 Immobilisierung des Paullons 

Die Immobilisierung des Paullons 25b an den verschiedenen Trägermate-

rialien erfolgte nach einem einheitlichen Schema. Das in Kupplungs-

Pufferlösung suspendierte aktivierte Trägermaterial wurde über Nacht bei 

Raumtemperatur mit einer 1 mM Lösung des Paullons in DMSO inkubiert. 

Dabei erwiesen sich 400 µmol Paullon pro ml Trägermaterial-Suspension 

(s. Experimentalteil) als günstig. Bei der Verwendung von niedrigeren 

Paullon-Konzentrationen während der Kupplungreaktion binden die Pro-

teine in den anschließenden Affinitätsuntersuchungen schlechter an die 

Matrix (Abb. 3-3 und Abb. 3-4). Bei höheren Konzentrationen kommt es 

hingegen zur Niederschlagsbildung während der Kupplungsreaktion. 

Nach der Kupplung noch vorhandene aktivierte Gruppen des Trägermate-

rials wurden anschließend mit Ethanolamin deaktiviert. Die bei der Immo-

bilisierung des Paullons an die verschiedenen Trägermaterialien ablau-

fenden Reaktionen sind in den Schemata 3-2 bis 3-5 zusammengefasst. 
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In Schema 3-2 ist die Immobilisierung durch Reaktion der primären Ami-

nofunktion des Paullons 25b mit der Cyanat-Gruppe des Trägermaterials 

49 zum Isoharnstoffderivat 50 dargestellt. 
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Schema 3-3 zeigt die Verknüpfung des Paullons 25b mit dem Ester des 

Trägermaterials 51 unter Bildung des Amids 52. 
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In Schema 3-4 erfolgt die Immobilisierung durch einen nukleophilen An-

griff der primären Aminofunktion des Paullons 25b an der Epoxygruppe 

des Trägermaterials 53 unter Bildung des sekundären Amins 54. 
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Die im Schema 3-5 dargestellte Kupplung des Paullons 25b mit der mit-

tels 1,1'-Carbonyldiimidazol-aktivierten Agarose 55 erfolgte unter Bildung 

des Urethans 56. 
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3.4.1.2 Referenzmatrices 

Im Rahmen der durchgeführten Affinitätsuntersuchungen wurden zu Ver-

gleichszwecken drei verschiedene Referenz-Matrices verwendet, die sich 

durch eine hohe Affinität zu bestimmten Proteinen auszeichnen. Als Refe-

renzmatrix 57 diente Agarose mit daran immobilisiertem Purvalanol B 

(3b). Purvalanol B gehört zu einer Substanzklasse von Inhibitoren Cyclin-

abhängiger Kinasen. Dieses so immobilisierte Purvalanol B weist u.a. ei-

ne hohe Affinität zu CDK1 und CDK2 auf.57 Als zweite Referenzmatrix 58 

wurde eine Sepharose-Matrix mit immobilisiertem Protein p9CKShs1 ver-

wendet. p9CKShs1 ist ein Protein mit großer Affinität zu CDK1/Cyclin B. Als 

dritte Referenzmatrix 59 wurde an Sepharose gekuppeltes Axin verwen-

det. Axin ist ein Protein mit hoher Affinität zu GSK-3. Die Referenzmatri-

ces wurden nach publizierten Methoden hergestellt und vom Arbeitskreis 

Meijer (CNRS, Station Biologique, Roscoff, Frankreich) für die nachfol-

gend beschriebenen Affinitätsuntersuchungen zur Verfügung gestellt.57,58 
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Als Blindproben wurden die Matrices 60-63 verwendet, die anstelle des 

Paullons mit Ethanolamin behandelt worden waren. 

O

NH

N
H

OH
Sepha-

rose

 

60 (Ethanolamin-Matrix 1) 

Agarose
OH

N
H

O

 

61 (Ethanolamin-Matrix 2) 

O

OH

O
O

2

N
H

OH

OH

Sepha-
rose

 

62 (Ethanolamin-Matrix 3) 

O N
H

O

OHAgarose

 

63 (Ethanolamin-Matrix 4) 



 56 

3.4.1.3 Inkubation mit Extrakten 

Die Paullon-Matrices 1-4 wurden zum einen mit Seesternoocytenextrakt 

und zum anderen mit Schweinehirnextrakt inkubiert. Seesternoocyten 

zeichnen sich durch einen hohen Gehalt an CDK1 und CDK2 aus. Die in 

diesem Versuch verwendeten Seesternoocyten befanden sich in der Me-

taphase des Zellzyklus. In der Metaphase liegt CDK1 in seiner aktivierten 

Form vor. Als Referenzmatrices kamen bei diesem Versuch die Purvala-

nol-Matrix sowie das an Sepharose immobilisierte p9CKShs1 zum Einsatz. 

Die Visualisierung der Proteinbanden erfolgte durch Silberfärbung. Es 

zeigte sich, dass an die Paullon-Matrix 1 eine Vielzahl von Proteinen ge-

bunden hatte, während bei den Paullon-Matrices 2 und 3 kein Unter-

schied zu den als Blindprobe verwendeten Ethanolamin-Matrices 2 und 3 

feststellbar war. Anhand des Ergebnisses der Silberfärbung (Abb. 3-3) 

ließ sich daher bei den Matrices 1-3 zunächst kein weiteres Targetprotein 

als Bindungspartner des Paullons 25b identifizieren. Deshalb wurde 

durch Western Blot-Analysen untersucht, ob eine Bindung Cyclin-

abhängiger Kinasen stattgefunden hatte. Die mit spezifischen Antikörpern 

für CDK1/CDK2 und CDK5 durchgeführten Tests ergaben jedoch, dass 

für keine der genannten Cyclin-abhängigen Kinasen eine Affinität zum 

immobilisierten Paullon nachgewiesen werden konnte. 
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Abb. 3-3: Silberfärbung nach Inkubation mit Seesternoocytenextrakt 

kDa
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97.4

-
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-
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D1C KDIC1HBB1A G

Seesternoocytenextrakt

 
1 Immobilisierung erfolgte unter Verwendung von 40 µmol Paullon pro ml Trägermate-

rial-Suspension. 

A: Molekularmassenmarker G: Ethanolamin-Matrix 1 

B: Paullon-Matrix 1 H: Ethanolamin-Matrix 2 

C: Paullon-Matrix 2 I: Ethanolamin-Matrix 3 

D: Paullon-Matrix 3 K: Purvalanol-Matrix 

Die Matrices wurden in einem zweiten Versuch mit einem Extrakt aus 

Schweinehirn inkubiert, das hohe Konzentrationen an CDK5 aufweist. 

Hier wurde ebenfalls die Purvalanol-Matrix als Referenzmatrix verwendet. 

Bei der Paullon-Matrix 2 konnte nach Inkubation des Schweinehirnextrak-

tes und anschließender Silberfärbung eine schwache Proteinbande mit 

einer Molekularmasse von 52 kDa detektiert werden (Abb. 3-4). 
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Abb. 3-4: Silberfärbung (oben) und Western Blot (unten) nach Inkuba-

tion mit Schweinehirnextrakt 
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1 Immobilisierung erfolgte unter Verwendung von 40 µmol Paullon pro ml Trägermate-

rial-Suspension. 

A: Molekularmassenmarker H: Ethanolamin-Matrix 2 

B: Paullon-Matrix 1 I: Ethanolamin-Matrix 3 

C: Paullon-Matrix 2 K: Purvalanol-Matrix 

D: Paullon-Matrix 3 L: Axin-Matrix 

G: Ethanolamin-Matrix 1   
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Um das zugehörige Protein zu identifizieren, war es naheliegend, nach 

Proteinen zu recherchieren, die eine hohe Homologie zu Cyclin-

abhängigen Kinasen aufweisen. Glykogensynthase-Kinase-3 (GSK-3) ist 

eine Serin-/Threonin-Proteinkinase mit einer großen Übereinstimmung 

mit Cyclin-abhängigen Kinasen. GSK-3 weist zwei verschiedenen Isofor-

men auf, GSK-3α und GSK-3β. Western Blot-Untersuchungen ergaben, 

dass es sich bei der 52 kDa-Proteinbande tatsächlich um GSK-3 handelt. 

Als Referenzmatrix wurde hierbei immobilisiertes Axin verwendet, das 

eine hohe Affinität zu GSK-3 aufweist (Abb. 3-4). 

Der Western Blot zeigte, dass GSK-3 auch eine Affinität zu der Paullon-

Matrix 1 aufweist. 

Dagegen konnte bei der Paullon-Matrix 3 GSK-3 mittels Western Blot 

nicht detektiert werden. Diese Matrix zeigte auch bei der Silberfärbung 

keine Unterschiede in Anzahl und Intensität der Proteinbanden im Ver-

gleich zu der als Blindprobe verwendeten Ethanolamin-Matrix 3. 

Auf der Grundlage dieses Befundes wurde nun auch die Paullon-Matrix 4 

mittels Western Blot auf gebundene GSK-3 untersucht. Dabei zeigte sich, 

dass auch an der Paullon-Matrix 4 GSK-3 nachgewiesen werden konnte, 

wobei die entsprechende Proteinbande sogar deutlich stärker als bei der 

Paullon-Matrix 2 ausgeprägt war. 

Die nachfolgend in Kapitel 3.4.2 beschriebenen Versuche wurden alle mit 

Carbonyldiimidazol-aktivierter Agarose als Trägermaterial durchgeführt. 

Die aus diesem Trägermaterial synthetisierte Paullon-Matrix 4 zeichnete 

sich durch weniger unspezifische Proteinbindungen im Vergleich mit den 

Paullon-Matrices 1 und 2 aus. 
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3.4.2 Affinitätsuntersuchungen mit 2-(4-Aminobutoxy)-9-brom-

7,12-dihydro-indolo[3,2-d][1]benzazepin-6(5H)-on-

Hydrochlorid 

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden weitere Affinitätsunter-

suchungen unter Verwendung von 2-(4-Aminobutoxy)-9-brom-7,12-

dihydro-indolo[3,2-d][1]benzazepin-6(5H)-on-Hydrochlorid (25a) als Li-

ganden durchgeführt. Als Trägermaterial wurde 1,1'-Carbonyldiimidazol-

aktivierte Agarose 55 verwendet. 

3.4.2.1 Immobilisierung des Paullons 

Die in Schema 3-6 dargestellte Immobilisierung des Paullons 25a an das 

mit 1,1'-Carbonyldiimidazol-aktivierte Trägermaterial 55 erfolgte unter Bil-

dung des Urethans 64. Nach der Kupplung noch vorhandene aktivierte 

Gruppen des Trägermaterials wurden anschließend mit Ethanolamin de-

aktiviert. 

Schema 3-6: 
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3.4.2.2 Inkubation mit Extrakten 

Die mit dem Paullon 25a gekuppelte Paullon-Matrix 5 wurde ebenfalls mit 

verschiedenen Zell- und Gewebeextrakten inkubiert. Dabei wurden 

Seesternoocyten-, Schweinehirn-, Seeigeloocyten- und diverse Ratten-

gewebeextrakte sowie Zellen der Hamsterzelllinie CCL 39 verwendet. 

Die nach Inkubation der Paullon-Matrix 5 mit den verschiedenen Extrak-

ten, Denaturierung der gebundenen Proteine und gelelektrophoretischer 

Auftrennung erhaltenen Gele zeigten nach erhaltenen Silberfärbungen 

deutlich weniger unspezifische Proteinbindungen als bei der Verwendung 

von 3-(4-Aminobutoxy)-9-brom-7,12-dihydro-indolo[3,2-d][1]benzazepin-

6(5H)-on-Hydrochlorid (25b) als immobilisiertem Paullon (Paullon-

Matrices 1-4). 

Zuerst wurden zwei verschiedene Seesternoocytenextrakte verwendet. 

Seesternoocyten enthalten hohe Konzentrationen an CDK1 und CDK2. 

Der eine Extrakt wurde aus sich in der G2-Phase des Zellzyklus befindli-

chen Seesternoocyten gewonnen, während der andere Extrakt aus sich 

in der M-Phase des Zellzyklus befindlichen Seesternoocyten erhalten 

wurde. Der Unterschied der beiden Extrakte besteht im Aktivierungszu-

stand von CDK1. In der G2-Phase liegt CDK1 größtenteils in seiner inak-

tiven Form vor, während es in der M-Phase aktiviert ist. Der Aktivierungs-

zustand des Enzyms kann einen Einfluss auf das Bindungsvermögen von 

Substanzen haben. So vermag z.B. Purvalanol B (3b) nur die aktive Form 

der CDK1 zu inhibieren. 

Nach Inkubation mit den genannten Seesternoocytenextrakten zeigte die 

in Abb. 3-5 dargestellte Silberfärbung keine Unterschiede zwischen der 

Ethanolamin-Matrix 4 und den beiden Paullon-Matrices 4 und 5, während 

das als Referenzmatrix verwendete immobilisierte Purvalanol B eine 

deutliche Bande für CDK1 bei der Behandlung mit M-Phasen-

Seesternoocytenextrakt aufweist. Die im vorangegangenen Kap. 3.4.1.3 

beschriebenen unspezifischen Proteinbindungen sind weniger stark aus-

geprägt, wodurch die Silberfärbung an Aussagefähigkeit gewinnt. Die in 

diesem Versuch ermittelten Ergebnisse konnten durch Western Blot (Abb. 

3-5) unter Verwendung von monoklonalen anti-PSTAIRE Antikörpern ve-

rifiziert werden. Anti-PSTAIRE Antikörper binden spezifisch an bestimmte 

Proteinsequenzen von CDK1 und CDK2. 
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Abb. 3-5: Silberfärbung (oben) und Western Blot (unten) nach Inkuba-

tion mit Seesternoocytenextrakt 
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In einem weiteren Versuch wurden die immobilisierten Paullone (Paullon-

Matrices 4 und 5) mit Schweinehirnextrakt behandelt, der hohe CDK5-

Konzentrationen enthielt. Da es denkbar schien, dass immobilisiertes 2-

(4-Aminobutoxy)-9-brom-7,12-dihydro-indolo[3,2-d][1]benz-azepin-6(5H)-

on-Hydrochlorid (25a) wie das in Kap. 3.4.1.3 beschriebene 3-(4-

Aminobutoxy)-9-brom-7,12-dihydro-indolo[3,2-d][1]benzazepin-6(5H)-on-

Hydrochlorid (25b) GSK-3 bindet, wurde zum Vergleich jeweils auch die 

Axin-Matrix mit den jeweiligen Zell- und Gewebeextrakten inkubiert. Die in 

Abb. 3-6 dargestellte Silberfärbung zeigt tatsächlich für die Paullon-Matrix 

5 deutlich zwei mit der Axin-Matrix vergleichbare Proteinbanden. Diese 

Proteinbanden sind bei der Paullon-Matrix 4 ebenfalls vorhanden, jedoch 

sehr viel schwächer ausgeprägt. Mittels Western Blot-Analyse konnten 

die beiden Proteinbanden als GSK-3α und GSK-3β identifiziert werden. 

Durch Silberfärbung und durch die mit für CDK5 spezifischen polyklona-

len anti-CDK5 Antikörpern durchgeführte Western Blot-Analyse war für 

CDK5 keine Affinität zu den immobilisierten Paullonen nachweisbar. Des 

Weiteren ließ sich in diesen Untersuchungen mit Schweinehirnextrakt bei 

Verwendung der Paullon-Matrix 5 eine Proteinbande bei 37 kDa deutlich 

detektieren. Die Identität dieser Proteinbande konnte bisher nicht durch 

Western Blot-Analysen aufgeklärt werden. Das dieser Proteinbande zu 

Grunde liegende Protein soll daher jetzt durch Mikrosequenzierung identi-

fiziert werden. 
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Abb. 3-6: Silberfärbung (oben) und Western Blot (unten) nach Inkuba-

tion mit Schweinehirnextrakt 

- CDK5

- GSK-3α
- GSK-3β

(35 kDa)

21.5 -

kDa

97.4 -

31.0 -

45.0 -

66.2 -

GSK-3α
GSK-3β

CDK5

E F LA J EK A

Schweinehirnextrakt

 

A: Molekularmassenmarker 

E: Paullon-Matrix 4 

F: Paullon-Matrix 5 

J. Ethanolamin-Matrix 4 

K: Purvalanol-Matrix 

L: Axin-Matrix 



 65 

In einem weiteren Versuch wurde GSK-3 aus dem Schweinehirnextrakt 

vor Inkubation der Paullon-Matrix 5 eliminiert. Dafür wurde der 

Schweinehirnextrakt auf eine Matrix mit immobilisiertem Axin (Axin-

Matrix) gegeben, um vorhandene GSK-3 zu entfernen. Axin ist ein Protein 

mit hoher Affinität zu GSK-3 und daher besonders für diesen Zweck 

geeignet. Mit Hilfe dieses Versuches sollte festgestellt werden, ob das 

immobilisierte Paullon (Paullon-Matrix 5) bei Abwesenheit von GSK-3 

eventuell andere Proteine aus dem Schweinehirnextrakt zu binden 

vermag. Die in Abb. 3-7 dargestellte Silberfärbung zeigt deutlich, dass 

keine zusätzliche Bande nach Eliminierung von GSK-3 aus dem 

Schweinehirnextrakt auftritt. Der ebenfalls in Abb. 4-3 dargestellte 

Western Blot zeigt, dass das mit dem Axin-behandelten 

Schweinehirnextrakt versetzte immobilisierte Paullon (Paullon-Matrix 5) 

kein GSK-3 mehr bindet, die Eliminierung von GSK-3 also erfolgreich 

war. 
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Abb. 3-7: Silberfärbung (oben) und Western Blot (unten) nach Inkubati-

on mit GSK-3-haltigen bzw. GSK-3-freiem Schweinehirnex-

trakt 
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In dem nachfolgend beschriebenen Versuch wurden zwei verschiedene 

Arten Hamsterzellen der Zelllinie CCL 39 verwendet. Zum einen wurde 

das immobilisierte Paullon (Paullon-Matrix 5) mit unbehandelten CCL 39-

Zellen inkubiert, und zum anderen wurden mit Nocodazol behandelte 

Zellen verwendet. Eine 24-stündige Inkubation der Zellen mit Nocodazol 

führt zu einer Blockade des Zellzyklus zwischen G2 und M-Phase. 

Dadurch reichern die Zellen vermehrt CDK1/Cyclin B an. Die 

Silberfärbung in Abb. 3-8 zeigt, dass beide Zellarten drei Hauptbanden 

aufweisen und kein Unterschied zwischen den beiden Zellarten 

erkennbar ist. Die beiden Proteinbanden mit der höheren 

Molekularmasse konnten mittels Western Blot als GSK-3α und GSK-3β 

identifiziert werden. Die Proteinbande bei 37 kDa konnte bisher noch 

nicht identifiziert werden, weist aber die gleiche Molekularmasse wie das 

nicht identifizierte Protein des Schweinehirnextraktversuches auf. 



 68 

Abb. 3-8: Silberfärbung (oben) und Western Blot (unten) nach Inkubati-

on mit CCL 39-Zellen 
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Schließlich wurde die Paullon-Matrix 5 mit einem Extrakt aus unbefruch-

teten Seeigeloocyten behandelt, der relativ hohe Konzentrationen an 

CDK1 und CDK5 aufweist. Nach gelelektrophoretischer Auftrennung der 

gebundenen Proteine ergab die Silberfärbung eine Hauptbande, deren 

Molekularmasse annähernd der von CDK5 entsprach (Abb. 3-9). Der an-

schließend durchgeführte Western Blot zeigte jedoch, dass es sich bei 
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diesem Protein nicht um CDK5 handelt, sondern um ein anderes Protein 

mit großer Affinität zu dem immobilisierten Paullon (Paullon-Matrix 5). Die 

Identifizierung dieses Proteins soll ebenfalls, wie weiter unten beschrie-

ben, durch Mikrosequenzierung der Proteinbande erfolgen. 

Abb. 3-9: Silberfärbung (oben) und Western Blot (unten) nach Inkubati-

on mit Extrakt aus unbefruchteten Seeigeloocyten 
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In einem weiteren Versuch wurde die Paullon-Matrix (Paullon-Matrix 5) 

mit verschiedenen Rattengewebeextrakten sowie mit Schweinethymusex-

trakt versetzt. Die verschiedenen Rattengewebe waren Muskel-, Nieren-, 

Hoden-, Leber-, Herz-, Milz- und Lungengewebe. Bei allen Rattengewe-

beextrakten und dem Schweinethymusextrakt konnte bei der Silberfär-

bung (Abb. 3-10) eine Proteinbande mit einer Molekularmasse von 37 

kDa detektiert werden. Diese Proteinbande ist besonders stark ausge-

prägt bei der Verwendung des Leber- und des Herzgewebeextraktes. Die 

Molekularmasse des Proteins entspricht der Molekularmasse der nicht 

identifizierten Proteinbanden aus dem Schweinehirnextrakt und dem Ex-

trakt aus der Hamsterzelllinie CCL 39. Anschließend durchgeführte Wes-

tern Blot-Untersuchungen ergaben, dass das immobilisierte Paullon 

(Paullon-Matrix 5) GSK-3α und GSK-3β auch aus den diversen Ratten-

gewebeextrakten und Schweinethymusextrakt zu binden vermag. 
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Abb. 3-10: Silberfärbung nach Inkubation von Rattengewebeextrakten 

sowie von Schweinethymusextrakt 
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Zusammenfassend lässt sich feststellen, dass GSK-3α und GSK-3β als 

Proteine mit hoher Affinität zu den immobilisierten Paullonen (Paullon-

Matrix 4 und 5) identifiziert werden konnten. Bei Inkubation mit den 

Schweinehirn-, Schweinethymus-, Rattengewebe- und Hamsterzelllinien-

extrakten konnte bei Verwendung der Paullon-Matrix 5 eine Proteinbande 

mit einer Molekularmasse von 37 kDa durch Silberfärbung detektiert wer-

den. Weiterhin konnte ebenfalls bei Verwendung der Paullon-Matrix 5 

nach Inkubation des Seeigeloocytenextraktes ein Protein mit einer Mole-

kularmasse von 32 kDa mittels Silberfärbung detektiert werden. Die Iden-

tifizierung dieser beiden Proteine soll durch Mikrosequenzanalysen erfol-

gen. Das 37 kDa Protein wurde aus Schweinehirnextrakt gewonnen, wäh-

rend das 32 kDa Protein aus den Seeigeloocytenextrakt isoliert wurde. 

Dafür wurden die Proteine nach Inkubation der Paullon-Matrix 5 mit den 

Extrakten und anschließender Gelelektrophorese (SDS-PAGE) mit Ami-

doschwarz-Lösung gefärbt und aus den Gelen herausausgeschnitten. 

Nach anschließender Trocknung im Vakuum wurden die Proteine zum 

Institut Pasteur, Paris, Frankreich, zur Mikrosequenzierung weitergeleitet. 

