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1 Einleitung und Problemstellung

1.1 Cyclin-abhéngige Kinasen

Aufgrund ihrer wichtigen Rolle bel der Regulation des Zelzyklus sind die
Cyclin-abhangigen Kinasen (CDK) als mogliche Ziele bel der Behandlung von
Krankheiten, die mit ener gestorten Zelproliferation einhergehen, von
Interesse. In der vorliegenden Arbeit wird zunachst ein Uberblick tber
Funktionen und Aufgaben der bisher entdeckten CDK gegeben. Weiterhin
werden Regulationsmechanismen im Zusammenhang mit CDK beschrieben,
wobel auch auf pathologische Vorgange eingegangen wird, an denen CDK
beteiligt sind.

1.2 Inhibitoren Cyclin-abhangiger Kinasen

Flavopiridol (1)

Potentielle Anwendungsgebiete fir CDK-Inhibitoren findet man vor alem im
Bereich der Tumorerkrankungen, aber auch bei der Alzheimer-, Parkinson- und
cardiovaskuléren Erkrankungen. Zahlreiche CDK-inhibitorische Verbindungen
wurden bisher synthetisert und im Hinblick auf verschiedene Anwendungs-
moglichkeiten untersucht. Am weitesten ist die pharmazeutische Entwicklung
des CDK-Inhibitors Flavopiridol (1) fortgeschritten, welcher sich in der 2. Phase
der klinischen Prifung fir eine Monotherapie von Tumorerkrankungen
befindet."* In der vorliegenden Arbeit wird eine Ubersicht Uiber die derzeit
literaturbekannten CDK-1nhibitoren gegeben.



1.3 Paullone und Paullonderivate
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Paullone sind 7,12-Dihydro-indol o[ 3,2-d][ 1] benzazepin-6-one, die zuerst von
C. Kunick synthetisert wurden.” Die Ldtstruktur Kenpaullon (2) zeigte in
entsprechenden Untersuchungen eine Aktivitdt an CDK1, CDK5 und GSK-3b
und aulRerdem antiproliferative Eigenschaften im in vitro Tumorzdllinien
Screening des NCI (National Cancer Institute, Bethesda, USA).%’

Zur Untersuchung von Sruktur-Wirkungs-Beziehungen wurden von C. Schultz
systematische Strukturabwandlungen durchgefihrt, welche zu Alsterpaullon (3)
fuhrten, dem Paullon mit der bisher héchsten Aktivitét bei CDK1, CDK5 und
GSK-3b und einer ausgeprégten antiproliferativen Wirkung.”®

Im Rahmen der vorliegenden Arbet sollten weltere Veranderungen an
Paullonen durchgefiihrt werden, wodurch die Wirkung an CDK, GSK-3b und
Tumorzelllinien gesteigert und ein Beitrag zur weiteren Untersuchung von
Struktur-Aktivitdts-Beziehungen geleistet werden sollte. AufRerdem  sollten
Paullone mit besseren Lodichkeitseigenschaften gefunden werden. Dabel
wurden zuerst verschiedene Abwandlungen am heterozyklischen Grundgerust
der Paullone durchgefiihrt. Durch Molecular Modelling-Untersuchungen sollte
eine Begrindung fur die unterschiedlichen inhibitorischen Aktivitdten der
daraus erwachsenen Kenpaullonanaloga bet CDK 1 gefunden werden.

Ein anderer Tell befasst sich mit der Weliterentwicklung von Paullonen, die von
C. Schultz synthetisiert wurden. Hierbel sollten vor allem Substituenten und die
Lactamgruppierung auf Basis der von C. Schultz gewonnenen Erkenntnisse
modifiziert werden.



2 Cyclin-abhangige Kinasen

2.1 Der Zdlzyklus

Die Vermehrung von eukaryontischen Zellen lauft nach einem Muster ab,
welches wegen seiner rhythmischen Wiederholbarkeit als Zellzyklus bezeichnet
wird. Eintellen |&% sich diessr neben ener Ruhephase GO in vier
unterschiedliche Aktivitatsphasen, die G1-, S, G2- und M-Phase. (Siehe Bild
2-1)

Gl

Bild 2-1: Ein typischer Zellzyklus einer eukaryontischen Zelle mit Ruhephase
GO, den Zwischenphasen G1 und G2, der Synthese-Phase (S) und der
Mitose-Phase (M). Die Grol3e der Felder im grof3eren Krels gibt einen
groben Hinweis auf das Verhaltnis der Phasen in Bezug auf ihre Dauer.™®

Nach einer erfolgreichen Tellung einer Zelle beginnt der Zelzyklus der
entstandenen Tochterzellen mit der G1-Phase, aus welcher die jeweilige Zelle in
einen Ruhezustand Ubergehen kann, die GO-Phase. Die GO-Phase miindet nach
erneuter Aktivierung der Zelle wieder in die G1-Phase, aus der die Z€elle dann in
die SPhase Ubergeht. In der SPhase werden nétige Vorbereitungen fir eine
Tellung in zwe Tochterzellen getroffen, wie die Replikation der Erbsubstanz
DNS (Desoxyribonucleinsdure). In der folgenden G2-Phase liegt die genetische

3



Information deshalb in doppelter Ausfihrung vor. Erst nach dieser zweiten
Zwischenphase beginnt die eigentliche Tellung der Zelle in der M-Phase. Ist die
M-Phase abgeschlossen, liegen zwel Tochterzellen mit jewells enfacher
genetischer Information vor, die den Zellzyklus wieder mit der Gl1-Phase
beginnen kdnnen.

Der korrekte Ablauf dieses Zellzyklus ist flr einen Organismus |ebenswichtig.
Eine Zdle vefligt deshab Uber ein komplexes Gebilde aus Kontroll-
mechanismen, die sicherstellen sollen, dass keine den Organismus schadigenden
Vorgange ablaufen konnen. Erst ein kleiner Teil dieses komplizierten
Regelwerkes ist bisher wissenschaftlich untersucht und verstanden worden. Es
Ist aber schon jetzt sicher, dass die Cyclin-abhéngigen Kinasen (CDK) eine
wichtige Rolle in der Regulation des Zellzyklus spielen.

CDK sind Proteine mit einer Proteinkinaseaktivitét, fir die eine Assoziation mit
einem welteren Protein, eénem Cyclin, essentiell fur die Ausbildung einer
katalytischen Aktivitdt ist. Die Phosphorylierung durch CDK mit
Adenosintriphosphat (ATP) als Phosphatdonor findet an Serin- und Threonin-
resten statt und wird durch Prolinreste dirigiert. ™"

Der katalytische Kern besteht bei den CDK aus ca. 300 Aminosauren, die bei
den verschiedenen Mitgliedern der CDK-Familie eine hohe Homologie
aufweisen. Ein besonderes Merkmal ist hierbel eine konservierte Sequenz, die
als PSTAIRE-Region bezeichnet wird und fur die Bindung der entsprechenden
Cycline sowie fiir die Spezifitét dieser Bindung mitverantwortlich ist.*>**
Cycline sind Proteine mit zyklischen Konzentrationsschwankungen im
Zellzyklus. Es handelt sich um Proteine von 35-90 kDa mit einer Homologie in
einem Bereich, der ca 100 Aminosauren beinhaltet und as Cyclin-Box
bezeichnet wird. Die Cyclin-Box ist der Sequenzabschnitt, der fur die Bindung
an eine CDK verantwortlich ist.®" Die enzelnen Cycline haben eine
unterschiedliche Préferenz fur bestimmte CDK. lhre Aufgabe ist es, die jewells
dazugehdrige CDK durch Assoziation zu aktivieren.

Eine geordnete Progression durch den Zellzyklus wird durch sequentielle
Aktivierung von CDK/Cyclin-Komplexen gesteuert. Dabel kann man ein
Anfluten und Abnehmen der Cyclin-Konzentrationen in der Zelle je nach Phase
der Zdllteilung beobachten, wéhrend die Konzentration der meisten CDK relativ
konstant bleibt.™



2.2 Bisher bekannte CDK und Cycline

Zur Zeit werden in der Literatur 9 Cyclin-abhangige Kinasen und 16 Cycline
beschrieben.™® Die méglichen Kombinationen der CDK mit Cyclinen sind in
Tabelle 2-1 aufgelistet.”’

Cyclin D1 it in dlen Zellen sehr wichtig, wéhrend die Cycline D2 und D3 nur
in einigen Zelltypen vorkommen.*® Cyclin-abhéngige Kinasen, die mit Cyclin F,
G, | oder K assoziiert sind, wurden bisher nicht beschrieben, ebenso wie das zu
CDK3 gehérige Cyclin."**® In Testsystemen wurde CDK3 im Komplex mit
Cyclin E verwendet.™

Tabelle 2-1: CDK und ihre jeweils aktivierenden Cycline oder Proteine

Cyclin-abhéngige Kinase Cyclin (oder Protein)

CDK1 A B
CDK2 A E
CDK3 unbekannt
CDK4 D (1-3)
CDK5 D, p35 bzw. p25
CDK6 D
CDK7 H
CDK8 C
CDK9 T

unbekannt F,G I, K

In unterschiedlichen Bereichen des menschlichen Organismus Uben diese

Enzyme sehr verschiedene, zum Tell wenig erforschte Funktionen aus.

Eine grobe Einteilung nach Funktionen ergibt drei Gruppen von CDK:*"*8%°
CDK mit regulatorischen Aufgaben im Zellzyklus. CDK1, 2, 3,4, 6 und 7.
CDK mit neuronalen Funktionen: CDKS5.

CDK, die direkt an der Transkription betelligt sind: CDK7, 8 und 9.

Da auf den Ablauf des Zellzyklus und die Funktionen der beteiligten CDK

gpater ausfuhrlich eingegangen wird, sollen hier kurz die anderen Bereiche, in

denen CDK eine Rolle spielen, erlautert werden.



2.2.1 CDK mit neuronalen Funktionen

Die Aktivitdt von CDKS5 ist im Gehirn am hochsten. Hier ist sie wichtig fir das
Wachstum von Neuriten und die neuronale Entwicklung. "%
Untypischerweise bildet CDK5 in der Regel keinen Komplex mit einem Cyclin,
sondern mit dem Protein p35 oder mit p25, welches durch proteolytische
Spaltung aus p35 entsteht.”** Eine Verwandtschaft zwischen p35 bzw. p25 und
den Cyclinen besteht nicht, d.h. es findet sich hier nicht das typische
Aminosduremuster der Cyclin-Sequenz. Die Affinitdt zu einer CDK kann
dlerdings mit ener Cyclin-dhnlichen Faltung des Proteins begrindet
werden. "%

Ein Substrat von CDK5 ist DARPP-32 (Dopamine and cyclic AMP-regulated
Phosphoprotein, relative molecular mass 32 000%), ein Striatum-Protein,
welches je nach Phosphorylierungsgrad und Phosphorylierungsposition an
bestimmten Aminosduren unterschiedliche Wirkungen entfalten kann. Wird es
von CDK5 (an Thr75) phosphoryliert, so hemmt es die cAMP-abhéngige
Proteinkinase (PKA)."

Phosphorylierung von PAK1 (p21-Cdc42/Rac-activated Kinasé™), einer
neuronalen Serin/Threonin-Kinase, durch CDK5/p35 fihrt zu deren
Hemmung.*®

2.2.2 CDK mit direkter Wirkung auf die Transkription

CDK7/Cyclin H wird eine duale Rolle zugeschrieben. Zum einen ist diese CDK
an der Transkription beteiligt, zum anderen fihrt sie ene aktivierende
Phosphorylierung an einer am Zellzyklus beteiligten CDK aus. (Siehe Kapitel
2.3.2)

Bei der Regulation der Transkription ist CDK7/Cyclin H im Zusammenspiel mit
einer dritten Untereinheit, MAT1 (Ménage A Trois®), Teil eines groReren
Komplexes TFIIH (Transcription Initiation Factor [1H). Dieser phosphoryliert
ene Untereinheit der RNS-Polymerasell, welche wiederum im
Elongationsablauf benttigt wird.

CDK8/CyclinC ist ebenfals im Bereich der RNS-Polymerasell gefunden
worden und ist hier verantwortlich fur die Phosphorylierung an einer anderen
Stelle  deselben  RNS-Polymerase-Untereinheit, die  auch  von
CDK7/Cyclin HIMAT1 verandert wird."



Schliefdich ist eine Phosphorylierung dieser Untereinheit der RNS-Polymerase
auch durch den CDK9/Cyclin T-Komplex méglich,"” welcher in diesem
Zusammenhang auch als PTEFB (Positive Transcription Elongation Factor B)
bezeichnet wird.”

2.2.3 Bisher nicht zugeordnete Cycline

Von den Cyclinen, die bisher keiner CDK zugeordnet werden konnten, findet
man zwel im Zdlzyklus: Das Gen von Cyclin G wird bet DNS-Schéadigung von
p53 (s.u.) aktiviert, wobei die Funktion von Cyclin G noch nicht geklart ist.™**
Die Konzentration von Cyclin F héangt im Zelzyklus von Cyclin A ab und
kénnte deshalb an G2- oder M-Phase-Funktionen beteiligt sein.*



2.3 Aufbau, Aktivierung und Inaktivierung der CDK

Insgesamt existieren in einer Zelle viefadtige Moglichkeiten zur Kontrolle der

CDK-AKktivitét, so dass sich eine grofie regulatorische Hexibilitét in Bezug auf
den Zelzyklus ergibt.

Die CDK-Aktivitdt kann durch folgende Mechanismen gesteuert werden:>%*%
Assoziation mit aktivierenden Cyclin-Untereinheiten
Synthese und Abbau dieser Cyclin-Untereinheiten
Posttrandationale M odifikationen durch Kinasen und Phosphatasen
| nteraktionen mit natirlichen Inhibitoren und Aktivatoren

- Subzdlulérer Aufenthaltsort
(seheBild 2-2)

Weel-Kinase cdc25-Phosphatasen
phosphoryliert Tyrl5 dephosphorylieren Tyrl5

phosphoryliert Thri4 den CDK/Cyclin-Komplex

cdc25-Phosphatasen der Cycline
dephosphorylieren Thr14 _@

Synthese
der Cycline

\ / INK4-Proteine hemmen
Myt1-Kinase / Cyclin-Anlagerung oder

CIP-Proteine hemmen
CDK/Cyclin-Komplex

CDK7/CyclinH
phosphoryliert Thr160

Bild 2-2: Regulation der CDK-Aktivitdt am Beispiel der CDK?2. Der angegebene
CDK/Cyclin-Komplex liegt in aktiver Form vor. Pfelle, die von der
zentralen Darstellung des Komplexes wegfihren, zeigen ene
Inaktivierung an. Pfeile, die zum Komplex hindeuten, beschreiben
Aktivierungsschritte.



2.3.1 Aufbau einer CDK

Im Prinzip findet man bel den CDK die gleiche Fatung wie bei anderen
eukaryontischen Proteinkinasen (z.B. PKA),* ebenfalls allgemein konserviert
sind katalytische Reste, die man in der aktiven Spalte der CDK findet.***

Den folgenden Ausfihrungen zur Struktur der CDK liegen Untersuchungen an
Kristallen von CDK2 zugrunde. Die Angaben einzelner Aminosduren und deren
Position kann deshalb bel anderen CDK variieren. Da in der Familie der CDK
aber eine hohe Homologie zu finden ist, it eine Vergleichbarkeit der
dreidimensionalen Strukturen wahrscheinlich.”” Beispidlsweise ist CDK5 zu
73 % identisch mit CDK 1 und zu 75 % mit CDK2."*

Die katalytische Einheit der CDK beinhaltet ca. 300 Aminoséuren.*** Sie |4sst
sich entelen in eine N-terminden Domane (Aminosduren 1-85), die zum
grofdten Tell aus b-Faltblatt-Strukturen besteht, und eine grofRere, Gterminae
Doméne, die wiederum reich an a-Helicesist."** (Sehe Bild 2-3))

Eine tiefe Spalte an der Verbindung der beiden Domanen bildet die katalytische
Region mit der ATP-Bindungsstelle. Die Verbindung zwischen beden
Doménen ist einem Scharnier dhnlich, besteht nur aus wenigen Aminosauren
und wird Hinge-Region genannt (hinge: engl. Turangel, Scharnier).

Ein typisches Merkmal der CDK ist das Vorhandensein einer streng
konservierten Sequenz im Bereich der N-terminalen Domane, die PSTAIRE
genannt wird (Aminosauren 45-51). Diese Region gehort zur einzigen a-Helix
(al-Hdix) der N-terminden Doméne, welche die Aminosduren 44-58
beinhaltet,”**>*"*° und ist an der Bindung zum Cyclin beteiligt.

In der inaktiven, monomeren Form der CDK wird der Zugang zur katalytischen
Spalte durch eine Schleife blockiert, die man T-Schleife nennt (Aminosduren
146-170 nach D.O. Morgan™, Aminosiuren 146-166 nach P.D. Jeffrey™®). Die
T-Schlefe it im Bild 2-3 sowie in Bild 2-4 und Bild 2-5 blau eingefarbt. In
dieser Schleife ist das Thrl60 zu finden, dessen Phosphorylierung zu einer
drastischen Aktivitétssteigerung der CDK2 fuhrt (Thr161 bei CDK1, Thrl72 bel
CDK4). Ein weiterer Grund fur die Inaktivitdt der monomeren CDK ist, dass
ohne Cyclin-Assoziation die Orientierung der ATP-Phosphatkette eine
Phosphatabspaltung und Ubertragung der Phosphatgruppe auf ein Substrat nicht
erlaubt.™



N-terminales Ende

Hinge-Region

C-terminales Ende

PSTAIRE

T-Schleife

Bild 2-3: CDK2 mit gebundenem ATP. In der Darstellung sind a-helicale
Bereiche durch rote Spiralen, b-Fatblattstrukturen als gelbe Bander und
die verbindenden Strukturen in cyan dargestellt. Die T-Schleife wurde
blau eingefarbt (AS 146-170) und ATP ist in ,Kuge und Stab-
Darstellung® zu sehen. Wegen de hohen Flexibilitét fehlen
Aminosauren 37-40 im Anschluss an die PSTAIRE-Hdix. Die
Koordinatlen wurden aus der Brookhaven-Proteindatenbank™
{ibernommen (PDB ID: 1IHCK*) und mit SYBYL® dargestellt.

2.3.2 Positive regul atorische M echanismen, Aktivierung

An CDK2/Cydlin A-Kristallen wurden die konformativen Anderungen der
CDK-Struktur durch eine Komplexbildung mit Cyclin A untersucht (siehe Bild
2-4). Die Cyclin-Box von Cyclin A bindet an die PSTAIRE-Helix der CDK2
mit Wechselwirkungen zu den beiden Doméanen des aktiven Zentrums.*** Die
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dadurch angestofene Umkonfigurierung der CDK hat zur Folge, dass
inhibitorische Telle aus dem katalytischen Zentrum entfernt werden und
regulatorische Bereiche einer Phosphorylierung zuganglich gemacht werden.
Die T-Schleife wird aus dem Eingangsbereich der katalytischen Spalte entfernt
und dem umgebenden LoOsungsmittel ausgesetzt. Durch die Cyclin-Bindung
wird aulerdem die aktive Spalte aufgeweitet, die PSTAIRE-Helix in das
katalytische Zentrum geschoben und dabel gedreht. Dadurch wird das fir
eukaryontische Proteinkinasen typische GluS1l der PSTAIRE-Region in ene
Position gebracht, die es ihm erlaubt, die Phosphatreste des ATPs zusammen mit
Lys33, Asp145 und einem Magnesiumion neu zu koordinieren und sie in die
richtige Stellung fiir eine Phosphatiibertragung zu bringen.™**>%

Durch die Anderungen liegt jetzt auch das Thr160, welches zur T-Schleife
gehort, frel, so dass es von anderen Kinasen phosphoryliert werden kann. Die
Cyclin A-Bindung dlein seigert die Aktivitdt von CDK2 um mehrere
Grolenordnungen, aber die Phosphorylierung bewirkt eine entscheidende
Aktivitatssteigerung um das 80-300fache.'**># Der Aufbau der katalytischen
Spalte wird durch die Phosphorylierung nicht sehr stark verandert, das Phosphat
an Thrl60 hat viedmehr Einfluss auf ein Netz von Woasserstoffbriicken-
bindungen. Es wird angenommen, dass das Thr160-Phosphat dadurch einerseits
die CDK/Cyclin-Bindung zur nétigen Festigkeit fuhrt und zum anderen die
CDK/Cydlin-Substrat-Bindung begiinstigt.™*" Die Proteinkinase, die die Phos-
phorylierung am Thrl60 der CDK2 ausfiihrt, ist ebenfalls eine CDK, namlich
CDK7, die auf¥erdem noch an der Transkription betelligt ist. Diese CDK7
entfaltet ihre Aktivitét entweder nach Assoziation mit Cyclin H und Phosphory-
lierung oder nach Assoziation mit CyclinH und ener dritten Untereinheit,
MATL. Der letztgenannte Komplex ist in dieser Zusammensetzung ungewdhn-
licherweise aktiv, ohne selbst an einem Rest phosphoryliert zu werden, der dem
Thr160 der CDK2 entspricht.'*™'" Die Aktivitdt der CDK7 ist in den
verschiedenen Zellzyklusphasen relativ konstant, wahrend die Konzentrationen
der Cycline im Verlauf des Zellzyklus starken Schwankungen unterliegen. Die
Steigerung der CDK-Aktivitdt an bestimmten Punkten des Zellzyklus wird
deshalb eher durch Cycline gesteuert, as durch CDK7/Cyclin H/MAT1.2%
CDK4/Cyclin D wird am Thrl72 ebenfalls phosphoryliert, bevor es an der
Einleitung der S-Phase mitwirkt.”® Fir CDK1/Cyclin B stelt die Phosphory-
lierung am entsprechenden Thrl6l einen noch wichtigeren Faktor fir die
Ausbildung der Aktivité dar, wahrend CDK5/p35 und CDK8/Cyclin C sowie
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CDK7/Cyclin DIMATL1 keiner Phosphorylierung bedirfen. CDK8 besitzt noch
nicht einmal eine Phosphorylierungsstelle in der T-Schleife.™

Die Aktivierung durch Dephosphorylierung an Thrl4 und Tyrl5 erfolgt durch
cdc25-Phosphatasen. Fur CDK1/Cyclin B ist en vorheriger Transport in den
Nukleus wichtig.* (Siehe Kapitel 2.5.2.)

PSTAIRE

" T-Schleife

Bild 2-4. CDK2/Cyclin A-Komplex mit ATP, phosphoryliert an Thr160
(Phosphat an Thrl60 nicht abgebildet). Die Farbgebung der CDK2-
Strukturen entspricht Bild 2-3. Cyclin A™*** (rechts) ist karamellfarben
eingefarbt. Die Koordinaten wurden aus der Brookhaven-Proteindaten-
bank® tlbernommen (PDB ID: 1JST**) und mit SYBY L* dargestellt.

" Humanes Cyclin A aggregiert in hohen Konzentrationen. Deshalb nutzt man zu Kristalluntersuchungen ein
Fragment mit den Resten 173-432, welches alle fiir die CDK-Bindung wichtigen Bereiche enthalt* Ein
Fragment mit den Aminosauren 171-432 wird auch als Cyclin A3 bezeichnet und in Enzymassays verwendet.®
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2.3.3 Negative regul atorische M echanismen, | naktivierung

Der aktivierenden Phosphorylierung am Thr160 der CDK2 stehen inaktivierende
Phosphorylierungen an Thrl4 und Tyrl5 gegentiber. Diese beiden Angriffs-
punkte liegen nach der Konformationsénderung der CDK2 durch Cyclin A-
Anlagerung frei und kénnen durch die Kinasen Mytl (v.a. Thrl4, weniger auch
Tyrl5) und Weel (Tyrl5) phosphoryliert werden. Eine Abspaltung dieser
hemmenden Phosphatreste wird durch cdc25-Proteinphosphatasen durchgefthrt,
so dass die Aktivitdt des CDK/Cyclin-Komplexes durch Anbringen oder
Entfernen von verschiedenen Phosphatresten sowohl positiv as auch negativ
beeinflusst werden kann.”’

Zur weiteren Regulation der CDK-Aktivitét existieren relativ kleine, inhibito-
rische Proteine, die zwel verschiedenen Proteinfamilien angehdren. Zum einen
gibt es die INK4-Familie (CDK4-Inhibitoren) und zum anderen die CIP- bzw.
KIP-Familie (CDK 2 Interacting Proteins; Kinase Inhibiting Proteins).*’

Zur INK4-Familie werden zur Zeit vier Mitglieder gerechnet: das p15™<*,
p16N* p18NKC und p19™ “P (im folgenden Text als p15, p16, p18 und p19
bezeichnet). Die INK4-Proteine gelten als spezifisch fir die G1-Phase des
Zellzyklus und inhibieren hier CDK4 und CDK®6, indem sie an die freie CDK
binden und mit den Cyclinen (D1-3) kompetieren.’****** p16 bindet zwar nicht
an die Cyclin-Bindungsstelle, verdreht aber bei seiner Anlagerung an die CDK
die beiden Domanen des Enzyms, so dass auch die Cyclin-Bindungsstelle
verandert wird. Ebenfalls von der Inhibition betroffen ist die ATP-Bindungs-
stelle, die durch p16-Anndherung verdreht wird, wodurch die Bindungsfahigkeit
von ATP beeintréchtigt wird. Da die Affinité von pl6 zur CDK hoher ist alsdie
des Cyclins zur CDK, wird die aktivierende Cyclin-Anlagerung verhindert.
Zusétzlich wurde beobachtet, dass die INK4-Familie auch bereits assoziierte
CDK/Cyclin-K omplexe hemmen kann.*

Zur CIP-Gruppe werden bisher drel verschiedene Proteine gezahit: p2
p27'™ und p57°'™ (im folgenden Text as p21, p27 und p57 bezeichnet), die
eine breitere inhibitorische Aktivitét aufweisen. CIP-Proteine hemmen vor allem
CDK2/Cyclin-Komplexe und sind deshab an der G1- und G1/S-Kontrolle
beteiligt.* Die Inhibition verlauft hierbei Giber Wechsdwirkungen mit CDK und
Cyclin, indem das CIP-Protein sich wie eine Klammer tGber den Enzymkomplex
legt (sehe Bild 2-5). Durch Untersuchungen von Kristallen aus
CDK2/Cyclin A/lp27 konnten strukturelle Veranderungen genauer festgestellt

CIP1
1
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werden. Einerseits wird die Form der katalytischen Spate verandert,
andererseits legt sich ein Tell des Inhibitors so in die ATP-Bindungsstelle, dass
eine Einlagerung von ATP nachgeshmt wird.***>%*

PSTAIRE

" T-Schleife

ATP-
Bindungsstelle

Bild 2-5: CDK2/Cyclin A/p27-Komplex, phosphoryliert an Thr160 (Phosphat
nicht abgebildet). Cyclin A (AS 173-432, siehe Bild 2-4) (rechts) ist
karamellfarben eingeférbt, der Inhibitor p27 erscheint magentafarben.
Die Farbgebung der CDKZ2-Strukturen entspricht Bild 2-3. Die
Koordinaten wurden aus der Brookhaven-Proteindatenbank® iibernom-
men (PDB 1D: 1JSU%) und mit SYBYL® dargestellt.

Interessanterweise wurde fir p21 und p27 beobachtet, dass sie die Assoziation
von CDK4 und Cyclin D fordern, wahrend sie auf andere CDK hemmend
wirken."* Auf welche Weise und ob p27 inhibierende oder aktivierende Eigen-
schaften austibt, wird von p16 moduliert, welches p27 von CDK4 verdrangen
und freisetzen kann, so dass p27 CDK2/Cyclin E hemmen kann. Als Folge
beobachtet man dann eine Blockade des Zellzyklus in der G1-Phase.™® Zu den
| C50-Werten einiger natirlicher CDK-Inhibitoren siehe auch Tabelle 3-1.
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2.4 Substrate der CDK im Zellzyklus

CDK phosphorylieren verschiedene Substrate an Threonin- oder Serin-Resten.”
Da Substrate der CDK schwierig zu finden sind, liegen nur tber einige von
ihnen genauere Angaben vor.”* Mégliche Zielsubstanzen fir eine CDK-
Phosphorylierung  findet man unter den Tumorsuppressoren  bzw.
Transkriptionsfaktoren und Replikationsfaktoren. Auch organisatorische
Faktoren, die Chromatinstrukturen” und den strukturellen Aufbau der Zele
beeinflussen, gehdren zu den Substraten der Cyclin-abhéngigen Kinasen.”

Retinoblastoma-Protein (pRb)/Transkriptionsfaktor E2F

Zu den am besten untersuchten Substraten einer CDK gehort der
Tumorsuppressor pRb (Retinoblastoma-Protein”), welcher eine zentrale Rolle
in der Verarbeitung externer Signale spielt. pRb besitzt vielféltige Serin- bzw.
Threonin-Phosphorylierungsstellen, die  v.a  durch  CDK4/Cyclin D,
CDK6/CyclinD oder CDK2/Cyclin E phosphoryliert  werden  konnen.
Verschiedene CDK bevorzugen hierbel unterschiedliche Phosphorylierungs-
stellen.”” Bei Durchfihrung von in vitro Tests wurde festgestellt, dass
CDK4/Cyclin D oder CDKG6/Cyclin D selektiv pRb phosphorylieren. Andere
getestete Substrate wurden nicht verandert.? Am Retinoblastoma-Protein findet
man auch noch Bindungsstellen, z.B. fir DNS, virale Onkoproteine und fir E2F.
E2F ist ein Transkriptionsfaktor, welcher durch Bindung an pRb inaktiviert
wird. Die Freisetzung von E2F hangt vom Phosphorylierungsstatus des pRb ab:
Hypophosphoryliertes pRb bindet E2F und wirkt deshalb wachstumshemmend,
wahrend hyperphosphoryliertes pRb den Transkriptionsfaktor E2F freisetzt und
dadurch das Zelwachstum fordert. Mit pRb verwandt sind die Proteine p107
und p130, welche ebenfalls von den CDK der G1-Phase, CDK4/Cyclin D und
CDK®6/Cyclin D, phosphoryliert werden. Uber ihre Funktion ist wenig
bekannt. 12,13,17,38

" Die DNS ist im Zellkern mit Proteinen und kleineren Mengen RNS assoziiert. Die Gesamtheit dieses
Komplexes wird als Chromatin bezeichnet. Wahrend der G1-, G2- und S-Phase erscheint es eher unstrukturiert.
Besonders kompakt und durch Kondensation strukturiert liegt das Chromatin nur wéhrend der Mitose in Form
von Chromosomen vor.*

" Das Retinoblastoma-Protein wurde nach einem seltenen Augentumor, dem Retinoblastom, benannt, in
welchem es grundsétzlich mutiert vorkommt.2®
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Zur E2F-Gruppe zéhlt man bisher sechs Mitglieder (E2F1 bis E2F6), von denen
auf jeden Fall E2F1-3 direkt von pRb kontrolliert werden. Wird E2F wie oben
beschrieben freigesetzt, so bindet es an die DNS und aktiviert die Transkription
von Genen, die im Zellzyklus fir den G1/S-Ubergang und die S-Phase wichtig
sind. Dazu gehoren Gene fur E2F selbst, Dihydrofolatreduktase, Thymidin-
kinase, CDK1, CyclinE und Cyclin A.***® In einigen Zdltypen ist E2F
zusétzlich an DP1 (DNS-Bindungsprotein) gebunden. Wird E2F/DP1 durch
CDK2/Cyclin A gebunden und die Untereinheit DP1 phosphoryliert, so wird die
Bindungsfahigkeit an die DNS herabgesetzt. Dies fihrt zu einer Hemmung der
transkriptionsfordernden  Eigenschaften und gehdrt zu den  zdluldren
Kontrollelementen der S-Phase.™

Der Einfluss der CDK auf die Transkription durch Phosphorylierung der RNS
Polymerase || wurde in Kapitel 2.2.2 erlautert.

Protein p53
Ebenfalls zu den Tumorsuppressoren gehdrt das Protein p53, ein Transkriptions-

aktivator, der z.B. bei DNS-Schéden den zur CIP-Familie gehdrenden CDK-
Inhibitor p21 induziert oder zur Expression des Cyclin G-Gens fihrt. Als Tell
eines Kontrollmechanismus kann p53 bei Zellschaden den Zellzyklus z.B. am
G1/S-Ubergang stoppen.™® Eine Akkumulierung von p53 wurde bei zelluldrem
Stress (z.B. durch ionisierende Strahlen oder chemische Substanzen) beobachtet
und kann zu Stillstand des Zellzyklus oder Apoptose fiihren.”’

In der Zelle liegt p53 vermutlich as inaktiver Pool vor, aus dem es durch
posttrandationale Mechanismen aktiviert werden kann. Es wird angenommen,
dass die Bindungsfahigkeit an die DNS durch einzelstrangige DNS gesteigert
wird. Aulerdem wird vermutet, dass eine Aktivitatssteigerung von p53 durch
Phosphorylierung erreicht wird. Eine Phosphorylierung durch die S- und G2/M-
Phasen-CDK wurde sowohl in vitro als auch in vivo beobachtet. Eine
zusétzliche Regulation der p53-Aktivitét erfolgt durch Hemmung des Ubiquitin-
abhangigen Abbaus des p53-Proteins.**"*

Verschiedene Substrate
Schliefdich sollen noch die Substrate erwahnt werden, die in der M-Phase vor
adlem von CDKZ1/Cyclin B phosphoryliert werden. Dies sind grofdtenteils
Proteine, die zur Reorganisation des Cytoskeletts, der Kernmembran und der
Spindelaushildung nétig oder fir den vesikul@ren Transport verantwortlich sind.
Eine spezifische Phosphorylierung wahrend des Zelzyklus findet z.B. bel

16



Laminen und Myosin statt.”® Lamine sind Proteine, die den Hauptbestandteil der
Kernmembran darstellen.* Das Myosin bildet den Hauptbestandteil des
Muskelgewebes (60-70 %) und kommt praktisch in alen Wirbeltier-Zellen vor.
Neben seinen strukturgebenden Aufgaben besitzt Myosin eine ATPase
Funktion. Diese Uberfihrt ATP (Adenosintriphosphat) unter Abspaltung von
Phosphat in ADP (Adenosindiphosphat), wodurch Energie fur die Muskelbe-
wegung geliefert wird.™

Die Phosphatiibertragung durch CDK auf den Transkriptionsfaktor TFIIB fihrt
zur Inhibition der RNS Polymerase I11-Transkription. Um wéhrend der Mitose
eine Cyclin B- und Cyclin A-Proteolyse, einen Ubergang in die Anaphase und
den Abschluss der Mitose zu erreichen, muss der Anaphase Promoting Complex
(APC) durch CDK1/Cyclin B phosphoryliert werden.”® Als weitere Substrate
von CDK werden MAP4 (Microtubule-Associated Protein 4)** und Histon H1
erwahnt. " Histone sind Proteine mit vielen basischen Aminoséuren, diein der
Lage sind, die DNS effektiv zu binden. Die dadurch erreichbare hohe
Packungsdichte der DNS-Molekile ermoglicht deren Unterbringung im
Zellkern. Werden Histone phosphoryliert, erhbht sich die negative Ladung der
Histon-Molekille, wodurch es zu ener Abnahme der Wechsalwirkungen
zwischen DNS und Histon kommt. Die daraus resultierende Freisetzung der
DNS aus der Histon-Bindung ist eine entscheidende Voraussetzung fur die
Einleitung der Transkription, welche durch eine enge Bindung der DNS an das
Histon-Protein réaumlich blockiert wird.*

Durch mehrere Mechanismen kommt es zur Verstdrkung der CDK1/Cyclin B-
Aktivitdt mittels positiver Rickkopplung. Einerseits kann die Weel-Kinase,
welche CDK1/Cyclin B durch Phosphorylierung inaktiviert, umgekehrt durch
aktive CDK1/Cyclin B phosphoryliert und damit selbst inaktiviert werden.
Andererseits wird die CDK-aktivierende cdc25-Phosphatase durch Phosphory-
lierung mittels CDK 1/Cyclin B in ihrer Aktivitét geférdert.™
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2.5 Regulation des Zellzyklus durch CDK

2.5.1 CDK und Cyclineim Zdlzyklus, ein kurzer Uberblick

Zu Beginn des Zdlzyklus in der G1-Phase findet man CDK4 und CDK6 im
Zusammenspie mit Cyclin D. Beiden Kinasen wird eine wichtige Rolle in der
Verarbeitung externer Signale (Wachstumsfaktoren) zugeschrieben.

Der Ubergang von der G1- zur S-Phase wird durch CDK2/Cyclin E im
Zusammenspiel mit CDK4/Cyclin D vermittelt, anschlief?end tbernimmt
CDK2/Cyclin A die Regulation und foérdert den Abschluss der S-Phase. Die
Progression der folgenden G2-Phase wird durch CDK1/Cyclin A kontrolliert,
bis die steigende Cyclin B-Konzentration zu einer vermehrten Bildung des
CDK 1/Cyclin B-Komplexes fuhrt, der den G2/M-Ubergang bewirkt und in der
Mitose bis zur neuen G1-Phase zu finden ist. ">

Gl

Bild 2-6. Vorkommen der CDK/Cyclin-Komplexe im Zellzyklus. Es wird
schematisch dargestellt, an welcher Stelle des Zellzyklus die Aktivitét
der einzelnen Enzymkomplexe in etwa einsetzt.
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2.5.2 Zusammenhang zwischen Kontrollpunkten und CDK -Funktion

Eine neue Phase des Zellzyklus darf erst begonnen werden, sobald vorher
durchzuftihrende Prozesse komplett abgeschlossen sind. Der Zellzyklus wird
entscheidend von den CDK gesteuert. Wichtig dabei sind die Ubergange von
einer Phase des Zelzyklus in die nachste und das Uberschreiten von
Kontrollpunkten wie der Restriktionspunkt, den man in der Gl-Phase des
Zellzyklus findet. AulRerdem wurden fur die G1-Phase und nachfolgende Phasen
mehrere  DNS-Schéadigungs-Kontrollpunkte, ein  DNS-Replikations-Kontroll-
punkt und ein Spindelbildungs-K ontrollpunkt definiert (siehe Bild 2-7).%°

Bild 2-7: Kontrollpunkte im Zellzyklus. Die schematische Darstellung
verdeutlicht die Bedeutung der Kontrollpunkte im Zusammenhang mit
dem Beginn einer neuen Phase des Zdlzyklus.

Haufig liegen die Kontrollpunkte direkt vor dem Ubergang in die nachste
Zellzyklusphase, an welchem Punkt unter anderem Uberprift wird, ob die
Vorgange in der Zelle fehlerfrei abgelaufen sind. Die Reaktion der Zelle auf
ungeeignete externe oder interne Bedingungen ist ein Einstellen der prolifera-
tiven Vorgange, ein Stopp im Zelzyklus. Dies kann zu einer voribergehenden

19



Wartestellung flhren, in der Reparaturmechanismen zum Zuge kommen, die die
korrekte Ausgangssituation fir eine Progression des Zellzyklus wiederherstellen
konnen. Gelingt dies nicht, so kann es zu einem permanenten Stopp oder zu
einem programmierten Zelltod, der Apoptose, kommen.?***

Gleich zu Beginn der Gl-Phase wird entschieden, ob die Zelle in enen
naturlichen, reversiblen Ruhezustand, die GO-Phase, tbergeht oder ob die G1-
Phase durchlaufen wird. Den néchsten, entscheidenden Punkt bildet der
Restriktionspunkt am Ende der G1-Phase, welcher als das Pendant zu START
gesehen wird, einem Kontrollpunkt im Zellzyklus von Hefezellen. Sobald
START Uberschritten ist, findet man eine von aul3eren Faktoren unabhangige
Teilung der Hefezellen.®

Einen analogen Kontrollpunkt stellt der Restriktionspunkt der Saugetierzellen
dar. Er soll sicherstellen, dass die DNS-Synthese nur begonnen wird, wenn die
Zelle ausreichend erndhrt werden kann und wenn sie korrekt mit anderen Zellen
interagiert.” Extrazelluldare Wachstumsfaktoren kénnen die Expression von
CycinD induzieren,® wodurch CDK4 und CDK6 aktiviert werden.
CDK4/CyclinD und CDKG6/Cyclin D phosphorylieren das Retinoblastoma-
Protein, welches bis zur Mitose in diesem hyperphosphorylierten Status bleibt,
bevor es wieder dephosphoryliert wird.”” Vom Ende der Mitose bis zum
Restriktionspunkt liegt das fur die Verarbeitung extrazelluldrer Signale wichtige
pRb also in unterphosphorylierter Form vor, in der es den Transkriptionsfaktor
E2F bindet und hemmt.”® Der Phosphorylierung von pRb folgt dann die
Freisestzung von an pRb gebundenen E2Fs und eine Stimulierung der
Transkription von Genen, die fir den G1/S-Ubergang und die SPhase notig
sind, z.B. die Gene fiir CDK2, Cyclin A und Cyclin E.***"*® (Siehe Bild 2-8))
Extrazelluldre Wachstumsfaktoren sind also verantwortlich fir die Synthese von
Cyclin D, daneben auch fir dessen Stabilitat, Komplexbildung mit CDK4 und
CDK6 und die CDK-Aktivierung.®
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Wachstumsfaktoren
Induktion der

Transkription

Aktivierung

CDK4 / CDKo6
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Cyclin E
CDK2
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Transkription

Uberschreiten des

. Restriktionspunktes

Bild 2-8: Auswirkung einer Stimulation durch Wachstumsfaktoren. Extra-
zellulére, mitogene Signale bewirken das Aud6sen einer Kaskade, die
bei erfolgreichem Ablauf den Ubertritt von der Gi- in die S-Phase
ermadglicht.