Die Ergebnisse der Analysen stehen noch aus. 
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3.5 Glykogensynthase-Kinase-3 

Glykogensynthase-Kinase-3 (GSK-3) ist eine Serin-/Threonin-Protein-

Kinase und ein Bestandteil der Wnt-Signaltransduktions-Kaskade.59-61 Bei 

Säugetieren existieren zwei Isoformen des Enzyms, GSK-3α und GSK-

3β, die eine hohe Homologie bezüglich der katalytischen Domäne auf-

weisen. Ursprünglich wurde GSK-3 als eine Kinase identifiziert, die Gly-

kogensynthase phosphoryliert und dadurch inaktiviert. GSK-3 übt somit 

einen Einfluss auf den Glykogen-Metabolismus aus, indem die Inhibition 

von GSK-3 zu einer gesteigerten Synthese von Glykogen führt.62,63 

Neben der Beteiligung am Glykogen-Metabolismus wurden noch weitere 

zelluläre und physiologische Funktionen von GSK-3 entdeckt. So wird 

GSK-3 ein Einfluss auf neuronale Funktionen zugeschrieben. Die typi-

scherweise bei Morbus Alzheimer-Patienten auftretenden gepaarten he-

lixförmigen Filamente entstehen durch Phosphorylierung des sog. Tau-

Proteins. Diese Phosphorylierungsreaktion wird ebenfalls durch GSK-3 

katalysiert.64,65 Des Weiteren spielt GSK-3 unter anderem eine Rolle bei 

der Kontrolle des Zellzyklus58, der Gentranskription62, der Proteinbiosyn-

these63 und der dorsoventralen Entwicklung von Embryonen66. 

Somit könnten GSK-3-Inhibitoren interessante therapeutische Ansatz-

punkte für die Behandlung von Morbus Alzheimer64,65, Diabetes62,63 und 

Zellproliferationsstörungen wie z.B. Krebserkrankungen58,67 liefern. 

Weitere in der Literatur beschriebene Glykogensynthase-Kinase-

Inhibitoren sind Derivate des Indirubins (65)64 , Derivate des Maleinimids 

(66)62 sowie der Naturstoff Hymenialdisin (67)68. 
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4 Biologische Aktivität von Paullonen 

4.1 CDK1/Cyclin B, CDK5/p25- und GSK-3ββββ-inhibitorische Akti-

vitäten von Paullonen 

Die im Rahmen dieser Arbeit synthetisierten Verbindungen wurden im 

Arbeitskreis von Laurent Meijer (CNRS, Station Biologique, Roscoff, 

Frankreich) bezüglich ihrer CDK1/Cyclin B-, CDK5/p25- und GSK-3β-

inhibitorischen Aktivität getestet. 

Die CDK1/Cyclin B- und CDK5/p25-Kinase-Aktivität wurde durch die von 

diesen Enzymen katalysierte Phosphorylierung von Histon H1, einem in 

eukaryotischen Organismen vorkommenden basischen Protein des Zell-

kerns, ermittelt. Dazu wurde die nach zehnminütiger Inkubation in das 

Histon H1 inkorporierte Menge an radioaktivem [γ-32P]ATP in An- und 

Abwesenheit des Inhibitors gemessen. 

Zur Bestimmung der GSK-3β-Kinase-Aktivität wurde Glycogen-Synthase-

1-Peptid (GS-1-Peptid) anstelle des Histon H1 als Substrat verwendet. 

Die Inkubationszeit betrug 30 Minuten. 

Für alle getesteten Verbindungen wurden Dosis-Wirkungs-Kurven erstellt, 

um IC50-Werte daraus abzuleiten. Alle Messungen erfolgten als Dreifach-

bestimmungen. 

In Tab. 4-1 sind die Testergebnisse der in 2- bzw. 3-Position methoxy-

substituierten Paullone 15a-f, 18b, 19a und 19b sowie der von Schultz51 

synthetisierten 2,3-Dimethoxypaullone 5a-e und der mit Ausnahme von 

Kenpaullon69 (1) ebenfalls von Schultz51 synthetisierten in 2- und 3-

Position unsubstituierten Derivate 4, 68 und 69 aufgeführt. Die dimetho-

xysubstituierten Paullone 5a-e erweisen sich dabei als ähnlich potent wie 

die entsprechenden in 2- und 3-Position unsubstituierten Paullone 1, 4, 

68 und 69. Im Gegensatz dazu zeigen die dimethoxysubstituierten Ver-

bindungen 5a-e im Allgemeinen eine größere Enzym-inhibitorische Aktivi-

tät als die monomethoxysubstituierten Derivate 15a-f, 18b, 19a und 19b. 

Eine Ausnahme stellt das 9-Brom-2-methoxy-7,12-dihydro-indolo[3,2-

d][1]benzazepin-6(5H)-on (15a) im Bezug auf die GSK-3β-Hemmung dar. 

Diese ist beim 9-Brom-2-methoxy-7,12-dihydro-indolo[3,2-

d][1]benzazepin-6(5H)-on (15a) etwa zehnfach stärker ausgeprägt als 
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beim entsprechenden dimethoxysubstituierten Derivat 5b. Bei den mo-

nomethoxysubstituierten Verbindungen 15a-f, 18b, 19a und 19b führt die 

Substitution in der 2-Position in der Regel zu einer stärkeren Enzym-

Inhibition als die Substitution in der 3-Position. Abweichend verhalten sich 

jedoch die in 9-Position trifluormethylsubstituierten Paullone 15b und 15e. 

Bei diesen Verbindungen erweist sich das in 3-Position methoxysubstitu-

ierte Derivat 15e bezüglich der CDK1/Cyclin B-Inhibition im Vergleich zu 

der in 2-Position methoxysubstituierten Verbindung 15b als potenter. 

Eine bemerkenswert hohe Selektivität für GSK-3β weisen die in 3-

Position methoxysubstituierten 9-Nitro- bzw. 9-Cyano-Paullone 15f und 

18b auf. Sowohl das in 2-Position methoxysubstituierte 9-Nitropaullon 

15c, die Dimethoxyderivate 5c und 5e als auch die in 2- und 3-Position 

unsubstituierten Derivate 4 und 69 verfügen über eine deutlich geringere 

Selektivität. 
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Tab. 4-1:  Inhibition der CDK1/Cyclin B-, CDK5/p25- und GSK-3β-

Aktivität durch methoxysubstituierte Paullone 

N
H

NH

R
3

R
2

R
1

O

2

3

 

  

R1 

 

R2 

 

R3 

IC50 

CDK1/Cyclin B 

[µM] 

IC50 

CDK5/p25 

[µM] 

IC50 

GSK-3β 
[µM] 

15 OCH3 H Br  1.7  3.0  0.35 

15a H OCH3 Br  0.4  1.3  0.015 

5b OCH3 OCH3 Br  0.2  0.5  0.100 

1 H H Br  0.400  0.850  0.023 

15e OCH3 H CF3  0.7  2.2  0.24 

15b H OCH3 CF3  1.4  1.8  0.13 

5d OCH3 OCH3 CF3  0.28  0.43  0.075 

68 H H CF3  0.400  0.600  0.030 

15f OCH3 H NO2  1.0  0.63  0.07 

15c H OCH3 NO2  0.08  0.07  0.022 

5c OCH3 OCH3 NO2  0.024  0.021  0.013 

4 H H NO2  0.035  0.040  0.004 

18b OCH3 H CN  1.2  1.0  0.13 

5e OCH3 OCH3 CN  0.044  0.060  0.018 

69 H H CN  0.024  0.044  0.010 

5a OCH3 OCH3 H  4.300  5.400  0.900 
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Die Tab. 4-2 beschreibt die Testergebnisse der in 9-Position brom-

substituierten Monohydroxypaullone 19a und 19b, des von Schultz3 syn-

thetisierten Dihydroxypaullons 69 sowie von Kenpaullon (1). Im Gegen-

satz zu den methoxysubstituierten Derivaten führt bei den hydroxysubsti-

tuierten Verbindungen eine Monosubstitution zu einer stärkeren Enzym-

hemmung als eine Disubstitution. Die Unterschiede der inhibitorischen 

Aktivität der beiden Monohydroxypaullone 19a und 19b sind nur gering 

und mit der von Kenpaullon (1) vergleichbar. 

Tab. 4-2:  Inhibition der CDK1/Cyclin B-, CDK5/p25- und GSK-3β-

Aktivität durch hydroxysubstituierte Paullone 

N
H

NH

Br

R
2

R
1

O

2

3

 

  

R1 

 

R2 

IC50 

CDK1/Cyclin B 

[µM] 

IC50 

CDK5/p25 

[µM] 

IC50 

GSK-3β 
[µM] 

19b OH H  0.6  0.83  0.018 

19a H OH  0.22  0.5  0.035 

70 OH OH  3.0  8.0  0.120 

1 H H  0.400  0.850  0.023 
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Die in Tab. 4-3 aufgeführten 2- bzw. 3-(4-Aminobutoxy)-paullone 25a und 

25b zeigen keine gravierenden Unterschiede bezüglich ihrer inhibitori-

schen Aktivitäten, die mit den für Kenpaullon (1) ermittelten Werten ver-

gleichbar sind. 

Tab. 4-3:  Inhibition der CDK1/Cyclin B-, CDK5/p25- und GSK-3β-

Aktivität durch 2- bzw. 3-(4-Aminobutoxy)-paullone 

N
H

NH

Br

O

O
NH2

xHCl
2

3

 

  IC50 

CDK1/Cyclin B 

[µM] 

IC50 

CDK5/p25 

[µM] 

IC50 

GSK-3β 
[µM] 

25a Seitenkette in 

2-Position 

 0.500  1.0  0.04 

25b Seitenkette in 

3-Position 

 0.640  0.900  0.030 

1 Kenpaullon  0.400  0.850  0.023 
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Die in Tab. 4-4 aufgelisteten Paullone 35, 40 und 42 zeigen abgesehen 

von einer schwachen CDK1/Cyclin B-Hemmung keine Kinase-

inhibitorischen Eigenschaften. 

Tab. 4-4:  Inhibition der CDK1/Cyclin B-, CDK5/p25- und GSK-3β-

Aktivität durch in 2-Position substituierte Paullone 

N
H

NH

O

Br

O
N
H

R

2

3

 

  

R 

IC50 CDK1/ 

Cyclin B 

[µM] 

IC50 CDK5/ 

p25 

[µM] 

IC50 

GSK-3β 
[µM] 

35 

H

HN
H

NH

S

OO

 

 4.6 > 10 > 0.1 

40 

O N
+

N

SO2

HO3S

C2H5

C2H5H5C2

C2H5

OH
-

 

 9.2 > 10 > 0.1 

42 

N
O

N

O2N

 

 10.0 > 10 > 0.1 
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In der Tab. 4-5 sind die Testergebnisse der potentiellen Alsterpaullon-

Metabolite 46 und 47 und des von Schultz3 synthetisierten Alsterpaullons 

(4) dargestellt. Die potentiellen Metabolite 46 und 47 zeigen einen deutli-

chen Aktivitätsverlust gegenüber Alsterpaullon51 (4), wobei das Acetamid 

47 bezüglich der CDK1/Cyclin B- und CDK5/p25-Inhibition noch über eine 

geringe Restaktivität verfügt. Die Reduktion von Alsterpaullon (4) zum 9-

Aminopaullon 46 führt hingegen zu einem vollständigen Aktivitätsverlust. 

Tab. 4-5:  Inhibition der CDK1/Cyclin B-, CDK5/p25- und GSK-3β-

Aktivität durch potentielle Alsterpaullon-Metabolite 

N
H

NH

O

R

 

  

R 

IC50 

CDK1/Cyclin B 

[µΜ] 

IC50 

CDK5/p25 

[µΜ] 

IC50 

GSK-3β 
[µΜ] 

4 NO2  0.004  0.035  0.040 

46 NH2  20  30  12 

47 NHCOCH3  1.3  5.5  45 
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Die Testergebnisse der Phenylhydrazone 17a-f, die im Rahmen der Syn-

these von Paullonen als Intermediate dargestellt wurden, sind in der Tab. 

4-6 zusammengefasst. Keine der getesteten Verbindungen weist eine 

nennenswerte inhibitorische Aktivität gegenüber CDK1/Cyclin B, 

CDK5/p25 oder GSK-3β auf. 

Tab.4-6:  Inhibition der CDK1/Cyclin B-, CDK5/p25- und GSK-3β-

Aktivität durch Phenylhydrazone 

N
H O

R
1

R
2

N

NH

R
3

 

  

R1 

 

R2 

 

R3 

IC50 

CDK1/Cyclin B 

[µM] 

IC50 

CDK5/p25 

[µM] 

IC50 

GSK-3β 
[µM] 

17d OCH3 H Br  320  800  > 1000 

17a H OCH3 Br  200  300  > 1000 

17e OCH3 H CF3  320  1000  800 

17b H OCH3 CF3  220  > 1000  > 1000 

17f OCH3 H NO2  1000  > 1000  > 1000 

17c H OCH3 NO2  430  1000  > 1000 
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4.2 In vitro Tumorzelllinien-Screening des NCI 

Die Untersuchungen auf in vitro Antitumoraktivität wurden innerhalb des 

in vitro Tumorzelllinien-Screenings70-74 des National Cancer Institutes, Be-

thesda, USA, durchgeführt. Nachfolgend sind jeweils zwei Untersu-

chungsergebnisse für jede der im Rahmen der hier vorliegenden Arbeit 

synthetisierten Substanzen aufgeführt. Dabei handelt es sich zum einen 

um den log10 GI50-Wert der Colon-Krebszelllinie HCT-116. Diese wurde 

ausgewählt, da sie eine besondere Empfindlichkeit gegenüber der Leit-

struktur der Paullone, Kenpaullon (1), aufweist. Zum anderen werden die 

log10 GI50 MG_MID-Werte der einzelnen Substanzen beschrieben. Hierbei 

handelt es sich um den Mittelwert der log10 GI50-Werte aller getesteter 

Zelllinien und somit um einen Wert, der eine mittlere in vitro Antitumorak-

tivität beschreibt. 

Die höchste verwendete Inhibitor-Konzentration betrug 10-4 M. Bei Sub-

stanzen, bei denen diese Konzentration nicht zu einer 50proz. Wachs-

tumshemmung der getesteten Zelllinie führte, wurde die maximal ver-

wendete Konzentration (10-4 M) zur Berechnung der mittleren Antitumor-

aktivität (log10 GI50 MG_MID) herangezogen. Ein log10 GI50 MG_MID-Wert 

von -4 drückt demnach aus, dass bei keiner der 60 verschiedenen im in 

vitro Tumorzelllinien Screening verwendeten Zelllinien eine 50proz. Inhibi-

tion erreicht werden konnte. 

In der nachfolgenden Tabelle 4-7 sind die Ergebnisse der Testung der in 

2- bzw. 3-Position methoxysubstituierten Paullone 15a-f, 18b, 19a und 

19b sowie der von Schultz51 synthetisierten 2,3-Dimethoxypaullone 5a-e 

und der mit Ausnahme von Kenpaullon69 (1) ebenfalls von Schultz51 syn-

thetisierten in 2- und 3-Position unsubstituierten Derivate 4, 68 und 69 

aufgeführt. Die dimethoxysubstitutierten Paullone 5a-e zeigen in der Re-

gel eine etwas stärkere Zellproliferations-inhibierende Wirkung als die 

entsprechenden in 2- und 3-Position unsubstituierten Paullone 1, 4, 68 

und 69. Auch hier lässt sich, wie schon im vorangegangenen Kapitel be-

schrieben, die Tendenz erkennen, dass prinzipiell eine Dimethoxysubsti-

tution im Vergleich zu einer Monomethoxysubstitution zu potenteren Ver-

bindungen führt. 

Besonders bemerkenswert ist der totale Aktivitätsverlust des in 3-Position 

monomethoxysubstituierten 9-Cyano-Derivates 18b. 
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Ebenso scheint bei den in 9-Position trifluormethylsubstituierten Derivaten 

5d, 15b, 15e und 68 die Dimethoxysubstitution von Vorteil zu sein. Das in 

3-Position methoxysubstituierte Paullon 15e weist eine zehnfach schwä-

chere Zellproliferations-inhibierende Wirkung auf als das dimethoxy-

substituierte Derivat 5d, während das in 2- Position methoxysubstituierte 

Paullon 15b einen völligen Wirkungsverlust erleidet. Interessanterweise 

verfügt jedoch das in 2- und 3-Position unsubstituierte 9-

Trifluormethylpaullon 68 über eine moderate Zellproliferations-

inhibierende Aktivität. 

Die Monomethoxysubstitution der 9-Brom-Derivate 15a und 15b geht e-

benfalls mit einem Aktivitätsverlust im Vergleich zu dem dimethoxysubsti-

tuierten Derivat 5b einher. Hier zeigt das in 2-Position monomethoxy-

substituierte Derivat 15a eine größere verbleibende Restaktivität. Diese 

entspricht in etwa der Zellproliferations-inhibierenden Wirkung von Ken-

paullon (1). 

Lediglich die Methoxyderivate der in 9-Position nitrosubstituierten Verbin-

dungen 15c, 15f und 5c unterscheiden sich nur geringfügig bezüglich ih-

rer Zellproliferations-hemmenden Eigenschaften. Das in 3-Position mo-

nomethoxysubstituierte Derivat 15f ist etwas schwächer wirksam als die 

beiden anderen 9-Nitro-Derivate 15c und 5c. Im Vergleich mit dem sich in 

präklinischer Prüfung befindlichen Alsterpaullon (4) erweisen sich die me-

thoxysubstituierten Derivate 15c, 15f und 5c insbesondere im Bezug auf 

den Meangraph Midpoint als weniger potent. 
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Tab. 4-7:  In vitro Antitumoraktivität log10 GI50 [M] von methoxy-

substituierten Paullonen 

N
H

NH

R
3

R
2

R
1

O

 

  

R1 

 

R2 

 

R3 

log10 GI50 

HCT-116 [M]a 

log10 GI50 

MG_MID [M]a 

15d OCH3 H Br  > -4.0  -4.3 

15a H OCH3 Br  -5.4  -4.5 

5b OCH3 OCH3 Br  -5.8/-5.5  -5.2/-5.1 

1 H H Br  -5.7/-5.7  -4.4/-4.3 

15e OCH3 H CF3  -4.8  -4.5 

15b H OCH3 CF3  > -4.0  -4.0 

5d OCH3 OCH3 CF3  -5.8  -5.2/-5.3 

68 H H CF3  -5.4  -4.1 

15f OCH3 H NO2  -6.08  -5.3/-5.2 

15c H OCH3 NO2  -6.5/-6.4  -5.9/-5.9 

5c OCH3 OCH3 NO2  -6.5/-6.1  -5.9/-5.4 

4 H H NO2  -6.7/-7.4  -6.4/-6.5 

18b OCH3 H CN  > -4.0  -4.0 

5e OCH3 OCH3 CN  -6.3  -5.2 

69 H H CN  -4.7  -4.1 

5a OCH3 OCH3 H  -4.6  -4.5 

 a Ergebnisse aus zwei Testreihen sind durch  

Schrägstriche voneinander getrennt. 
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In Tab. 4-8 sind die in vitro Antitumoraktivitäten der in 2- bzw. 3-Position 

hydroxysubstituierten Paullone 19a, 19b und 69, sowie von Kenpaullon 

(1) dargestellt. Hier zeigt sich eine Dihydroxysubstitution als nachteilig 

gegenüber der Monohydroxysubstitution. Dabei ist das in 3-Position hy-

droxysubstituierte Derivat 19b annähernd zehnfach potenter bezogen auf 

die mittlere Antitumoraktivität log10 GI50 MG_MID als das in 2-Position 

hydroxysubstituierte Paullon 19a. Das in 3-Position monohydroxysubstitu-

ierte Paullon 19b zeigt sich auch im Vergleich mit Kenpaullon (1) als das 

potentere Derivat. 

Tab. 4-8:  In vitro Antitumoraktivität log10 GI50 [M] von hydroxy-

substituierten Paullonen 

N
H

NH

Br

R
2

R
1

O

 

  

R1 

 

R2 

log10 GI50 

HCT-116 [M]a 

log10 GI50 

MG_MID [M]a 

19b OH H  -5.6  -5.5 

19a H OH  -5.3  -4.6 

70 OH OH  > -4.0  -4.0 

1 H H  -5.7/-5.7  -4.7/-4.3 

 a Ergebnisse aus zwei Testreihen sind durch  

Schrägstriche voneinander getrennt. 
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In Tab. 4-9 sind die Testergebnisse der in 2- bzw. 3-Position 4-

aminobutoxysubstituierten Verbindungen 25a und 25b dargestellt. Eine 

Substitution in 2-Position führt zu einer geringfügig stärkeren Wachs-

tumshemmung. Allerdings ist die Zellproliferations-inhibitorische Wirkung 

im Vergleich zu Kenpaullon (1) insbesondere für die Zelllinie HCT-116 

vermindert. Diese Zelllinie zeichnet sich durch eine besondere Empfind-

lichkeit gegenüber Kenpaullon aus. 

Tab. 4-9:  In vitro Antitumoraktivität log10 GI50 [M] von 2- bzw 3-(4-

Aminobutoxy)-paullonen 

N
H

NH

Br

O

O
NH2

xHCl

 

  log10 GI50 

HCT-116 [M]a 

log10 GI50 

MG_MID [M]a 

25a Seitenkette in 

2-Position 

 -4.9  -4.9 

25b Seitenkette in 

3-Position 

 -4.7  -4.7 

1 Kenpaullon  -5.7/-5.7  -4.7/-4.3 

 a Ergebnisse aus zwei Testreihen sind durch  

Schrägstriche voneinander getrennt. 
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In der nachfolgenden Tabelle 4-10 werden die Antitumoraktivitäten von 

Alsterpaullon (4) und dessen potentiellen Metaboliten 46 und 47 darge-

stellt. Sowohl die Reduktion zum Amin 46 als auch die Bildung des Ace-

tamids 47 führt zu einem fast vollständigen Verlust der antiproliferativen 

Aktivität. 

Tab. 4-10:  In vitro Antitumoraktivität log10 GI50 [M] von potentiellen Alster-

paullon-Metaboliten 

N
H

NH

O

R

 

  

R 

log10 GI50 

HCT-116 [M]a 

log10 GI50 

MG_MID [M]a 

4 NO2  -6.9/-7.4  -6.4/-6.5 

46 NH2  -4.1  -4.1 

47 NHCOCH3  > -4.0  -4.0 

 a Ergebnisse aus zwei Testreihen sind durch  

Schrägstriche voneinander getrennt. 
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4.3 Struktur-Aktivitäts-Beziehungen 

Unter Berücksichtigung der in den beiden vorangegangenen Kapiteln 

dargestellten CDK1/Cyclin B, CDK5/p25- und GSK-3β-inhibitorischen Ak-

tivitäten sowie der Ergebnisse des in vitro Antitumor-Screenings des Na-

tional Cancer Institutes lassen sich folgende Struktur-Wirkungs-

Beziehungen ableiten. 

Generell führt eine Monomethoxysubstitution in 2- oder 3-Position der 

Paullone zu einer im Vergleich mit den in 2- und 3-Position dimethoxy-

substituierten Derivaten zu einem Aktivitätsverlust. Die in 2-Position mo-

nomethoxysubstituierten Verbindungen weisen in der Regel noch eine 

stärkere Aktivität als ihre in der 3-Position substituierten Konstitutionsi-

somere auf. 

Die dimethoxysubstituierten Paullone zeigen ähnliche CDK1/Cyclin B-, 

CDK5/p25- und GSK-3β-inhibitorische Aktivitäten wie die entsprechenden 

unsubstituierten Derivate. Bei ebenfalls annähernd gleichen log10 GI50-

Werten für die Krebszelllinie HCT-116 verfügen die Dimethoxyderivate 

über eine um den Faktor zehn erhöhte mittlere Antitumoraktivität (log10 

GI50 MG_MID). Eine Ausnahme stellt das in 2- und 3-Position unsubstitu-

ierte 9-Cyano-Paullon 69 dar. Diese Verbindung erwies sich sowohl bei 

den Enzymtests als auch im in vitro Antitumor-Screening des NCI als we-

nig potent. 