Eine Zélle ist neben wachstumsfordernden Signalen auch wachstumshemmen-
den, antimitogenen Signalen ausgesetzt, wie z.B. cAMP, TGFb (Transforming
growth factor b) und bestimmten Zell-Zell-Kontakten. Antimitogen wirkt auch
das Fehlen mitogener Signale.™®

TGFb induziert den CDK-Inhibitor pl5, welcher mit Cyclin D kompetiert,
wodurch die Phosphorylierung von pRb herabgesetzt und damit die E2F-
stimulierte Transkription von progressionsfordernden Genen gehemmt wird.
Eine wetere Wirkung von TGFb ist die Aktivitéissteigerung des CDK-
Inhibitors @27 und die Inhibition der Transkription von CDK4-Genen. DNS-
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Schéaden fuhren zum Anfluten von p53, so dass die Transkription des CDK4-
und CDK2-Inhibitors p21 angeregt wird. In letzter Konsequenz fuhren alle diese
Wege zum selben Ergebnis, ndmlich zum Mangel an Faktoren, die die Zélle
bendtigt, um den Restriktionspunkt zu Uberschreiten und mit der SPhase zu
beginnen.*®

Sobald aber die internen und externen Gegebenheiten einer Zelle optimal sind,
kann der Restriktionspunkt CGberschritten werden, und die Zele wird damit
unabhangig von extrazelluldren Faktoren. Die folgenden Phasen, S-, G2- und M-
Phase, kénnen autonom durchgefiihrt werden.®

Kann der nach dem Restriktionspunkt folgende Kontrollpunkt zur Uberpriifung
der DNS auf Schaden ebenfalls tiberschritten werden, geht die Zelle von der G1-
Phase in die SPhase tiber,?® wofiir besonders CDK2/Cyclin E im Zusammen-
spie mit CDK4/Cyclin D verantwortlich ist.*® Durch die Phosphorylierung von
pRb und die darauf folgenden Reaktionen (s.0.) kommt es auch zur vermehrten
Bildung von Cyclin E, aso einer positiven Riickkopplung. Die Konzentration
von Cyclin E zeigt ein Maximum zu Beginn der S-Phase. Der CDK2/Cyclin E-
Komplex fordert den Fortschritt der SPhase und wird mit der Centrosomen-
duplikation in Zusammenhang gebracht.™ Bei abnehmender Cyclin E-Konzen
tration im Verlauf der S-Phase kann man ein Anfluten von Cyclin A beobachten,
welches die Aktivierung von CDK2 dbernimmt. CDK2/Cyclin A wird eine
Inaktivierung von G1-Transkriptionsfaktoren und eine Aktivierung der DNS-
Replikation zugeschrieben.'”*® Nach Uberwindung eines zweiten Kontroll-
punktes, an dem DNS-Schaden detektiert werden sollen, bewirkt
CDK2/Cyclin A den Abschluss der S-Phase.

In der nachfolgenden G2-Phase enthdt die Zelle die doppelte Erbinformation
(4n-DNS) und bereitet sich auf die M-Phase und die Trennung in zwel Zellen,
die Cytokinese, vor. Hier findet man Cyclin A jetzt an die CDK1 gebunden,
womit der fur das Durchlaufen der G2-Phase entscheidende Regulator
vorhanden ist. In einem spéteren Abschnitt der G2-Phase wird nun zum dritten
Mal die DNS auf Schaden Uberprift und aul3erdem auf korrekte Replikation
kontrolliert.”*** Am G2/M-Ubergang befindet sich noch ein weiterer
Kontrollpunkt, der mit der Spindelbindung zusammenhéngt.®

Am Ubergang zur M-Phase akkumuliert CDK1 assoziiert mit Cyclin B im
Cytoplasma, allerdings in inaktiver Form, da die CDK1 am Thrl4 und Tyrl5
phosphoryliert wird. Dies geschieht am Thr14 durch die Myt1-Kinase, welchein
geringerem Malde auch Tyrl5 phosphoryliert. Die Phosphatiibertragung auf
Tyrl5 wird in der Regel von der Weel-Kinase durchgeftihrt. Es wird vermutet,
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dass die Regulation der CDK1/Cyclin B-Aktivité durch Thrl4- und Tyrl5-
Phosphorylierung eine essentielle Rolle am ,, DNS-Schédigungs-K ontrol [ punkt*
zum Ende der G2-Phase spielt. An dieser Stelle kann ein Schaden in der DNS
zur Erhdhung der p53-Konzentration fuhren, mit daraus folgender Induktion von
p21. p21 inhibiert die CDK, welches einen Stillstand des Zellzyklus herbeifihrt,
der es ermdglicht, dass die Zelle Fehler in der DNS korrigiert, bevor die
fehlerhafte Erbsubstanz auf die entstehenden Zellen vertellt wird. Sobald am
Ende der G2-Phase der inaktive CDK1/Cyclin B-Komplex in den Nukleus
transportiert wird, kann er durch die Phosphatasen cdc25B und cdc25C von den
Phosphatresten am Thr14 und Tyr15 befreit und somit wieder aktiv werden.*
Im Sinne einer positiven Ruckkopplung kann CDK1/Cyclin B die Weel-Kinase
(und vermutlich auch die Mytl-Kinase) phosphorylieren und dadurch
inaktivieren. Gleichermal3en kann CDK1/Cyclin B cdc25 phosphorylieren, was
in diesem Fall alerdings zur gesteigerten Aktivitét fihrt.™

CDK1 im Komplex mit Cyclin B wird auch as ,,Mitosis Promoting Factor*
(MPF) bezeichnet, der nach seiner Aktivierung zu einem Ubergang des
Zellzyklus in die Mitose-Phase fuhrt. Es kommt zur CDKI1-induzierten
Phosphorylierung eines sogenannten Anaphasen-Promotions-Komplex (APC),
welcher unter anderem fir die Ubiquitin-vermittelte Proteolyse von Cyclin A
und Cyclin B verantwortlich ist.'"*® Proteolyse von CyclinB ist eine
Voraussetzung dafur, dass eine Zelle die Mitose beenden und in die folgende
neue G1-Phase Ubergehen kann.** Am Ubergang zwischen M- und G1-Phase
wird das Cyclin-abbauende, proteolytische System wieder inaktiviert und Cyclin
B beginnt erneut zu akkumulieren. Dieser Konzentrationsanstieg ist vermutlich
von der Expression der G1-Phasen-Cycline abhangig.™
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2.6 Fehler im CDK-System und ihre pathogenetische Relevanz

Die Komplexitdt der Regulation des Zelzyklus bietet eine Fille von
Fehlerquellen. Diesen Fehlermoglichkeiten setzt die Zelle Kontrollmechanismen
entgegen, von denen einige im vorangegangenen Abschnitt néher beleuchtet
wurden. Damit eine Zelle dauerhaft gestorte Funktionen aufweist, bedarf es
haufig eines Zusammentreffens mehrerer negativer Faktoren. Die Folgen eines
dauerhaften Schadens sind je nach Bedeutung der geschadigten Funktion sehr
unterschiedlich. Im besten Falle wird nur die veranderte Zelle der Apoptose
zugefuhrt und stirbt, im schlechtesten Fall schadigt eine mutierte Zelle durch
unkontrollierte Vermehrung den ganzen Organismus.

Mit Storungen bei CDK, ihren Aktivatoren, Inhibitoren und Substraten hangen
verschiedene, z.T. schwere und schwierig therapierbare Krankheiten zusammen.
Informationen Uber die Bedeutung dieser einzelnen Regulatoren und die Folgen
ihrer Verstédrkung oder Stillegung im Zellzyklus sind wichtige Voraussetzung
fUr ein besseres Verstandnis dieser Krankheiten und elne mdgliche Bekampfung
mit neuen Mechanismen. Erkenntnisse kann man zum einen durch
Beobachtungen bel Erkrankungen, durch Zelluntersuchungen und zum anderen
mit Untersuchungen an Tieren, vor alem Mausen erlangen. Hier besteht die
Moglichkeit, entweder eine Uberexprimierung bestimmter Gene zu induzieren
oder sogenannte Knockout-Mause zu untersuchen, bei denen ein bestimmites,
endogenes Gen inaktiviert wurde.®

2.6.1 Storungen bel Cyclin-abhdngigen Kinasen, Cyclinen, ihren Modulatoren
und Substraten

Fur die meisten Regulatoren im Umfeld der CDK konnten Beispiele fir
Veranderungen mit pathogenen Konsequenzen gefunden werden. Prinzipiell
beobachtet man bel hyperproliferativen Krankheitsbildern, wie z.B. Krebs, eine
Aktivitdtsminderung oder Inaktivierung von Regulatoren, die den Zdlzyklus
bremsen, wéhrend die Aktivitdt von Zelzyklus-fordernden Modulatoren
verstarkt ist. Dies wird durch die folgenden Beispiele belegt.

p21
Es wurden Punktmutationen des CDK-Inhibitors p21 beobachtet® und eine

verminderte Expression in Zellen mit einem p53-Defekt gefunden (s.u.).”"*
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p27

Ein Defekt im Bereich des p27 wurde bei colorektalen Karzinomen beobachtet,
wobe die Mutation hier im posttrandationalen Bereich einsetzt, das heil¥ zu
einem verstarkten, ubiquitinabhangigen Abbau des Proteins nach Phosphory-
lierung durch CDK2 flhrt. Fir p27 konnte ein umgekehrt proportionaer
Zusammenhang zwischen seiner Konzentration in den Zellen und der
BoOsartigkelt des entsprechenden Tumors festgestellt werden. Eine geringe p27-
Konzentration geht folgerichtig mit einer schlechten klinischen Prognose
a- nher.26’27’30

Im Tierversuch fuhrt ein Mangel im p27-Gen zu unnormal grof3en Mé&usen mit
proportional vergrofderten Organen, wahrend ein Knockout des p27-Gens zu
vorgeburtlichen Tumoren und friihzeitigem Tod fuhrt.*

p21 und p27
Eine andere Beeintréchtigung kann durch eine Infektion mit dem humanen

Papillomavirus (HPV 16E7) ausgel st werden, welches p21 und p27 durch ein
Onkoprotein inaktiviert. Dadurch wird CDK2 nicht mehr inhibiert, mit der
Konsequenz, dass Differenzierung und Proliferation menschlicher Keratinocyten
aulRer Kontrolle geraten.*

Fuhrt man bei Ratten eine Ballonierung durch, so kann man in den dadurch
gestressten Zellen eine Herunterregulierung von p21 und p27 feststellen.*®

ps7
Ein Defekt in Bezug auf p57 wurde mit Wilms-Tumoren assoziiert.*

p15
Inaktivierung von pl15 ist moglich durch Deletion und Methylierung, beobachtet

zB. in Leukémiezellen.’” Eine fehlende Expression von pl5 wurde bei
Lungenkrebs festgestellt.***’

pl6
pl6 stellt einen wichtigen Tumorsuppressor dar, der in etwa einem Drittel aller
daraufhin untersuchten Krebsarten mutiert ist.*® In menschlichen Zellen kann
der CDK-Inhibitor p16 durch Deletion, Punktmutation, Methylierung oder
Stillegung beeintréchtigt sein. Dies beobachtet man z.B. in Melanomen,
Pankreas- oder Oesophagustumoren sowie bel Lungenkrebs, wobe die
Mutationen im Bereich der Melanome von UV-Licht induziert werden koénnen.
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In nicht kleinzelligen Lungenkarzinomen findet man bel etwa 25% der
priméren Tumore eine Hypermethylierung des p16-Gens.**?**" Die Deletion von
p16 fuhrt bei Mausen zwar nicht direkt zur Lebensunfahigkeit, aber es kommt
schon in jungem Alter zu spontanen Tumoren.””*

pl8
Veradnderung von pl8 durch Deletion oder Punktmutation wurde z.B. bel
Brustkrebs festgestellt, weitere Inaktivierungen auch im Zusammenhang mit

L eukamie und Lungentumoren.”®*’

p33
In ca. 50 % aller untersuchten menschlichen Tumore ist eéine Mutation von p53

zu beobachten. Das p53-Gen ist haufig verdndert oder deletiert. Anormale
Funktion von p53 geht einher mit einer verstarkten Resistenz der Tumore gegen
antiproliferative Arzneistoffe.®?"® Studien an Mausen zeigen, dass p53-
Knockout-Mause zwar normal erscheinen, aber zu spontaner Tumorbildung
neigen.®

Retinoblastoma-Protein
pRb-V erénderungen wurden im Zusammenhang mit Lungen, Blasen-, Prostata-
und anderen Karzinomen in Form von Punktmutation oder Deletion beobachtet.
Grundsétzlich mutiert ist es im Retinoblastom, einem seltenen Augentumor,
nach dem es auch benannt wurde.®® Eine durch virale Infektionen ausgeléste
Beeintrachtigung entsteht dadurch, dass viradle Onkoproteine mit E2F um
hypophosphoryliertes, also aktives pRb kompetieren, wodurch es zu vermehrter
E2F-Freisetzung kommt. ™
Méause mit einem pRb-Knockout sind nicht Iebensféhig; es kommt zu Defekten
in der Neurogenese und der Hamatogenese. *

E2F
Die Uberexpression von E2F in ruhenden Zellen fiihrt zu einem Verlassen des
Ruhezustandes (GO) und Eintritt in die S-Phase. Dem gegentiber stehen
Untersuchungen an E2F-Knockout-Mausen, die eine reduzierte Apoptoserate
und in dateren Tieren vermehrte Tumorbildung ergaben, so dass E2F
offensichtlich nicht nur Zedlzyklus-férdernde Eigenschaften zugeschrieben
werden konnen.*
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p53, pRb, E2F
Zellen mit verminderter pRb- oder verstérkter E2F-Funktion sind besonders
sensibel fiir eine Apoptose-Induktion in Anwesenheit von p53.#
Ein Onkoprotein (MDM2) kann durch Bindung an p53 und pRb deren Fahigkeit
zur Wachstumskontrolle aufheben. Zusétzlich stimuliert es nach Bindung an
E2F dessen Eigenschaft, die Transkription zu aktivieren.*
Die Infektion mit dem humanen Papillomavirus (HPV 16E7) 10st enen
gesteigerten  Ubiquitin-abhangigen p53-Abbau aus und verursacht ene
Auflésung des Komplexes aus pRb und E2F; zusdtzlich kénnen p21 und p27
inaktiviert werden (s.0.). Die Infektion durch dieses Virus wird mit
Gebéarmutterhal skrebs assoziiert.”"*

Cyclin A
In hepatozelluldren Karzinomen findet man eine unnattrliche Stabilisierung von
CyclinA.%®

CyclinB
In 88 % der untersuchten kolorektalen Karzinome wurde eine Uberexpression
von Cydlin B1 gefunden.®® Im Hirngewebe von Alzheimer-Patienten findet man
eine erhdhte CDK 1/Cyclin B-K onzentration.”

CyclinD
Von den D-Cyclinen wurde besonders Cyclin D1 untersucht, welches in
Tumorzellen (iberexprimiert oder amplifiziert vorkommt.? Diese Stérung wurde
bisher sehr héufig beobachtet, z.B. in B-Zel-Lymphomen, Brust-, Lungen-,
Darm- und Hirntumoren.****° Die Tatsache, dass bis zu 50 % der untersuchten
Brustkrebszellen eine erhdhte Expression von Cyclin D1 zeigen, stimmt mit
entsprechenden Versuchen an Méausen Uberein. Hier fuhrt eine Uberexpri-
mierung zu Mammahyperplasie und Adenokarzinomen, wahrend ein Knockout
zu Entwicklungsstorungen des Brustepithels wahrend der Schwangerschaft
fUhrt.26’27’38
Im Zusammenhang mit einer gutartigen Wucherung der Nebenschilddriise
wurde beobachtet, dass die Trandokation des Cyclin D1-Gens in die
Nachbarschaft des Promotors fir das Nebenschilddrisenhormon Parathormon
zu einer unkontrollierten Zellteilung fuhrt.*® Die fiir die G1-Phase benétigte Zeit
wird durch tberexprimiertes Cyclin D verkiirzt.?®
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Bel Infektionen mit dem KSH-Virus (Kaposi-Sarkom-Herpes-Virus; auch: HHV
8, Humanes Herpes-Virus 8) wird die Information fir virales Cyclin D
Ubertragen, welches as ein moglicher Audloser fur die Erkrankung an einem
K aposi-Sarkom angesehen wird.?

Cyclin E
Eine Uberexprimierung oder Amplifikation von Cyclin E ist im Zusammenhang
mit colorektalen Karzinomen, Brust-, Prostata-, Eierstock- und Magenkrebs

beobachtet worden. %%’

CDK1
In Brust-, Prostata-, colorektalen und Magentumoren konnte eine Uber-
expresson von CDK1 entdeckt werden,®®* ebenso wie eine erhohte
CDK 1/Cyclin B-Konzentration im Hirngewebe von Alzheimer-Patienten.”

CDK2
Wiederum in colorektaen Tumoren wurde Uberexpression von CDK?2
festgestellt.®** Die CDK2-Funktion ist auRerdem Voraussetzung fir eine
Replikation des humanen Cytomegdie-Virus.

CDK4

CDK4 kann einerseits durch Amplifikation oder Uberexpression, andererseits
durch Punktmutation veréndert sein. Eine Punktmutation, die zu enem
Austausch einer Aminosaure im Bindungsbereich von pl6 fuhrt und die
inhibitorische Anlagerung dieses Proteins verhindert, wurde in vererbbaren
Melanomen gefunden, wobel die Assoziation mit Cyclin D1, p27 und p21 nicht
gestort und die enzymatische Aktivitdt nicht gehemmt wird. Aul3erdem kommt
veranderte CDK4 in Sarkomen und Gliomen vor.?%"*

CDK5/p35 und CDK5/p25

Das aktivierende Protein p35 ist ein in der Zellmembran verankertes, relativ
kurzlebiges Protein, wodurch die Aktivitét von CDKS5 lokal begrenzt und streng
reguliert wird. Wird p35 allerdings proteolytisch in p25 und ein kleineres
Fragment (p10) gespalten, so ist die Verankerung in der Membran nicht mehr
moglich und die raumliche Einschrénkung der CDK5-Aktivitdt wird
aufgehoben. Der CDK5/p25-Komplex ist hochaktiv und langlebiger als das
CDK5/p35-Dimer.
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CDK5/p25 wird mit der Parkinson und der Alzheimer-Erkrankung und
amyotropher Lateralsklerose in Zusammenhang gebracht. Auf welche Weise die
Proteolyse zu p25 abléauft und inwiewelt dies in krankhaften Zustdnden relevant
ist, wurde bisher nicht vollstandig geklart.”*

cdc25
Die Uberexpression der CDK -aktivierenden Phosphatase cdc25 wurde in vielen
Magen-, Hirn, Lungen- und Brusttumoren beobachtet,****" wobel
tumorspezifische Expression von cdc25B in Brusttumoren mit einer schlechten
Prognose und Uberlebensrate korreliert.?’

2.6.2 Zusammenhang moglicher Defekte mit dem Ablauf des Zdllzyklus

Betrachtet man die beobachteten Stérungen der Proteine im Hinblick auf ihre
Funktion im Zellzyklus, so ergibt sich folgendes Bild:

Wie schon im Kapitd 2.5 ausfuhrlich erlautert, sollen extrazellulére
Wachstumsfaktoren in der G1-Phase zur Stimulierung von Cyclin D fihren,
welches CDK4 und CDK6 aktiviert. Diese phosphorylieren pRb, welches E2F
freisetzt, und es kommt zur Aktivierung der Transkription von GL/S- und S
Genen (Cycline A und E, CDK2, u.a) (sehe Bild 2-8). Sind die Bedingungen
nicht optimal, so kann der Zelzyklus durch die CDK-Inhibitoren pl5, p27
(induziert von TGFb), p16 oder p18 gebremst werden. DNS-Schéaden fihren zu
einer Konzentrationserhéhung von aktivem p53, welches den Inhibitor p21
induziert.

Diese Kaskade ist in den meisten Tumoren gestért. Sowohl eine Uberaktivitét
von Cyclin D, CDK4 oder E2F wurde beobachtet, als auch eine Beeintréch-
tigung der E2F-Bindungsfahigkeit von pRb, eine Inaktivierung von p53 und das
Fehlen von pl5, pl16, p18, p21l oder p27. Diese Defekte kdnnen dazu fihren,
dass eine Zédlle sich trotz Abwesenheit von Wachstumsfaktoren oder dhnlichen
aulleren Stimulatoren teilt und sich auch nicht von externen oder internen
antimitogenen Signalen stoppen lasst. Dies ales bewirkt eine gestorte
Restriktionspunkt-Kontrolle. Bei Unterfunktion von p53 bzw. p21 kann es
aulerdem dazu kommen, dass ein Zdlzyklus fortgefiihrt wird, obwohl DNS-
Schéden vorliegen. Ist Cyclin D Uberexprimiert, so findet man eine insgesamt
verkirzte G1-Phase.
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Nach Uberschreiten des Restriktionspunktes und des DNS-Kontrollpunktes tritt
die Zelle durch Vermittlung von CDK4/Cyclin D und CDK2/CyclinE in die S
Phase ein. Liegt eine Hyperaktivitdt von CDK4, CDK2, Cyclin D oder Cyclin E
vor, z.B. auch durch E2F-Verstérkung, so kann ein vorzeitiger Eintritt in die S
Phase erfolgen.

Im Verlauf der S-Phase Gbernimmt CDK2/Cyclin A die Kontrolle. Wenn CDK 2
Uberexprimiert ist oder Cyclin A anormal stabilisiert vorliegt, kann die S-Phase
unnatdrlich schnell ablaufen.

Nach einer erneuten Kontrolle der DNS auf Schaden geht der Zellzyklus in die
G2-Phase Uiber. An diesem Kontrollpunkt kommen besonders wieder Defekte im
Umfeld von p53 zum Tragen, die zu einer Unempfindlichkeit gegentiber DNS-
Schaden fuhren und die Vermehrung von Zellen mit unkorrektem Erbgut
zul assen.

In der nun ablaufenden G2-Phase kann ein Defekt des CDKL1/Cyclin A-
Komplexes zu Fehlregulationen fuhren. In der G2-Phase befinden sich zwel
Kontrollpunkte, an denen die DNS Uberprift wird. Da Schaden an der DNS zur
Aktivierung von p53 fuhren, welches zum Stoppen der Proliferation fihrt,
konnen p53-Stérungen an dieser Stelle zur unangemessenen Fortfiihrung des
Zdlzyklus fuhren.

Die entscheidenden Regulatoren der M-Phase aus dem Bereich der CDK sind
CDK1, CyclinB und die CDK1/Cyclin B-aktivierenden cdc25-Phosphatasen.
Jedes dieser drel Proteine kann Mutationen unterliegen, wodurch jeweils die
Zellzykluskontrolle beeintrachtigt wird.



2.7 Angriffspunkte fur die Wiederherstellung enes funktio-
nierenden CDK -Systems

Die Deregulation des CDK-Cyclin-Systems kann zu vidfdtigen Krankheits-
bildern flhren. Aus diesem Grund stellen die CDK und ihre Modulatoren eine
wichtige Zielgruppe fir neue Therapieansétze dar.
Um eine aul3er Kontrolle geratene Zelproliferation auf der Basis des CDK-
Cyclin-Systems stoppen oder besser noch in den normaen Zustand zuriickver-
setzen zu kdnnen, kann man theoretisch verschiedene Wege beschreiten.
Denkbar it neben einer Hemmung der CDK-Aktivierung die Inaktivierung
eines bereits aktiven CDK/Cyclin-Komplexes. Dies wirde dem erwahnten
Prinzip entgegenwirken, nach welchem die zelltellungsférdernden Regulatoren
in proliferativen Krankheiten tberaktiv sind, wéhrend die -bremsenden inaktiv
sind. Eine Beeinflussung des CDK-Cyclin-Systems ist theoretisch moglich
durch:4,18,26,29

Hemmung der cdc25-Phosphatasen, welche die inaktivierenden Phosphat-

reste an Thrl14 und Tyrl5 (CDK2) abspalten.

Hemmung des CDK7/Cyclin H-Komplexes, welcher die aktivierende

Phosphorylierung am Thr160 (CDK?2) ausfiihrt.

Forderung des proteolytischen Systems, welches fir den Abbau der Cycline

verantwortlich ist.

Negative Beeinflussung der Expression von CDK, Cyclinen oder oben

genannter Aktivatoren, z.B. durch Einbringen von AntisenseRNS oder

-DNSin die Zdlen.

Positive Beeinflussung der Expression nattirlicher Inhibitoren aus der INK4-

oder CIP-Familie oder von inaktivierenden Enzymen wie Weel- und Myt1-

Kinase.

Veranderungen an der Cyclin-Bindungsstelle der CDK und eine daraus

folgende Verhinderung der Cyclin-Anlagerung.

Inhibitoren, die das aktive Zentrum verandern, ohne in diesem selbst

gebunden zu sain.

Synthetische oder gentechnisch induzierte Substrat-kompetitive Inhibitoren

der CDK.

Synthetische oder gentechnisch induzierte ATP-kompetitive Inhibitoren der

CDK.
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Mit dem Ziel, eine direkte Hemmung der CDK-AKktivitét durch Inhibitoren zu
erreichen, wurden bisher verschiedene Strategien entwickelt:
Einsatz inaktivierender Antikérper, die belspielsweise durch Mikroinjektion
appliziert werden kénnen.”

Gentransfer und dadurch induzierte Expresson von nattrlichen CDK-
Inhibitoren unter Vermittlung adenoviraler Vektoren oder anderer
, Transportmittel* (z.B. Liposomen).?
Entwicklung und direkte Anwendung von Peptiden oder Peptidanaoga,
welche von den natiirlichen CDK-Inhibitoren abstammen.**
Synthese ,kleiner* CDK-Inhibitoren mit unterschiedlichen chemischen
Grundstrukturen.

Die letzten beiden Punkte werden in Kapitel 3 ausfuhrlicher behandelt.
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2.8 Mogliche Anwendungsgebiete fir CDK -Inhibitoren

Der Einsatz von CDK-Inhibitoren ertffnet eine Rethe von Moglichkeiten bel
Tumorerkrankungen, cardiovaskuldren Krankheiten, Infektionen mit Pilzen,
Viren oder Parasiten sowie in der Neurologie und der Nephrologie; aufl3erdem
zur Behandlung von Psoriasis, rheumatoider Arthritis, insulinabhangigem Dia-
betes und Transplantatabstofiung sowie zur Anwendung als Herbizide.*"?%4
Die Voraussetzung fur die erfolgreiche Anwendung bleibt dabel die gezielte
Hemmung von CDK in transformierten Zellen oder die Wiederherstellung einer
kontrollierten Zellteilung ohne die Beeintréchtigung gesunder Zellen.

Die bisher dokumentierten, positiven Erfahrungen mit CDK-Inhibitoren in
verschiedenen experimentellen Modellen und einige vieversprechende
theoretische Ansétze sollen im folgenden Tell kurz charakterisiert werden:

Pilzinfektionen
Da die meisten Untersuchungen zur Erforschung des Zellzyklus an Hefepilzen
stattgefunden haben, ist ein umfangreiches Wissen Uber den Stoffwechsel von
Pilzen vorhanden. Dies kdnnte man sich zunutze machen, um pathogene Hefen,
Dermatophyten oder Schimmelpilze zu bek&mpfen. Da sich das CDK-Cyclin-
System der Pilze von dem tierischer Organismen unterscheidet, bietet es sich as
Zielstruktur fir eine selektive Schadigung von Pilzzellen an.**®

Parasitére Krankheiten

Von verschiedenen Protozoen (Plasmodium, Trypanosoma, Leishmania)
konnten CDK-Analoga geklont werden, welche deutliche Unterschiede zu
humanen CDK aufweisen. Wie auch auf dem Gebiet der Pilzinfektionen hofft
man hier, Inhibitoren zu finden, die gezielt nur auf die CDK der Parasiten
wirken, wahrend sie auf die der Menschen keine Wirkung haben. Zur Zeit
werden CDK-Inhibitoren gegen Plasmodium falciparum, Trypanosoma cruzi,
Trypanosoma brucei und Toxoplasma gondii getestet.”

Krankheiten durch vielzellige Parasiten
Auch Cyclin-abhangige Kinasen humanpathogener Wirmer kommen als
selektive Zie strukturen fir therapeutische Ansitze in Frage.®




Virusinfektionen

Eine direkte Hemmung der Replikation des humanen Cytomegalie-Virus wurde
mit Roscovitin (8) beobachtet, das die zelluldre CDK 2 hemmt.”** Die mégliche
Bekdmpfung von Herpes-Virus-Infektionen, insbesondere durch das
Cytomegalie-Virus verursachte, mit CDK2-Inhibitoren wie Olomoucin (7) und
Roscovitin wurde bereits patentiert.**

Bem HI-Virus wurde beobachtet, dass die Tat-aktivierte Kinase (Tat:
Transcriptiona Transactivator) identisch ist mit CDK9/Cyclin T. Eine Inhibition
von CDK9, welche z.B. durch Olomoucin und Roscovitin mdglich ist, bietet
einen neuen, interessanten Therapieansatz. *

Dermatologie
Bel der Psoriasis handelt es sich um eine Krankheit, die sich durch eine
Hyperproliferation der Epidermis mit starker Schuppenbildung auszeichnet.
Z€ellzyklus-bremsende Arzneistoffe wie die CDK-Inhibitoren kénnten zu einer
neuen Therapiemdglichkeit filhren.?

Nephrologie
Die Glomerulonephritis zeichnet sich durch Ubermaiige Proliferation

bestimmter Zellen der Nierenkdrperchen aus und spielt as Auddser fir
Niereninsuffizienz eine wichtige Rolle. Sowohl in vitro as auch in vivo (im
Tierversuch) wurde im Zusammenhang mit der Glomerulonephritis ein Anstieg
der Expression und Aktivitdée von CDK2/Cyclin A und eine p27-Abnahme
festgestellt. Der CDK-Inhibitor Roscovitin (8) hemmt die Uberméaldige Proli-
feration in vivo und stellt renale Funktionen wieder her (siehe Roscovitin).?>*

Neurologie
Pathophysiologisch wird CDK5 eine wichtige Rolle in Bezug auf die

Alzheimer-Erkrankung zugeschrieben. Im Gehirn von Alzheimer-Patienten
findet man extrazelluldre Amyloidplagues und intrazellulare, neurofibrillare
Knéule as anormale Ablagerungen. Letztere bestehen unter anderem aus einem
Mikrotubuli-assoziierten Protein (MAP), welches as Tau bezeichnet wird. Tau
it normaeweise an neuronale Mikrotubuli gebunden und hat sowohl
Stabilisierungsfunktionen as auch Einfluss auf Vesikel- oder Organellen
transport entlang der Mikrotubuli. Aul3erdem ist Tau an der Bildung von
Axonen Dbetelligt und bindet Enzyme. Es wird angenommen, dass ene
Hyperphosphorylierung von Tau die Bindung an die Mikrotubuli schwécht und
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dazu fuhrt, dass Tauproteine untereinander zu sogenannten gepaarten helicalen
Filamenten aggregieren. Obwohl Tau durch diverse Kinasen phosphoryliert
werden kann, sind als physiologisch entscheidende Kinasen Glycogen Synthase
Kinase-3b (GSK-3b), Casainkinase 1 (CK1), cAMP-abhangige Kinase (PKA)
und CDK5/p25 zu nennen. CK1 phosphoryliert Tau direkt oder wirkt indirekt
durch aktivierende Phosphorylierung von CDK5.”***% |n den degenerierten,
neuronalen Zellen von Alzheimer-Erkrankten wurden auf3erdem Koprazipitate
aus Tau und CDKS5 identifiziert. In Zellen mit Ablagerungen aus gepaarten
helicalen Filamenten wurde eine Deregulation von CDK5 beobachtet, *® wahrend
in Kulturen aus neuronaden Zellen die apoptotischen Vorgéange durch
CDK5/p25-Expression  verstarkt wurden.”? CDK5 scheint auch an der
Phosphorylierung eines weiteren neuronalen Proteins, MAP-1B, beteiligt zu
sein'’ Diese Beobachtungen lassen den Schluss zu, dass der CDKS5/p25-
Komplex an den Verdnderungen des Cytoskeletts und dem Absterben neurona-
ler Zellen im Gehirn von Alzheimer-Patienten beteiligt ist.”** Zusétzlich wurde
eine erhbhte CDK1/Cyclin B-Konzentration im Hirngewebe von Alzhemer-
Patienten beobachtet. ™

CDK5 wurde as intrazelluléare Ablagerung mit phosphorylierten Neurofila-
menten auch bei Morbus Parkinson und amyotropher Lateralsklerose
gefunden.”*

Dariiber hinaus wurde CDK5 in Lewy Bodies identifiziert, die typische
Einschliisse in Neuronen von Parkinson-Patienten darstellen. Es scheint auch
einen Zusammenhang zwischen CDK5 und multipler Systematrophie beim
Menschen zu bestehen. Bel Hunden wurde eine Verbindung zwischen CDK5
und vererbbarer spinaler Muskel atrophie entdeckt.™

CDK spielen, wie schon oben beschrieben, eine Rolle im Krankheitsgeschehen
von Parkinson, Alzheimer und amyotropher Lateralsklerose. In diesem
Zusammenhang wurde ein Effekt von Olomoucin (7) und Roscovitin (8) auf die
Hyperphosphorylierung durch CDK5/p25 beobachtet.”® Da z.B. Alzheimer-
Patienten eine Langzeittherapie bendtigen, waren hier CDK5-Inhibitoren mit
hoher Selektivitét winschenswert, um toxische Nebenwirkungen zu mindern.
Durch einen bisher unbekannten Mechanismus schiitzen Inhibitoren von CDK
neuronale Zellen vor Apoptose. Dies wurde berichtet Uber Olomoucin,
Roscovitin, Butyrolacton und Flavopiridol. 2%+

Nach einem Schlaganfall konnen neuronale Zellen im Umfeld der ischémischen
Verletzung mit einer Verzogerung von mehreren Tagen absterben. Dieser
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Zelltod tragt charakteristische Ziige von apoptotischen VVorgangen. An einem
Tiermodell mit Ratten wurde das Absterben der neuronalen Zellen genauer
untersucht, mit der Hoffnung, die verzogert auftretenden Schadigungen nach
einem Schlaganfall mit entsprechenden Eingriffen in die Signawege verhindern
zu konnen. Man beobachtete im eben beschriebenen Fall einen Anstieg von
CDK4/Cyclin D1, eine verstérkte Phosphorylierung sines Substrates pRb und
deregulierte E2F-Freisetzung. Die Anwendung enes CDK-Inhibitors
(Flavopiridol (1)) hemmte die pRb-Phosphorylierung und den Anstieg der
Konzentration an freiem E2F und flhrte zu einer 80-prozentigen Reduzierung
des Absterbens neuronaler Zdlen.*’

Cardiovaskulérer Bereich

Eine Hyperproliferation der Zellen im cardiovaskul&ren System kann zu
Verengungen und Behinderung des Blutflusses bis zum Verschluss der Blutbahn
fuhren. Dies beobachtet man vor allem bei Artherosklerose und Restenose,
welche zusammen ca. 50 % der Todesfdle der westlichen Welt ausmachen.
Waéhrend sich eine Artherosklerose Uber mehrere Jahre entwickelt, ist eine
Restenose eine Komplikation, die mit 30- bis 50-prozentiger Wahrscheinlichkeit
ca. 16 Monate nach einer PTCA (perkutane, tranduminae, koronare Angio-
plastie) auftritt und durch Hyperproliferation des bei dem Eingriff verletzen
Gewebes verursacht wird. Anstelle der klassischen PTCA wird inzwischen
haufig ein sogenannter Stent eingesetzt. Bel diesem kann es in 20 % der Fdle
ebenfalls innerhalb von 3-6 Monaten zu Stenosen, den In-Stent-Stenosen
kommen, welche zur Verstopfung des eingesetzten Rohrchens fihren. Bel
Verletzung durch eine Ballonierung findet man in den entsprechenden Zellen bel
Ratten eine Herunterregulierung von p21 und p27.%

In einem Tiermodell an Ratten wurde festgestellt, dass der CDK-Inhibitor CVT
313 (9) die Proliferation neointimaler Zellen hemmt.”® CDK-Inhibitoren bieten
eine neuartige Moglichkeit, das unerwinschte Wachstum von verletztem
Gewebe nach erwdhnten Eingriffen zu bremsen, beispielsweise loka durch
Vorbehandlung der Stents mit elnem entsprechenden Wirkstoff.

Tumorerkrankungen
Die wéhrend der Erstellung dieser Arbeit synthetisierten Substanzen wurden im
Hinblick auf ihre Antitumoraktivitét entwickelt. Aus diesem Grunde sollen
mogliche  Anwendungen von CDK-Inhibitoren in der Tumorbek&mpfung
ausfuhrlicher beschrieben werden.
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Eines der Grundprinzipien eines gesunden Gewebes und daraus folgend eines
gesunden Organismus in Bezug auf die Zellvermehrung ist Homdostase. Das
bedeutet, dass ein Gewebe so organisiert sein muss, dass die Balance zwischen
sterbenden, ruhenden und sich teilenden Zellen gewéhrleistet ist, damit es nicht
zu einem Schrumpfen oder einem Ubermaldigen Wachstum eines Gewebes oder
eines Organs kommt. Auflerdem it es wichtig, dass eine Zele nicht in
andersartige Gewebe oder Organe hineinwachsen kann. Merkmae defekter
Zellen sind haufig deren Immortalisierung, ein geringerer oder fehlender Bedarf
an externen Wachstumsfaktoren, eine verénderte Morphologie, der Verlust der
K ontaktinhibition und die Fahigkeit, in Kultur Zellhaufen (Foci) zu bilden.™

Als Ursache fir eine bleibende Schadigung einer Zelle kommen verschiedene
AudOser in Frage. Zu den im Organismus zu suchenden Mechanismen gehoren
beispielsweise Fehler bei der Replikation des Erbgutes, spontane DNS-Schéden
und stoffwechsel bedingte DNS-Schéden.

Von aulRerhab angreifende Faktoren sind unter anderem cancerogene Stoffe
sowie UV-, Rontgen- und radioaktive Strahlen.

Seit eniger Zeit ist bekannt, dass auch Viren verschiedene krebsausGsende
Faktoren mit sich bringen. So kénnen zum einen virusspezifische Proteine mit
Signalproteinen des Wirts interagieren und so normalen Zellfunktionen betrécht-
lichen Schaden zufiigen. Zum anderen kdnnen virale Onkogene ins Wirtsgenom
eingebaut werden und dadurch auf sehr unterschiedliche Weise Ablaufe
verandern, die im Endeffekt zu einem Tumorwachstum fihren konnen.

Solche Mechanismen sind bei Infektionen mit Papillomaviren, Polyomaviren
und Adenoviren beobachtet worden, deren Onkoproteine beispielsweise an pRb
binden und dieses dadurch hemmen kénnen.*®

Ba mehr als 90 % dler daraufhin untersuchten menschlichen Tumore wurde
eine gestorte Regulation des CDK4/pRb-Systems im Sinne einer Verstarkung
der CDK4-Wirkung gefunden, wie Uberexpression von Cyclin D1, Mutation
von CDK4, Mutation von pRb oder Deletion von pl16.''® Die meisten
Stérungen, die im vorangegangenen Tell dieses Kapitels aufgefiihrt waren,
wurden in Tumorzellen entdeckt.

Uber den moglichen Nutzen von CDK-Inhibitoren und die potentiellen

therapeutischen Anwendungen gibt es verschiedene Theorien. Die Auswahl
einer Strategie wird von den tatséchlichen Wirkungen eines Arzneistoffes im
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lebenden Organismus, insbesondere von den Wirkungen im menschlichen
Korper abhéngen.

Einige wissenschaftliche Untersuchungen weisen auf ein Antitumorpotential
von CDK-Inhibitoren in der Monotherapie hin, wobei sie sowohl as Zytostatika
als auch as zytotoxische Agentien wirken kénnen.*

In der Krebstherapie ist die zytotoxische Wirkung von Arzneistoffen en
wichtiges Ziel, sofern es sich um spezifische Induktion von Apoptose in
Tumorzellen handelt. Im Bereich der CDK-Inhibitoren wurden scheinbar
widerspriichliche Beobachtungen in Bezug auf eine apoptotische Reaktion
gemacht, die in drei Thesen formuliert werden konnen: 1. CDK-Inhibitoren
haben keinen Einfluss auf Apoptose. 2. CDK-Inhibitoren schitzen Zellen vor
Apoptose. 3. CDK-Inhibitoren |6sen Apoptose aus.

1. Auf cMyc-induzierte Apoptose haben CDK-Inhibitoren keinen Einfluss. Ein
apoptotisches Signal in bestimmten Fibroblasten ist die Uberexpression des
Transkriptionsfaktors und Onkoproteins c-Myc, welche mit einer erhéhten
CDK-Aktivitdt einhergeht. Durch Versuche sowohl mit nattrlichen CDK-
Inhibitoren (p16, p21 und p27), as auch mit einem synthetischen (Roscovitin
(8)) wurde festgestellt, dass die c-Myc-induzierte Apoptose nicht durch CDK-
Inhibitoren beeinflussbar ist.**

2. CDK-Inhibitoren kdnnen in neuronalen Zellen Apoptose verhindern. Mehrere
neuronale Zdlltypen sterben in Gegenwart von DNS-schadigenden Substanzen
oder as Folge von Mangelerndhrung durch Apoptose ab. Die Gegenwart von
Olomoucin (7) oder Flavopiridol (1) konnte solche Zellen wirkungsvoll vor dem
Zelltod schitzen, weshalb eine Regulation der Apoptose iber CDK vermutet
werden kann. Be weiteren Untersuchungen ist ebenfals der Eindruck
entstanden, dass CDK Apoptose induzieren konnen, wenn eine berets
differenzierte, neuronale Zelle einen unangebrachten Wiedereintritt in den
Zelzyklus aufweist.»***

3. Eine signifikante Stimulierung von Apoptose wird durch synthetische CDK-
Inhibitoren in geschadigten Zellen verursacht. Beispielsweise |6sen Olomoucin
(7) und Butyrolacton (49) Apoptose in Zellen aus, die durch DNS-schédigende
Substanzen (z.B.: Mitoxantron, Cisplatin) in der G2-Phase gestoppt wurden, und
zwar unabhangig von der p53-Funktion. Dies weist auf eine wichtige
Betelligung von CDK1 be der Verhinderung von Apoptose hin. Zusétzlich
wurde Ausl6sung von Apoptose in sich aktiv teilenden Tumorzelllinien durch
Behandlung mit Flavopiridol beobachtet. Die Ausdsung von Apoptose in
Tumorzellen scheint abhangig vom Zelltyp und von genetischen Faktoren zu
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sain.** Es wird angenommen, dass CDK1 die Zellen aktiv vor Apoptose
schiitzt, wéhrend die Inhibition dieser CDK zu verstérktem programmierten
Zelltod fihrt. Die Behandlung proliferierender Zellen mit Butyrolacton,
Flavopiridol, Olomoucin oder Roscovitin stoppt deren Zellzyklus an den G1/S-
und G2/M-Grenzen und induziert z.T. bei hdherer Dosierung Apoptose,»20%%*

Dartiber hinaus wurde beobachtet, dass die spezifische Inhibition von CDK 1 die
Zytotoxizitét einiger Chemotherapeutika gegen Tumorzellen auf andere Art als
oben beschrieben synergistisch unterstiitzt. Eine Erklarung hierflr konnte ein
Stoppen oder Bremsen der Zdlproliferation von Tumorzellen in bestimmten
Z€ellzyklusphasen durch CDK-Inhibitoren sein, in denen die Zellen sensibler fir
zytotoxische Agenzien aus anderen Wirkstoffgruppen sind.