Bei den hydroxysubstituierten Derivaten führt die Bildung der Monohydro-

xyderivate interessanterweise zu einer erheblichen Steigerung der  

antiproliferativen und der Enzym-inhibitorischen Aktivität gegenüber dem 

dihydroxysubstituierten Derivat 70, wobei die Substitution der Hydroxy-

Gruppe sowohl in der 2- als auch in der 3-Position erfolgen kann. 

Die Einführung einer Aminobutoxyseitenkette erbringt im Vergleich mit 

dem unsubstituierten Kenpaullon (1) keinen Aktivitätsgewinn. Bei der für 

Kenpaullon besonders empfindlichen Krebszelllinie HCT-116 weisen die 

Verbindungen eine annähernd zehnfach schwächere Wirkung auf. 

Voluminöse Reste in der 3-Position führen zu einem Verlust an 

CDK1/Cyclin B-, CDK5/p25- und GSK-3β-inhibitorischer Aktivität. 

Ebenso verfügen die potentiellen Alsterpaullon-Metabolite 46 und 47 über 

keine nennenswerte Restaktivität. Sie erweisen sich sowohl in den Unter-
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suchungen auf CDK1/Cyclin B-, CDK5/p25- und GSK-3β-inhibitorische 

Aktivität, als auch im in vitro Antitumor-Screening, als unwirksam. 

Die getesteten Monomethoxy- und Monohydroxyverbindungen 15a-f, 19a 

und 19b zeigen keine besondere Selektivität zwischen der CDK/1/Cyclin 

B- und der CDK5/p25-inhibitorischen Wirkung. Die in 3-Position methoxy-

substituierten Derivate 15d-f verfügen jedoch über eine bemerkenswerte 

GSK-3β-inhibitorische Aktivität im Vergleich zur CDK-inhibitorischen Akti-

vität. Diese Selektivität ist bei den anderen getesteten Verbindugen weni-

ger stark ausgeprägt. 



 90 

4.4 Seeigeloocyten-Inhibitionstest 

Eine einfache in vivo Methode zur Ermittlung der Proliferations-

inhibitorischen Eigenschaften einer Substanz stellt der Seeigeloocyten-

Inhibitionstest dar. Dabei wird ausgenutzt, dass Seeigeloocyten nach 

künstlicher Befruchtung den Zellzyklus synchron durchlaufen. Die Zelltei-

lung kann unter dem Mikroskop beobachtet werden. Die Zellteilungsrate 

wird durch Zählung der Anzahl geteilter und nicht geteilter Oocyten nach 

Inkubation verschiedener Konzentrationen des Inhibitors bestimmt. Aus 

den ermittelten Werten kann anschließend der IC50-Wert abgeleitet wer-

den. Der IC50-Wert ist diejenige Konzentration der untersuchten Sub-

stanz, bei der die Zellteilung zu 50% inhibiert wird. 

Die Verbindung 25b wurde mittels des Seeigeloocyten-Inhibitionstest auf 

ihre in vivo proliferationshemmende Aktivität untersucht. Die Testergeb-

nisse sind in Tab. 4-11 zusammengefasst. 

N
H

NH

Br

O
NH2

O

xHCl

 

 25b 
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Tab 4-11: Zellteilungsrate nach Inkubation verschiedener Konzentratio-

nen des Paullons 25b 

Konzentration [µM] Anzahl geteilter Zellen Anzahl ungeteilter Zellen 

 0  193  7 

 0.01  193  7 

 0.03  196  4 

 0.1  197  3 

 0.3  198  2 

 1  197  3 

 3  195  5 

 10  189  11 

Das Versuchsergebnis zeigt, dass die Verbindung 25b die Zellteilung der 

künstlich befruchteten Seeigeloocyten nicht zu hemmen vermag. Daher 

ist eine Berechnung des IC50-Wertes für diese Verbindung nicht möglich. 

Die im Rahmen dieser Untersuchung erzielten Ergebnisse könnten z.B. 

durch eine verminderte Permeation des Paullons 25b durch die Zell-

membran bedingt sein. 
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5 Zusammenfassung∗∗∗∗  

Paullone sind eine Gruppe von Inhibitoren Cyclin-abhängiger Kinasen 

(CDKs) mit der Grundstruktur des 7,12-Dihydro-indolo[3,2-

d][1]benzazepin-6(5H)-ons (1). Zur Untersuchung von Struktur-Aktivitäts-

Beziehungen wurden im Rahmen dieser Arbeit Paullone mit variierter 

Substitution in 2-, 3- und 9-Position synthetisiert und für biologische Tes-

tungen zur Verfügung gestellt. Die Darstellung konzentrierte sich auf De-

rivate mit elektronenziehende Substituenten in 9-Position (Br, CF3, NO2). 

Da sich Verbindungen mit 2,3-Dimethoxysubstitution als besonders aktiv 

erwiesen hatten, wurden auch entsprechende Monomethoxy- und Mono-

hydroxyderivate synthetisiert. 

N
H

NH

O

2

3

9

 

Variationen in der 2-Position: 

Variationen in der 3-Position: 

Variationen in der 9-Position: 

OCH3, OH, H 

OCH3, OH, H 

Br, CF3, NO2 

1   

Die Auswertung der biologischen Testung zeigte, dass 2,3-

dimethoxysubstituierte Derivate den monosubstituierten Verbindungen im 

Bezug auf CDK-inhibitorische Aktivität überlegen sind. 

                                         

∗  Die Nummerierung der Zusammenfassung weicht von den in den anderen Kapiteln der Arbeit 

verwendeten Nummern ab 
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Die Verbindungen 2 und 3 wurden als potentielle Metabolite des sich in 

präklinischer Prüfung befindlichen Alsterpaullons (4) synthetisiert. 

  

2 R = NH2 

3 R = NHCOCH3 

4 R = NO2 

N
H

NH

O

R

  

2, 3, 4  

Die Einführung von Aminobutoxyseitenketten in 2- bzw. 3-Position des 

Kenpaullons ergab die Intermediate 5a bzw. 5b, die anschließend mit 

Kupplungspartnern wie Biotin, Fluoreszenzmarkern oder polymeren Trä-

germaterialien (Agarose) verknüpft werden konnten. 

  

5a Seitenkette in 

2-Position 

N
H

NH

Br

O

O
NH2

xHCl 2

3

 

5b Seitenkette in 

3-Position 

5a, 5b   

Die an den Trägermaterialien immobilisierten Paullone wurden bei Affini-

tätsuntersuchungen zur Aufklärung des Wirkmechanismus von Paullonen 

verwendet. Dabei wurden immobilisierte Paullone mit diversen Zell- und 

Gewebeextrakten inkubiert. Mit Hilfe dieser Affinitätsuntersuchungen 

konnte Glykogensynthase-Kinase-3 (GSK-3) als Protein mit hoher Affini-

tät zu Paullonen identifiziert werden. Kinase-Inhibitionstests ergaben, 

dass Paullone eine neue Klasse potenter GSK-3-Inhibitoren darstellen. 
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6 Summary∗∗∗∗  

Paullones, 7,12-dihydro-indolo[3,2-d][1]benzazepin-6(5H)-on derivatives 

(1), represent a class of Cyclin-dependent kinase (CDK) inhibitors. For 

the evaluation of structure-activity relationships paullones with modified 

substituents in 2-, 3-, and 9-position were synthesized and provided for 

biological tests. The synthesis was focussed on derivatives bearing elec-

tron-withdrawing substituents in 9-position (Br, CF3, NO2). Since Paul-

lones with a 2,3-dimethoxysubstitution proved to show excellent inhibitory 

activity, corresponding monomethoxy and monohydroxy derivatives were 

synthesized, too. 

N
H

NH

O

2

3

9

 

variations of the 2-position: 

variations of the 3-position: 

variations of the 9-position: 

OCH3, OH, H 

OCH3, OH, H 

Br, CF3, NO2 

1   

The test results showed that the 2,3-dimethoxysubstituted derivatives are 

superior to the monosubstituted derivatives with respect to CDK inhibition. 

                                         

∗  The numeration of the summary does not correspond to the numbers used in the other chap-

ters of this work. 
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Compounds 2 and 3 were synthesized as potential metabolites of alster-

paullon (4), which has already entered preclinical trials. 

  

2 R = NH2 

3 R = NHCOCH3 

4 R = NO2 

N
H

NH

O

R

  

2, 3, 4  

The introduction of an aminobutoxy sidechain into the 2- or 3-position of 

kenpaullone led to the intermediates 5a and 5b, which were subsequently 

coupled with biotin, fluorescent labels or polymer supports, namely aga-

rose. 

  

5a sidechain in 2-

position 

N
H

NH

Br

O

O
NH2

xHCl 2

3

 

5b sidechain in 3-

position 

5a, 5b   

The agarose bound paullones were used in the course of affinity studies 

to elucidate the mechanism of action of paullones. The immobilized paul-

lones were incubated with extracts from diverse cell types and organisms. 

As a result of this experiment, glycogen synthase kinase-3 (GSK-3) was 

identified as a protein with high affinity to paullones. Kinase inhibition as-

says proved that paullones represent a novel class of potent GSK-3 in-

hibitors. 
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7 Experimenteller Teil 

7.1 Versuche zu Kapitel 2 

7.1.1 Allgemeines 

Schmelzpunkte: 

Electrothermal IA 9100 

IR-Spektren: 

Vermessung als KBr-Pressling 

Philips PU 9712 Infrared Spectrophotometer 

1H-NMR-Spektren: 

Bruker AMX 400 (400 MHZ) 

Bruker AMX 500 (500 MHZ) 

Lösungsmittel: [D6]-DMSO 

Innerer Standard: Tetramethylsilan 

Angabe der chemischen Verschiebung mit δ-Werten (ppm) 

Ermittlung der Protonenverhältnisse durch Integration 

Abkürzungen für Signalmultiplizitäten: (s) = Singulett, (d) = Dublett, (t) = 

Triplett, (q) = Quartett, (m) = Multiplett; der Zusatz „br.“ bedeutet, dass 

das vorliegende Signal verbreitert auftritt. 

13C-NMR-Spektren: 

Bruker AMX 400 (100.6 MHz) 

Lösungsmittel: [D6]-DMSO 

Innerer Standard: Tetramethylsilan 

Angabe der chemischen Verschiebung mit δ-Werten (ppm) 

Die Spektren wurden 1H-breitbandentkoppelt und zusätzlich als DEPT- 

Spektrum bzw. als PENDANT-Spektren aufgenommen. 
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Elementaranalysen: 

C, H, N: Heraeus CHN-O-Rapid 

Br: Titration des Halogenids mit 0.005 M Hg(ClO4)2-Lösung 

  gegen Diphenylcarbazon nach Verbrennung in der 

  „Mikroverbrennungsapparatur nach Schöninger“ 

Angabe der berechneten (ber.) und gefundenen (gef.) Werte in Prozent 

Massenspektren: 

VG 70-250S 

VG Analytical, Manchester, U.K. 

Xenon-FAB-Kanone 

Dünnschichtchromatographie: 

DC-Mikrokarten Polygram Sil G/UV254, Macherey-Nagel 

Laufmittel: Ethylacetat 

Säulenchromatographie: 

Adsorption der Substanzen an Kieselgel 100-200 aktiv, 60 Å, ICN 

Säulenfüllung: Kieselgel 60 (unter 0.063 mm), Merck 

Säulendurchmesser: 2 cm 

Füllhöhe: 10 cm 

Anionenaustauscher: 

DowexTM 1X2-200 Anionenaustauscherharz, Aldrich 

Säulendurchmesser: 2 cm 

Füllhöhe: 7 cm 

Reinigung von Lösungsmitteln: 

Die Reinigung und Trocknung von Lösungsmitteln erfolgte nach publizier-

ten Methoden.75 

UV-Vis-Spektren: 

UV-Vis Recording Spektrophotometer UV-160A, Shimadzu 

Emissions-Spektren: 

FP-750 Spektrofluorometer, Jasco 
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7.1.2 Synthese/Analytische Daten 

AAV 1: Allgemeine Arbeitsvorschrift zur Synthese der 7,12-Dihydro-

indolo[3,2-d][1]benzazepin-6(5H)-one 4, 15a, b, d und e 

1 mmol 1H-[1]Benzazepin-2,5(3H,4H)-dion wird mit 1.5 mmol Phenyl-

hydrazin (bzw. 1.5 mmol des entsprechenden Phenylhydrazin-

Hydrochlorids und 123 mg (1.5 mmol) Natriumacetat) in 10 ml Eisessig 1 

h bei 70 °C gerührt. Nach Zugabe von 0.1 ml konzentrierter Schwefelsäu-

re wird für eine weitere Stunde bei 70 °C gerührt. Nach dem Abkühlen auf 

Raumtemperatur wird in 20 ml 5proz. Natriumacetat-Lösung gegossen. 

Der Niederschlag wird abgesaugt, mit Wasser gewaschen und aus Etha-

nol umkristallisiert. 

AAV 2: Allgemeine Arbeitsvorschrift zur Synthese der 9-Nitro-7,12-

dihydro-indolo[3,2-d][1]benzazepin-6(5H)-one 15c und 15f 

1 mmol 5-(4-Nitro-phenylhydrazono)-4,5-dihydro-1H-[1]benzazepin-

2(3H)-on wird in 40 ml Diphenylether unter Stickstoff 2 h zum Sieden er-

hitzt. Nach dem Abkühlen auf Raumtemperatur wird mit 60 ml Hexan ver-

setzt. Der Niederschlag wird abgesaugt und mit Hexan gewaschen. Die 

weitere Aufarbeitung erfolgt säulenchromatographisch mit Ethylacetat als 

Elutionsmittel und anschließender Umkristallisation aus Ethanol/Toluol. 

AAV 3: Allgemeine Arbeitsvorschrift zur Synthese der 5-

Phenylhydrazono-4,5-dihydro-1H-[1]benzazepin-2(3H)-one 17a-f 

1 mmol 1H-[1]Benzazepin-2,5(3H,4H)-dion wird mit 1.5 mmol Phenyl-

hydrazin (bzw. 1.5 mmol des entsprechenden Phenylhydrazin-

Hydrochlorids und 123 mg (1.5 mmol) Natriumacetat) in 10 ml Eisessig 1 

h bei 70 °C gerührt. Nach dem Abkühlen auf Raumtemperatur wird in 20 

ml 5proz. Natriumacetat-Lösung gegossen. Der Niederschlag wird abge-

saugt, mit Wasser gewaschen und aus Ethanol umkristallisiert. 
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AAV 4: Allgemeine Arbeitsvorschrift zur Synthese der 6-Oxo-5,6,7,12-

tetrahydro-indolo[3,2-d][1]benzazepin-9-carbonitrile 18a und 18b 

1 mmol bromsubstituiertes 7,12-Dihydro-indolo[3,2-d][1]benzazepin-

6(5H)-on und 179 mg (2 mmol) Kupfer(I)-cyanid werden in 10 ml N-

Methyl-2-pyrrolidon 2 h zum Sieden erhitzt. Nach dem Abkühlen auf 

Raumtemperatur wird mit 30 ml Wasser versetzt und gerührt. Der Nieder-

schlag wird abgesaugt, anschließend in 10 ml Wasser und 2.5 ml Ethy-

lendiamin aufgenommen und für 15 min gerührt. Der Niederschlag wird 

abgesaugt und mit 10proz. Natriumcyanid-Lösung und Wasser gewa-

schen. Der Rückstand wird mit Ethylacetat als Elutionsmittel säulenchro-

matographiert und anschließend aus Ethanol/Toluol umkristallisiert. 

AAV 5: Allgemeine Arbeitsvorschrift zur Synthese der hydroxylierten 7,12-

Dihydro-indolo[3,2-d][1]benzazepin-6(5H)-one durch Etherspaltung 19a 

und 19b 

2 mmol methoxysubstituiertes 7,12-Dihydro-indolo[3,2-d][1]benzazepin-

6(5H)-on wird in 20 ml getrocknetem Dichlormethan vorgelegt, mit 2004 

mg (8 mmol) Bortribromid versetzt und bei 20 °C gerührt, bis im Dünn-

schichtchromatogramm keine Fluoreszenzminderung durch das Edukt 

mehr zu detektieren ist. Anschließend werden 20 ml Wasser vorsichtig 

hinzugegeben und 1 h bei 20 °C gerührt. Die entstandene Suspension 

wird mehrmals mit Ethylacetat extrahiert. Die vereinigten organischen 

Phasen werden mit Wasser gewaschen. Anschließend wird über Natri-

umsulfat getrocknet und im Vakuum bis zur Trockene eingeengt. Der 

Rückstand wird aus Ethanol umkristallisiert. 

AAV 6: Allgemeine Arbeitsvorschrift zur Synthese der (Phthalimidobuto-

xy)-9-brom-7,12-dihydro-indolo[3,2-d][1]benzazepin-6(5H)-one 21 und 22 

1 mmol hydroxysubstituiertes 7,12-Dihydro-indolo[3,2-d][1]benzazepin-

6(5H)-on wird mit 2004 mg (14.5 mmol) Kaliumcarbonat in 10 ml getrock-

netem DMSO suspendiert. Die Suspension wird unter Stickstoff bei 60 °C 

gerührt und eine Lösung von 282 mg (1.13 mmol) N-(4-Brombutyl)-

phthalimid in 10 ml getrocknetem DMSO langsam innerhalb von 3 h hin-

zugetropft. Das Rühren wird fortgesetzt, bis im Dünnschichtchroma-
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togramm keine Fluoreszenzminderung durch das Edukt mehr zu detektie-

ren ist. Nach Beendigung der Reaktion wird das Gemisch ohne vorheri-

ges Abkühlen in 50 ml Wasser gegossen. Der enstandene Niederschlag 

wird abgesaugt, gründlich mit Wasser gewaschen und getrocknet. 

AAV 7: Allgemeine Arbeitsvorschrift zur Synthese der 4-Aminobutoxy-9-

brom-7,12-dihydro-indolo[3,2-d][1]benzazepin-6(5H)-on-Hydrochloride 

25a und 25b 

1 mmol (Phthalimidobutoxy)-9-brom-7,12-dihydro-indolo[3,2-

d][1]benzazepin-6(5H)-on wird in 5 ml Ethanol suspendiert, mit 2 mmol 

Hydrazinhydrat versetzt und 2 h unter Stickstoff bei Raumtemperatur ge-

rührt. Anschließend wird mit konzentrierter Salzsäure ein pH-Wert von 1 

eingestellt. Der resultierende Niederschlag wird abgesaugt und verwor-

fen. Das Filtrat wird im Vakuum bis zur Trockene eingeengt und an-

schließend in 5 ml 6 N Natronlauge aufgenommen. Der resultierende 

Niederschlag wird abermals abgesaugt und in Ethanol gelöst. Die Lösung 

wird mit konzentrierter Salzsäure auf einen pH-Wert von 1 gebracht und 

für die säulenchromatographische Reinigung auf Kieselgel adsorbiert. Als 

Elutionsmittel wird zuerst Ethylacetat verwendet, um unpolare Verunreini-

gungen abzutrennen. Das Produkt wird anschließend mit einer Mischung 

aus Ethylacetat/Ethanol im Verhältnis 1:1 eluiert. Umkristallisation aus 

Ethanol. 
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9-Nitro-7,12-dihydro-indolo[3,2-d][1]benzazepin-6(5H)-on (4) 

N
H

NH

O

NO2

 

Nach AAV 1 aus 175 mg (1 mmol) 1H-[1]benzazepin-2,5(3H,4H)-dion 

(6b), 284 mg (1,5 mmol) 4-Nitrophenylhydrazin-Hydrochlorid und 123 mg 

(1.5 mmol) Natriumacetat. Umkristallisation aus Ethanol/Toluol. 

Man erhält 62 mg (21%) gelber Kristalle. 

Schmp.: > 330 °C (Lit.20: > 330 °C) 

1H-[1]Benzazepin-2,5(3H,4H)-dion (6a) 

N
H O

O  

3.7 g (15 mmol) 5-Hydroxy-2-oxo-2,3-dihydro-1H-[1]benzazepin-4-

carbonsäureethylester (10a) werden mit 0.5 ml Wasser in 40 ml Di-

methylsulfoxid unter Stickstoff bei 150 °C gerührt. Nach 1 h und 3 h wer-

den abermals 0.5 ml Wasser zugegeben. Nach insgesamt 4 h lässt man 

auf Raumtemperatur abkühlen und gießt in 300 ml Wasser. Das Gemisch 

wird 12 h im Kühlschrank aufbewahrt. Die gebildeten Kristalle werden ab-

gesaugt, erst mit Wasser und dann mit Petrolether gewaschen und an-

schließend unter vermindertem Druck über Blaugel getrocknet. 

Man erhält 2.5 g (95%) farblose Kristalle. 

Schmp.: 187 °C (Lit.76: 187 - 188 °C) 
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7-Methoxy-1H-[1]benzazepin-2,5(3H,4H)-dion (6b) 

H3CO

N
H O

O  

277 mg (1 mmol) 5-Hdroxy-7-methoxy-2-oxo-2,3-dihydro-1H-

[1]benzazepin-4-carbonsäureethylester (10b) werden mit 0.5 ml Wasser 

in 2.7 ml DMSO unter Rühren unter Stickstoff auf 150 °C erhitzt. Nach 1 h 

und 3 h werden abermals 0.5 ml Wasser hinzugegeben. Nach insgesamt 

4 h lässt man auf Raumtemperatur abkühlen und gießt in 20 ml Wasser. 

Das Gemisch wird 12 h im Kühlschrank aufbewahrt. Die gebildeten Kris-

talle werden abgesaugt, erst mit Wasser und dann mit Petrolether gewa-

schen und anschließend unter vermindertem Druck über Blaugel getrock-

net. 

Man erhält 189 mg (92%) eines gelben Pulvers. 

Schmp.: 181 °C; IR (KBr): 3180 cm-1 (NH), 3080 cm-1 (CH arom.), 2950 

cm-1 (CH aliph.), 1640 cm-1 (C=O); 1H-NMR ([D6]-DMSO, 400 MHz): δ 

(ppm) = 2.61-2.64 und 2.89-2.92 (m, AA’XX‘, 4H, CH2- CH2), 3.77 (s, 3H, 

OCH3), 7.11 (d, 1H, 8.6 Hz, arom. H), 7.18 (dd, 1H, 8.7/3.1 Hz, arom. H), 

7.26 (d, 1H, 3.1 Hz, arom. H), 9.92 (s, 1H, NH); 13C-NMR ([D6]-DMSO, 

100.6 MHz): δ (ppm) = 55.3 (OCH3), 29.1, 38.4 (CH2), 112.5, 121.3, 123.4 

(tert. C-Atome), 127.6, 132.8, 155.0, 173.2, 198.5 (quart. C-Atome); 

C11H11NO3 (205.21); Ber. C 64.38, H 5.40, N 6.83; Gef. C 64.36, H 5.45, 

N 6.95. 