Eine andere Theorie hinter der Entwicklung von CDK-Inhibitoren ist die, dass
diese sdlektiv und tempordr gesunde Zellen stoppen sollen, um sie vor
zytotoxischen Wirkstoffen zu schiitzen, wie z.B. vor Paclitaxel, welches zur
Entfatung seiner Wirksamkeit einer Progression des Zellzyklus bedarf.
Entsprechendes wurde mithilfe von CDK-Inhibitoren demonstriert. CDK1-
Antisense Molekille waren z.B. in der Lage, den Zdllzyklus in der G2-Phase zu
stoppen, und zwar in normalen, nicht aber in Tumorzellen. Diese
unterschiedliche Reaktion von normalen Zellen im Vergleich zu Tumorzellen ist
eine wichtige Voraussetzung, um normale Zellen vor Wirkstoffen zu schiitzen,
die bei Tumorzellen in anderen Zellzyklusphasen ihre Aktivitét entfalten.**’
Eine lokale Applikation eines CDK-Inhibitors in eéinem Rattenmodell zeigte,
dass auf diese Weise der Zytostatika-induzierte Haarausfall vermindert werden
kann.*®

Be Bewertung der vieden durchgefiihrten Untersuchungen muss bedacht
werden, dass Ergebnisse aus Enzymassays oder Tests an Zelllinien nur begrenzt
auf ene in vivo Situation Ubertragbar sind. In vivo spielen Faktoren wie
Zellpermeabilitét, Vertellung zwischen oder Akkumulierung in bestimmten
Kompartimenten, inaktivierende Metabolisierung, hohe ATP-Konzentration,
Kompetition mit anderen bindenden Substanzen, bisher nicht identifizierte
enzymatische Ziele und einige andere eine grof3e Rolle. Ein wichtiges Kriterium
fur die Bewertung der CDK-Inhibition ist, ob der Zellzyklus zum Stillstand
kommt und ob die Phosphorylierung der CDK -Substrate wie pRb oder Histon
H1 in vivo durch Anwesenheit eines CDK-Inhibitors gehemmt wird.
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H&aufig muss man in vivo aber auch mit zusétzlichen Wirkungen auf bisher nicht
identifizierte Ziele rechnen, wie es vor alem bei weniger spezifischen
Inhibitoren vorkommen kann und z.B. fUr Flavopiridol in Betracht gezogen
werden muss.™ Ob diese zusétzlichen Effekte dabel die erwiinschte Wirkung
unterstiitzen oder ihr entgegenwirken, bleibt zu kl&ren.

CDK-Inhibitoren stellen eine interessante Substanzgruppe dar, die auf vielfétige
Weise dazu dienen kann, die Ursachen krankhafter Zustande aufzuklaren oder
neue Strategien fur ihre Therapie zu entwickeln.



3 Inhibitoren Cyclin-abhangiger Kinasen

3.1 Anwendung von natirlichen und synthetischen CDK-

I nhibitoren und CDK -Modulator en auf Proteinbasis

In den Zellen normalerweise vorkommende CDK-inhibitorische Proteine
wurden in Kapitd 2.3.3 beschrieben. Bel hyperproliferativen Krankheiten fehlen
sie haufig oder sind nicht in der Lage, die dort Uberaktiven Zielenzyme unter
Kontrolle zu bringen.

Die Tatsache, dass CDK-inhibitorische Proteine ein vielversprechendes
therapeutisches und diagnostisches Potential beinhalten, hat dazu geftihrt, dass
einige dieser Proteine bereits unter Patentschutz stehen. Der Inhibitor p27 wurde
durch das Sloan Kettering Institute of Cancer Research und das Fred Hutchinson
Cancer Research Center patentiert, p19 von Cold Spring Harbor Laboratories
und die Universitdt von Kalifornien und das Protein p18 durch die Universitét
von North Carolina.™®

Die folgende Tabelle gibt die ICs-Werte einiger CDK-inhibitorischer Proteine
und einer Chimaen aus p27 und pl6 be verschiedenen CDK/Cyclin-
K omplexen wieder.*®

Tabdle 3-1: Inhibitorische Aktivitéat der nattirlichen CDK-Inhibitoren und einer
Chiméren aus p27 und p16, angegeben durch die jeweilige |Cs, [nM]*

CDK1/Cyclin B | CDK2/Cyclin E | CDK2/Cyclin A | CDK4/Cyclin D1
p27 20 52 65 63
pl6 > 500 > 500 > 500 250
p27-pl6 15 30 25 25
p21 n.a n.a n.a 11

ICso [NM], n.a. = nicht angegeben

Die Einschleusung von Proteinen in Zelen ist durch Kombination mit
adenoviralen Vektoren mdglich, wodurch z.B. pl6 in Krebszéellinien
eingebracht werden konnte. Die Ubertragung von pl6 fihrte zur
Wachstumsverzogerung der Zellen, ein Effekt, der auch durch in vivo Versuche
bestétigt werden konnte. Zelllinien mit Mutationen des pRb-Gens konnten von
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pl6 allerdings nicht beeinflusst werden, da die wachstumshemmende Wirkung
von pl6 von einem intakten pRb-Status der Zellen abhangt. Adenovirus-
vermittelte Expression von pl6 und p53 gleichzeitig flhrte zu signifikanter
Haufung von apoptotischen Vorgangen in Tumorzelllinien, die bei Einwirken
von p16 alein nicht beobachtet wurden.®

Um potentielle Anwendungen im cardiovaskuléren Bereich zu untersuchen,
wurde p16 nach Ballonierungen an Schweinen oder Ratten lokal angewendet,
wobel der CDK-Inhibitor eine Hyperproliferation der verletzten Arterienwande
verhindern bzw. verzégern konnte. Ahnliche Ergebnisse wurden auch nach
systemischer Applikation von p16 an einem analogen Rattenmodell erhalten.®
Studien mit Adenoviren, die Expression von p21 oder p27 in Krebszelllinien
bewirken, filhrten zu Wachstumshemmung in vitro und in vivo.?

Neben der chemischen Synthese oder dem Exprimieren von kompletten,
nattrlichen Inhibitoren bietet sich auch die gezielte synthetische Abwandiung
der Proteine an. Dadurch kann beispielsweise eine Voraussetzung fir eine
geplante Applikation erfillt werden, wie die Anknupfung ener internalisie-
renden Sequenz, die ein Durchdringen der Plasmamembran ermoglicht.

So hat die Universitét von Dundee Fragmente von pl6 patentiert, welche die
Aminosduren 84 bis 103 enthalten und CDK4/Cyclin D in vitro mit einem 1Csy-
Wert von 15 pM hemmen.*®

Durch die Konstruktion einer Chiméren aus pl6 und p27 gelang es Mitotix, die
jewellige Aktivitdét der einzelnen Inhibitoren zu Ubertreffen, alerdings auf
Kosten der Selektivitdt (siehe Tabelle 3-1). Eine Verbindung mit ener
internaliserenden Sequenz fir eine CDK-Hemmung in vivo wurde bereits
patentiert. Verschiedene Verknipfungen von pl6, p27 und der Chiméaren pl6-
p27 mit internaliserenden Sequenzen ergaben in vitro [Cg-Werte im
nanomolaren und subnanomolaren Bereich.*®

Cyclacd hat Derivate von p2l patentiert, welche Fragmente des nattirlichen
Inhibitors darstellen. Eine Teilstruktur des Proteins mit den Aminoséuren 16-35
ergibt einen Inhibitor mit einer 1Csy von 2.0 uM bei CDK4/Cyclin D, wéhrend
der Abschnitt mit den Aminosauren 141-165 mit einer 1Csy von 0.1 pM bei
CDK4/CyclinD noch aktiver ist. Die inhibitorische Aktivitdt bei
CDK2/CyclinE wurde as vergleichbar beschrieben, wahrend die bei
CDK1/Cyclin B mit einer 1Cs, von 20 uM deutlich schwéacher war. Durch einen
Aminosaureaustausch im letztgenannten inhibitorischen Protein  (mit den
Aminosauren 141-165 von p2l) gelang es, die Aktivitét bis in den Bereich des
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kompletten Proteins zu steigern (ICso = 46 nM; komplettes p21: 1C5, = 11 nM;
jeweils CDK4/Cyclin D).*

Durch kombinatiorische Chemie wurde eine grof3e Bibliothek von Peptid-
Aptameren mit je 20 Aminosauren angelegt, aus der mehrere Substanzen bei
CDK2/Cyclin E aktiv waren. Es wird von 14 verschiedenen Inhibitoren
berichtet, die ICs-Werten zwischen 1.5 und 100 nM aufweisen, wobei der
Wirkung vermutlich ein Substrat-kompetitiver Wirkmechanismus zugrunde liegt
(Testsystem: CDK2/Cyclin E; 25 uM ATP).%

Deswelteren gibt es auch noch Entwicklungen von Proteinen, die die Cyclin-
Proteolyse fordern und andere, die antagonistisch auf CDK/Cyclin-Komplex-
vermittelnde Proteine wirken. Von CIBA-Geigy und Novartis wird berichtet,
dassse MATL, den Aktivator von CDK7/Cyclin H, patentiert haben.

Auch Derivate von E2F wurden dargestellt. E2F stellt einerseits ein Substrat von
CDK dar, andererseits regt es die Transkription von CDK an, so dass E2F-
Abwandlungen zu interessanten I nhibitortypen filhren kénnten.*®

Welitere Proteinabkdmmlinge werden in néchster Zeit mit Sicherheit folgen. Ein
vielversprechender Ansatz dabel ist, Kristalstrukturen von CDK/Cyclin-
Komplexen und entsprechenden Inhibitoren als Grundlage zu verwenden und
die fur die Bindung entscheidenden Aminosduren durch nichtpeptidische
Strukturbestandteile nachzuahmen, wie dies auf dem Gebiet der ACE-Hemmer
schon sait einiger Zeit etabliert i<t.



3.2 Synthetische CDK-Inhibitoren mit geringem Molekular-

gewicht

Im menschlichen Korper gibt es schétzungsweise 2000 bis 3000 Protein-
kinasen,' die dle ATP as Phosphatgruppendonator nutzen und signifikante
Ahnlichkeit in der Sequenz ihrer jeweiligen ATP-Bindungstasche besitzen.”®
Aus diesen Grinden bestanden lange Zeit versténdliche Zweifel, ob es
Uberhaupt mdglich sei, synthetische Inhibitoren zu entwickeln, die spezifisch
nur auf eine bestimmte Kinase oder eine Familie von Kinasen wirken. Mit der
Entdeckung von selektiven Tyrosinkinase-Inhibitoren, wie z.B. den selektiven
Inhibitoren von EGFR-Kinase (Epiderma Growth Factor Receptor Kinase, z.B.
A.M. Thompson 1995%°), wurde diese Méglichkeit erstmal's greifbar. Inzwischen
gibt es auch Substanzen, die eine hohe Selektivitét fur CDK gegeniiber anderen
Kinasen zeigen.

Um die Zellmembran durchdringen zu kénnen, dirfen synthetische Inhibitoren
eine bestimmte GrofRe nicht dberschreiten (Mr <500). Die gungstigsten
Bindungsbedingungen fur solche relativ kleinen Molekile findet man im
Bereich der Enzyme in der Regel in kleinen Taschen mit definierten
Eigenschaften. Die Wahrscheinlichkeit, dass en Inhibitor mit geringer
Molekilmasse in der Lage ist, eine grofe Protein-Protein Kontaktflache zu
besetzen und die Bindung der Proteine zu stéren, ist as gering einzuschétzen.”
Die hieraus zu erzidlende Schlussfolgerung, dass im Bereich der CDK die
meisten synthetischen Inhibitoren in der ATP-Tasche binden und Uber diesen
Mechanismus die Aktivitét der Kinase hemmen, wurde bis jetzt bestétigt.
Entsprechende Inhibitoren mit einem Wirkmechanismus, der nicht ATP-
kompetitiv ist, bletben die Ausnahme.

Bem Vergleich der in vitro Aktivitdten verschiedener Inhibitoren mit ATP-
kompetitivem Wirkmechanismus muss bedacht werden, dass die in den Assays
verwendete ATP-Konzentration einen wichtigen Einfluss auf den jeweiligen
ICso-Wert hat. Eine bessere Vergleichbarkeit bei unterschiedlichen ATP-
Konzentrationen in den Testsystemen ist gewahrleistet, wenn nicht 1Cso-Werte,
sondern K-Werte angegeben werden.* Da sich dies bisher nicht durchgesetzt
hat, missen die im folgenden Tell aufgefihrten 1Cs-Werte mit Vorsicht
verglichen werden. Die Ki-Werte sind im Text aufgefihrt, sofern sie verfugbar
waren. Waren die in den Enzymassays verwendeten ATP-Konzentrationen in

44



der Literatur angegeben, sind sie ebenfalls in den folgenden Ausfiihrungen
enthalten, wenn sie von der hdufig verwendeten ATP-Konzentration (15 puM)
abweichen.

In der Regel werden flr die Testung an CDK1/Cyclin B Enzymkomplexe aus
den Oocyten des Seesterns Marthasterias glaciais™ verwendet, ebenfalls
Anwendung fand Pisaster ochraceus.® Der rekombinante CDK1/Cyclin B-
Komplex enthélt wahrscheinlich inaktive Monomere und Dimere, welche das
CDK-Inhibitionsassay stéren wiirden.®* Die Infektion von Sf9 (Spodoptera
frugiperda) Insektenzellen mit einem Baculovirus, welches das Gen fir humane
CDK tragt, fuhrt dagegen zu guten Ausbeuten an verwendbarer, rekombinanter
CDK2 und CDK4/Cyclin D1.> Fiir Testungen mit CDK5/p35 wird dieses aus
Rinder->* oder Schweinehirn gewonnen. Ebenfalls beschrieben wurde
rekombinante CDK5/p35 aus Escherichia coli.” Eine gebrauchliche ATP-
Konzentration ist 15 pM, wogegen die ATP-Konzentration in Zellen
normalerweise grof3er as 500 UM ist, so dass hieraus schon ein Grund fir die
haufig niedrigeren 1Cs-Werte in zellfreen Systemen verglichen mit den
Ergebnissen der Testung an Zellen resultiert.”

Das Ziel, CDK durch ATP-kompetitive Inhibitoren zu hemmen, ist nicht ganz
unproblematisch. Betrachtet man ATP (4) as eine Leitstruktur, so ist zu
bedenken, dass der Adeninring eine gangige Struktur im Stoffwechsel darstellt
und ein Arzneistoff mit einer dhnlichen Struktur ein hohes Potential fir
unerwunschte Wirkungen hat. Zusétzlich enthélt ATP in seiner Phosphatkette
Ladungen, welche als Bestandteil einer Wirkstruktur deren Aufnahme in die
Zdlen erschweren wirden. Aus diesen Griinden kommt es darauf an, Inhibitoren
zu entwickeln, welche, obwohl sie ATP nachahmen, in die Zellen aufgenommen
werden konnen. Dort sollen die Inhibitoren vorzugsweise auch auf3erhab der
Reichweite von ATP in der Umgebung der ATP-Bindungsstelle Wechsdl-
wirkungen zum Enzym ausbilden kénnen und somit fir ein bestimmtes Enzym
charakteristisch sein. Dabel ist es von Vorteil, dass die meisten der fir CDK
typischen Reste sich in der Nachbarschaft der ATP-Bindungsstelle befinden,
weshalb in diessm Bereich fur CDK selektive Wechselwirkungen mdglich
sind.”®

Kristallstrukturen existieren zur Zeit nur von CDK6 und CDK2.>* Die Struktur
von CDK1 konnte wegen der hohen Homologie zwischen CDK2 und CDK1
berechnet werden.™ Im Bereich der firr die Bindung der Inhibitoren wichtigen
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ATP-Tasche gehdren His84 und Glu85 der CDK2 zu den in CDK nicht
konservierten Aminosduren. lhre Position nehmen in der CDK1 Ser84 und
Met85 ein.” Vergleiche der Kristallstruktur von monomerer CDK2 mit der von
CDK2/CyclinA/ATP und CDK2/Cyclin A/p27 zeigen nur wenige Unterschiede
im Bereich der ATP-Bindungsstelle.> Diese Beobachtungen lassen den Schluss
zu, dass auch Komplexe von monomerer CDK2 mit Inhibitoren schon
richtungsweisend fiir das Inhibitordesign sein kénnen.*® Allerdings muss bei der
Entwicklung von CDK2-Inhibitoren bedacht werden, dass die Reste Lys33,
Glu51 und Aspl45 durch Cyclin A-Anlagerung strukturellen Verdnderungen
unterworfen sind.”’

Adenosintriphosphat (ATP)

o] o 0
OLJ/O\J/O\J/O
\\ \| |\

o] o) o]
ATP(4)

Die Bindung von ATP (4) in der entsprechenden Bindungstasche wurde auf der
Grundlage von Rontgenkristallstruktur-Untersuchungen eines CDK2/ATP-
Komplexes beschrieben (siehe auch Bild 2-3).

Die meisten Wasserstoffbriickenbindungen und ionischen Wechselwirkungen
bestehen zwischen der Triphosphatgruppe des ATPs und der CDK (Thrl4,
Tyrl5 tiber H,0, Lys33, Lys129, Asn132, Aspl45, Mg). Das hexakoordinierte
Magnesumion der CDK wird gebunden durch je ein Sauerstoffatom der
Phosphate, je eins von den Asnl132- und Aspl45-Seitenketten und ein Wasser-
molekill.** Eine shnliche Fiille von hydrophilen Wechsalwirkungen ist von
einem Arzneistoff aus eben erwéahnten Griinden nur schwer nachzuahmen. Der
Riboserest des ATPs bildet drel Wasserstoffbriickenbindungen Gber Hydroxyl-
gruppen aus, eine zu GInl31 und zwei zu Asp86. Interessant fir die Bindung der
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potentiellen Wirkstoffe ist auch der Bereich um den Adeninring. Die Adenin-
Teilstruktur des ATPs wird Uber drei Wasserstoffbrtickenbindungen im Enzym
verankert, die zwischen N1 und Leu83, der Aminogruppe und Glu81 sowie N3
und einem Wassermolekil ausgebildet werden. Zusétzlich bestehen noch eine
Vielzahl von van der Waals Interaktionen zwischen Ligand und Kinase.?®%

3.2.1 Inhibitoren mit Puringrundgerust

Dimethylaminopurin und 1sopentenyladenin

H3C\N/CH3 HN/\)\
@g Pe

Dimethylaminopurin (5) | sopentenyladenin (6)

ICso: 120uM CDK1 |Cso: 45uM CDK1/Cyclin B
50 uM CDK2/Cyclin A
8 uM CDK5/p35
60 UM GSK-3b

Eine der esten ds CDK-Inhibitoren identifizierten Verbindungen war 6-
Dimethylaminopurin (5), welches urspriinglich as Puromycinderivat syntheti-
sert wurde und durch seine Eigenschaft auffiel, die Mitose von Seeigel-
embryonen hemmen zu kénnen, ohne dabel die Proteinsynthese zu vermindern.
Dimethylaminopurin hemmt CDK1 mit einer ICsy von 120 uM und zeichnet
sich durch eine breite inhibitorische Aktivitét bei Kinasen aus.**%

Als néchster Wirkstoff dieser Reihe folgte Isopentenyladenin (6) mit einer 1Cx,
von 45 pM bel CDK1/Cyclin B, 50 uM bel CDK2/Cyclin A und 80 uM bei
CDKJ5/p35. Isopentenyladenin weist allerdings auch 1Cso-Werte zwischen 50
und 100 uM bel einer Rethe von anderen Kinasen auf, wie PKA, ASK-g (ein
pflanzliches Homologes der menschlichen GSK-3)> und GSK-3b.*

Untersuchungen der Kristallstruktur von CDK2 im Komplex mit |sopentenyl-
adenin ergaben eine von ATP verschiedene Orientierung des Purinsin der ATP-
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Tasche mit wichtigen Interaktionen zwischen N9 des Inhibitors und Glug1 der
CDK, N7 und Lys33 sowie N3 und Leu83."?*%

Olomoucin und Roscovitin

NH
NT N\
o LY
H CH

3

DU
.

Olomoucin (7) Roscovitin (8)
Ki:5uM CDK1
[Cso: 7uM CDKZ1/Cyclin B ICs (RS): 0.65puM CDK1/Cyclin B
7uM CDK2/Cyclin E 0.70 yM CDK2/Cyclin E
7uM CDK2/Cyclin A 0.70 yM CDK2/Cyclin A
3uM CDK5/p35 016 uyM CDK5/p35
O pM erkl O pM ekl

100 pM  GSK-3b 130 pM GXK-3b

70 UM Insulin-Rezeptor
Tyrosinkinase

Durch Screening einer Reihe fir andere Zwecke synthetisierter Purine auf CDK-
inhibitorische Aktivitdt wurde Olomoucin (7) entdeckt, welchesim Vergleich zu
den Purinen Dimethylaminopurin (5) und Isopentenyladenin (6) eine deutliche
Sdlektivitéat aufweist. Die Inhibition beschrénkt sich auf CDK1, CDK2 (IC5q =7
M), CDKS5 (ICs, = 3 pM) und erkl1-Kinase *® (=GST-erk1, ICs, = 30 uM). Eine
vergleichsweise schwache Inhibition wurde bei ASK-g***® und bei GSK-3b™
beobachtet. CDK4/Cyclin D1 und CDK6/Cyclin D3 wurden nicht gehemmt.>*>

Olomoucin erwies sich in entsprechenden Untersuchungen als ATP-kompetitiv
und unabhangig von der in den Testsystemen verwendeten Histon HI1-

" Die Serin/Threonin-Kinase erk1 (Extracellular Signal-Regulated Kinase 1) gehért zur Unterfamilie der MAP-
Kinasen (Mitogen-Activated Protein Kinase) und ist identisch mit MAP-Kinase 1. %
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Konzentration. Es hemmt den Zellzyklus dosisabhangig in der G1- oder G2-
Phase bzw. am G2/M-Ubergang in einer Reihe von Zelmodellen, von
einzelligen Algen bis zu menschlichen Tumorzellen.*****° Die Ergebnisse an
Zellsystemen konnen allerdings auch durch eine Hemmung anderer Kinasen,
wie z.B. erkl, beeinflusst werden.**

Die Bindung von Olomoucin in der ATP-Tasche der CDK2 wurde durch
Rontgenstrukturanalyse aufgeklart.®®** Sie unterscheidet sich sowohl von der
Bindung des ATPs (4) als auch von der des Isopentenyladenins (5), denn der
Adeninring des Olomoucins ist zwar ungefdhr in der gleichen Ebene wie der von
ATP zu finden, alerdings um fast 160° verdreht. Dabei bestehen Wasserstoff-
briickenbindungen zwischen dem N7 und C6-NH des Inhibitors und der Leu83-
Peptidfunktion der CDK, auRerdem zwischen C8 und Glu8lL.®** Bei
Untersuchungen von Struktur-Wirkungs-Beziehungen wurde deutlich, dass das
N7 fra bleben muss, wéhrend die Substitution von N9 durch einen
hydrophoben Rest ebenso wichtig ist wie die entsprechende Substitution am C6-
Stickstoffatom.