8-Methoxy-1H-[1]benzazepin-2,5(3H,4H)-dion (6c) 

N
H O

O

H3CO
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Zu einer Lösung von 1600 mg (10 mmol) 8-Methoxy-4,5-dihydro-1H-

[1]benzazepin-2(3H)-on (14) in 25 ml t-Butanol werden 75 ml Wasser, 

7880 mg (50 mmol) Kaliumpermanganat und 12.8 g (50 mmol) Magnesi-

umnitrathexahydrat hinzugefügt. Die Lösung wird bei Raumtemperatur in 

einem Wasserbad für 20 h gerührt. Das Reaktionsgemisch wird unter 

Kühlung mit 50 ml 10proz. Salzsäure versetzt. Anschließend wird solange 

Natriumbisulfit hinzugefügt, bis sich der Ansatz von braun nach hellgelb 

verfärbt, und die Bildung eines Niederschlags beginnt. Das Reaktionsge-

misch wird 24 h bei 5 °C aufbewahrt. Anschließend wird der Niederschlag 

abgesaugt und aus Ethanol umkristallisiert. 

Man erhält 907 mg (44 %) eines weißen Pulvers. 

Schmp.: 205 °C; IR (KBr): 1700 cm-1 (C=O); 1H-NMR ([D6]-DMSO, 400 

MHz): δ (ppm) = 2.63-2.66 und 2.82-2.85 (m, AA’XX‘, 4H, CH2-CH2), 3.80 

(s, 3H, OCH3), 6.72 (d, 1H, 2.0 Hz, arom. H), 6.77 (dd, 1H, 9.1/2.5 Hz, 

arom. H), 7.85 (d, 1H, 9.2 Hz, arom. H), 10.02 (s, 1H, NH); 13C-NMR 

([D6]-DMSO, 100.6 MHz): δ (ppm) = 55.5 (OCH3), 29.4, 37.6 (CH2), 105.4, 

110.0, 132.6 (tert. C-Atome), 119.5, 141.3, 163.5, 173.5, 196.6 (quart. C-

Atome); C11H11NO3 (205.21); Ber. C 64.38, H 5.40, N 6.83; Gef. C 64.14, 

H 5.38, N 6.76. 

2-Amino-5-methoxybenzoesäureethylester (7b) 

NH2

H3CO COOC2H5  

167 mg (1 mmol) 2-Amino-5-methoxybenzoesäure (12) werden in 7 ml 

absolutiertem Ethanol gelöst. Es wird solange Chlorwasserstoffgas einge-

leitet, bis sich ein deutlicher Bodensatz des Hydrochlorids gebildet hat 

(ca. 30 min). Anschließend wird unter Rückfluss erhitzt. Nach 24 h wird 

das Lösungsmittel im Vakuum entfernt. Der Rückstand wird in 20 ml 

Wasser aufgenommen, mit 5proz. Natriumacetat-Lösung neutralisiert und 

fünfmal mit 10 ml Dichlormethan extrahiert. Die vereinigten organischen 

Phasen werden mit 5proz. Natriumcarbonat-Lösung gewaschen, über 

Natriumsulfat getrocknet und im Vakuum bis zur Trockene eingeengt. 
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Man erhält 178 mg (91%) eines gelblichen Öls, das nicht weiter gereinigt 

wird. 

IR (NaCl): 3430 cm-1 (NH), 3330 cm-1 (NH), 2945 cm-1 (CH aliph.), 1670 

cm-1 (C=O); 1H-NMR ([D6]-DMSO, 400 MHz): δ (ppm) = 1.31 (t, 3H, 7.1 

Hz, CH3), 3.66 (s, 3H, OCH3), 4.26 (q, 2H, 7.1 Hz, CH2), 6.8 (s, 2H, NH2), 

6.75 (d, 1H, 9.2 Hz, arom. H), 6.98 (dd, 1H, 8.7/3.1 Hz, arom. H), 7.19 (d, 

1H, 3.0 Hz, arom. H); 13C-NMR ([D6]-DMSO, 100.6 MHz): δ (ppm) = 14.2 

(CH3), 55.4 (OCH3), 59.8 (CH2), 112.3, 118.1, 123.1 (tert. arom. C-

Atome), 108.6, 146.1, 149.0, 167.1 (quart. arom. C-Atome); C10H13NO3 

(195.22). 

2-[(4-Ethoxy-1,4-dioxobutyl)amino]-benzoesäureethylester (9a) 

NH

COOC2H5

COOC2H5O

 

Zu einem Gemisch aus 58 g (0.34 mol) Anthranilsäureethylester, 40 ml 

Pyridin und 150 ml Toluol wird unter Rühren und Kühlen eine Lösung von 

68 g (0.41 mol) Bernsteinsäureethylesterchlorid in 50 ml Toluol getropft. 

Die entstandene Suspension wird 2 h zum Sieden erhitzt. Nach dem Ab-

kühlen auf Raumtemperatur wird mit 50 ml Wasser versetzt und in einen 

Scheidetrichter überführt. Die wässrige Phase wird abgetrennt und ver-

worfen. Die organische Phase wird nacheinander mit 50 ml 10proz. Salz-

säure und 50 ml 5proz. Natriumcarbonat-Lösung gewaschen, über Natri-

umsulfat getrocknet und im Vakuum bis zur Trockene eingeengt. Es re-

sultiert ein Öl, das nach Aufkochen mit 40 ml Ethanol auskristallisiert. 

Man erhält 59.0 g (59%) farblose Kristalle. 

Schmp.: 60 °C (Lit.77: 60 °C) 
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2-[(4-Ethoxy-1,4-dioxobutyl)amino]-5-methoxy-benzoesäureethylester 

(9b) 

NH

H3CO COOC2H5

O COOC2H5

 

Zu einem Gemisch von 4685 mg (24 mmol) 2-Amino-5-

methoxybenzoesäureethylester (7b), 2.6 ml Pyridin und 10.5 ml Toluol 

wird unter Rühren und Kühlen im Eisbad eine Lösung von 4608 mg (28 

mmol) Bernsteinsäureethylesterchlorid in 3.5 ml Toluol getropft. Danach 

wird die entstandene Suspension 2 h bei Raumtemperatur gerührt. Nach 

Zugabe von 3.5 ml Wasser wird die wässrige Phase mit Hilfe eines 

Scheidetrichters abgetrennt und verworfen. Die organische Phase wird 

mit 3.5 ml 10proz. Salzsäure und anschließend mit 3.5 ml 5proz. Natri-

umcarbonat-Lösung gewaschen, über Natriumsulfat getrocknet und im 

Vakuum bis zur Trockene eingeengt. Der Rückstand wird aus Ethanol 

umkristallisiert. 

Man erhält 5644 mg (73%) durchsichtige Nadeln. 

Schmp.: 68 °C; IR (KBr): 3290 cm-1 (NH), 2950 cm-1 (CH aliph.), 1715 

cm-1 (C=O); 1H-NMR ([D6]-DMSO, 400 MHz): δ (ppm) = 1.17 (t, 3H, 7.1 

Hz, CH3), 1.32 (t, 3H, 7.1 Hz, CH3), 2.56-2.64 (m, 4H, CH2), 3.78 (s, 3H, 

OCH3), 4.05 (q, 2H, 7.1 Hz, CH2) 4.30 (q, 2H, 7.1 Hz, CH2) 7.20 (dd, 1H, 

8.7/3.1 Hz, arom. H), 7.35 (d, 1H, 3.0 Hz, arom. H) 7.98 (d, 1H, 9.2 Hz, 

arom. H), 10.25 (s, 1H, NH); 13C-NMR ([D6]-DMSO, 100.6 MHz): δ (ppm) 

= 13.9, 14.0 (prim. C-Atome), 55.4 (OCH3), 28.7, 31.2, 59.8, 61.1 (sek. C-

Atome), 114.3, 119.4, 123.5 (tert. arom. C-Atome), 120.3, 132.3, 154.6, 

166.6, 169.5, 172.1 (quart. arom. C-Atome); C16H21NO6 (323.35); Ber. C 

59.43, H 6.55, N 4.33; Gef. C 59.37, H 6.52, N 4.26. 
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5-Hydroxy-2-oxo-2,3-dihydro-1H-[1]benzazepin-4-carbonsäureethylester 

(10a) 

N
H

OH
COOC2H5

O

 

10 g einer 35proz. Suspension von Kaliumhydrid in Mineralöl (Vorsicht! 

Kaliumhydrid entzündet sich sofort bei Kontakt mit Wasser oder Feuch-

tigkeit!) werden in einem mit Metallkühler, Tropftrichter und Gaszu- und  

-ableitung ausgerüstetem Dreihalskolben unter Stickstoff mit dreimal 75 

ml Toluol gewaschen und dann in 75 ml Toluol suspendiert. 14.7 g (0.05 

mol) 2-[(4-Ethoxy-1,4-dioxobutyl)amino]-benzoesäureethylester (9a) wer-

den in 22 ml N,N-Dimethylformamid und 150 ml Toluol gelöst und über 

den Tropftrichter in die unter Stickstoff im vorgekühlten Siliconbad gerühr-

te Suspension getropft. Nach Beendigung der Gasentwicklung wird 3 h 

bei 70 °C gerührt. Nach dem Abkühlen auf Raumtemperatur werden vor-

sichtig zunächst 15 ml Eisessig und dann 150 ml Wasser zugetropft. Die 

neutrale bis schwach saure, weiße Suspension wird 15 min im Eisbad 

gerührt. Der Niederschlag wird abgesaugt, mit Wasser und Petrolether 

gewaschen und aus Ethanol umkristallisiert. 

Man erhält 9.3 g (75%) farblose Kristalle. 

Schmp.: 210 °C (Lit.17: 210-213 °C) 

5-Hdroxy-7-methoxy-2-oxo-2,3-dihydro-1H-[1]benzazepin-4-

carbonsäureethylester (10b) 

H3CO

N
H O

OH
COOC2H5

 

5 g einer 35proz. Suspension von Kaliumhydrid in Mineralöl (Vorsicht! 

Kaliumhydrid entzündet sich sofort bei Kontakt mit Wasser oder Feuch-
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tigkeit!) werden in einem mit Metallkühler, Tropftrichter und Gaszu- und  

-ableitung ausgerüstetem Dreihalskolben unter Stickstoff mit dreimal 37.5 

ml Toluol gewaschen und dann in 37.5 ml Toluol suspendiert. 8084 mg 

(25 mmol) 2-[(4-Ethoxy-1,4-dioxobutyl)amino]-5-methoxy-benzoesäure-

ethylester (9b) werden in 11 ml N,N-Dimethylformamid und 75 ml Toluol 

gelöst und über den Tropftrichter in die unter Stickstoff im vorgekühltem 

Siliconbad gerührte Suspension getropft. Nach Beendigung der Gasent-

wicklung wird 3 h bei 70 °C Badtemperatur gerührt. Nach dem Abkühlen 

auf Raumtemperatur werden zunächst vorsichtig 5 ml Eisessig und dann 

75 ml Wasser dazugetropft. Die neutrale bis schwach saure, weiße Sus-

pension wird 15 min im Eisbad gerührt, der Niederschlag abgesaugt, mit 

Wasser und Petrolether gewaschen und aus Ethanol umkristallisiert. 

Man erhält 4298 mg (62%) weiße Nadeln. 

Schmp.: 191-193 °C (Zers.); IR (KBr): 3200 cm-1 (NH), 3090 cm-1 (CH a-

rom.), 2960 cm-1 (CH aliph.), 1670 cm-1 (C=O); 1H-NMR ([D6]-DMSO, 400 

MHz): δ (ppm) = 1.30 (t, 3H, 6.9 Hz, CH3), 2.91 (s, 2H, CH2), 3.79 (s, 3H, 

OCH3), 4.28 (q, 2H, 7.1 Hz, CH2), 7.10 (d, 1H, 9.2 Hz, arom. H), 7.15 (dd, 

1H, 8.9/2.8 Hz, arom. H), 7.24 (d, 1H, 2.6 Hz, arom. H), 10.11 (s, 1H, 

NH); 13C-NMR ([D6]-DMSO, 100.6 MHz): δ (ppm) = 14.0 (CH3), 55.4 

(OCH3), 30.6, 61.3 (CH2), 110.8, 119.2, 123.2 (tert. C-Atome), 96.1, 

125.8, 131.5, 155.0, 166.0, 170.5, 171.7 (quart. C-Atome); C14H15NO5 

(277.28); Ber. C 60.64, H 5.45, N 5.05; Gef. C 60.33, H 5.34, N 5.21. 

2-Amino-5-methoxybenzoesäure (12) 

H3CO

NH2

COOH  

14.78 g (65.5 mmol) Zinn(II)chloriddihydrat werden in 15 ml konzentrierter 

Salzsäure gelöst. Nach Zugabe von 2957 mg (15 mmol) 5-Methoxy-2-

nitrobenzoesäure wird die Lösung vorsichtig auf 80 °C erwärmt. Nach 15 

min werden 7.5 ml konzentrierte Salzsäure hinzugefügt und die Lösung 

20 min im Eisbad gerührt. Der gebildete Niederschlag wird abgesaugt, mit 

konzentrierter Salzsäure gewaschen und abermals gründlich abgesaugt. 

Der Rückstand wird unter Rühren nach und nach mit 10proz. Natriumcar-
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bonat-Lösung versetzt, bis er gelöst ist. Nach Alkalisierung der Lösung 

tritt ein gräulicher Niederschlag auf, der abfiltriert und verworfen wird. Das 

gelbliche Filtrat wird unter Kühlung im Eisbad mit 10proz. Salzsäure auf 

einen pH-Wert von 4 eingestellt und anschließend mit fünfmal 50 ml E-

thylacetat extrahiert. Die organischen Phasen werden vereinigt, über Nat-

riumsulfat getrocknet und im Vakuum bis zur Trockene eingeengt. 

Man erhält 1471 mg (59%) eines gelben Pulvers. 

Schmp.: 148 °C (Lit.19: 149-150.5) °C; IR (KBr): 3420 cm-1 (NH), 3340 cm-

1 (NH), 1650 cm-1 (C=O); 1H-NMR ([D6]-DMSO, 400 MHz): δ (ppm) = 3.65 

(s, 3H, OCH3), 6.71 (d, 1H, 9.2 Hz, arom. H), 6.94 (dd, 1H, 8.7/3.1 Hz, 

arom.H), 7.19 (d, 1H, 3.1 Hz, arom. H), 8.38 (s, 2H, NH2); 
13C-NMR ([D6]-

DMSO, 100.6 MHz): δ (ppm) = 55.2 (OCH3), 112.8, 117.8, 122.7 (tert. C-

Atome), 109.3, 146.1, 148.9, 169.2 (quart. C-Atome); C8H9NO3 (167.16); 

Ber. C 57.48, H 5.43, N 8.38; Gef. C 57.11, H 5.44, N 8.32. 

8-Methoxy-4,5-dihydro-1H-[1]benzazepin-2(3H)-on (14) 

N
H O

H3CO

 

In einem Dreihalskolben mit Rührwerk, Thermometer und Gasableitung 

werden 4400 mg (25 mmol) 7-Methoxytetralon in 17.5 ml Eisessig gelöst. 

Bei dauernd laufendem Rührwerk trägt man erst 3190 mg Natriumazid 

ein und lässt dann, im Laufe einer Stunde, 5.6 ml konzentrierte Schwefel-

säure in die Suspension eintropfen, wobei die Temperatur durch Außen-

kühlung mit Wasser auf 25-30 °C zu halten ist. Anschließend wird das 

Gemisch auf 50-60 °C erwärmt und nachdem es sich wieder abgekühlt 

hat vorsichtig in 185 ml 10proz. Natriumcarbonat-Lösung gegossen. Der 

Niederschlag wird abgesaugt und aus Aceton umkristallisiert. 

Man erhält 2.63 g (55%) farblose Kristalle. 

Schmp.: 132 °C (Lit.21: 132 -134 °C) 
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9-Brom-2-methoxy-7,12-dihydro-indolo[3,2-d][1]benzazepin-6(5H)-on 

(15a) 

H3CO

N
H O

NH

Br

 

Nach AAV 1 aus 308 mg (1.5 mmol) 7-Methoxy-1H-[1]benzazepin-

2,5(3H,4H)-dion (6b), 503 mg (2.25 mmol) 4-Bromphenylhydrazin-HCl 

und 185 mg (2.25 mmol) Natriumacetat. Umkristallisation aus Ethanol. 

Man erhält 169 mg (32%) eines lachsfarbenden Pulvers. 

Schmp.: > 330 °C; IR (KBr): 3300 cm-1 (NH), 3180 cm-1 (NH), 3050 cm-1 

(CH arom.), 2950 cm-1 (CH aliph.), 1630 cm-1 (C=O); 1H-NMR ([D6]-

DMSO, 400 MHz): δ (ppm) = 3.48 (s, 2H, CH2), 3.85 (s, 3H, OCH3), 7.00 

(dd, 1H, 8.9/2.8 Hz, arom. H), 7.18 (d, 1H, 9.2 Hz, arom. H), 7.27-7.29 

(m, 2H, arom. H), 7.41 (d, 1H, 8.6 Hz, arom. H), 7.91 (d, 1H, 1.5 Hz, a-

rom. H), 9.92 (s, 1H, NH), 11.80 (s, 1H, NH); 13C-NMR ([D6]-DMSO, 100.6 

MHz): δ (ppm) = 55.4 (OCH3), 31.2 (CH2), 110.5, 113.3, 115.2, 120.4, 

123.2, 124.5 (tert. C-Atome), 107.4, 111.6, 123.7, 128.2, 129.1, 133.9, 

135.8, 155.3, 171.1 (quart. C-Atome); C17H13BrN2O2 (357.21); Ber. C 

57.16, H 3.67, N 7.84, Br 22.37; Gef. C 57.07, H 3.78 N 7.74, Br 21.65. 

2-Methoxy-9-trifluormethyl-7,12-dihydro-indolo[3,2-d][1]benzazepin-

6(5H)-on (15b) 

N
H

NH

O

CF3

H3CO
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Nach AAV 1 aus 308 mg (1.5 mmol) 7-Methoxy-1H-[1]benzazepin-

2,5(3H,4H)-dion (6b) und 396 mg (2.25 mmol) 4-Trifluorphenylhydrazin. 

Umkristallisation aus Ethanol. 

Man erhält 139 mg (27%) hellbraune Kristalle. 

Schmp.: > 330 °C; IR (KBr): 3380 cm-1 (NH), 3060 cm-1 (CH arom.), 2950 

cm-1 (CH aliph.), 1640 cm-1 (C=O); 1H-NMR ([D6]-DMSO, 400 MHz): δ 

(ppm) = 3.57 (s, 2H, CH2), 3.86 (s, 3H, OCH3), 7.03 (dd, 1H, 9.2/3.0 Hz, 

arom. H), 7.20 (d, 1H, 9.2 Hz, arom. H), 7.31 (d, 1H, 2.5 Hz, arom. H), 

7.47 (dd, 1H, 8.6/1.5 Hz, arom. H), 7.63 (d, 1H, 8.1 Hz, arom. H), 8.13 (s, 

1H, arom. H), 9.97 (s, 1H, NH), 12.07 (s, 1H, NH); 13C-NMR ([D6]-DMSO, 

100.6 MHz): δ (ppm) = 55.4 (OCH3), 31.2 (CH2), 110.6, 112.1, 115.4, 

115.9 (q, JCF = 4 Hz), 118.3 (q, JCF = 3 Hz), 123.8 (tert. C-Atome), 108.6, 

120.0 (q, JCF = 31 Hz), 123.2, 125.5 (q, JCF = 270 Hz), 125.8, 129.3, 

134.7, 138.6, 155.4, 171.1 (quart. C-Atome); C18H13F3N2O2 (346.31); Ber. 

C 62.43, H 3.78, N 8.09; Gef. C 61.79, H 3.86, N 8.08. 

2-Methoxy-9-nitro-7,12-dihydro-indolo[3,2-d][1]benzazepin-6(5H)-on (15c) 

N
H

NH

NO2

O

H3CO

 

Nach AAV 2 aus 170 mg (0.5 mmol) 7-Methoxy-5(4-nitro-

phenylhydrazono)-4,5-dihydro-1H-[1]benzazepin-2(3H)-on (17c). 

Man erhält 37 mg (23%) dunkelbrauner Kristalle. 

Schmp.: > 330 °C; IR (KBr): 3220 cm-1 (NH), 3060 cm-1 (CH arom.), 2940 

cm-1 (CH aliph.), 1650 cm-1 (C=O); 1H-NMR ([D6]-DMSO, 400 MHz): δ 

(ppm) = 3.61 (s, 2H, CH2), 3.86 (s, 3H, OCH3), 7.06 (dd, 1H, 8.9/2.8 Hz, 

arom. H), 7.22 (d, 1H, 8.6 Hz, arom. H), 7.32 (d, 1H, 2.6 Hz, arom. H), 

7.61 (d, 1H, 8.6 Hz, arom. H), 8.08 (dd, 1H, 9.2/2.0 Hz, arom. H), 8.76 (d, 

1H, 1.5 Hz, arom. H), 10.03 (s, 1H, NH), 12.41 (s, 1H, NH); 13C-NMR 

([D6]-DMSO, 100.6 MHz): δ (ppm) = 55.9 (CH3), 31.6 (CH2), 111.1, 112.2, 
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115.8, 116.2, 117.8, 124.3 (tert. C-Atome), 110.4, 123.1, 126.2, 129.9, 

136.5, 140.6, 141.3, 155.8, 171.3 (quart. C-Atome); C17H13N3O4 (323.31); 

Ber. C 63.16, H 4.05, N 13.00; Gef. C 62.55, H 4.42, N 12.62. 

9-Brom-3-methoxy-7,12-dihydro-indolo[3,2-d][1]benzazepin-6(5H)-on 

(15d) 

N
H

NH

O

H3CO

Br

 

Nach AAV 1 aus 308 mg (1.5 mmol) 8-Methoxy-1H-[1]benzazepin-

2,5(3H,4H)-dion (6c) und 503 mg (2.25 mmol) 4-Bromphenylhydrazin-HCl 

und 185 mg (2.25 mmol) Natriumacetat. Umkristallisation aus Ethanol. 

Man erhält 198 mg (37%) eines gelben Pulvers. 

Schmp.: >330°C; IR (KBr): 3200 cm-1 (NH), 1630 cm-1 (C=O); 1H-NMR 

([D6]-DMSO, 400 MHz): δ (ppm) = 3.49 (s, 2H, CH2), 3.81 (s, 3H, OCH3), 

6.84 (d, 1H, 2.5 Hz, arom. H), 6.92 (dd, 1H, 8.5/2.5 Hz, arom. H), 7.23 

(dd, 1H, 8.5/1.9 Hz, arom. H), 7.36 (d, 1H, 8.5 Hz, arom. H), 7.66 (d, 1H, 

8.5 Hz, arom. H), 7.84 (d, 1H, 1.6 Hz, arom. H), 10.02 (s, 1H, NH), 11.68 

(s, 1H, NH); 13C-NMR ([D6]-DMSO, 100.6 MHz): δ (ppm) = 55.2 (OCH3), 

31.3 (CH2), 105.3, 110.3, 113.1, 120.0, 123.9, 128.1 (tert. C-Atome), 

106.8, 111.5, 115.3, 128.4, 134.2, 135.8, 136.9, 159.3, 171.1 (quart. C-

Atome); C17H13N2O2Br (357.21); Ber. C 57.16, H 3.67, N 7.84; Gef. C 

56.79, H 3.44, N 7.75. 
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3-Methoxy-9-trifluormethyl-7,12-dihydro-indolo[3,2-d][1]benzazepin-

6(5H)-on (15e) 

N
H

NH

O

H3CO

CF3

 

Nach AAV 1 aus 308 mg (1.5 mmol) 8-Methoxy-1H-[1]benzazepin-

2,5(3H,4H)-dion (6c) und 396 mg (2.25 mmol) 4-Trifluorphenylhydrazin. 

Umkristallisation aus Ethanol. 

Man erhält 130 mg (25%) eines gelben Pulvers. 

Schmp.: > 330 °C; IR (KBr): 3230 cm-1 (NH), 1630 cm-1 (C=O); 1H-NMR 

([D6]-DMSO, 400 MHz): δ (ppm) = 3.59 (s, 2H, CH2), 3.82 (s, 3H, OCH3), 

6.85 (d, 1H, 2.6 Hz, arom. H), 6.95 (dd, 1H, 8.9/2.3 Hz, arom. H), 7.43 (m, 

1H, arom. H), 7.59 (d, 1H, 8.6 Hz, arom. H), 7.70 (d, 1H, 8.7 Hz, arom. 

H), 8.09 (s, 1H, arom. H), 10.01 (s, 1H, NH), 11.98 (s, 1H, NH); 13C-NMR 

([D6]-DMSO, 100.6 MHz): δ (ppm) = 55.3 (OCH3), 31.2 (CH2), 106.9, 

110.3, 111.8, 115.4 (q, JCF = 4 Hz), 117.8 (q, JCF = 4 Hz), 128.1 (tert. C-

Atome), 106.5, 115.1, 119.9, (q, JCF = 32 Hz), 125.5 (q, JCF = 271 Hz), 

126.0, 134.9, 137.1, 138.5, 159.4, 171.1 (quart. C-Atome); C18H13F3N2O2 

(346.31); Ber. C 62.43, H 3.78, N 8.09; Gef. C 62.25, H 4.12, N 7.98. 

3-Methoxy-9-nitro-7,12-dihydro-indolo[3,2-d][1]benzazepin-6(5H)-on (15f) 

N
H

NH

H3CO

NO2

O

 

Nach AAV 2 aus 255mg (0.75 mmol) 8-Methoxy-5(4-nitro-

phenylhydrazono)-4,5-dihydro-1H-[1]benzazepin-2(3H)-on (17f). 
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Man erhält 33mg (13%) dunkelbrauner Kristalle. 

Schmp.: > 330 °C; IR (KBr): 3200 cm-1 (NH), 3080 cm-1 (CH arom.), 2930 

cm-1 (CH aliph.), 1665 cm-1 (C=O); 1H-NMR ([D6]-DMSO, 400 MHz): δ 

(ppm) = 3.63 (s, 2H, CH2), 3.82 (s, 3H, OCH3), 6.86 (d, 1H, 2.0 Hz, arom. 

H), 6.96 (dd, 1H, 8.9/2.3 Hz, arom.H), 7.56 (d, 1H, 9.1 Hz, arom. H), 7.70 

(d, 1H, 8.6 Hz, arom. H), 8.04 (dd, 1H, 9.2/2.0, arom. H), 8.69 (d, 1H, 2.0 

Hz, arom. H), 10.13 (s, 1H, NH), 12.29 (s, 1H, NH); 13C-NMR ([D6]-

DMSO, 100.6 MHz): δ (ppm) = 55.3 (OCH3), 31.2 (CH2), 106.9, 110.4, 

111.5, 114.8, 116.9, 128.2 (tert. C-Atome), 107.7, 114.6, 128.2, 136.4, 

137.3, 140.2, 140.7, 159.7, 170.9 (quart. C-Atome); C17H13N3O4 (323.31); 

HRFAB-MS [M]: Ber. 323.0906; Gef. 323.0909. 

5-(4-Brom-phenylhydrazono)-7-methoxy-4,5-dihydro-1H-[1]benzazepin-

2(3H)-on (17a) 

N
H O

N

NH

Br

H3CO

 

Nach AAV 3 aus 205 mg (1 mmol) 7-Methoxy-1H-(1)benzazepin-

2,5(3H,4H)-dion (6b), 335 mg (1.5 mmol) 4-Bromphenylhydrazin-

Hydrochlorid und 123 mg (1.5 mmol) Natriumacetat. 

Man erhält 59 mg (16%) hellbeige Kristalle. 

Schmp.: 270 °C (Zers.); IR (KBr): 3260 cm-1 (NH), 1650 cm-1 (C=O); 1H-

NMR ([D6]-DMSO, 400 MHz): δ (ppm) = 2.93-2.96 und 2.50-2.53 (m, 

AA’XX‘, 4H, CH2-CH2), 3.77 (s, 3H, OCH3), 6.94 (s, 2H, arom. H), 7.12-

7.16 (m, 3H, arom. H), 7.37 (d, 2H, 8.7 Hz, arom. H), 9.36 (s, 1H, NH), 

9.55 (s, 1H, NH); 13C-NMR ([D6]-DMSO, 100.6 MHz): δ (ppm) = 55.2 

(OCH3), 29.7, 30.6 (CH2), 113.8, 114.5, 114.9, 123.2, 131.5 (tert. C-

Atome), 110.2, 130.3, 132.0, 144.0, 145.0, 155.7, 172.9 (quart. C-Atome); 
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C17H16BrN3O2 (374.24); Ber. C 54.56, H 4.31, N 11.23; Gef. C 54.23, H 

4.28, N 10.97. 

7-Methoxy-5-(4-trifluormethyl-phenylhydrazono)-4,5-dihydro-1H-

[1]benzazepin-2(3H)-on (17b) 

N
H O

N

NH

CF3

H3CO

 

Nach AAV 3 aus 205 mg (1 mmol) 7-Methoxy-1H-(1)benzazepin-

2,5(3H,4H)-dion (6b) und 264 mg (1.5 mmol) 4-Trifluormethylphenyl-

hydrazin. 

Man erhält 139 mg (38%) eines beigen Pulvers. 

Schmp.: 270 °C; IR (KBr): 3240 cm-1 (NH), 1645 cm-1 (C=O); 1H-NMR 

([D6]-DMSO, 400 MHz): δ (ppm) = 2.50-2.53 und 2.98-3.00 (m, AA’XX‘, 

4H, CH2-CH2), 3.79 (s, 3H, OCH3), 6.95-6.96 (m, 2H, arom. H), 7.139-

7.142 (m, 1H, arom. H), 7.33 (d, 2H, 6.8 Hz, arom. H), 7.54 (d, 2H, 7.1 

Hz, arom. H), 9.55 (s, 1H, NH), 9.66 (s, 1H, NH); 13C-NMR ([D6]-DMSO, 

100.6 MHz): δ (ppm) = 55.2 (OCH3), 29.8, 30.6 (CH2), 112.7, 114.0, 

114.8, 123.3, 126.2 (q, JCF = 4 Hz) (tert. C-Atome), 119.1 (q, JCF = 32 Hz), 

125.0 (q, JCF = 272 Hz), 130.5, 131.9, 145.6, 148.7, 155.8, 172.9 (quart. 

C-Atome); C18H16F3N3O2 (363.34); Ber. C 59.50, H 4.44, N11.56; Gef. C 

59.42, H 4.36, N 11.48. 
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7-Methoxy-5-(4-nitro-phenylhydrazono)-4,5-dihydro-1H-[1]benzazepin-

2(3H)-on (17c) 

N
H O

N

NH

H3CO

NO2  

Nach AAV 3 aus 205 mg (1 mmol) 7-Methoxy-1H-(1)benzazepin-

2,5(3H,4H)-dion (6b), 335 mg (1.5 mmol) 4-Nitrophenylhydrazin-

Hydrochlorid und 123 mg (1.5 mmol) Natriumacetat. 

Man erhält 204 mg (60%) eines orangenen Pulvers. 

Schmp.: 274 °C (Zers.); IR (KBr): 3330 cm-1 (NH), 3240 cm-1 (NH), 1655 

cm-1 (C=O); 1H-NMR ([D6]-DMSO, 400 MHz): δ (ppm) = 2.51-2.55 und 

3.01-3.05 (m, AA’XX‘, 4H, CH2-CH2), 3.79 (s, 3H, OCH3), 6.98-6.99 (m, 

2H, arom. H), 7.150-7.153 (m, 1H, arom. H), 7.33 (d, 2H, 9.2 Hz, arom. 

H), 8.15 (d, 2H, 9.7 Hz, arom. H), 9.60 (s, 1H, NH), 10.16 (s, 1H, NH); 
13C-NMR ([D6]-DMSO, 100.6 MHz): δ (ppm) = 55.3 (OCH3), 30.0, 30.5 

(CH2), 112.3, 114.0, 115.2, 123.3, 125.8 (tert. C-Atome), 130.6, 138.9, 

148.4, 151.0, 155.7, 172.8 (quart. C-Atome); C17H16N4O4 (340.34); Ber. C 

60.00, H 4.74, N 16.46; Gef. C 60.00, H 4.85, N 16.47. 
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5-(4-Brom-phenylhydrazono)-8-methoxy-4,5-dihydro-1H-[1]benzazepin-

2(3H)-on (17d) 

N
H O

H3CO

N

NH

Br  

Nach AAV 3 aus 205 mg (1 mmol) 8-Methoxy-1H-(1)benzazepin-

2,5(3H,4H)-dion (6c), 335 mg (1.5 mmol) 4-Bromphenylhydrazin-

Hydrochlorid und 123 mg (1.5 mmol) Natriumacetat. 

Man erhält 41 mg (11%) hellbeige Kristalle. 

Schmp.: 258 °C (Zers.); IR (KBr): 3260 cm-1 (NH), 1650 cm-1 (C=O); 1H-

NMR ([D6]-DMSO, 400 MHz): δ (ppm) = 2.51-2.54 und 2.91-2.94 (m, 

AA’XX‘, 4H, CH2-CH2), 3.76 (s, 3H, OCH3), 6.57 (d, 1H, 2.0 Hz, arom. H), 

6.76 (dd, 1H, 8.6/2.5 Hz, arom. H), 7.12 (d, 2H, 8.6 Hz, arom. H), 7.35 (d, 

2H, 8.6 Hz, arom.H), 7.57 (d, 1H, 8.6 Hz, arom. H.), 9.23 (s, 1H, NH), 

9.69 (s, 1H, NH); 13C-NMR ([D6]-DMSO, 100.6 MHz): δ (ppm) = 55.1 

(OCH3), 29.5, 30.9 (CH2), 106.7, 110.2, 114.7, 130.7, 131.4 (tert. C-

Atome), 109.9, 123.4, 138.1, 144.3, 145.2, 159.7, 173.0 (quart. C-Atome); 

C17H16BrN3O2 (374.24); Ber. C 54.56, H 4.31, N 11.23; Gef. C 54.66, H 

4.06, N 11.14. 
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8-Methoxy-5-(4-trifluormethyl-phenylhydrazono)-4,5-dihydro-1H-

[1]benzazepin-2(3H)-on (17e) 

N
H O

N

NH

H3CO

CF3  

Nach AAV 3 aus 205 mg (1 mmol) 8-Methoxy-1H-(1)benzazepin-

2,5(3H,4H)-dion (6c) und 264 mg (1.5 mmol) 4-

Trifluormethylphenylhydrazin. 

Man erhält 84 mg (23%) eines gelben Pulvers. 

Schmp.: 269 °C (Zers.); IR (KBr): 3250 cm-1 (NH), 1650 cm-1 (C=O); 1H-

NMR ([D6]-DMSO, 400 MHz): δ (ppm) = 2.53-2.56 und 2.96-2.99 (m, 

AA’XX‘, 4H, CH2-CH2), 3.77 (s, 3H, OCH3), 6.59 (d, 1H, 2.5 Hz, arom. H), 

6.78 (dd, 1H, 8.6/2.5 Hz, arom. H), 7.30 (d, 2H, 8.6 Hz, arom. H), 7.53 (d, 

2H, 8.6 Hz, arom. H), 7.59 (d, 2H, 8.6 Hz, arom. H), 9.56 (s, 1H, NH), 

9.71 (s, 1H, NH); 13C-NMR ([D6]-DMSO, 100.6 MHz): δ (ppm) = 55.2 

(OCH3), 29.6, 30.9 (CH2), 106.8, 110.2, 112.5, 126.1 (q, JCF = 4 Hz), 

130.8 (tert. C-Atome), 118.9 (q, JCF = 32 Hz), 123.3, 125.0 (q, JCF = 272 

Hz), 138.4, 145.8, 148.9, 159.9, 173.0 (quart. C-Atome); C18H16F3N3O2 

(363.34); Ber. C 59.50, H 4.44, N11.56; Gef. C 59.14, H 4.54, N 11.28. 
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8-Methoxy-5-(4-nitro-phenylhydrazono)-4,5-dihydro-1H-[1]benzazepin-

2(3H)-on (17f) 

N
H O

N

NH

NO2

H3CO

 

Nach AAV 3 aus 205 mg (1 mmol) 8-Methoxy-1H-(1)benzazepin-

2,5(3H,4H)-dion (6c), 335 mg (1.5 mmol) 4-Nitrophenylhydrazin-

Hydrochlorid und 123 mg (1.5 mmol) Natriumacetat. 

Man erhält 217 mg (64%) eines gelben Pulvers. 

Schmp.: 283-284 °C (Zers.); IR (KBr): 3230 cm-1 (NH), 1670 cm-1 (C=O); 
1H-NMR ([D6]-DMSO, 400 MHz): δ (ppm) = 2.54-2.57 und 3.00-3.03 (m, 

AA’XX‘, 4H, CH2-CH2), 3.78 (s, 3H, OCH3), 6.60 (d, 1H, 2.6 Hz, arom. H), 

6.79 (dd, 1H, 8.9/2.3 Hz, arom. H), 7.29 (d, 2H, 9.2 Hz, arom. H), 7.62 (d, 

1H, 8.6 Hz, arom. H), 8.13 (d, 2H, 9.1 Hz, arom. H), 9.74 (s, 1H, NH), 

10.07 (s, 1H, NH); 13C-NMR ([D6]-DMSO, 100.6 MHz): δ (ppm) = 55.2 

(OCH3), 29.8, 30.8 (CH2), 106.8, 110.3, 112.0, 125.8, 131.0 (tert. C-

Atome), 122.8, 138.6, 148.7, 151.2, 160.2, 172.9 (quart. C-Atome, ein 

Signal fehlt aufgrund von Peaküberlappung); C17H16N4O4 (340.34); Ber. C 

60.00, H 4.74, N 16.46; Gef. C 59.64, H 4.65, N 16.34. 

3-Methoxy-6-oxo-5,6,7,12-tetrahydro-indolo[3,2-d][1]benzazepin-9-

carbonitril (18b) 

N
H O

NH

CN

H3CO
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Nach AAV 4 aus 357 mg (1 mmol) 9-Brom-3-methoxy-7,12-dihydro-

indolo[3,2-d][1]benzazepin-6(5H)-on (15d). 

Man erhält 76 mg (25%) dunkelbraune Kristalle. 

Schmp.: > 330 °C; IR (KBr): 3200 cm-1 (NH), 3080 cm-1 (CH arom.), 2950 

cm-1 (CH aliph.), 2210 cm-1 (CN), 1665 cm-1 (C=O); 1H-NMR ([D6]-DMSO, 

400 MHz): δ (ppm) = 3.57 (s, 2H, CH2), 3.82 (s, 3H, OCH3), 6.85 (d, 1H, 

2.52 Hz, arom. H), 6.94 (dd, 1H, 8.64/2.56 Hz, arom. H), 7.48 (dd, 1H, 

8.36/1.26 Hz, arom. H), 7.56 (d, 1H, 8.64 Hz, arom. H), 7.69 (d, 1H, 8.64 

Hz, arom. H), 8.27 (s, 1H, arom. H), 10.10 (s, 1H, NH), 12.13 (s, 1H, NH); 
13C-NMR ([D6]-DMSO, 100.6 MHz): δ (ppm) = 55.3 (OCH3), 31.2 (CH2), 

106.9, 110.3, 112.3, 123.4, 124.2, 128.2 (tert. C-Atome), 101.0, 106.3, 

114.8, 120.6, 126.5, 135.2, 137.2, 138.7, 159.6, 171.1 (quart. C-Atome); 

C18H13N3O2 (303.32); HRFAB-MS [M+]: Ber. 303.1008; Gef. 303.1012. 

9-Brom-2-hydroxy-7,12-dihydro-indolo[3,2-d][1]benzazepin-6(5H)-on 

(19a) 

N
H

NH

O

Br

OH

 

Nach AAV 5 aus 357 mg (1 mmol) 9-Brom-2-methoxy-7,12-dihydro-

indolo[3,2-d][1]benzazepin-6(5H)-on (15a). Reaktionszeit: 12 h. 

Man erhält 101 mg (17%) eines beiges Pulvers. 

Schmp.: > 330 °C (Zers.); IR (KBr): 3420 cm-1 (OH), 1620 cm-1 (C=O); 1H-

NMR ([D6]-DMSO, 400 MHz): δ (ppm) = 3.44 (s, 2H, CH2), 6.84 (dd, 1H, 

8.6/2.5 Hz, arom. H), 7.07-7.09 (m, 2H, arom. H), 7.26 (dd, 1H, 8.4/1.8 

Hz, arom. H), 7.38 (d, 1H, 8.6 Hz, arom. H), 7.88 (d, 1H, 1.5 Hz, arom. 

H), 9.61 (s, 1H, OH), 9.80 (s, 1H, NH), 11.75 (s, 1H, NH); 13C-NMR ([D6]-

DMSO, 100.6 MHz): δ (ppm) = 31.2 (CH2), 112.3, 113.3, 116.0, 120.3, 

123.7, 124.3 (tert. C-Atome), 107.2, 111.6, 123.5, 127.9, 128.2, 134.1, 
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135.8, 153.5, 171.1 (quart. C-Atome); C16H11BrN2O2 (343.18); Ber. C 

56.00, H 3.23, N 8.16; Gef. C 55.61, H 3.12, N 8.10. 

9-Brom-3-hydroxy-7,12-dihydro-indolo[3,2-d][1]benzazepin-6(5H)-on 

(19b) 

N
H

NH

O

OH

Br

 

Nach AAV 5 aus 357 mg (1 mmol) 9-Brom-3-methoxy-7,12-dihydro-

indolo[3,2-d][1]benzazepin-6(5H)-on (15d). Reaktionszeit: 12 h. 

Man erhält 192 mg (60%) hellbraune Kristalle. 

Schmp.: > 330 °C; IR (KBr): 3340 cm-1 (OH), 3310 cm-1 (NH), 3160 cm-1 

(NH), 1630 cm-1 (C=O); 1H-NMR ([D6]-DMSO, 400 MHz): δ (ppm) = 3.46 

(s, 2H, CH2), 6.67 (d, 1H, 2.4 Hz, arom. H), 6.71 (dd, 1H, 8.4/2.3 Hz, a-

rom. H), 7.21 (dd, 1H, 8.6/1.5 Hz, arom. H), 7.34 (d, 1H, 8.6 Hz, arom. H), 

7.54 (d, 1H, 8.1 Hz, arom. H), 7.83 (d, 1H, 1.0 Hz, arom. H), 9.88 (s, 1H, 

OH), 9.99 (s, 1H, NH), 11.62 (s, 1H, NH); 13C-NMR ([D6]-DMSO, 100.6 

MHz): δ (ppm) = 31.3 (CH2), 108.1, 111.8, 113.0, 119.8, 123.6, 128.1 

(tert. C-Atome), 104.8, 111.4, 113.9, 128.4, 134.7, 135.6, 137.0, 157.7, 

171.1 (quart. C-Atome); C16H11BrN2O2 (343.18); Ber. C 56.00, H 3.23, N 

8.16; Gef. C 55.66, H 3.23, N 8.03. 
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2-(Phthalimidobutoxy)-9-brom-7,12-dihydro-indolo[3,2-d][1]benzazepin-

6(5H)-on (21) 

N

O

O

O

N
H

NH

O

Br
 

Nach AAV 6 aus 343 mg (1 mmol) 9-Brom-2-hydroxy-7,12-dihydro-

indolo[3,2-d][1]benzazepin-6(5H)-on (19a). 

Man erhält 515 mg mit Kaliumcarbonat verunreinigtes Rohprodukt, das 

nicht weiter gereinigt wird. 

1H-NMR ([D6]-DMSO, 400 MHz): δ (ppm) = 1.79 (m, 4H, CH2-CH2), 3.47 

(s, 2H, CH2), 3.67 (m, 2H, CH2), 4.08 (m, 2H, CH2), 6.98 (dd, 1H, 8.9/2.8 

Hz, arom. H), 7.15 (d, 1H, 9.2 Hz, arom. H), 7.25 (d, 1H, 2.6 Hz, arom. 

H), 7.27 (dd, 1H, 8.4/1.8 Hz, arom. H), 7.39 (d, 1H, 8.6 Hz, arom. H), 

7.82-7.88 (m, 5H, arom. H), 7.90 (s, 1H, arom. H), 9.90 (s, 1H, NH), 11.78 

(s, 1H, NH); C28H22BrN3O4 (544.41). 

3-(Phthalimidobutoxy)-9-brom-7,12-dihydro-indolo[3,2-d][1]benzazepin-

6(5H)-on (22) 

N

O

O

O N
H

NH

Br

O

 

Nach AAV 6 aus 343 mg (1 mmol) 9-Brom-3-hydroxy-7,12-dihydro-

indolo[3,2-d][1]benzazepin-6(5H)-on (19b). 

Man erhält 470 mg mit Kaliumcarbonat verunreinigtes Rohprodukt, das 

nicht weiter gereinigt wird. 



 122 

1H-NMR ([D6]-DMSO, 400 MHz): δ (ppm) = 1.60-1.67 (m, 2H, CH2), 1.80-

1.90 (m, 2H, CH2), 3.48 (s, 2H, CH2), 3.29 (t, 2H, 6.10 Hz, CH2), 4.06 (t, 

2H, 6.62 Hz, CH2), 6.91 (dd, 1H, 8.64/2.52 Hz, arom. H), 6.94 (d, 1H, 

2.04 Hz, arom. H), 7.21-7.40 (m, 3H, arom. H), 7.29-7.40 (m, 3H, arom. 

H), 7.64 (d, 1H, 8.16 Hz, arom. H), 7.75 (dd, 1h, 7.64/1.00 Hz, arom. H), 

7.84 (d, 1H, 1.52 Hz, arom. H), 10.25, (s, 1H, NH), 11.76 (s, 1H, NH); 13C-

NMR ([D6]-DMSO, 100.6 MHz): δ (ppm) = 25.5, 26.2, 31.3, 38.6, 67.4 

(CH2), 107.2, 111.0, 113.1, 119.9, 123.8, 126.0, 128.0, 128.5, 128.9, 

129.3 (tert. C-Atome), 105.2, 111.4, 115.1, 128.4, 131.0, 134.4, 135.8, 

137.0, 143.2, 158.7, 167.3, 171.0, 172.4 (quart. C-Atome); C28H22BrN3O4 

(544.41). 

2-(4-Aminobutoxy)-9-brom-7,12-dihydro-indolo[3,2-d][1]benzazepin-

6(5H)-on-Hydrochlorid (25a) 

N
H O

NH

O
NH2

Br

xHCl

 

Nach AAV 7 aus 544 mg (1 mmol) 2-(Phthalimidobutoxy)-9-brom-7,12-

dihydro-indolo[3,2-d][1]benzazepin-6(5H)-on (21). 

Man erhält 258 mg (54 %) eines beigen Pulvers. 