Seit der Entdeckung der dre ersten CDK-inhibitorischen Purine und der
ermutigenden Feststellung, dass ein Purin wie Olomoucin eine deutliche
Selektivitdt fur CDK aufweisen kann, wurden Tausende von 2,6,9-
trisubstituierten Purinen synthetisiert und getestet.

Der néchste vielversprechende Inhibitor, der bel diesen Bemihungen entstand,
war Roscovitin (8). Bel getrennter Testung der beiden Enantiomere erwies sich
(R)-Roscovitin mit einer 1Cx, von 0.45 uM as etwas aktiver im Vergleich zu
(S)-Roscovitin mit 0.95 uM bei CDK1/Cyclin B, wéhrend dieser Effekt an
CDK2/Cyclin E kaum zu finden war. Die inhibitorische Aktivitéa des Racemats
bei CDK2/Cyclin E oder Cyclin A (beide IC5, = 0.7 uM) ist &quivaent zu der
bei CDK1/Cyclin B, die bei CDK5/p35 ist etwas stérker (ICs, = 0.16 pM). "%
Die ATP-kompetitive Wirkung wurde durch Enzymtests mit verschiedenen
ATP-Konzentrationen bestétigt, bel denen die 1Csy, sich mit steigender ATP-
Konzentration erhéht.*

Roscovitin und Olomoucin wurden zu Untersuchungen im Bereich von
Virusinfektionen herangezogen. lhre CDK2-hemmenden Eigenschaften werden
zur Behandlung von Infektionen mit Viren aus der Herpes-Familie, besonders
dem Cytomegalie-Virus, als sehr vielversprechend angesehen, da die Herpes-
Viren zellulére CDK2 zur Vermehrung bendtigen. Die Verwendung von CDK2-
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Inhibitoren als Therapeutika gegen Virusinfektionen durch Herpes-Viren wurde
bereits patentiert.”>*

Einige interessante Untersuchungen wurden auf dem Gebiet der
Glomerulonephritis durchgeftihrt. Glomerulonephritis zeichnet sich durch ein
Ubermdiiges Wachstum bestimmter Zellen der Glomeruli aus. Diese Zellen
weisen eine erhdhte Expression und Aktivitét von CDK2/Cyclin A auf sowie
verminderte Konzentrationen von p27. In vitro kann Roscovitin die Proliferation
diesr mesangidlen Zellen hemmen, ohne ihre Lebensfahigkeit zu
beeintrdchtigen. Die Konzentration von CDK?2, Cyclin A oder Cyclin E wurde
durch Roscovitin nicht verandert. Proliferationshemmende Effekte konnten
anschlieffend auch durch in vivo Versuche an Ratten bestétigt werden, bei denen
eine Glomerulonephritis kinstlich ausgelost wurde. Hierbel wurde ene
sgnifikante Verbesserung einiger Krankheitssymptome beobachtet.®

Roscovitin ist schliefdich in der Lage, die CDK5/p25-vermittelte Phosphory-
lierung der neuronadlen Kinase PAK1 sowohl in vivo as auch in vitro zu
hemmen.® Ergebnisse zu Olomoucin und Roscovitin sind auch in den
Erlauterungen zu Verbindung 23 aufgeftihrt.

Die Rontgenstrukturanalyse eines CDK 2/Roscovitin-Komplexes beleuchtet die
Art der Bindung des Inhibitors in der ATP-Tasche des Enzyms. Der Purinring
von Roscovitin bindet in der CDK ungefdhr in der gleichen Region wie der von
ATP und das planare, heterozyklische System liegt auch etwa in der gleichen
Ebene. Allerdings ist wie bel Olomoucin der Purinring des Roscovitins im
Vergleich zum ATP-Purinring verdreht. Roscovitin wird im Enzym vor allem
mittels hydrophober und van der Waals Interaktionen gebunden, die auch die
Bindung des Adeninrings von ATP ermdglichen. Fast 40 % der Wechsd-
wirkungen zu Roscovitin werden durch die drel Reste [1€10, Leu83 und Leul34
bewirkt. Zwei wichtige Wasserstoffbriickenbindungen bestehen im Bereich des
Adeninrings zu Resten des Proteins analog zu Olomoucin. Es handelt sich um
Kontakte zwischen dem Leu83-NH und dem N7 des Inhibitors sowie der
Carbonylgruppe des Leu83 und dem C6-NH von Roscovitin. Der Benzylring
von Roscovitin ist aulRerhalb der ATP-Tasche angelagert und beansprucht hier
Reste, die jenseits der Reichweite von ATP liegen. Die wichtigsten Wechsal-
wirkungen bestehen hier zu 11€10, Phe82 und His84, wobei letzteres sich durch
die Kontakte zum Inhibitor von der ATP-Bindungsspalte wegbewegt. Dem
Benzylsubstituenten wird ein grof3er Einfluss auf die CDK-Selektivitét
zugeschrieben. Am N9 haben sich hydrophobe Reste bewahrt, wobei sich bisher
ein |sopropylrest als optimal erwies. Die Seitenkette am C2 wird von der CDK2

50



in einen Bereich der ATP-Bindungstasche eingelagert, der sonst den Ribosering
von ATP bindet. Neben der Hydroxylgruppe des Inhibitors, welche ene
Wasserstoffbrickenbindung zu einem Wassermolekil im Enzym bildet, scheint
ein hydrophober Anteil an dieser Stelle wichtig zu sein.®

CVT-313

OCH

NH
NT N\
HO\/\N)\)NI>>\
"

CVT-313(9)
|Cso: 42uM CDK1/Cyclin B
05uM CDK2/Cyclin A
215 uM CDK4/Cyclin D

CV Therapeutic Systems testete hunderte von 2,6,9-trisubstituierten Purinen an
CDKZ2, wobei sich auch hier die Isopropylsubstitution am N9 neben einer
Diethanolaminstruktur am C2 ds vortellhaft erwies. Die Substanz CVT-313 (9)
zeigt eine gewisse Sdlektivitdt fur CDK2 gegenuber anderen CDK. Be
CDK2/Cyclin A bestent Aktivitdt mit ener 1Cs; von 0.5 pM, die bel
CDK2/Cyclin E wird ds ahnlich bezeichnet. Die ICs, be CDK1/Cyclin B ist
dagegen 8.5fach hdher (4.2 uM), die bei CDK4/Cyclin D 430fach (215 puM). An
Proteinkinase C (PKC) wird keine Hemmung beobachtet.

Es wurde Uber eine reversible Hemmung des Zellzyklus am G1/S- oder G2/M-
Ubergang berichtet sowie Uber eine Inhibition der pRb-Phosphorylierung in
bestimmten Zellen (MRC-5 Zellen). Die Wirkung an Zellen wird zwar as nicht
S0 gut bezeichnet, aber an einem Restenose-Tiermodell haben sich positive
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Ergebnisse gezeigt, so dass CVT-313 in dieser Richtung weiter entwickelt
werden soll, '8

Bohemin

NH
NT N\
HO/\/\N)\)NI N>
H )\

Bohemin (10)

Bohemin (10), einem dhnlichen Purinderivat wie Olomoucin (7) und CVT-313
(9), wird CDK1-inhibitorische Aktivitdt zugeschrieben, ohne dass genauere
Daten angegeben werden. In préklinischer Untersuchung wurden verlangerte
Uberlebenszeiten von Mausen mit bestimmten Tumoren beobachtet (B16
Melanom, P388D Leukdmie). Be Behandlung eniger Mause mit
transplantierten Tumoren wurde von einer Heilung berichtet.™
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Purvalanole und Derivate
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1Cso: 340nM CDK1/Cyclin B

220nM CDK2

Cl

-

Purvalanol A (13)

1Cso: 4nM
40 nM

500 nM

3B nM

70 nM

850 nM
75nM

13 000 nM

CDK1/CyclinB

CDKL/Cyclin B (150 uM ATP)
CDK1/CyclinB (1.5 mM ATP)
CDK2/Cyclin E

CDK2/Cyclin A

CDK4/Cyclin D

CDK5/p35

GXK-3b

*ﬁ
—

OH

12

1Cso: 160NM CDK?2

HO,C

Cl

s

Purvalanol B (14)

Cso: 6NM
50 nM

250 nM
9nM

6 nM

> 10000 nM
6 nM

CDK1/CyclinB

CDKZL1/Cyclin B (150 uM ATP)
CDKL1/CyclinB (1.5 mM ATP)
CDK2/Cyclin E

CDK2/Cyclin A
CDK4/CyclinD

CDK5/p35



Cl

H,N NH
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Aminopurvaanol (15)

ICs: 33nM CDK1/Cyclin B
28nM CDK2/Cyclin E
33nM CDK2/Cyclin A
20nM CDK5/p35

13000nM GSK-3b

An der Universitdt von Berkeley in Kaifornien in der Arbeitsgruppe von P.G.
Schultz wurden mehrere Bibliotheken von 2,6,9-trisubstituierten Purinen durch
kombinatorische Chemie synthetisiert. Positive Effekte ergaben sich fur die 6
Position durch Anilinosubstituenten oder Benzylaminosubstitution. Derivate mit
Hydroxyakylamino-, Dihydroxyalkylamino- und Cycloalkylaminosubstituenten
In Position 2 erwiesen sich als moderat aktiv. Bessere Ergebnisse wurden durch
die Anknupfung von Aminoakoholen erreicht, die von Valin (R-Enantiomer)
oder Isoleucin abstammen. Schliefdich wurden oben genannte Beobachtungen
auch hier gemacht: In Position 9 ergab eine Isopropylsubstitution hohere
inhibitorische Aktivitét als ein Ethyl- oder Hydroxyethylrest. Substanz 11 ergab
|Cso-Werte von 340 nM bei CDK1/Cyclin B bzw. 220 nM bei CDK2, wéahrend
fir Substanz 12 nur der Wert fur die CDK2-Hemmung mit einer 1Cs, von
160 nM angegeben ist.”"®! Die positiven Einfliisse der Substituenten ergaben in
Kombination additive Effekte, so dass schliefdich einige CDK-Inhibitoren mit
|Cso-Werten unter 100 nM entwickelt werden konnten. Purvalanol A (13) und
Purvalanol B (14) zeigen eine deutliche Selektivitdt fur CDK1, CDK2 und
CDK5 im Vergleich zu CDK4 und einer Reihe anderer Kinasen,™®* ebenso wie
Aminopurvalanol (15).""** Purvalanol A wirkt mit einer 1Cs, von 4 bis 75 nM
bei CDK1, CDK2 und CDKS5. Purvaanol B (14) ist noch aktiver mit 1Csy-
Werten von 6 bis 9 nM bel CDK1, CDK2 und CDKS5. Purvalanol B zeigt zwar
die hochste Aktivitdt in den in vitro Testsystemen an isolierten Enzymen,
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dlerdings war es in Zelltestsystemen nicht sehr aktiv, welches seiner schlechten
Membrangangigkeit zugeschrieben wird. Aminopurvalanol zeigt eine Aktivitat
be CDK1, CDK2 und CDK5 mit ICs-Werten von 20 bis 33 nM. Die Assays
wurden in Gegenwart einer ATP-Konzentration von 15 uM durchgefihrt, sofern
nicht anders angegeben.>**

Der ATP-kompetitive Wirkmechanismus wurde einerseits durch steigende 1Cx-
Werte bai steigender ATP-Konzentration belegt, andererseits auch durch die
Auswertung von Kristalluntersuchungen von Purvalanol B im Komplex mit
CDK2.

Bel vier verschiedenen Wirkstoffen wurde durch Tests an Leukd@miezellen
(U937) die in vitro Aktivitdt bestétigt. An unsynchronisierten Zellen ergaben
Purvalanol A und Aminopurvaanol in kleinerer Dosierung einen Stopp in der
G2-Phase, wahrend hothere Dosierungen Apoptose forderten. Aminopurvaanol
bewirkte einen bemerkenswerten Differenzierungs-induzierenden Effekt bei
U937-Zellen. Verbindung 11 &hnelt zwar strukturell Aminopurvaanol und
Purvalanol A, verursachte aber in den U937-Zellen enen Stopp in der
Metaphase der Mitose und keine Forderung der Apoptose. Der vierte Wirkstoff
12 in dieser Testreihe induzierte wiederum unspezifisch Apoptose unabhangig
von der Phase des Zdllzyklus. Als Kontrolle wurden die gleichen VVersuche mit
den am C6-NH methylierten Verbindungen (nicht abgebildet) durchgefihrt,
welche im Enzymassay keine inhibitorische Wirkung auf CDK zeigten. Da diese
in den Zdllinien keinen Effekt aud 0sten, wurde gefolgert, dass die Effekte der
vier genannten Inhibitoren (13), (15), 11 und 12) eng mit ihrer chemischen
Struktur und ihrer CDK-inhibitorischen Aktivitédt verbunden sind. Eine
Erklérung fur die unterschiedlichen Wirkungen auf den Zellzyklus durch sehr
ahnlich aufgebaute Inhibitoren ist die, dass in vivo unterschiedliche CDK
gehemmt werden. Eine andere Mdglichkeit ist, dass es bei Assoziation einer
CDK mit verschiedenen Cyclinen jewells voneinander abweichende Substrat-
spezifitédten gibt. Dadurch kann ein Inhibitor, je nachdem welcher CDK/Cyclin-
Komplex bevorzugt gehemmt wird, unterschiedliche Auswirkungen auf die
Zd Iteilung haben. 1%

Zur genaueren Untersuchung der Bindung der Purvaanole wurde eine
Rontgenstrukturanalyse eines Purvalanol B/CDK2-Komplexes durchgefiihrt.
Insgesamt dhnelt die Ausrichtung von Purvalanol B in der ATP-Bindungstasche
von CDK2 der von Olomoucin (7) und Roscovitin (8). Der Purinring bildet
hauptséchlich hydrophobe und van der Waas Kontakte aus, neben insgesamt
drei Wasserstoffbriickenbindungen zwischen seinem N7 und dem NH von
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Leu83, seiner N6-Aminogruppe und der Carbonylfunktion von Leu83 und
seinem C8 und dem Peptid-Carbonylsauerstoffatom von Glu8l. Die C2-
Seitenkette bindet in der Ribosebindungstasche, wobei die R-1sopropylgruppe
der Seitenkette an eine glycinreiche Schleife der CDK gebunden ist und die
Hydroxylgruppe eine vierte Wasserstoffbriickenbindung zu der Peptid-
Carbonylfunktion von GIn131 ausbildet. Die 3-Chloranilinogruppe tritt in engen
Kontakt mit den Seitenketten von 1110 und Phe82. Schliefdich befindet sich
noch der N9-lIsopropylrest in einer kleinen hydrophoben Tasche aus den
Seitenketten von Val18, Ala31, Phe80, Leul34 und Alal44.*

2,6,9-trisubstituierte Purine mit gesattigten Heterozyklen in Position 2

ipe fos
)

16 17
[Cso: 09uM CDK2/Cyclin A [Cso: L5uM CDK2/Cyclin A

Eine Arbeitsgruppe aus Korea beschreibt 6-Benzylaminopurine mit Alkylsubsti-
tution am N9 und geséttigten Heterozyklen am C2. Von diesen ermdglichte
Substanz 16 die stérkste Hemmung von CDK2/Cyclin A (IC5, = 0.9 uM),
wahrend 17 dne IC;, von 1.5 pM aufwies. Es wurde rekombinante
CDK2/Cyclin A aus Insektenzellen mit 100 uM ATP verwendet. Die Ergebnisse
der anschlief3end durchgefiihrten Tests an verschiedenen Tumorzelllinien
entsprachen der jewelligen CDK-inhibitorischen Aktivitét der Purinderivate, so
dass eine starkere CDK2/Cyclin A-Hemmung mit einer ebenfalls starkeren
Zytotoxizitét fur die Tumorzellen einherging. Insgesamt waren die Aktivitéten
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bei Tumorzellen alerdings nur mélig, wobei 1Cs-Werte von 11 uM fir 16 und
17 hierbei a's beste Ergebnisse angegeben wurden.®

2,6,9-trisubstituierte Purine mit Hydroxyalkyl- oder Aminosubstituenten in

Position 2
Ausgehend von Olomoucin (7) und Roscovitin (8) wurde im Ingtitut Curie in
Frankreich eine neue Reihe von Purinabkdmmlingen dargestellt. Die
Arbeitsgruppe um M. Legraverend entwickelte Strukturen, die sich anhand ihrer
Substituenten in Position 2 des Grundgerustes in mehrere Gruppen einteilen
lassen: Purinderivate 1. mit Hydroxyalkyl-, 2. mit Amino-, 3. mit lod-, 4. mit
Pyrrolidino- und 5. mit Alkinylresten.>

NH
N XN
HO | )
N
Rs) N )\
18

ICso: 1L3uM CDK1

Die Substanzen der 1. Gruppe mit Hydroxyalkylsubstituenten zeigten [Cxo-
Werte bei CDK1 von 1.0 bis 4.5 uM. Zu ihnen gehdrt z.B. die Verbindung 18
(Enantiomerengemisch) mit einer 1Cs von 1.3 UM, welche strukturell den unten
aufgefiihrten Alkinylverbindungen 25 und OL567 (26) sehr dhnlichist.>
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19 20
|Cso: 085uM CDK1 |Cso: 002 M CDK1/Cyclin B
007 UM CDK5

Etwas bessere CDK 1-inhibitorische Eigenschaften wiesen einige Inhibitoren der
2. Kategorie auf, welche z.T. starke Ahnlichkeit mit Roscovitin (8) oder den
Purvalanolen A (13) und B (14) und Aminopurvaanol (15) haben.

19 (R-Enantiomer) ist mit einer ICs, bet CDK1 von 0.85 uM und einer von
0.70 uM bei CDKS5 schon deutlich potenter als 18. Die hichste inhibitorische
Aktivitét zeigte allerdings 20 (R-Enantiomer) bei CDK 1 (ICs = 0.02 pM).>*



2.6,9-trisubstituierte Purine mit lodsubstitution in Position 2

OCH

3

9y .
fos o
8 .

21 22
ICso: LOpM CDK1 ICso: 085uM CDK1

In der 3. Gruppe mit lodsubstituenten in Position 2 erbrachten Verbindungen mit
einem brom oder einem unsubstituierten Aminophenylrest in Position 6 die
besten Resultate, ebenfalls mit 1Cs-Werten um 1 uM bei CDK1, wie z.B. 21.
Einen submikromolaren |Cs-Wert erreichte nur Substanz 22 (1Csq = 0.85 uM).
Aktivitét bei CDK5 wurde hier nicht bestimmt.>*
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2.6,9-trisubstituierte Purine mit N-Pyrrolidinylsubstituenten in Position 2

NH
NT N\
HO

23

Cso: 045uM CDKZ1/Cyclin B
065 uM CDK2/Cyclin E
0.16 uyM CDK5/p35
0.76 uM erkl
70 UM Insulin-Rezeptor-Tyrosinkinase
10 uM GXK-3b

Von den pyrrolidinylsubgtituierten Purinen (4. Gruppe) wurde 23 naher
beschrieben und soll hier ebenfalls ausfihrlicher behandelt werden. Ein
Austausch der N6-Benzylsubstitution durch eine N-Methylallylaminogruppe
oder einen 1,2,3,6-Tetrahydropyridinylsubstituenten lief3 die Aktivitét der Purine
deutlich sinken. Als ebenfals sehr ungiinstig erwies sich ein Austausch des
|sopropylrestes durch volumindsere Reste wie Benzyl- und Cyclohexyl-,
wahrend Cyclopentylgruppen ohne grof3e Verminderung der inhibitorischen
Aktivitét toleriert wurde. Am aktivsten war Substanz 23, welche sich von
Verbindung 17 nur durch den lodsubstituenten am Benzylrest unterscheidet. In
den in vitro Tests war 23 aktiver as Olomoucin (7) und etwa gleichwertig mit
Roscovitin (8). Die | Cso-Werte betragen 0.16 UM bis 0.76 uM bei CDK1, CDK2
und CDK5 sowie erkl, wahrend die Insulin-Rezeptor-Tyrosinkinase und die
GSK-3b deutlich schwécher inhibiert werden.®

Substanz 23 wurde im Vergleich mit Olomoucin und (R)-Roscovitin zu
verschiedenen Untersuchungen an Zellen herangezogen. Uber Olomoucin und
Roscovitin wurde zuvor berichtet, dass sie einen reversiblen Stopp des
Zdlzyklus in Pflanzenzellen verursachen, und zwar in der spaten G1- und der
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spaten G2-Phase, ebenso wie eine Hemmung der Reifung von Seestern-Oocyten
und des Wachstums von Xenopus Oocyten und Seeigeleiern. In
Zervixkarzinom-Zellen (HeLa) wurde nun beobachtet, dass es zwar zum
Z€ellzyklus-Stopp durch Olomoucin in hohen Konzentrationen oder Substanz 23
kommt, dieser jedoch nicht reversibel war und mit einer hohen Apoptoserate
einherging. Die Beobachtung wurde so interpretiert, dass die substituierten
Purine ihre zytotoxischen Eigenschaften nicht nur Gber CDK vermitteln. Weitere
Untersuchungen fihrten zu der Schlussfolgerung, dass Olomoucin und (R)-
Roscovitin an wachsenden Zellen schnell und effektiv die Aufnahme von
Nukleosiden hemmen. Dabel scheinen die Purine as ATP-kompetitive
Inhibitoren eines Proteins zu wirken, welches am aktiven Transport von
Nukleosiden beteiligt ist. In bestimmten synchronisierten (Hela)Zellen
verursacht Substanz 23 eine reversble Verlangerung der S-Phase, welches
darauf hindeutet, dass CDK2/Cyclin E und CDK2/Cyclin A in diesem Beispid
die Hauptzielstrukturen sind.®®

Alkinylierte Purine

NH
N XN
A\
/<1N>
Z )\
R

24
[Cso: 0.18-1.2uM CDKZL1/Cyclin B

Eine vielversprechende Variation der 2,6,9-trisubstituierten Purine ergab die
Anknupfung eines Alkinylsubstituenten direkt an das Kohlenstoffatom in
Position 2 (24, R= dliphatische Alkohole). Diese Verbindungen (5. Gruppe)
zeigen inhibitorische Aktivitét bet CDK1/Cyclin B von 0.18 bis 1.2 uM (ICsp)
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und sind gleichermal3en aktiv bel CDK5/p35. Substanzen mit Einfach- statt
Dreifachbindung erwiesen sich al's ungefahr 4-10fach schwicher aktiv.®

R

cl
NH f: ~NH
NT XN NT XN
A\ N\
DR LD

N

HO ij N HO Cj/ N
R.S) )\ (R,S) )\

25 OL567 (26) 27
R =Cl R = OCHs
ICso: 60NM CDKL1/CyclinB  1Cs: 230nM CDK1/Cyclin B 1Cs0: 60NM CDK1/Cyclin B
230 nM CDK5 400 nM CDK5 500 nM CDK5

Bel einer folgenden Weiterentwicklung wurde der Substituent in Position 2
optimiert und diese Struktur zur Evaluation der C6-Substitution verwendet.
Diese neue Saie von CDK-Inhibitoren zeichnet sich durch einen
hydroxyalkylierten Acetylensubstituenten (Enantiomerengemische) in Position 2
und einen Isopropylrest am N9 aus, wadhrend in Position 6 entweder en
substituierter Aminophenyl- oder ein substituierter Aminobenzylrest angeknuipft
ist. Beste Ergebnisse wurden erzielt mit meta- oder para-Chlorsubstitution an
der Aminophenyl- bzw. Aminobenzylgruppe. Alle Mitglieder dieser Reihe
erwiesen sich as aktiver bei CDK1/Cyclin B as die Letstruktur (R,S)-
Roscovitin (8) (ICsy = 650 nM, CDK1/Cyclin B). Die beiden aktivsten Derivate
bei CDK1 sind 25 mit einem para-Chlorsubstituenten und 27 mit einem nmeta-
Chlorsubstituenten, welche beide eine 1Cs, von 60 nM bel CDK1/Cyclin B
ergaben.®® Verbindung 25 wirkt mit einer 1Cs, von 230 nM bei CDK5, 27 mit
500 nM. Eine analoge Verbindung (L8) mit geséttigtem C2-Substituenten und
ohne Halogensubstitution zeigt deutlich schwéchere CDK-Wirkung.>**®

Die Orientierung von OL567 (26) im Komplex mit CDK2 wurde durch eine
Rontgenstrukturanalyse untersucht. Die Einlagerung von OL567 ist analog zu
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der von Olomoucin (7), Roscovitin (8) und Purvalanol B (14) und unterscheidet
sich in entsprechendem Male von der von ATP (4). OL567 bildet Wasserstoff-
bricken aus zwischen seinem N7 und dem Peptidstickstoffatom von Leu83
sowie seinem C6-Stickstoffatom und dem Carbonylsauerstoffatom von Leu83.
Der Adeninring wird sandwichartig zwischen Resten von 11€10 und Leul34
eingefiigt und zeigt nur kleine Abweichungen im Vergleich zu Olomoucin,
Roscovitin und Purvalanol. Die 3Methylpent-1-yn-3-ol-Gruppe bindet in der
Region, die sonst vom Riboserest des ATP ausgefillt wird, wahrend die
| sopropylgruppe, wie auch die von Roscovitin, hydrophobe Wechselwirkungen
zur Seitenkette von Phe80 entwickelt. Schliefdich fallt noch der Aminobenzyl-
substituent am C6 auf, welcher aul3erhalb des aktiven Zentrums mit Seitenketten
der Hinge-Region und der Nterminalen Doméne Wechsaelwirkungen entfaltet
(Phe82, 11€10, LysB9, Peptidcarbonylgruppe von His84). An dieser Stelle
unterscheidet sich die Orientierung von OL567 von den fir Olomoucin,
Roscovitin und Purvalanol B gefundenen.®

2.,6,9-trisubstitui erte Purine mit einem trans-Aminocyclohexylamino-
Substituenten in Position 2

k A

|||Z

%j

28 29
ICs0: 16 nM CDK2/Cyclin E [Cso: 911 nM CDK2/Cyclin E
40nM CDK4/Cyclin D1 250 nM CDK4/Cyclin D1

Wissenschaftler der Firma Hoechst Marion Roussel entwickelten eine Gruppe
von Purinen mit trans-(4-Amino-cyclohexylamino)-Substitution in Position 2,
wel che besonders positive Ergebnisse mit einem Cyclopentylrest am N9 zeigten.
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An die Aminogruppe am C6 wurden verschiedene aiphatische Reste gekniipft,
z.T. mit Hydroxyl- oder Etherfunktionen (28). Ein Propyl- (29) und ein
Furfurylsubstituent (ICs, bel CDK2/Cyclin E = 19 nM, Strukturformel nicht
abgebildet) waren ebenfdls sehr effektiv. Die 1Cs-Werte bel CDK2/Cyclin E
lagen im unteren nanomolaren Bereich (5-50 nM), wéhrend die Aktivitat bei
CDK4/CyclinD1 von enigen Verbindungen as 5-100fach schlechter
beschrieben wurde. *

2,6,9-trisubstitui erte Purine mit einem substituierten Cyclohexylamino-
Substituenten in Position 2

Cl Cl Cl

NH NH NH
N X N\ NJ\IN\ NJ\IN\
/K\JIN> HN)|\N/ N> HN)|\N/ N>
: N = \\ =
NH 3 :

.-

2

NH OH

30 31 32
ICs0: 25nNM CDK1 ICs0: 39NM CDK1 ICs0: 30NM CDK 1

Eine Serie von Purinen mit &hnlicher bzw. identischer C2-Substitution (z.B. 31)
wurde bel Novartis synthetisert, wobel erneut von Olomoucin (7) als
Leitstruktur ausgegangen wurde. Es bestdtigte sich wieder, dass ein
Ethylsubstituent am N9 einer Methylgruppe und einem unsubstituiertem
Stickstoffatom Uberlegen ist. Die Eigenschaften eines Isopropylrestes erschienen
hier etwa gleich positiv.

Eine zusdtzliche Veranderung der Olomoucin-Grundstruktur wurde am C6
vorgenommen. Anknupfung eines Anilinosubstituenten fihrte zur deutlichen
Verbesserung der Aktivitédt bei CDK1, und unter Beibehatung der bisher
entwickelten Strukturelemente wurde die inhibitorische Wirkung durch
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Optimierung der Substitution an diesem Anilinorest weiter verbessert. Hierbel
wurde das beste Ergebnis durch einen 3-Chlor-anilinorest erzielt.

Austausch des akoholischen C2-Substituenten von Olomoucin durch eine
Aminogruppe, vorzugsweise mit enem Amino-cyclohexylrest verknupft, fihrte
schliefdich zu sehr aktiven Verbindungen mit 1Csy-Werten bei CDK1 von 25 bis
40nM (z.B. Verbindungen 30 und 31). Ein (trans)-4-Hydroxy-cyclohexyl-
aminorest am C2 (32) war mit einer ICsy von 30 nM &hnlich aktiv. Mit diesem
Strukturelement waren mehr Variationen am C6-Anilinoring moglich as bel
anderen C2-Substituenten, ohne dass die Potenz dieser Verbindungen deutlich
geringer wurde (Derivate mit ICso von 28 - 40 nM bei CDK1).

Die drel Verbindungen 30, 31 und 32 erwiesen sich as sehr vielversprechend
bel Testung an Blasenkarzinomzellen (T 4-Zelen) mit einer ICsy < 1 uM.
Selektivitétstests ergaben schliefdich noch eine Bevorzugung von CDK1
gegeniiber anderen Kinasen (PKC-a, PKA) um den Faktor 135 bis 200 fur 30
und 31.%

Ccl

NH
AN N
ﬁ\>
—
HN N N
NH

2

Cl

CGP 74514 (33)
ICso: 16 NM CDK1
9nM CDK2
6100nM PKC
9300 nM EGFR-Kinase
125000 nM PKA

Eine Weiterentwicklung, CGP 74514 (33), befindet sich bereits in praklinischer
Untersuchung. Die bisher bekannten 1Csy-Werte weisen es a's potenten Inhibitor
bei CDK1 (16 nM) und CDK2 (9 nM) aus, wahrend z.B. PKC, EGFR-Kinase
und PKA weit weniger gehemmt werden.™
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6-Alkylguanine und Derivate

o) 0

N NK
00 LT
H,N N7 N H,N NT NH,
NU2058 (34) NUG027 (35)

Ki: 5+1uM CDK1/Cyclin B
12+ 3uM CDK2/Cyclin A3

o)
NT N\
pe

NU2017 (36)
1Cso: 18 £7 M CDK1/Cyclin B

Ki: 2504 uM CDK1/Cyclin B
1.3+ 02puM CDK2/Cyclin A3

o)

N XN
Ht[\
HZN)\N/ N\>
CH,

NU6052 (37)
I1Cso: > 100 uM CDK1/Cyclin B

13 uM CDK2/Cyclin A3 >100 uM CDK2/Cyclin A3

Die bel Newcastle Ventures/Astra Zeneca entwickelten Guaninderivate bilden
einen Ubergang von CDK-Inhibitoren mit Puringrundgeriist zu anderen
heterozyklischen Wirkstoffen, *®

Die Letstruktur fur CDK-Inhibitoren mit Guaninstruktur NU2058 (34) ist
sowohl bel CDK1 als auch bei CDK2 aktiv. Der Abbau des Ringsystems fihrt
zu NU6027 (35) und niedrigeren K-Werten bei CDK1 und CDK2. Sofern die
| Cso-Werte angegeben sind, beziehen sie sich auf Testsysteme mit 125 uM ATP
bei beiden CDK. Im Zdllinienscreening des NCI wurden die Ergebnisse der
Tests an isolierten Enzymen bestétigt. Untersuchungen an MCF7-Zellen ergaben
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fir Behandlung mit NU2058 oder NU6027 eine verminderte Anzahl von Zellen
in der S-Phase, nicht aber in der G1-Phase oder am G2/M-Ubergang.®

Anhand der Kristallstruktur von NU2058 im Komplex mit CDK2 konnten
folgende Wechselwirkungen festgestellt werden: N9 von NU2058 bildet eine
Wasserstoffbriickenbindung zum Peptidcarbonylsauerstoffatom von Glu81 aus.
Zwe weitere findet man zwischen der NH-Gruppe von Leu83 und N3 sowie
zwischen der Leu83-Carbonylfunktion und dem C2-NH, von NU2058. Die
Guaninderivate binden in einer anderen Orientierung as Olomoucin (7),
Roscovitin (8) oder Purvalanol B (14). Die Wasserstoffbriickenbindungen zum
Carbonylsauer stoffatom vonGlu81 und NH von Leu83 findet man auch bet ATP
(4) und Isopentenyladenin (6), die Leu83-Carbonyl-Interaktion ist auch bei
anderen Inhibitoren wie z.B. Indirubin-3'-monoxim (100) oder Indirubin-5-
sulfonséure (101) zu sehen. Insgesamt findet man bel den Guaninderivaten eine
von ATP verschiedene Orientierung des Heterozyklus, die durch unter-
schiedliche Substitution noch weiter verschoben werden kann.

Der Einfluss der C2-NH,-Gruppe und des unsubstituierten N9 von NU2058 wird
deutlich bel dem Vergleich mit NU2017 (36) ohne C2-Substitution und NU6052
(37), bei dem das Stickstoffatom in 9-Position methyliert ist. Durch diese
Veranderungen kann man eine Abnahme der Aktivitét bei CDK feststellen.
NU2017 wirkt noch mit 1Cs-Werten von 18 und 13 uM bel CDK1 und CDK?2,
wahrend NU6052 | C5p-Werte von Uber 100 uM bel beiden CDK aufweist.

Die Darstellung des Pyrimidinderivates NU6027 wurde durchgeftihrt, um die
drei fir NU2058 entdeckten Wasserstoffbriickenbindungen zu imitieren, und
zwar ohne Vorhandensein eines Puringrundgertstes. Diese Versuche waren
insofern erfolgreich, as dass ein potenter CDK 1- und CDK2-Inhibitor entstand,
der eine zu NU2058 analoge Art der Wasserstoffbriickenbindung zu CDK2
zeigte: die C6-NH,-Gruppe bindet zum Peptid-Carbonylsauerstoffatom von
Glu8l, die Leu83-NH-Gruppe zum N1, wahrend die Carbonylfunktion von
Leu83 mit der C2-NH,-Gruppe interagiert. Die Nitrosogruppe am C5 bildete
erwartungsgemal’ eine intramolekulare Wasserstoffbriickenbindung zur C6-
NH,-Gruppe aus, welche die Geometrie von NU2058 imitieren sollte. Eine
Entfernung dieser Nitrosogruppe fuhrte zu Wirkungsverlust bei CDK1 und
CDK2.* 1999 wurde ein Patent veroffentlicht, welches die Grundstruktur desin
dieser Serie synthetisierten CDK -Inhibitors NU6027 enthalt.®®
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3.2.2 CDK-Inhibitoren ohne Puringrundgeriist

Suramin

o) O

NaO,S HN /@/\LNH SO,;Na
—] i SO3Na

CH, H,C
HN O @) NH
NaO,S
SO,Na S O3Na
j|\
N N
H H

Suramin (38)
ICso: 4uM  CDK 1

Das hexasulfonierte Harnstoffderivat Suramin (38) wurde bereits 1916 bel den
Farbenfabriken Bayer AG synthetisert und it seit fast 70 Jahren zur
Behandlung der Schlafkrankheit und anderer parasitéter Krankheiten im Einsatz.
Be CDK1 wurde eine ICs, von 4 uM gefunden. Da Suramin zu den nicht
selektiven Wirkstoffen gehort, kann man eine inhibitorische Aktivitdt bel
verschiedenen Enzymen wie beispielsveise der Reversen Transkriptase
beobachten. Aus diesem Grund kann die CDK -inhibitorische Aktivitét nicht mit
Sicherheit as entscheidende Ursache fir die Wirkung an Tumorzellen
bezeichnet werden. Suramin hemmt die Zellteilung an verschiedenen Stellen des
Zelzyklus, abhangig vom Zelltyp.»>*



9-Hydroxyellipticin

H,C
HO N
DaPy
N
H CH,

9-Hydroxydlipticin (39)
ICso: 1uM CDK1

Ba 9-Hydroxydlipticin (39) handelt es sich um ein Derivat des Alkaloids
Ellipticin (aus Ochrosia dliptica und Ochrosia acuminata). Im Enzymtest wird
CDK1 mit einer ICso von 1 uM gehemmt. Die Hemmung der Phosphorylierung
von p53 wurde sowohl in Zellysaten sowie in ganzen Zellen beobachtet.
9-Hydroxydllipticin besitzt eine deutliche Antitumoraktivitdt in vitro und in
vivo, alerdings ist es hier wiederum schwierig, die entscheidenden in vivo
Wirkmechanismen zu definieren, da auch eine Wirkung durch DNS-
Interkalation und auf die Funktion von Topoisomerase Il gefunden wurde.™*
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Staurosporin und das Staurosporin-Derivat UCN-01

H
N

ZT
O

O HO

NHCH, NHCH,
Staurosporin (40) UCN-01 (41)
1Cs0: 39nM CDK1/Cyclin B [Cs0: 31nM CDK1
7nM CDK2/Cyclin A 30nM CDK2
3000-10 000 nM CDK4/Cyclin D 32nM CDK4
20nM MAP-Kinase 910 nM MAP-Kinase
8nM PKA
5nM PKC 7nM PKC
9nM PKG
6 NnM Src-Kinase
15nM GSK-3b 70nM GSK-3b

Ein Naturstoff aus Streptomyces sp. (Streptomyces staurosporeus) gehort
ebenfalls in die Reihe der CDK-Inhibitoren. Staurosporin (40) wirkt zwar sehr
effektiv mit 1Cs-Werten im nanomolaren Bereich be CDK1/Cyclin B und
CDK2/Cyclin A, dlerdings wird auch eine ganze Relhe anderer Kinasen
gehemmt. Be CDK1/Cyclin B wirkt Staurosporin mit einer 1Cs, von 3 bis9 nM,
bei CDK2/Cyclin A mit 7 nM, alerdings auch bel PKA, Proteinkinase G (PKG),
PKC und Src-Kinase® mit ICs-Werten zwischen 5 und 9 nM,?*"* pei
GSK-3b mit 15 nM™ und be MAP-Kinase mit 20 nM. Bel CDK4/Cyclin D
wurde nur eine 1Cs, von 3-10 pM gefunden.”*'"* Staurosporin bewirkt in
niedrigen Konzentrationen (2-22 nM) eine Zellzyklusblockade in der G1-Phase
in normalen Zellen, wahrend die Zellteilung mutierter Zellen nicht gehemmt
wird und die SPhase durchlaufen werden kann. In hdheren Konzentrationen

" Src: ,sarcoma it caused in chicken® Das Rous-SarkomVirus verursacht bei Hihnern einen
Bindegewebstumor, indem es ein Onkogen Ubertragt (v-Src), welches fur die virade Src-Kinase kodiert.
Normale Zellen besitzen das zelluldre c-Src-Gen, welches fiir die cSrc-Kinase kodiert.®”
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(100-200 nM) wird sowohl bel normalen als auch bel transformierten Zellen der
Zellzyklusin der G2-Phase blockiert.*

Durch RoOntgenstrukturanalyse konnte die Lage des Inhibitors in der CDK
bestimmt werden. Das Indolocarbazol-Ringsystem liegt demnach in der
hydrophoben Spalte, die auch von den heterozyklischen Systemen der anderen
Inhibitoren eingenommen wird. Neben den Uberwiegend hydrophoben
Wechsalwirkungen existieren zusétzlich vier wichtige Wasserstoffbriicken-
bindungen, und zwar zwischen dem Lactam-NH und dem Peptid-Carbonyl-
sauerstoffatom von Glu81 sowie zwischen dem Lactam-Carbonylsauerstoffatom
und der NH-Gruppe von Leu83. Die protoniert vorliegende Methylamino-
funktion bildet zwel Wasserstoffbriicken aus, eine zum Carboxylat von Asp86
und eine weitere zum Peptid-Carbonylsauerstoffatom von GIn131."