Schmp.: 169 °C (Zers.); IR (KBr): 1620 cm-1 (C=O); 1H-NMR ([D6]-DMSO, 

400 MHz): δ (ppm) = 1.73-1.82 (m, 4H, CH2-CH2), 2.87-2.88 (m, 2H, 

CH2), 3.47 (s, 2H, CH2), 4.07-4.11 (m, 2H, CH2), 6.70 (dd, 1H, 8.7/2.5 Hz, 

arom. H), 7.18 (d, 1H, 9.2 Hz, arom. H), 7.28 (dd, 1H, 8.4/1.8 Hz, arom. 

H), 7.30 (d, 1H, 2.6 Hz, arom. H), 7.41 (d, 1H, 8.6 Hz, arom. H), 7.87 (s, 

3H, NH2xHCl), 7.90 (s, 1H, arom. H), 9.93 (s, 1H, NH), 11.90 (s, 1H, NH); 
13C-NMR ([D6]-DMSO, 100.6 MHz): δ (ppm) = 23.8, 25.7, 31.23, 55.9, 

67.4 (CH2), 111.4, 113.4, 115.7, 120.3, 123.7, 124.4 (tert. C-Atome), 

107.1, 111.5, 123.3, 128.1, 129.1, 134.0, 135.9, 154.6, 171.0 (quart. C-

Atome); C20H21ClBrN3O2 x 1.5 H2O (477.79); Ber. C 50.28, H 5.06, N 

8.80; Gef. C 50.35, H 4.64, N 8.63. 
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3-(4-Aminobutoxy)-9-brom-7,12-dihydro-indolo[3,2-d][1]benzazepin-

6(5H)-on-Hydrochlorid (25b) 

N
H O

NH

Br

O
NH2

xHCl

 

Nach AAV 7 aus 544 mg (1 mmol) 3-(Phthalimidobutoxy)-9-brom-7,12-

dihydro-indolo[3,2-d][1]benzazepin-6(5H)-on (22). 

Man erhält 167 mg (35 %) eines beigen Pulvers. 

Schmp.: 229 °C (Zers.); IR (KBr): 1640 cm-1 (C=O); 1H-NMR ([D6]-DMSO, 

400 MHz): δ (ppm) = 1.75-1.81 (m, 4H, CH2-CH2), 2.71-2.95 (br. m, 2H, 

CH2), 3.49 (s, 2H, CH2), 4.04 (m, 2H, CH2), 6.83 (s, 1H, arom. H), 6.92 (d, 

1H, 8.16 Hz, arom. H), 7.23 (d, 1H, 8.16 Hz, arom. H), 7.38 (d, 1H, 8.64 

Hz, arom. H), 7.68 (d, 1H, 8.64 Hz, arom. H), 7.85 (s, 1H, arom. H), 8.06 

(s, 3H, NH2xHCl), 10.05 (s, 1H, NH), 11.82 (s, 1H, NH); 13C-NMR ([D6]-

DMSO, 100.6 MHz): δ (ppm) = 23.8, 25.6, 31.3, 38.4, 67.1 (CH2), 107.4, 

110.6, 113.1, 119.9, 123.9, 128.1 (tert. C-Atome), 105.2, 111.4, 115.3, 

128.3, 134.2, 135.7, 136.9, 158.5, 171.1 (quart. C-Atome); 

C20H21ClBrN3O2 x 1.5 H2O (477.79); Ber. C 50.28, H 5.06, N 8.80; Gef. C 

49.75, H 5.16, N 8.73. 
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3-(4-Aminobutoxy)-9-brom-7,12-dihydro-indolo[3,2-d][1]benzazepin-

6(5H)-on (34) 

N
H O

NH

Br

O
NH2

 

477.79 mg (1 mmol) 3-(4-Aminobutoxy)-9-brom-7,12-dihydro-indolo[3,2-

d][1]benzazepin-6(5H)-on-Hydrochlorid (25b) werden in Methanol gelöst 

und mittels einer mit einem basischen Anionenaustauscherharz gepack-

ten Säule in die freie Base übergeführt. Die Elution der freien Base erfolgt 

mit Methanol. Anschließend wird die Lösung im Vakuum bis zur Trockene 

eingeengt und die resultierende freie Base 34 wird direkt, ohne weitere 

Aufarbeitungsschritte, umgesetzt. 

N-[9-Brom-6-oxo-5,6,7,12-tetrahydro-indolo[3,2-d][1]benzazepin-3-yl)-

oxybutyl]-5-([3aS,4S,6aR]2-oxo-hexahydro-1H-thieno[3,4-d]imidazol-4-

yl)pentansäureamid (35) 

N
H

NH

Br

O

O
N
H

O

S

N
H

NH

O
H

H

 

500 mg an Polysterenharz gebundenes Biotin32 (freundlicher Weise zur 

Verfügung gestellt vom Arbeitskreis Dr. Link, Institut für Pharmazie, Uni-

versität Hamburg) werden in 4 ml N-Methyl-2-pyrrolidon suspendiert und 

mit 640 µl Bromacetonitril und 340 µl Diisopropylethylamin versetzt und 

12 h bei 50 °C leicht geschüttelt. Anschließend wird das Polystyrenharz 

auf einem Glassinterfilter abgesaugt und mit 50 ml DMSO und 50 ml 

Tetrahydrofuran gewaschen. 13 mg (0.03 mmol) 3-(4-Aminobutoxy)-9-
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brom-7,12-dihydro-indolo[3,2-d][1]benzazepin-6(5H)-on (34) werden in  

1 ml N-Methyl-2-pyrrolidon gelöst und zum Reaktionsansatz hinzugege-

ben und bei 55 °C für 10 h geschüttelt. Nach Vollendung der Reaktion 

wird das Polysterenharz durch Filtration abgetrennt. Das Filtrat wird im 

Vakuum eingeengt und mittels MPLC unter Verwendung eines Methanol-

/Wasser-Gemisches im Verhältnis 60:40 gereinigt. 

Man erhält 15 mg (80%) eines hellbeigen Pulvers. 

Schmp.: 197 °C; IR (KBr): 3220 cm-1 (NH), 2900 cm-1 (CH aliph.), 1660 

cm-1 (C=O); 1H-NMR ([D6]-DMSO, 400 MHz): δ (ppm) = 1.28-1.35 (m, 2H, 

aliph. H), 1.41-1.64 (m, 6H, aliph. H), 1.70-1.77 (m, 2H, aliph. H), 2.05 (t, 

2H, 7.12 Hz, aliph. H), 2.56 (d, 1H, 12.72 Hz, aliph. H), 2.80 (dd, 1H, 

12.72/5.08 Hz, aliph. H), 3.06-3.12 (m, 3H, aliph. H), 3.49 (s, 2H, CH2), 

4.02 (t, 2H, 6.34 Hz, aliph. H), 4.27-4.30 (m, 1H, CH2), 6.36 (s, 1H, NH), 

6.42 (s, 1H, NH), 6.80 (d, 1H, 2.04 Hz, arom. H), 6.91 (dd, 1H, 8.90/2.30 

Hz, arom. H), 7.23 (dd, 1H, 8.66/2.02 Hz, arom. H), 7.36 (d, 1H, 8.12 Hz, 

arom. H), 7.64 (d, 1H, 8.64 Hz, arom. H), 7.82 (t, 1H, 5.60 Hz, NH), 7.85 

(d, 1H, 1.52 Hz, arom. H), 10.02 (s, 1H, NH), 11.69 (s, 1H, NH); 13C-NMR 

([D6]-DMSO, 100.6 MHz): δ (ppm) = 25.2, 25.7, 26.0, 27.9, 28.1, 31.3, 

35.1, 37.9, 67.3, 88.5 (CH2), 55.3, 59.1, 60.9, 107.3, 110.6, 113.1, 120.0, 

123.9, 128.0 (tert. C-Atome), 105.2, 111.5, 115.1, 128.3, 134.2, 135.7, 

136.9, 158.6, 162.6, 171.1, 171.8 (quart. C-Atome); C30H34BrN5O4S 

(640.60); HRFAB-MS [M+H]+: Ber. 640.1593; Gef. 640.1646. 
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N-[9-(4-(Benzylsulfamoyl)-2-sulfophenyl)-6-diethylamino-3H-xanthen-3-

yliden]-N-ethylethanaminiumhydroxid (39) 

ON

SO2

NH

HO3S

N
+

C2H5

C2H5H5C2

C2H5

OH
-

 

54 mg (0.5 mmol) Benzylamin werden zusammen mit 289 mg (0.5 mmol) 

Rhodamin B Säurechlorid in einem Zweihalskolben in 3 ml N,N-

Dimethylformamid gelöst. Nach Zugabe eines Tropfens Diisopropylethy-

lamin wird der Reaktionsansatz unter Stickstoff und Lichtschutz bei 

Raumtemperatur bis zur Vollendung der Reaktion gerührt. Anschließend 

wird N,N-Dimethylformamid im Hochvakuum entfernt. Das Produkt wird 

säulenchromatographisch gereinigt. Zuerst wird mit Dichlormethan eluiert, 

um verbliebenes N,N-Dimethylformamid zu entfernen. Die Elution des 

Produktes erfolgt unter Verwendung eines Dichlormethan/Ethanol-

Gemisches im Verhältnis 95:5. 

Man erhält 14 mg (4%) violette Kristalle. 

Schmp.: > 330 °C; IR (KBr): 2940 cm-1 (CH aliph.), 1630 cm-1 (C=O), 

1580 cm-1 (C=C); 1H-NMR ([D6]-DMSO, 400 MHz): δ (ppm) = 1.22 (t, 12H, 

6.86 Hz, 4xCH3), 3.59-3.72 (m, 8H, 4x CH2), 4.15 (d, 2H, 5.08Hz, CH2), 

6.94-6.96 (m, 4H, arom. H), 7.05 (dd, 2H, 9.66/2.54 Hz, arom. H), 7.24-

7.34 (m, 5H, arom. H), 7.37 (d, 1H, 7.64 Hz, arom. H), 7.85 (dd, 1H, 

8.12/2.04 Hz, arom. H), 8.43 (d, 1H, 1.56 Hz, arom. H), 8.53 (br. t, 1H, 

5.08 Hz, NH); 13C-NMR ([D6]-DMSO, 100.6 MHz): δ (ppm) = 12.4 (CH3), 

45.1, 46.1 (CH2), 95.3, 113.5, 125.6, 126.4, 127.1, 127.6, 128.2, 130.3, 

132.6 (tert. C-Atome), 113.4, 132.8, 137.3, 141.8, 147.8, 154.9, 157.0, 
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157.4 (quart. C-Atome); C34H37N3O6S2 x H2O (665.83); Ber. C 63.04, H 

5.76, N 6.49; HRFAB-MS [M+H]+: Ber. 648.2202; Gef. 648.2238. 

N-[9-(4-(9-Brom-6-oxo-5,6,7,12-tetrahydro-indolo[3,2-d][1]benzazepin-3-

yl-oxybutylsulfamoyl)-2-sulfophenyl)-6-diethylamino-3H-xanthen-3-yliden]-

N-ethylethanaminiumhydroxid (40) 

O

O N
+

N

SO2

NH
N
H

NH

Br

O

C2H5

C2H5H5C2

C2H5

HO3S

OH
-

 

66 mg (0.16 mmol) 3-(4-Aminobutoxy)-9-brom-7,12-dihydro-indolo[3,2-

d][1]benzazepin-6(5H)-on (34) werden zusammen mit 93 mg (0.16 mmol) 

Rhodamin B Säurechlorid in einem Zweihalskolben in 3 ml N,N-

Dimethylformamid gelöst. Nach Zugabe eines Tropfens Diisopropylethy-

lamin wird der Reaktionsansatz unter Stickstoff und Lichtschutz bei 

Raumtemperatur bis zur Vollendung der Reaktion gerührt. Anschließend 

wird N,N-Dimethylformamid im Hochvakuum entfernt. Das Produkt wird 

säulenchromatographisch gereinigt. Zuerst wird mit Dichlormethan eluiert, 

um verbliebenes N,N-Dimethylformamid zu entfernen. Die Elution des 

Produktes erfolgt unter Verwendung eines Dichlormethan/Ethanol-

Gemisches im Verhältnis 95:5. 

Man erhält 7 mg (5%) violette Kristalle. 

Schmp.: > 330 °C; IR (KBr): 2940 cm-1 (CH aliph.), 1630 cm-1 (C=O), 

1575 cm-1 (C=C); 1H-NMR ([D6]-DMSO, 400 MHz): δ (ppm) = 1.18 (t, 12H, 

6.86 Hz, 4xCH3), 1.60-1.68 (br. m, 2H, CH2), 1.72-1.81 (br. m, 4H, CH2-

CH2), 2.97 (br. m, 2H, CH2), 3.46 (s, 2H, CH2), 3.61 (q, 8H, 6.60 Hz, 

4xCH2), 6.81 (d, 1H, 2.56 Hz, arom. H), 6.89-6.97 (m, 7H, arom. H), 7.23 

(dd, 1H, 8.64/1.52 Hz, arom. H), 7.32 (d, 1H, 8.64 Hz, arom. H), 7.47 (d, 
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1H, 8.12 Hz, arom. H), 7.62 (d, 1H, 8.88 Hz, arom. H), 7.83 (d, 1H, 1.56 

Hz, arom. H), 7.95 (dd, 1H, 8.12/2.04 Hz, arom. H), 7.98 (t, 1H, 5.08 Hz, 

NH), 8.44 (d, 1H, 1.76 Hz, arom. H), 9.96 (s, 1H, NH), 11.63 (s, 1H, NH); 

C48H50BrN5O8S2 x H2O (987.01) UV-Vis (Methanol, 200-600 nm): λmax = 

228 nm, 308 nm, 560 nm; Emissions-Spektrum (Methanol, Anregungs-

wellenlänge = 228 nm): λmax = 583 nm. 

3-(7-Nitro-2,1,3-benzoxadiazol-4-aminobutoxy)-9-brom-7,12-dihydro-

indolo[3,2-d][1]benzazepin-6(5H)-on (42) 

O
N
H

N
H

NH

Br

O

N

O N

O2N

 

56 mg (0.14 mmol) 3-(4-Aminobutoxy)-9-brom-7,12-dihydro-indolo[3,2-

d][1]benzazepin-6(5H)-on (34) werden zusammen mit 28 mg (0.14 mmol) 

7-Chlor-4-nitro-2,1,3-benzoxadiazol in einem Zweihalskolben in 3 ml N,N-

Dimethylformamid gelöst. Nach Zugabe eines Tropfens Diisopropylethy-

lamin wird der Reaktionsansatz unter Stickstoff und Lichtschutz bei 

Raumtemperatur bis zur Vollendung der Reaktion gerührt. Anschließend 

wird N,N-Dimethylformamid im Hochvakuum entfernt. Das Produkt wird 

säulenchromatographisch gereinigt. Zuerst wird mit Dichlormethan eluiert, 

um verbliebenes N,N-Dimethylformamid zu entfernen. Die Elution des 

Produktes erfolgt unter Verwendung von Ethylacetat. 

Man erhält 20 mg (25 %) eines orangenen Pulvers 

Schmp.: 201° C; IR (KBr): 3300 cm-1 (NH), 3060 cm-1 (CH arom.), 2910 

cm-1 (CH aliph.), 1650 cm-1 (C=O); 1H-NMR ([D6]-DMSO, 400 MHz): δ 

(ppm) = 1.88 (br. m, 4H, CH2-CH2), 3.49 (s, 2H, CH2), 3.53-3.62 (br. m, 

2H, CH2), 4.05-4.11 (br. m, 2H, CH2), 6.46 (d, 1H, 9.16 Hz, arom. H.), 

6.80 (d, 1H, 2.32 Hz, arom. H), 6.91 (dd, 1H, 8.64/2.36 Hz, arom. H), 7.23 

(dd, 1H, 8.64/1.76 Hz, arom. H), 7.36 (d, 1H, 8.64 Hz, arom. H), 7.63 (d, 

1H, 8.88 Hz, arom. H), 7.71 (d, 1H, 1.76 Hz, arom. H), 8.53 (d, 1H, 8.12 
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Hz, arom. H), 9.58 (t, 1H, 5.60 Hz, NH), 10.00 (s, 1H, NH), 11.66 (s, 1H, 

NH); 13C-NMR ([D6]-DMSO, 100.6 MHz): δ (ppm) = 26.0, 31.3, 67.2 (CH2; 

zwei Signale fehlen aufgrund von Peaküberlappungen), 99.1, 107.4, 

110.6, 113.1, 120.0, 123.9, 128.0, 137.8 (tert. C-Atome), 105.3, 111.5, 

115.2, 128.4, 134.2, 135.7, 136.9, 158.6, 171.1 (quart. C-Atome; vier Sig-

nale fehlen aufgrund von Peaküberlappungen); C26H21BrN6O5 (577.40); 

UV-Vis (Methanol, 200-600 nm): λmax = 234 nm, 322 nm, 465 nm; Emis-

sions-Spektrum (Methanol, Anregungswellenlänge = 322 nm): λmax = 530 

nm. 

9-Amino-7,12-dihydro-indolo[3,2-d][1]benzazepin-6(5H)-on (46) 

N
H

NH

O

NH2

 

293 mg (1 mmol) Alsterpaullon (4) werden in 10 ml Ethanol suspendiert. 

Zu dieser Suspension wird eine Suspension bestehend aus 70 mg Calci-

umchlorid, 2.1 g Zink-Pulver und 1.8 ml Wasser hinzugegeben. Das Re-

aktionsgemisch wird unter Rückfluss bis zur Vollendung der Reaktion er-

hitzt. Anschließend wird das Gemisch filtriert. Das Filtrat wird mit Ethyl 

acetat extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen werden über Natri-

umsulfat getrocknet und im Vakuum bis zur Trockene eingeengt. Nach 

Umkristallisation aus Ethanol erhält man 93 mg (35%) rötlich-braune Kris-

talle. 

Schmp.: 254 °C (Zers.); IR (KBr): 3180 cm-1 (NH), 1625 cm-1 (C=O); 1H-

NMR ([D6]-DMSO, 400 MHz): δ (ppm) = 3.33 (br. s. 2H; Azepin-CH2; ü-

berlagert durch H2O-Signal),4.58 (s, 2H, NH2) 6.57 (dd, 1H, 8.4/1.8 Hz, 

arom. H), 6.72 (m, 1H, arom. H), 7.13 (d, 1H, 8.6 Hz, arom. H), 7.20-7.34 

(m, 3H, arom. H), 7.68 (d, 1H, 7.6 Hz, arom. H), 10.01 (s, 1H, NH), 11.06 

(s, 1H, NH); 13C-NMR ([D6]-DMSO, 100.6 MHz): δ (ppm) = 31.7 (CH2), 

100.5, 111.6, 112.9, 122.1, 123.5, 126.5, 127.4 (tert. C-Atome), 106.2, 

123.2, 127.3, 131.3, 132.1, 135.0, 141.5, 171.5 (quart. C-Atome); 
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C16H13N3O x 1H2O (263.30); Ber. C 68.31, H 5.37, N 14.94; Gef. C 68.21, 

H 5.37, N 13.31. 

9-Acetamido-7,12-dihydro-indolo[3,2-d][1]benzazepin-6(5H)-on (47) 

N
H

NH

O

N
H

CH3

O

 

Eine Lösung von 220 mg (0.75 mmol) Alsterpaullon (4) in 10 ml Eisessig 

wird im Ölbad bei 120 °C unter Rückfluss erhitzt. Im Laufe von 75 min 

werden 229 mg Eisenpulver in 10-12 Portionen hinzugegeben. Zu Beginn 

der Reaktion und nach 45 min werden je 0.35 ml Wasser zum Reaktions-

gemisch gegeben. Nach Vollendung der Reaktion wird mit Wasser ver-

dünnt und danach mit Ethylacetat extrahiert. Die vereinigten organischen 

Phasen werden mit jeweils 10 ml Wasser, 10proz. Natriumcarbonat-

Lösung und abermals mit Wasser gewaschen. Anschließend wird über 

Natriumsulfat getrocknet und im Vakuum bis zur Trockene eingeengt. 

Umkristallisation aus Ethanol. 

Man erhält 84 mg (37%) eines hellgrauen Pulvers. 

Schmp.: > 330 °C; IR (KBr): 3310 cm-1 (NH), 3210 cm-1 (NH), 3040 cm-1 

(CH arom.), 1655 cm-1 (C=O); 1H-NMR ([D6]-DMSO, 400 MHz): δ (ppm) = 

2.05 (s, 3H, CH3), 3.41 (s, 2H, CH2), 7.24-7.38 (m, 5H, arom. H), 7.72 (d, 

1H, 7.1 Hz, arom. H), 7.94 (s, 1H, arom. H), 9.81 (s, 1H, NH), 10.10 (s, 

1H, NH), 11.50 (s, 1H, NH); 13C-NMR ([D6]-DMSO, 100.6 MHz): δ (ppm) = 

23.8 (CH3), 31.7 (CH2), 108.0, 111.3, 115.8, 122.2, 123.6, 126.7, 127.9 

(tert. C-Atome), 107.3, 122.8, 126.2, 131.7, 133.0, 134.1, 135.3, 167.6, 

171.4 (quart. C-Atome); C18H15N3O2 (305.34); Ber. C 70.81, H 4.95, N 

13.76; Gef. C 70.30, H 5.26, N 13.42. 
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7.2 Versuche zu Kapitel 3 

7.2.1 Allgemeines 

7.2.1.1 Verwendete Geräte 

Zentrifugen 

Eppendorf Centrifuge 5417 

Jouan GR 412 

Labofuge 300, Heraeus 

2K15, Bioblock Scientific 

pH-Meter 

Denver Instrument basic 

Mikroskop 

Wild Heerbrugg 

Waagen 

Mettler PJ 3600 DeltaRange (5-3100g) 

Mettler AJ 150 (0.050-150g) 

Schüttelapparatur für Bäder 

Kika Labortechnik KS 250 basic 

Schüttelapparatur für Eppendorf-vials 

Heidolph Top Mix 94323, Bioblock Scientific 

Vakuumtrockner für Gele 

Gel Dryer Model 583, Biorad 

RC 10.10, Jouan 

Wasserbad 

Bioblock Scientific Code 92607 

Spannungsquellen 

Elektrophoresis Power Supply EPS 500/40, Pharmacia 

Gene Power Supply GPS 200/400, Pharmacia 
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Elektrophorese-Kammer 

Hoefer Scientific Instruments SE 600 89-0057 

Transfer der Proteine auf Nitrocellulose 

W.E.P. Company, Inc., MilliBlotTM Graphite, Elektroblotter I 00922 
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7.2.1.2 Materialien 

Aktivierte Trägermaterialien 

Cyanobromid-aktivierte Sepharose 4B, Sigma 

Bio-Rad 10 Gel, Ester-aktivierte Agarose, Bio-Rad 

Epoxy-aktivierte Sepharose 6B, Spacer bestehend aus 12 Atomen, Sig-

ma 

Reacti-GelTM 6X, 1,1'-Carbonyldiimidazol-aktivierte 6% crosslinked Aga-

rose, Pierce 

Molekularmassenstandards 

SDS-PAGE Molecular Weight Standard, Low Range, Biorad 

Prestained SDS-PAGE Molecular Weight Standard, Low Range, Biorad 

Chemilumineszenz-Reagenz 

ECLTM (Enhanced Chemiluminescence), Amersham Pharmacia Biotech 

Film 

ECL Hyperfilm, Amersham Pharmacia Biotech 

Entwickler-Lösung für Western Blot 

Kodak LX 24 

Fixier-Lösung für Western Blot 

Kodak AL 4 

Primäre Antikörper 

anti-PSTAIRE (CDK1/CDK2), monoklonal, Sigma 

anti-CDK5 (CDK5), polyklonal, Santa Cruz 

anti-GSK-3β (GSK-3β), polyklonal, Stressgen Transduction Laboratories 

Sekundäre Antikörper 

anti-mouse (CDK1/CDK2), monoklonal, horseradish peroxidase linked 

F(ab)2 fragment, Amersham 

anti-rabbit (CDK5/GSK-3β), polyklonal, horseradish peroxidase linked 

F(ab)2 fragment, Amersham 



 134 

7.2.1.3 Lösungen 

Kupplungs-Pufferlösung pH 8.5 

16.8 g Natriumhydrogencarbonat, 11.68 g Natriumchlorid, Aqua dem. ad 

1 l, konz. Salzsäure zur Einstellung des pH-Wertes 

Matrix-Pufferlösung pH 7.4 

12.114 g Tris(hydroxymethyl)aminomethan A (pH 7.4), 0.420 g Natrium-

fluorid, 29.2 g Natriumchlorid, 2.92 g Edetinsäure, 3.856 g Ethylenglycol-

bis-(2-aminoethylether)-N,N,N',N'-tetraessigsäure, 2 ml NP-40, 2 ml Leu-

peptin 10 mg/ml, 2 ml Aprotinin 10 mg/ml, 2 ml Sojabohnen Trypsin-

Inhibitor 10 mg/ml, 2 ml Benzamidin (0.0873 g/5 ml), Aqua dem. ad 2 l, 

konz. Salzsäure zur Einstellung des pH-Wertes 

Homogenisierungs-Pufferlösung 

12.96 g β-Glycerolphosphat, 5.6 g Nitrophenylphosphat, 5.24 g 3-(n-

Morpholino)-propansulfonsäure, 5.70 g Ethylenglycolbis-(2-

aminoethylether)-N,N,N',N'-tetraessigsäure, 1.428 g Magnesiumchlorid, 

0.308 g Dithiothreitol, 0.184 g Natriumvanadat, 0.042 g Natriumfluorid, 

0.218 g Dinatriumphenylphosphat, 1 ml Leupeptin 10 mg/ml, 1 ml Aproti-

nin 10 mg/ml, 1 ml Sojabohnen Trypsin-Inhibitor 10 mg/ml, 1 ml Benza-

midin (0.0873 g/5 ml), Aqua dem. ad 1 l, konz. Salzsäure zur Einstellung 

des pH-Wertes 

Laemmli-Pufferlösung 

20 ml 0.5 M Tris(hydroxymethyl)aminomethan-HCl pH 6.8, 40 ml Natrium-

laurylsulfat-Lösung 10%, 20 ml Glycerol, 5 ml Bromphenolblau-Lösung 

0.1%, 4 ml β-Mercaptoethanol, Aqua dem. ad 100 ml 

Gelelektrophorese-Lösung 

30 g Tris(hydroxymethyl)aminomethan, 144 g Glycin, 10 g Natriumlauryl-

sulfat, Aqua dem. ad 10 l 

Anoden-Lösung 1 

36.34 Tris(hydroxymethyl)aminomethan, 800 ml Aqua dem., Methanol ad 

1 l 
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Anoden-Lösung 2 

3.02 g Tris(hydroxymethyl)aminomethan, 800 ml Aqua dem., Methanol ad 

1l 

Kathoden-Lösung 

3.02 g Tris(hydroxymethyl)aminomethan, 3 g Glycin, 800 ml Aqua dem., 

Methanol ad 1l 

Tris Pufferlösung Saline Tween 20 pH 7.4 (TBST) 

87.66 g Natriumchlorid, 78.8 g Tris(hydroxymethyl)aminomethan, 10 ml 

Tween 20, 45 ml konz. Salzsäure, Aqua dem. ad 10 l 

Lösungen für Silber-Färbung 

Fixier-Lösung 

500 ml Methanol, 500 ml Aqua dem., 1 ml Formaldehyd-Lösung 35% 

Quell-Lösung 

90 µl Dithiothreitol 0.1M (15.424 g/l), 250 ml Aqua dem.  

Silbernitrat-Lösung 

200 mg Silbernitrat, 200 ml Aqua dem. 

Entwickler-Lösung 

12 g Natriumcarbonat, 200 µl Formaldehyd-Lösung 35%, 400 ml Aqua 

dem. 

7.2.1.4 Biologisches Material 

Die im Rahmen dieser Arbeit verwendeten Seesternoocyten-, See-

igeloocyten-, Schweinehirn-, Schweinethymus-, und Rattengewebeex-

trakte sowie die verwendeten Zelllinien wurden von der Arbeitsgruppe 

Meijer, Station Biologique de Roscoff, Frankreich, nach publizierten Me-

thoden gewonnen und für die Durchführung der Testungen zur Verfügung 

gestellt.57 
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7.2.2 Methoden 

AAV 8: Immobilisierung von Paullonen an aktivierten Trägermaterialien 

1.0 ml Trägermaterial-Suspension wird für 30 sek bei 2000 rpm zentrifu-

giert. Dieser Vorgang wird solange wiederholt, bis das resultierende 

Zentrifugat ein Volumen von 0.5 ml erreicht hat. Der Überstand wird ver-

worfen und die 0.5 ml Trägermaterial werden mit 250 ml 1 mM Salzsäure 

gewaschen. Anschließend wird die Matrix mit 10 ml Kupplungs-

Pufferlösung pH 8.5 gewaschen und dann in 6 ml dieser Lösung suspen-

diert. Nach Zugabe von 1.25 ml einer 1 mM Lösung des Paullons in 

DMSO wird die Suspension bei 4°C über Nacht geschüttelt. Anschließend 

wird die Suspension 30 sek bei 2000 rpm zentrifugiert, der Überstand 

verworfen und mit 10 ml 1 M Ethanolamin-Lösung pH 10.5 versetzt. Nach 

2 h wird erneut 30 sek bei 2000 rpm zentrifugiert, der Überstand verwor-

fen und der Rückstand zuerst zweimal 5 min mit 0.1 M Natriumacetat/0.5 

M Natriumchlorid/Essigsäure-Lösung pH 4 und danach dreimal mit Mat-

rix-Puffer gewaschen. Die Matrix wird bei 4 °C als 20%ige Suspension in 

Matrix-Puffer aufbewahrt. 

AAV 9: Gewebe- und Zellextrakte 

Die verschiedenen Gewebe werden in Homogenisierungs-Pufferlösung 

suspendiert (1 g/2 ml), homogenisiert und im Ultraschallbad behandelt. 

Anschließend wird die Suspension für 10 min bei 4 °C und 14000 rpm 

zentrifugiert. Der resultierende Überstand wird direkt für die Inkubation 

der Matrices verwendet. Zellen werden ebenfalls in Homogenisierungs-

Pufferlösung suspendiert (1 g/2 ml) und ohne vorangehende Homogeni-

sierung direkt im Ultraschallbad behandelt. Die weitere Aufarbeitung er-

folgt analog der Aufarbeitung der Gewebeextrakte. 

AAV 10: Inkubation der Matrices mit Gewebe-/Zellextrakten 

10 µl bzw. 20 µl der jeweiligen Matrix werden mit 1 ml Matrix-Pufferlösung 

gewaschen und anschließend in 0.6 ml Matrix-Pufferlösung suspendiert. 

Nach Zugabe der jeweiligen Extrakte wird 30 min bei 4°C geschüttelt. An-

schließend wird mit viermal 1 ml Matrix-Puffer gewaschen. Nach Zugabe 
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von 65 µl Laemmli-Pufferlösung wird die Probe für 3 min im Wasserbad 

auf 95°C erwärmt. Danach wird die Suspension zuerst gründlich geschüt-

telt und anschließend bei 10000 rpm zentrifugiert. Der nach dem Zentri-

fugieren resultierende Überstand wird zur Durchführung der Gele-

lektrophorese in die Geltaschen überführt. 

AAV 11: SDS-PAGE 

Die Trennung der an die Matrix gebundenen Proteine erfolgt durch 10% 

SDS-PAGE (Natriumlaurylsulfat-Polyacrylamid-Gelelektrophorese) unter 

Verwendung eines bestimmten Gradientensystems, bei dem neben der 

Polyacrylamidkonzentration und der Pufferkonzentration auch der pH-

Wert verändert wird. Das Polyacrylamid-Gel besteht dabei aus zwei un-

terschiedlich zusammengesetzten Gel-Phasen, dem „spacer gel“ und 

dem „separating gel“. Zur Herstellung des „separating gel“ werden 6.885 

ml Aqua dem. vorgelegt und 4.375 ml 1.5 M Tris-Puffer pH 8.8, 5.835 ml 

Polyacrylamid, 0.350 ml SDS 10% (Natriumlaurylsulfat), 0.030 ml Ammo-

niumpersulfat-Lösung 10% und 0.030 ml TEMED (N,N,N',N'-

Tetramethylethylendiamin) nacheinander hinzugefügt. Die Ammonium-

persulfat-Lösung und TEMED werden erst direkt vor dem Gießen des 

Gels hinzugefügt, um eine vorzeitige Polymerisation des Polyacrylamid-

Gels zu verhindern. Nachdem das Gel gegossen worden ist, wird die O-

berseite des Gels mit ein paar Tropfen Butanol egalisiert und gleichzeitig 

dadurch vor Sauerstoff geschützt. Nach einer Polymerisationszeit von 1 h 

wird die Butanol-Schicht durch dreimaliges Waschen mit Aqua dem. ent-

fernt. Für das „spacer gel“ werden 4.275 ml Wasser vorgelegt und mit 

1.25 ml Polyacrylamid, 1.875 ml 0.5 M Tris-Puffer pH 6.8, 0.075 ml SDS 

10%, 0.025 ml Ammoniumpersulfat-Lösung 10% und 0.0125 ml TEMED 

versetzt. Die Ammoniumpersulfat-Lösung und TEMED werden abermals 

erst direkt vor Gebrauch hinzugefügt. Die Lösung wird auf das „separa-

ting gel“ gegossen und der Platzhalter für die Geltaschen platziert. Nach 

einer weiteren Polymerisationszeit von 30 min wird der Platzhalter ent-

fernt und die entstandenen Geltaschen gut mit Aqua dem. gewaschen 

und das Aqua dem. anschließend entfernt. Das Gel wird in die mit Gele-

lektrophorese-Lösung gefüllte Gelelektrophoresekammer überführt. 
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Die Geltaschen werden mit den nach AAV 10 erhaltenen Untersuchungs-

lösungen mittels einer Spritze beschickt. Die Menge an Lösung richtet 

sich nach der Empfindlichkeit des nachgeschalteten Analysenverfahrens. 

Für Silberfärbungen werden die Geltaschen mit 40 µl der Untersuchungs-

lösung beschickt. Für nachfolgende Western Blot-Analysen sind 10 µl der 

Untersuchungslösung ausreichend. Zur Detektion der Molekularmasse 

der einzelnen Proteinbanden wird in mindestens eine der Geltaschen an-

stelle der Untersuchungslösung ein Molekularmassenmarker injiziert. Bei 

anschließenden Western Blot-Untersuchungen werden 10 µl eines ge-

färbten SDS-PAGE Molekularmassenstandards verwendet. Zur Durchfüh-

rung einer Silberfärbung nach der Gelelektrophorese sind 3-4 µl eines 

regulären SDS-PAGE Molekularmassenstandards ausreichend. Die Mig-

ration der Proteine erfolgt über Nacht bei einer Spannung von ca. 42 V. 

Um die Migration zu beschleunigen, kann die Spannung auf bis zu 200 V 

erhöht werden. Nach Beendigung der Gelelektrophorese erfolgt die De-

tektion der Proteine durch Western Blot oder Silber-Färbung. 

AAV 12: Western Blot 

Für den Western Blot werden die Proteine von den durch die vorange-

gangene Gelelektrophorese erhaltenen Gelen auf eine 0.1 µm Nitrocellu-

lose-Membran elektrophoretisch transferiert. Dafür wird zuerst die mit der 

Anoden-Lösung 2 getränkte Nitrocellulose-Membran und anschließend 

drei Lagen Whatman Filterpapier auf das Gel gelegt. Das erste Filterpa-

pier wird vorher mit Anoden-Lösung 2, die anderen beiden mit Anoden-

Lösung 1 getränkt. Die andere Seite des Gels wird mit drei Lagen in Ka-

thoden-Lösung getränktem Whatman Filterpapier bedeckt. Die für die 

Transferierung der Proteine auf die Nitrocellulose-Membran notwendige 

Stromstärke beträgt 1.5 mA/cm2. Daher muss die Fläche des Gels ver-

messen und diese mit dem Faktor 1.5 multipliziert werden, um die benö-

tigte Stromstärke zu errechnen. Um nach dem Transfer der Proteine ver-

bleibende unspezifische Bindungsstellen der Nitrocellulose-Membran zu 

eliminieren, wird die Membran 1-2 h in einer 5%igen Lösung von 

Milchpulver in TBST-Lösung geschwenkt. Die Milchpulver-Lösung wird 

verworfen und die Nitrocellulose-Membran gründlich mit TBST-Lösung 

gewaschen. Anschließend wird die Nitrocellulose-Membran für 1-2 h mit 
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25 ml einer Lösung des entsprechenden primären Antikörpers versetzt. 

Dafür wird eine 1/2500 Verdünnung des Antikörpers in TBST-Lösung 

hergestellt. Nach Beendigung der Antikörper-Inkubation wird die Nitrocel-

lulose-Membran viermal 15 min gründlich mit TBST-Lösung gewaschen. 

Anschließend werden 25 ml einer 1/1000 Verdünnung des zu verwen-

denden sekundären Antikörpers in TBST-Lösung für 1-2 h auf die Nitro-

cellulose-Membran gebracht. Danach wird die Nitrocellulose-Membran 

erneut viermal 15 min mit TBST-Lösung gründlich gewaschen. Die Detek-

tion der Proteinbanden erfogt nach Einwirkung von 6 ml ECL-Lösung 

durch Belichtung eines ECL Hyperfilms in der Dunkelkammer. Als Ent-

wickler-Lösung wird 1 l Kodak LX 24 verwendet. Zur Beendigung der 

Entwicklung wird der Film in 1 l 7%ige Essigsäure-Lösung überführt und 

anschließend in 1 l Kodak AL 4-Lösung fixiert. Die Belichtungszeiten 

schwanken je nach Intensität der Banden zwischen 1-5 min. Abschlie-

ßend werden die Filme mit Wasser gewaschen und bei Raumtemperatur 

getrocknet. 

AAV 13: Silber-Färbung 

Das zu färbende Gel wird 3 h in der Fixier-Lösung gewaschen. Diese wird 

anschließend verworfen und das Gel in der Quell-Lösung 30 min quellen 

gelassen. Danach wird die Quell-Lösung ebenfalls verworfen und die Sil-

bernitrat-Lösung vorsichtig über das Gel gegossen. Nach einer Belich-

tungszeit von 10 min wird das Gel weitere 25 min in der Silbernitrat-

Lösung geschwenkt. Die Silbernitrat-Lösung wird verworfen und das Gel 

einmal mit 300 ml Aqua dem. und zweimal mit je 100 ml Entwickler-

Lösung gewaschen. Danach wird das Gel mit 200 ml Entwickler-Lösung 

versetzt und die Farbentwicklung der Proteinbanden beobachtet. Wenn 

die Proteinbanden die gewünschte Farbintensität erreicht haben, wird die 

Farbentwicklung durch Zugabe von konzentrierter Essigsäure gestoppt. 

Nach Beendigung der Gasentwicklung wird das Gel gründlich mit Aqua 

dem. gewaschen und im Vakuum bei 70 °C 3 h lang getrocknet. 



 140 

AAV 14: Vorschrift zur Gewinnung der Proteine für die Mikrosequenzana-

lysen 

Die Proben werden mittels 10% SDS-PAGE unter Verwendung von Ge-

len mit einer Schichtdicke von 1.5 mm getrennt. Die Herstellung der Gele 

erfolgt analog der der in AAV 11 beschriebenen Vorschrift für Gele der 

Schichtdicke 0.75 mm (s.o.), jedoch unter Verwendung der doppelten Vo-

lumina der einzelnen Bestandteile. Die Menge an injizierter Untersu-

chungs-Lösung beträgt 100 µl. Zur Detektion der Molekularmassen der 

nach der Gelelektrophorese erhaltenen Proteinbanden werden 3-4 µl re-

gulärer SDS-PAGE Molekularmassenstandard anstelle der Untersu-

chungs-Lösung in eine der Geltaschen injiziert. Nach Vollendung der Ge-

lelektrophorese werden die Gele zweimal 20 min in 100 ml eines Metha-

nol/Essigsäure/Wasser-Gemisches (50/10/40) fixiert und anschließend 

mit 200 ml einer Amidoschwarz-Lösung (3 mg/100 ml) versetzt. Nach 

mehrstündiger Inkubation und Erreichen der gewünschten Farbintensität 

wird das Gel dreimal 15 min mit Aqua dem. gewaschen. Die gefärbten 

Banden werden aus dem Gel herausgeschnitten und in einer Vakuum-

zentrifuge getrocknet. 
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7.3 Versuche zu Kapitel 4 

7.3.1 Biologische Testsysteme 

Die in diesem Kapitel beschriebenen Testsysteme wurden im Arbeitskreis 

von Laurent Meijer (CNRS, Staiton Biologique, Roscoff, Frankreich) für 

die Testung der Paullone bezüglich ihrer CDK1/Cyclin B-, CDK5/p25- und 

GSK-3β-inhibitorischen Aktivität verwendet. 

7.3.1.1 CDK1/Cyclin B-Testsystem78 

CDK1/Cyclin B wird aus sich in der M-Phase befindlichen Oocyten des 

Seesterns Marthasterias glacialis gewonnen. Die Reinigung erfolgt mittels 

Affinitätschromatographie unter Verwendung von p9CKhs1-Sepharose-

Kügelchen. Die Elution erfolgt durch freies p9CKhs1. Die CDK1-

Untersuchungslösung (Endvolumen 30 µl) enthält 0.5-1 µl gereinigtes 

Enzym, 5 µl Histon H1 (5 mg/ml), 5 µl [γ-32P]ATP (15 µM, 3000 Ci/mmol, 

1mCi/ml) und 3 µl des Inhibitors in Puffer-Lösung C (60 mM β-

Gycerolphosphat, 30 mM p-Nitrophenylphosphat, 25 mM MOPS (pH 7.2), 

5 mM EGTA, 15 mM Magnesiumchlorid, 1mM Dithiotreitol, 1mM Natrium-

vanadat und 1 mM Phenylphosphat). Zur Bestimmung der maximalen 

Enzymaktivität wurde Puffer-Lösung C anstelle des Inhibitors verwendet. 

Unspezifische Bindungen werden durch Abwesenheit von Histon H1 in 

der Analysenlösung ermittelt und von den jeweiligen Werten der Untersu-

chungslösungen subtrahiert. Die Versuche werden durch Zugabe von ra-

dioaktivem ATP gestartet und nach einer Inkubationszeit von 10 min bei 

30 °C werden 25 µl des Lösungsüberstandes auf 2.5 x 3.0 cm Whatman 

P81 Phosphocellulose-Papier getupft. Nach 20 s werden die Filter fünf-

mal (für jeweils mindestens fünf Minuten) mit 0.1proz. Phosphorsäure 

gewaschen. Die nassen Filter werden anschließend in 1 ml ACS Szintilla-

tionsmischung (Amersham) überführt. Nach dem Mischen wird die 32P 

Radioaktivität mittels eines Packard Tri-Carb-Zählers bestimmt. Kontroll-

analysen werden mit entsprechenden DMSO-Verdünnungen durchge-

führt, da der Inhibitor in Form einer 100 mM Stammlösung in DMSO ver-

wendet wird. Die Endkonzentration an DMSO beträgt jedoch niemals 

mehr als 1%. Die Kinase-Aktivität wird ausgedrückt in pmol inkorporierter 
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Phosphatgruppen in Histon H1 nach einer Inkubationstionszeit von 10 

min oder in Prozent der maximalen Kinase-Aktivität. Für alle getesteten 

Verbindungen werden Dosis-Wirkungs-Kurven erstellt, um IC50-Werte 

daraus abzuleiten. Alle Messungen erfolgen als Dreifachbestimmungen. 

7.3.1.2 CDK5/p25-Testsystem 

CDK5/p25 wird durch Mischen gleicher Teile rekombinanter Säugetier-

CDK5 und in E. coli exprimiertem p25 gewonnen. p25 wird als GST (Glu-

tathion S-Transferase) Fusionsprotein exprimiert und anschließend affini-

tätschromatographisch unter Verwendung von Glutathion-Agarose gerei-

nigt. Die Bestimmung der Kinaseaktivität wird in Puffer-Lösung C (60 mM 

β-Gycerolphosphat, 30 mM p-Nitrophenylphosphat, 25 mM MOPS, pH 

7.2, 5 mM EGTA, 15 mM Magnesiumchlorid, 1mM Dithiotreitol, 1mM 

Natriumvanadat und 1 mM Phenylphosphat.) unter Verwendung von 1 

mg/ml Histon H1 in Gegenwart von 15 µΜ [γ-32P]ATP (3000 Ci/mmol, 

1mCi/ml) durchgeführt. Das Endvolumen der Untersuchungslösung be-

trägt 30 µl. Nach einer Inkubationszeit von 10 min bei 30 °C werden 25 µl 

des Lösungsüberstandes auf 2.5 x 3.0 cm Whatman P81 Phosphocellu-

lose-Papier getupft und wie beim CDK1/Cyclin B-Testsystem beschrieben 

weiter analysiert. 

7.3.1.3 GSK-3ββββ-Testsystem 

GSK-3β wird in Sf9 Insektenzellen exprimiert und anschließend gereinigt. 

Die Bestimmung der Kinaseaktivität erfolgt in Puffer-Lösung A (10 mM 

Magnesiumchlorid, 1 mM EGTA, 1mM Dithiotreitol, 25 mM Tris/HCl pH 

7.5, 50 µg/ml Heparin). Zur Bestimmung der Kinaseaktivität wird eine 

1/100 Verdünnung in 1 mg/ml BSA/10 mM Dithiothreitol verwendet und 

mit 5 µl 40 µM Glutathion-Synthase-1-Peptid (GS-1-Peptid) als Substrat 

versetzt. Die Messung der Kinaseaktivität erfolgt in Gegenwart von 15 

µΜ [γ-32P]ATP (3000 Ci/mmol, 1mCi/ml). Das Endvolumen der Untersu-

chungslösung beträgt 30 µl. Nach einer Inkubationszeit von 30 min bei 30 

°C werden 25 µl des Lösungsüberstandes auf 2.5 x 3.0 cm Whatman P81 
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Phosphocellulose-Papier getupft und wie beim CDK1/Cyclin B-

Testsystem beschrieben weiter analysiert. 

7.3.1.4 In vivo Inhibition der Zellteilung von künstlich befruchteten 

Seeigeloocyten 

Gewinnung der Eizellen und Spermien: 

0.2 ml einer 0.2 molaren Acetylcholin-Lösung werden durch die Peribuc-

calmembran in den Seeigel injiziert. Wenn es sich um einen männlichen 

Seeigel handelt, wird dieser umgedreht über einer Petrischale geschüt-

telt. Die Spermien werden mittels Pipette in ein Eppendorf-vial überführt 

und bei 4°C bis zur Verwendung aufbewahrt. Wenn es sich um einen 

weiblichen Seeigel handelt, wird dieser umgedreht auf ein Becherglas 

gesetzt. Die erhaltene Eizellen werden durch Filtration durch eine Gaze 

gereinigt und anschließend 30 Sekunden bei 1000 rpm zentrifugiert. 

Nachdem die Eizellen dreimal mit filtriertem Meerwasser gewaschen 

worden sind, wird eine 10proz. Suspension in Meerwasser hergestellt. 

Künstliche Befruchtung: 

10 ml der Eizellen-Suspension werden mit 0.1 ml einer 10proz. Lösung 

von Glycin in filtriertem Meerwasser versetzt. Anschließend werden zwei 

Tropfen Spermien in 10 ml filtriertes Meerwasser gegeben. Die künstliche 

Befruchtung der Eizellen erfolgt durch Zugabe eines Tropfens der Sper-

mien-Lösung zu 10 ml der Eizellen-Suspension. Zur Kontrolle wird das 

Fortschreiten der Befruchtung unter dem Mikroskop beobachtet. Zwei Mi-

nuten nach der Befruchtung wird die Suspension eine Minute bei 2000 

rpm zentrifugiert, um überflüssige Spermien zu entfernen. Der Überstand 

wird verworfen und der Rückstand dreimal mit filtriertem Meerwasser ge-

waschen. 

Testung der Substanzen auf ihre inhibitorische Aktivität: 

Zuerst wird eine Verdünnungsreihe der zu untersuchenden Substanz in 

DMSO hergestellt. 10 µl dieser Verdünnungen werden jeweils zu einer 

Lösung bestehend aus 890 µl filtriertem Meerwasser und 100 µl der Sus-

pension von befruchteten Eizellen gegeben. Für die Blindprobe werden 
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10 µl DMSO anstelle der zu untersuchenden Substanz verwendet. Nach 

zwei Stunden wird der Fortschritt der Zellteilung unter dem Mikroskop be-

obachtet. Es werden je Verdünnungsstufe zweihundert Zellen untersucht. 

Die Anzahl derer, bei denen eine Zellteilung stattgefunden hat, sowie die 

Anzahl derer, bei der keine Zellteilung stattgefunden hat, wird dokumen-

tiert. Aus den ermittelten Daten kann der IC50-Wert abgeleitet werden. 

Der IC50-Wert ist diejenige Konzentration der untersuchten Substanz, bei 

der die Zellteilung zu 50% inhibiert wird. 

7.3.2 In vitro Tumorzelllinien-Screening des NCI 

Die Untersuchung auf Antitumoraktivität der in der vorliegenden Arbeit 

synthetisierten Substanzen erfolgte im Rahmen des in vitro Tumorzellli-

nien-Screenings des National Cancer Institutes, Bethesda, USA. 

Die zu untersuchenden Substanzen werden dabei an 60 verschiedenen 

menschlichen Tumorzelllinien bezüglich ihrer Zellproliferations-

hemmenden Wirkung getestet. Die 60 Tumorzelllinien leiten sich von 9 

unterschiedlichen Krebsarten ab. Diese beinhalten Leukämie, Melanom, 

Krebs des Zentralnervensystems sowie Lungen-, Darm-, Nieren-, Eier-

stock-, Prostata- und Brustkrebs. 

Die Tumorzelllinien werden auf Mikrotiterplatten mit fünf verschiedenen 

Konzentrationen (10-8 M bis 10-4 M) der zu testenden Substanzen ver-

setzt. Nach 48 h wird das Medium entfernt, die Zellen fixiert, gewaschen 

und anschließend mit dem Farbstoff Sulforhodamin B versetzt. Dieser 

Farbstoff vermag an basische Aminosäurereste in Proteinen zu binden. 

Dies ermöglicht eine spektralphotometrische  Bestimmung der Zellmasse 

und damit auch der prozentualen Zellproliferationsinhibition durch Mes-

sung des angefärbten, solubilisierten Rückstandes in den Kavitäten der 

Mikrotiterplatten. 

Die Ergebnisse werden in Dosis-Wirkungs-Kurven dargestellt und die mo-

laren Konzentrationen der Testsubstanzen als dekadischer Logarithmus 

angegeben, die eine 50proz. Wachstumshemmung (GI50), eine totale 

Wachstumshemmung (TGI) oder ein Absterben der Hälfte der Tumorzel-

len (LC50) hervorruft. Für jeden dieser drei Parameter errechnet das NCI 



 145 

einen sog. Meangraph Midpoint (MG_MID) als Mittelwert der dekadischen 

Logarithmen über die Gesamtheit der 60 Tumorzelllinien. 

Zusätzlich erfogt eine graphische Darstellung der Ergebnisse in Form von 

Balkendiagrammen. Diese Diagramme veranschaulichen die Empfind-

lichkeit der einzelnen Zelllinien gegenüber den jeweiligen Testsubstanzen 

in Bezug auf den Meangraph Midpoint. Die drei Meangraph Midpoint-

Werte bilden dabei die zentrale Achse der Balkendiagramme. Die Länge 

der Balken stellt die Empfindlichkeit einer Zelllinie gegenüber der Test-

substanz dar und ist proportional zur relativen Empfindlichkeit der Zelllinie 

im Vergleich mit dem Meangraph Midpoint-Wert. Zelllinien, die eine höhe-

re Empfindlichkeit gegenüber der Testsubstanz als die durch den Me-

angraph Midpoint-Wert ausgedrückten aufweisen, werden durch einen 

Balken nach rechts im Balkendiagramm dargestellt. Zelllinien mit einer 

geringeren Empfindlichkeit erhalten einen Balken nach links. Da die An-

gabe der Werte logarithmisch erfolgt, bedeutet eine Erniedrigung des 

Meangraph Midpoint Wertes um 1, dass eine zehnfach niedrigere Kon-

zentration der Testsubstanz zur Erzielung des antiproliferativen Effektes 

ausreichend ist. 
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9 Gefahrstoffe 

Über die toxikologischen Eigenschaften der meisten im Rahmen dieser 

Arbeit verwendeten Chemikalien und dargestellten Verbindungen liegen 

keine Daten im Sinne des Chemikaliengesetzes vor. Gefährliche Eigen-

schaften können nicht ausgeschlossen werden. Sie sind mit der für ge-

fährliche Chemikalien üblichen Vorsicht zu handhaben. 

Nachfolgende im Rahmen dieser Arbeit verwendete gefährliche Stoffe 

und Zubereitungen sind im Anhang der Gefahrstoffverordnung eingestuft: 

Aceton: F Leichtentzündlich 

R 11 Leichtentzündlich 

S 2-9-16-23-33 Darf nicht in die Hände von Kindern 

gelangen – Behälter an einem gut gelüfteten Ort auf-

bewahren – Von Zündquellen fernhalten-Nicht Rau-

chen – Dampf nicht einatmen – Maßnahmen gegen 

elektrostatische Aufladungen treffen 

Bortribromid: T+ Sehr giftig 

C Ätzend 

R 14-26/28-35 Reagiert heftig mit Wasser – Sehr giftig 

beim Einatmen und Verschlucken – Verursacht 

schwere Verätzungen 

S 1/2-9-26-28-36/37/39-45 Unter Verschluss und für 

Kinder unzugänglich aufbewahren – Behälter an ei-

nem gut gelüfteten Ort aufbewahren – Bei Berührung 

mit den Augen gründlich mit Wasser abspülen und 

Arzt konsultieren – Bei Berührung mit der Haut sofort 

abwaschen mit viel Polyethylen 400 und anschließend 

Reinigung mit viel Wasser – Bei der Arbeit geeignete 

Schutzkleidung, Schutzhandschuhe und Schutzbrille/ 

Gesichtsschutz tragen – Bei Unfall oder Unwohlsein 

sofort Arzt zuziehen (wenn möglich, Etikett vorzeigen) 

1-Butanol: Xn Gesundheitsschädlich 

R 10-22-37/38-41-67 Entzündlich – Gesundheits-

schädlich beim Verschlucken – Reizt die Atmungsor-

gane und die Haut – Gefahr ernster Augenschäden – 
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Dämpfe können Schläfrigkeit und Benommenheit ver-

ursachen 

S 7/9-13-26-37/39-46 Behälter dicht geschlossen an 

einem gut gelüfteten Ort aufbewahren – Von Nah-

rungsmitteln, Getränken und Futtermitteln fernhalten, 

Bei Berührung mit den Augen sofort gründlich abspü-

len und Arzt konsultieren – Bei der Arbeit geeignete 

Schutzhandschuhe und Schutzbrille/Gesichtsschutz 

tragen – Bei Verschlucken sofort ärztlichen Rat einho-

len und Verpackung oder Etikett vorzeigen 

tert.-Butanol: F Leichtentzündlich 

Xn Gesundheitsschädlich 

R 11-20 Leichtentzündlich – Gesundheitsschädlich 

beim Einatmen 

S 2-9-16 Darf nicht in die Hände von Kindern gelan-

gen – Behälter an einem gut gelüfteten Ort aufbewah-

ren – Von Zündquellen fernhalten-Nicht rauchen 

Chlorwasserstoff: C Ätzend 

R 35-37 Verursacht schwere Verätzungen – Reizt die 

Atmungsorgane 

S 1/2-7/9-26-45 Unter Verschluss und für Kinder un-

zugänglich aufbewahren – Behälter dicht geschlossen 

und an einem gut gelüfteten Ort aufbewahren – Bei 

Berührung mit den Augen sofort mit Wasser abspülen 

und Arzt konsultieren – Bei Unfall oder Unwohlsein 

sofort Arzt zuziehen (wenn möglich, Etikett vorzeigen) 

Cyanide: T+ Sehr giftig 

R 26/27/28-32 Sehr giftig beim Einatmen, Verschlu-

cken und Berührung mit der Haut – Entwickelt bei Be-

rührung mit Säure sehr giftige Gase 

S 1/2-7-28-29-45 Unter Verschluss und für Kinder un-

zugänglich aufbewahren – Behälter dicht geschlossen 

halten – Bei Berührung mit der Haut sofort abwaschen 

mit viel Wasser – Nicht in die Kanalisation gelangen 

lassen – Bei Unfall oder Unwohlsein sofort Arzt zuzie-

hen (wenn möglich, Etikett vorzeigen) 
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Dichlormethan: Xn Gesundheitsschädlich 

R 40 Irreversibler Schaden möglich 

S 2-23-24/25-36/37 Darf nicht in die Hände von Kin-

dern gelangen – Dampf nicht Einatmen – Berührung 

mit den Augen und der Haut vermeiden – Bei der Ar-

beit geeignete Schutzhandschuhe und Schutzkleidung 

tragen 

N,N-Dimethyl-

formamid: 

T Giftig 

R 61-20/21-36 Kann das Kind im Mutterleib schädigen 

– Gesundheitsschädlich beim Einatmen und bei Be-

rührung mit der Haut – Reizt die Augen 

S 53-45 Exposition vermeiden-Vor Gebrauch beson-

dere Anweisungen einholen – Bei Unfall oder Un-

wohlsein sofort Arzt zuziehen (wenn möglich, Etikett 

vorzeigen) 

Essigsäure 

> 90 %: 

C Ätzend 

R 10-35 Entzündlich – Verursacht schwere Verätzun-

gen 

S 1/2-23-26-45 Unter Verschluss und für Kinder unzu-

gänglich aufbewahren – Dampf/Aerosol nicht einat-

men – Bei Berührung mit den Augen gründlich mit 

Wasser abspülen und Arzt konsultieren – Bei Unfall 

oder Unwohlsein sofort Arzt zuziehen (wenn möglich, 

Etikett vorzeigen) 

Ethanol: F Leichtentzündlich 

R 11 Leichtentzündlich 

S 2-7-16 Darf nicht in die Hände von Kindern gelan-

gen – Behälter dicht geschlossen halten – Von Zünd-

quellen fernhalten-Nicht rauchen 

Ethanolamin: Xn Gesundheitsschädlich 

R 20-36/37/38 Gesundheitsschädlich beim Einatmen – 

Reizt die Augen, Atmungsorgane und die Haut 
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Ethylacetat: F Leichtentzündlich 

R 11 Leichtentzündlich 

S 2-16-23-29-33 Darf nicht in die Hände von Kindern 

gelangen – Von Zündquellen fernhalten-Nicht rauchen 

– Dampf nicht einatmen – Nicht in die Kanalisation 

gelangen lassen – Maßnahmen gegen elektrostati-

sche Aufladungen treffen 

Ethylendiamin: C Ätzend 

R 10-21/22-34-43 Entzündlich – Gesundheitsschädlich 

bei Berührung mit der Haut und beim Verschlucken – 

Verursacht Verätzungen – Sensibilisierung durch 

Hautkontakt möglich 

S 1/2-9-26-36/37/39-45 Unter Verschluss und für Kin-

der unzugänglich aufbewahren – Behälter an einem 

gut gelüfteten Ort aufbewahren – Bei Berührung mit 

den Augen gründlich mit Wasser abspülen und Arzt 

konsultieren – Bei der Arbeit geeignete Schutzklei-

dung, Schutzhandschuhe und Schutzbril-

le/Gesichtsschutz tragen – Bei Unfall oder Unwohlsein 

sofort Arzt zuziehen (wenn möglich, Etikett vorzeigen) 

Formaldehyd-

Lösung 35%: 

T giftig 

R: 23/24/25-34-40-43 Giftig beim Einatmen, Verschlu-

cken und Berührung mit der Haut – Verursacht Verät-

zungen – Irreversibler Schaden möglich – Sensibilisie-

rung durch Hautkontakt möglich 

S: 26-36/37/39-45-51 Bei Berührung mit den Augen 

sofort gründlich mit Wasser abspülen und Arzt konsul-

tieren – Bei der Arbeit geeignete Schutzkleidung, 

Schutzhandschuhe und Schutzbrille/Gesichtsschutz 

tragen - Bei Unfall oder Unwohlsein sofort Arzt zuzie-

hen (wenn möglich, Etikett vorzeigen) – Nur in gut ge-

lüfteten Bereichen verwenden 
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Hexan: F Leichtentzündlich 

Xn Gesundheitsschädlich 

R11-48/20 Leichtentzündlich – Gesundheitsschädlich: 

Gefahr ernster Gesundheitsschäden bei längerer Ex-

position durch Einatmen 

S 2-9-16-24/25-29-51 Darf nicht in die Hände von Kin-

dern gelangen – Behälter an einem gut gelüfteten Ort 

aufbewahren – Von Zündquellen fernhalten-Nicht rau-

chen – Berührung mit den Augen und der Haut ver-

meiden – Nicht in die Kanalisation gelangen lassen – 

Nur in gut gelüfteten Bereichen verwenden 

Hydrazinium-

hydroxid: 

T Giftig 

N Umweltgefährlich 

R 45-23/24/25-34-43-50/53 Kann Krebs erzeugen – 

Giftig beim Einatmen, Verschlucken und Berührung 

mit der Haut – Verursacht Verätzungen – Sensibilisie-

rung durch Hautkontakt möglich – Sehr giftig für Was-

serorganismen, kann in Gewässern längerfristig 

schädliche Wirkungen haben 

S53-26-36/37/39-45-60-61 Exposition vermeiden-Vor 

Gebrauch besondere Anweisungen einholen – Bei Be-

rührung mit den Augen sofort mit Wasser abspülen 

und Arzt konsultieren – Bei der Arbeit geeignete 

Schutzkleidung, Schutzhandschuhe und Schutzbril-

le/Gesichtsschutz tragen – Bei Unfall oder Unwohlsein 

sofort Arzt hinzuziehen (wenn möglich, Etikett vorzei-

gen) – Dieser Stoff und sein Behälter sind als gefährli-

cher Abfall zu entsorgen – Freisetzung in die Umwelt 

vermeiden. Besondere Anweisungen einho-

len/Sicherheitsdatenblatt zu Rate ziehen 

Kaliumcarbonat: Xn Gesundheitsschädlich 

R 22-36/37/38 Gesundheitsschädlich beim Verschlu-

cken – Reizt die Augen, Atmungsorgane und die Haut 

S 22-26 Staub nicht einatmen – Bei Berührung mit den 

Augen sofort mit Wasser abspülen und Arzt konsultie-

ren 
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Kaliumhydrid: F Leichtentzündlich 

C Ätzend 

R 14/15-34 Reagiert heftig mit Wasser unter Bildung 

hochentzündlicher Gase – Verursacht Verätzungen 

S 8-26-36/37/39-43.12 Behälter trocken halten – Bei 

Berührung mit den Augen sofort gründlich mit Wasser 

abspülen und Arzt konsultieren – Bei der Arbeit geeig-

nete Schutzkleidung, Schutzhandschuhe und Schutz-

brille/Gesichtsschutz tragen – Zum Löschen Spezial-

pulver für Metallbrände verwenden-Kein Wasser ver-

wenden 

Kaliumper-

manganat: 

O Brandfördernd 

Xn Gesundheitsschädlich 

R 8-22 Feuergefahr bei Berührung mit brennbaren 

Stoffen – Gesundheitsschädlich beim Verschlucken 

S 2 Darf nicht in die Hände von Kindern gelangen 

2-Mercapto-

ethanol: 

T giftig 

N Umweltgefährlich 

R 22-23/24-34-51/53 Gesundheitsschädlich beim Ver-

schlucken – Giftig beim Einatmen und bei Berührung 

mit der Haut – Verursacht Verätzungen – Giftig für 

Wasserorganismen, kann in Gewässern längerfristig 

schädliche Wirkungen haben 

S 26-36/37/39-45-61 Bei Berührung mit den Augen 

sofort gründlich mit Wasser abspülen und Arzt konsul-

tieren – Bei der Arbeit geeignete Schutzkleidung, 

Schutzhandschuhe und Schutzbrille/Gesichtsschutz 

tragen – Bei Unfall oder Unwohlsein sofort Arzt zu-

ziehen (wenn möglich, Etikett vorzeigen) – Freiset-

zung in die Umwelt vermeiden. Besondere Anweisun-

gen einholen/Sicherheitsdatenblatt zu Rate ziehen 
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Methanol: F Leichtentzündlich 

T Giftig 

R 11-23/24/25-39/23/24/25 Leicht entzündlich – Giftig 

beim Einatmen, Verschlucken und Berührung mit der 

Haut – Giftig: ernste Gefahr irreversiblen Schadens 

durch Einatmen, Berührung mit der Haut und Ver-

schlucken 

S 7-16-36/37-45 Behälter dicht geschlossen halten – 

Von Zündquellen fernhalten-Nicht Rauchen – Bei der 

Arbeit geeignete Schutzhandschuhe und Schutzklei-

dung tragen - Bei Unfall oder Unwohlsein sofort Arzt 

zuziehen (wenn möglich, Etikett vorzeigen) 

Natriumazid: T+ Sehr giftig 

N Umweltgefährlich 

R 28-32-50/53 Sehr giftig beim Verschlucken – Entwi-

ckelt bei Berührung mit Säure sehr giftige Gase – Sehr 

giftig für Wasserorganismen, kann in Gewässern län-

gerfristig schädliche Wirkungen haben 

S 28-45-60-61 Bei Berührung mit der Haut sofort ab-

waschen mit viel Wasser – Bei Unfall oder Unwohlsein 

sofort Arzt zuziehen (wenn möglich, Etikett vorzeigen) 

– Dieser Stoff und sein Behälter sind als gefährlicher 

Abfall zu entsorgen – Freisetzung in die Umwelt ver-

meiden. Besondere Anweisungen einholen/Sicher-

heitsdatenblatt zu Rate ziehen 

Natriumlauryl-

sulfat: 

Xn Gesundheitsschädlich 

R 22-36/38 Gesundheitsschädlich beim Verschlucken 

– Reizt die Augen und die Haut 

S 26-36 Bei Berührung mit den Augen sofort gründlich 

mit Wasser abspülen und Arzt konsultieren – Bei der 

Arbeit geeignete Schutzkleidung tragen 
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Phenylhydrazin: T Giftig 

R 23/24/25-36 Giftig beim Einatmen, Verschlucken 

und Berührung mit der Haut – Reizt die Augen 

S 1/2-28-45 Unter Verschluss und für Kinder unzu-

gänglich aufbewahren – Bei Berührung mit der Haut 

sofort abwaschen mit viel Wasser – Bei Unfall oder 

Unwohlsein sofort Arzt zuziehen (wenn möglich, Eti-

kett vorzeigen 

Pyridin: F Leichtentzündlich 

Xn Gesundheitsschädlich 

R 11-20/21/22 Leichtentzündlich – Gesundheitsschäd-

lich beim Einatmen, Verschlucken und Berührung mit 

der Haut 

S 2-26-28 Darf nicht in die Hände von Kindern gelan-

gen – Bei Berührung mit den Augen gründlich mit 

Wasser abspülen und Arzt konsultieren – Bei Berüh-

rung mit der Haut sofort abwaschen mit viel Wasser 

Salzsäure> 25 %: C Ätzend 

R 34-37 Verursacht Verätzungen – Reizt die At-

mungsorgane 

S 1/2-26-45 Unter Verschluss und für Kinder unzu-

gänglich aufbewahren – Bei Berührung mit den Augen 

gründlich mit Wasser abspülen und Arzt konsultieren – 

Bei Unfall oder Unwohlsein sofort Arzt zuziehen (wenn 

möglich, Etikett vorzeigen) 

Salzsäure 

10-25 %: 

Xi Reizend 

R 36/37/38 Reizt die Augen, Atmungsorgane und die 

Haut 

S1/2-26-45 Unter Verschluss und für Kinder unzu-

gänglich aufbewahren – Bei Berührung mit den Augen 

gründlich mit Wasser abspülen und Arzt konsultieren – 

Bei Unfall oder Unwohlsein sofort Arzt zuziehen (wenn 

möglich, Etikett vorzeigen) 
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Schwefelsäure 

> 15 %: 

C Ätzend 

R 35 Verursacht schwere Verätzungen 

S 1/2-26-30-45 Unter Verschluss und für Kinder unzu-

gänglich aufbewahren – Bei Berührung mit den Augen 

gründlich mit Wasser abspülen und Arzt konsultieren – 

Niemals Wasser hinzugießen – Bei Unfall oder Un-

wohlsein sofort Arzt zuziehen (wenn möglich, Etikett 

vorzeigen) 

Silbernitrat C Ätzend 

N Umweltgefährlich 

R 34-50/53 Verursacht Verätzungen – Sehr giftig für 

Wasserorganismen, kann in Gewässern längerfristig 

schädliche Wirkungen haben 

S26-45-60-61Bei Berührung mit den Augen sofort 

gründlich mit Wasser abspülen und Arzt konsultieren – 

Bei Unfall oder Unwohlsein sofort Arzt zuziehen (wenn 

möglich, Etikett vorzeigen) – Dieser Stoff und/oder 

sein Behälter sind als gefährlicher Abfall zu entsorgen 

– Freisetzung in die Umwelt vermeiden. Besondere 

Anweisungen einholen/Sicherheitsdatenblatt zu Rate 

ziehen 

Toluol: F Leichtentzündlich 

Xi Reizend 

R 11-20 Leichtentzündlich – Gesundheitsschädlich 

beim Einatmen 

S 2-16-25-29-33 Darf nicht in die Hände von Kindern 

gelangen – Von Zündquellen fernhalten-Nicht rauchen 

– Nicht in die Kanalisation gelangen lassen – Maß-

nahmen gegen elektrostatische Aufladungen treffen 
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