Ein in den gleichen Mikroorganismen wie Staurosporin natrrlich vorkommen-
des Staurosporinderivat ist das 7~Hydroxystaurosporin UCN-01 (41). UCN-01
It etwas weniger aktiv als Staurosporin, zeigt jedoch ene etwas hohere
Sdlektivitdt fir CDK und PKC verglichen mit anderen Kinasen. Die Substanz ist
Im Enzymtest gleichermal3en aktiv bei CDK1, 2 und 4 mit 1Cs-Werten um
30 nM. PKC wird mit einer IC5, von 7 nM am stérksten gehemmt,** wahrend
UCN-01 bei GSK-3b mit einer ICx, von 70 nM wirkt.™ In bestimmten Zelllinien
(A549) kann man eine dosisabhangige Abnahme von phosphoryliertem pRb
beobachten, in malignen Glioma-, Magen- und Brustkrebszellen wird Apoptose
induziert und in Zellzyklusanalysen wurde eine Hemmung des G1/S-Ubergangs
gefunden.™ Insgesamt besitzt UCN-01 Antitumoreigenschaften bei einer Reihe
von Nagetier- und humanen Tumoren in vitro und in vivo. Aufgrund des
Interessanten Grundgeristes wurden verschiedene synthetische Abwandiungen
durchgefiihrt, aber wegen der immer noch relativ geringen Selektivitét ist es bei
den daraus erwachsenen Derivaten wie auch bei Staurosporin und UCN-01 sehr
schwierig, die Ziele auszumachen, die in vivo getroffen werden.*** Zur Zeit
befindet sich UCN-01 in Phase Il der Kklinischen Prifung as Antitumor-
Wirkstoff. ™
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Flavopiridol und Derivate

OH O] OH @)

HO o) CH,
OH OH

) )
CH, CH,
Rohitukin (42) Flavopiridol (1)
Ki: 4LnM CDK1
65nM CDK4
|Cso: 100-400nM CDK?2
300nM CDK?7

21000 nM EGFR-Kinase
122 000 nM PKA
6000nM PKC
450 M GSK-3b

Flavopiridol (1) ist ein synthetisch gewonnenes Flavon, dargestellt bei Hoechst
Marion Roussal als Derivat eines naturlich vorkommenden Alkaloids, welches
aus der Stammrinde ener indischen Pflanze (Dysoxylum binectariferum)
gewonnen wurde. Dieses Alkaloid kommt in der indischen Volksmedizin zur
Anwendung und ist identisch mit Rohitukin (42) aus Amoora rohituka. Eine
Reihe von synthetischen Abwandlungen von Rohitukin wurde auf die Aktivitéat
bei EGFR-Kinase, be PKA und die zytotoxische Wirkung auf humane und
Mause-Krebszelllinien getestet, wobel Flavopiridol durch eine zytotoxische
Potenz auffiel, die nicht mit der maigen Wirkung bel EGFR-Kinase (1Cs, = 21
HM) und PKA (ICg = 122 uM) zu vereinbaren war. Das NCI (National Cancer
Ingtitute, Bethesda USA) stellte eine deutliche Aktivitdét bel CDK fest, wobei
keine nennenswerte Selektivitét zwischen CDK1, CDK2, CDK4 und CDK7 zu
finden war.®

Flavopiridol hemmt CDK durch ATP-Kompetition, wie durch Assays mit
variierenden Substrat- oder ATP-Konzentrationen festgestellt werden konnte.
Fur die Enzymtests wurde immunprézipitierte CDK1 oder gereinigte Seestern-
CDK1/Cyclin B verwendet. Die Herkunft der CDK1 hatte auf die 1Csy keinen
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groRen Einfluss® Die K; fir Seestern-CDK1 betrgt 41 nM und fir
rekombinante CDK4 65 nM.*

Bel Verwendung von Immunkomplex-Kinase-Assays wurde bel CDK7 eine | Cxy
von 300 nM gefunden, wéahrend die Werte bet CDK2 mit 100-400 nM
angegeben werden.™® Die Ergebnisse in der Literatur stimmen nicht immer
Uberein. Dies hangt mit den jeweils verwendeten CDK-Assays zusammen, die
zum einen mit unterschiedlich gewonnenen Kinasen arbeiten, zum anderen mit
verschiedenen ATP-Konzentrationen, wobel letzteres wegen des ATP-
kompetitiven Wirkmechanismus von Flavopiridol der ausschlaggebende Faktor
sein diurfte. Fur die Testung mit CDK2 in einem Immunkomplex-Kinase-Assay
wird en ICs-Wert von 100nM bei einer ATP-Konzentration von 400 uM
angegeben.®® AuRerdem wurde eine 1Cs, von 6 UM bel PKC® und eine von
450 "M bei GSK-3b** beschrieben.

Flavopiridol verursacht weder DNS-Strangbriiche noch interkaliert es in den
DNS-Doppelstrang.® In relativ hohen Konzentrationen von 10-50 pM, die tiber
den pharmakologischen Konzentrationen liegen, wurde allerdings eine Bindung
an Doppelstrang-DNS beobachtet.” Es existieren Theorien, welche Flavopiridol
Wirkungen auf die DNS in vivo unterstellen. Diesen Uberlegungen liegt unter
anderem zugrunde, dass bei Durchfihrung einer NCI-COMPARE-Anayse
(seheKapitel 10.3.3) eine Korrelation von Flavopiridol-Daten mit den Werten
von DNS-interagierenden Substanzen wie Actinomycin D gefunden wurde.**®
Ein direkter Effekt auf den Nukleosidtransport wurde nicht angenommen, dain
bestimmten Zellen (MDA468) nach zweistiindiger Exposition kein Effekt auf
die Thymidin-Inkorporierung in die DNS festzustellen war.®

Be Zdlzyklusanaysen wurde ein Stopp in der G1-Phase oder am G2/M-
Ubergang sowie eine deutliche Verlangerung der SPhase beobachtet.>® Nach
Flavopiridol-Einwirkung kommt es bei verschiedenen Zélllinien zu einer Herab-
regulierung der Cyclin D1-Transkription, Abnahme der CDK4 und/oder CDK 2-
Aktivitat und einer gehemmten pRb-Phosphorylierung in den Zellen.**%
Nachdem in friheren Publikationen zu finden war, dass Flavopiridol die
Proliferation aktiv wachsender Zellen abnehmen lasst, aber an ruhenden Zellen
nicht zytotoxisch zu wirken scheint,® lassen neuere Untersuchungen den Schluss
zu, dass Flavopiridol eher zytotoxisch as zytostatisch wirkt, in einer Vielzahl
von Tumorzelllinien Apoptose induziert und sogar nicht proliferierende Zellen
hemmen kann.?**® Unklar ist, ob diese Wirkungen nur Uber eine CDK-
Hemmung vermittelt werden. Beispiel sweise wurde unabhangig vom Zellzyklus
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Apoptose beobachtet, welches auf in vivo Wirkungen neben der beschriebenen
CDK -inhibitorischen Wirkung hindeutet.

In vitro und in vivo Experimente machen deutlich, dass Flavopiridol enen
groleren Effekt auf Tumorzellen hat ads auf normae Zellen. Bel
Untersuchungen mit einem menschlichen Tumorxenograft an Méausen erbrachte
Flavopiridol ebenso gute Ergebnisse wie Standardzytostatika. Verglichen mit
diesen hat Flavopiridol eine moderat hohere Aktivitdt gegen bestimmte
Melanome und eine deutlich stérkere Wirkung auf Prostatakarzinome. Diese
Ergebnisse wurden in préklinischen in vivo Untersuchungen bestétigt.®

Zur Zeit befindet sich Flavopiridol in der 2. Phase der klinischen Prifung fir
eine Monotherapie und in der 1. Phase der klinischen Prifung fir eine
Kombinationstherapie mit Paclitaxel und Cisplatin. Nach Infusionen Uber 72
Stunden war es moglich, in der Phase Il (Monotherapie) Plasmaspiegel zu
erreichen, welche die fur eine CDK-Inhibition in zellfreien Assays bendtigte
Konzentration tbersteigen. Die haufigsten toxischen Wirkungen sind Diarrhoe,
Hypotension und Neutropenie. Aus den ersten Phasell-Versuchen lasst sich
schlief3en, dass Flavopiridol in Monotherapie eine begrenzte Antitumorwirkung
hat, wéhrend die Kombinationstherapie vor alem mit Paclitaxel as sehr
vielversprechend angesehen wird. Allerdings gibt es auch bereits Berichte Gber
Flavopiridol-resistente Tumore.?

Ein vollig neues Einsatzgebiet fir Flavopiridol ergibt sich aus einer klrzlich
publizierten Untersuchung, die besagt, dass Flavopiridol in einem Tiermodell
nach kinstlich ausgeléstem Schlaganfall das verzogerte Absterben von
neuronalen Zellen im Bereich des geschadigten Gewebes verhindern kann.
Flavopiridol wurde den Tieren vor und wahrend des ischamischen Verschlusses
intracerebroventrikuldr verabreicht und hatte vorerst keine Wirkung auf die
physiologischen Parameter vor oder wahrend des Verschlusses. Flavopiridol
verursachte im Anschluss an den Schlaganfall alerdings eine drastische
Verminderung des Absterbens neuronaler Zellen (43 % mit Placebo, 7% mit
Flavopiridol). Hieraus l&sst sich schlief3en, dass auf diesem Gebiet eine weitere
Anwendungsméglichkeit fir CDK -Inhibitoren existieren kénnte.*’
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Deschloroflavopiridol (43)
|Cso: 208 M CDK2

Ein Flavopiridolabkbmmling ohne Chlorsubstitution am Phenylrest ist das
Deschloroflavopiridol (43), welches verglichen mit Flavopiridol (1) eine fast um
den Faktor 10 verminderte Aktivitat bei CDK2 aufweist.

Die Bindung der Flavopiridolderivate in der ATP-Bindungstasche wurde durch
Kristallisation von Deschloroflavopiridol und Flavopiridol jewells im Komplex
mit CDK2 und RoOntgenstrukturanalyse der Kristalle untersucht. Die
Ausrichtung und Wechsalwirkung dieser Inhibitorklasse soll anhand von
Deschloroflavopiridol erlautert werden, welches auf gleiche Art und Weise an
die CDK2 bindet wie Flavopiridol.”® Beim Vergleich der monomeren CDK2
ohne ATP mit dem CDK2/ATP-Komplex und dem CDKZ2/Deschloroflavopiri-
dol-Komplex wurden in der Struktur des Enzyms bzw. der Orientierung der
Doménen keine signifikanten Unterschiede festgestellt. In der ATP-Tasche
nimmt der Benzopyranring von Deschloroflavopiridol ungefdhr die Region en,
die sonst vom Puringrundgerist des ATP belegt wird. Dabei liegt der
Heterozyklus des Inhibitors etwain der gleichen Ebene, aber um ca. 60° gedreht
bezogen auf die Bindung, die die beiden Ringe des jeweiligen Bizyklus
verbindet. Die Interaktionen zwischen Deschloroflavopiridol und CDK2 sind
vorwiegend hydrophober Natur, wobei hier mehr Kontakte zu finden sind als
zwischen ATP und CDK2. 43 % der Wechsaelwirkungen werden durch €10,
Leu83 und Leul34 unterstitzt. Zwel CDK2-Reste, His84 und Lys89 sind fir
(deschloro)flavopiridolspezifische  Kontakte  zum  Phenylsubstituenten
verantwortlich, wobei Lys39 durch den Inhibitor von der ATP-Bindungstasche
wegbewegt wird. Die hdhere Aktivitét von Flavopiridol verglichen mit seinem
Deschloroderivat kdnnte durch die stdrkeren Wechselwirkungen des
Chlorsubstituenten zu LeulO, Phe82 und Leu83 begriindet sein.® Zwischen

75



Aminosduren der CDK?2 und Deschloroflavopiridol bestehen zwel Wasserstoff-
briickenbindungen zum Benzopyranring und drel zum Hydroxypiperidin-
Substituenten. Zusétzlich kann noch je ein Wassermolekll eine Briicke zu den
beiden Heterozyklen bilden. Das Peptid-Carbonylsauerstoffatom von Glu81
interagiert mit der Hydroxylgruppe am C5 des Benzopyran, eine Wechsdl-
wirkung, die ATP (4) durch seine Aminogruppe am C6 unterstiitzt, wahrend die
Inhibitoren aus der Purinreihe (z.B. Olomoucin (7), Roscovitin (8), Purvalanol B
(14)) dies durch ihr C8 tun. Die zweite Wasserstoffbriicke zum Benzopyran
besteht zwischen dem Leu83-NH und dem Carbonylsauerstoffatom in Position 6
des Inhibitors. Dieser Position entsprechen das N1 in ATP und das N7 der
Inhibitoren mit Puringrundgertst. Der N-Methylpiperidinring befindet sich im
Enzym in einer Region, die von den Purinen nicht erreicht wird und einem Tell
der a-Phosphattasche des ATP entspricht. Die Carboxylgruppe von Aspl45
entwickelt dabel  ionische  Wechselwirkungen zum  protonierten
Piperidinstickstoffatom und eine Wasserstoffbriickenbindung zum Hydroxyl-
substituenten, welcher eine weitere zum Lys33 ausbildet.*’

Diese Untersuchungen erklaren, warum bestimmte Strukturabwandiungen von
Flavopiridol zu Aktivitatseinbuf3en fuhrten. Ersetzt man den Chlorsubstituenten
durch eine Fluor-, Brom-, Hydroxyl- oder Methylsubstitution, so gelangt man zu
schwécheren Inhibitoren, welche im Falle eines Brom- oder Fluorsubstituenten
eine halbierte inhibitorische Aktivitét bei CDK4 und CDK7 verglichen mit der
bei CDK2 aufweisen. Tauscht man den Phenyl- gegen enen 2-, 3- oder 4-
Pyridylrest, so nimmt die Aktivitat insgesamt ab, wobel ein 4Pyridylrest die
inhibitorische Wirkung bei CDK4 und CDK7 im Vergleich zu der bei CDK2
wesentlich drastischer senkt. Sobald man den N-Methylpiperidinylring in
Deschloroflavopiridol durch einen Pyridylring ersetzt, gelangt man zu ener
bevorzugten Wirkung auf CDK4. Zusétzliche Chlorsubstituenten am Phenylring
vermindern die Aktivitdt bel CDK2 (2,4-Chlor: ICso bei CDK2 = 0.55 uM; 2,5
Chlor: I1Csy bei CDK2 = 4.87 uM). Ein Ersetzen des Phenylrestes durch eine
Ethyl- (ICs bei CDK2 = 9.75 uM) oder Propylgruppe (ICso bei CDK2 = 4.5
UM) hat einen entsprechenden Effekt. Ahnliche Werte erreicht man auch durch
Austausch der 5 und 7-Hydroxylgruppierungen durch Methoxysubstituenten
(ICs bei CDK2 =7 puM).?
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| CH,
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OH OH OH
OCH,
i | i
CH, CH, CH,
44 45 46
ICs: <10pM CDK1 ICs: <10pM CDK1  ICs: <10pM CDK1
<10yM CDK2 <10uyM CDK2 <10uyM CDK2
<100uM CDK4 <100uM CDK4 <100uM CDK4

Insgesamt fuhrten ale Strukturabwandlungen an Flavopiridol bisher zu weniger
aktiven Verbindungen. So patentierte Bristol-Myers Squibb Thioflavone (z.B.
44) und Substanzen, die Zwischenprodukte der Flavopiridolsynthese darstellen
(z.B. 45 und 46). Die IC5, Werte fir solche Derivate werden mit <10 uM fur
CDK1 und CDK2 sowie < 100 pM fiir CDK4 angegeben.*®

OH (0] OH 0]
HO l 0) HO (@]
Clom,p
‘ OH AN
)
CH

3

47 48
1Cso: <50uM CDKA4 1Cso: <50uM CDKA4

Andere Abwandiungen fuhrte eine Arbeitsgruppe der Firma Mitotix vor allem
am Phenyl- und am Piperidinylring durch (z.B. 47 und 48). Beide Verbindungen
weisen eine Aktivitdt an CDK4 mit 1Cso-Werten unter 50 uM auf.™®

7l



Butyrolacton |

Butyrolacton | (49)

Cs0: 068 UM CDKZL1/Cyclin B

15uM CDK2/Cyclin A
1000 uM CDK4/Cyclin D
15uM CDK5/p35
A pM MAP-Kinase

260 UM PKA
160 yM PKC
100 pM  GSK-3b

Butyrolacton | (49) stellt einen weiteren Naturstoff dar, der zuerst in Aspergillus
terreus var. africanus gefunden und anschliefend aus Aspergillus F-25799
Isoliert wurde. Butyrolacton | ist selektiv inhibitorisch aktiv bei CDK1/Cyclin B,
CDK2/Cyclin A und CDK5/p35, wahrend es keine vergleichbare Aktivitét an
anderen Kinasen wie CDK4, MAP-Kinase, PKA, PKC*** oder GSK-3b™
aufweist. Es wurde festgestellt, dass pRb- und Histon H1-Phosphorylierung
gehemmt werden kdnnen. Aulerdem wird Uber einen antineoplastischen Effekt
an verschiedenen Krebszdllinien mit 1Cg-Werten um 50 UM berichtet. In
Z€ellzyklusuntersuchungen wurde ein dosisabhéngiger Stopp in der spaten G1-
Phase oder am G2/M-Ubergang beobachtet, welcher zur beschriebenen CDK 1-
und CDK 2-Hemmung passt. %0432

Bel der Behandlung von Colonkarzinom-Zelllinien mit Butyrolacton | wurde die
Proliferation der Zellen gehemmt. In einer von vier Zelllinien wurde daneben
eine Erhdhung von p53 und Apoptose durch den Inhibitor festgestellt.*
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Acridon-Derivate

S
NH
H
@)
o Kﬁ
H H H
N NH, N N\)k HN
CoC C
S S O
50 51

[Cso: >60puM CDKZL/Cyclin A [Cso: 70uM CDKZL/Cyclin A
>8 uM CDK2/CyclinE >100 uM CDK2/Cyclin E
> 100 uM CDK2/Cyclin A > 100 uM CDK2/Cyclin A
6.8 UM CDK4/Cyclin D 11 uM CDK4/Cyclin D

Ein Patent Gber zwei Gruppen von CDK-Inhibitoren, deren Aktivitéd bet CDK4
groféer ist as die bei CDK1 und CDK2, wurde vom US Department of Health
and Human Services angemeldet. Bel der ersten Gruppe handelt es sich um
Acridin-9-thionderivate wie 50 und 51. Belde Verbindungen wirken bel
CDK1/Cyclin B und CDK2/Cyclin A oder E mit 1Cs-Werten zwischen 60 und
100 uM, wéhrend CDK4/Cyclin D mit 1Cg-Werten von 1 bis 7 uM wesentlich
stirker gehemmt wird.” Das Zied der Untersuchung war, CDK4-selektive
Wirkstoffe zu finden, die eine spezifische Wirkung auf Zelllinien mit pl6-
Verénderungen wie Deletion, Mutationen im Gen oder verminderter
Transkription aufweisen. Dazu wurden die 60 Zdllinien des in vitro
Tumorzelllinien-Screenings des National Cancer Institute (siehe Kapitel 10.3.3)
auf solche Mutationen untersucht, die bel einer Vielzahl der Zdllinien zu finden
waren. Be de Messung der CDK4-Inhibition von 50 wurden ATP-
Konzentrationen von O bis 600 UM zugesetzt. Uberraschenderweise veranderte
eine steigende ATP-Konzentration die Aktivitét von 50 nicht, so dass hier keine
ATP-Kompetition vorliegen konnte. Bel Untersuchungen der Wirkung von 50
auf die Bindung von normalem p16 an CDK4 wurde eine deutliche Reduzierung

" Die biologischen Daten waren durch die Angaben in der Literatur nicht zweifelsfrei zuzuordnen.
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der gebildeten Komplexe (70 %) durch 50 (100 uM) gefunden, welches die
Autoren veranlasst, fur 50 einen Wirkmechanismus analog zu p16 zu vermuten.
Dies ist bisher die einzige Verbindungsklasse von kleinen synthetischen CDK-
Inhibitoren, fir die ein nicht ATP-kompetitiver Wirkmechanismus angenommen
wird.'%®

Thiadiazine

o ,0 N

,0
S S
\ITIH SNH
N F /k
ITI Cl
HN CH,

52 53
[Cso: >100uM CDKZL1/Cyclin A ICsp:  >100puM CDKZ1/Cyclin A
>100 uM CDK2/Cyclin E >100 M CDK2/Cyclin E
>100 yM CDK2/Cyclin A > 100 yM CDK2/Cyclin A
50uM CDK4/Cyclin D 14 uM CDK4/Cyclin D

Be der Durchfihrung einer COMPARE-Analyse wurde 50 als Referenz
verwendet und die Gls;-Muster des in vitro Tumorzelllinien-Screenings des NClI
mit bereits vorliegenden Daten vom US Department of Health and Human
Services verglichen. Dabel wurde eine zweite Gruppe von CDK-Inhibitoren
gefunden, welche Ubereinstimmungen mit 50 aufwiesen (Korrelations-
koeffizienten > 0.6). Es handelt sich um Benzothiadiazine, in deren Grundkorper
die Heteroatome unterschiedliche Positionen  ennehmen  konnen,
Benzo[€][1,2,3]thiadiazin-1,1-dioxide, zB. 52, oder Benzo[€][1,2,4]thiadiazin-
1,1-dioxide, z.B. 53. Diese wirken wie die Acridonderivate starker bei CDK4 als
bei CDK1 und CDK2 Allerdings wird ihnen en etwas anderer
Wirkmechanismus als Verbindung 50 zugeschrieben, da sie die Bindung
zwischen p16 und CDK4 nicht |6sen oder verhindern kénnen, 8%

" Die biologischen Daten waren durch die Angaben in der Literatur nicht zweifelsfrei zuzuordnen.
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Phenylpyrimidin CGP 60474
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CGP 60474 (54)

ICso: 17nM CDK1
50nM CDK2
600 nM  erkl

Neben Purinderivaten 30, 31 und 32) entwickelten Wissenschaftler der Firma
Novartis auch den CDK -Inhibitor CGP 60474 (54) mit neuer Grundstruktur.%°
Ein Pyrimidin ist zwar auch bel Newcastle/Astra Zeneca ds CDK-Hemmer
Identifiziert worden, aber bei diesem (NU6027 (35)) handelt es sich im Prinzip
um ein ringgedffnetes Guanosinderivat, bel welchem eine Nitrosogruppe als
entscheidendes  Strukturelement fiir die Aktivitdt angesehen wurde® Das
Phenylpyrimidin CGP 60474, welches keine Nitrosofunktion fir die Ausbildung
einer intramolekularen Wasserstoffbriicke besitzt, erwies sich als aktiv bei
CDK1 und CDK2, wahrend es gegeniber Kinasen wie erk1,?® PKCa, und
CDK4 schwéacher wirkte. Bel letzteren wurden 1Csy-Werte im submikromolaren
bis mikromolaren Bereich gefunden. Weltere Kinasen wurden nicht beeinflusst
(z.B. p38," ™™ andere PK C-Subtypen). Bei Untersuchungen an Zellen (U2-0OS)
wurde eine dosisabhangige, reversible G1/S-Blockade festgestellt, wahrend
andere Zellen (U2-OSTag) einen Stopp in der G2-Phase aufwiesen. Laut
biochemischer Anadyse sorte die Anwesenheit von CGP 60474 die
Komplexbildung von CDK und Cyclin, so dass keine funktionierenden
CDK/Cyclin-Komplexe gebildet wurden. Dieses Phdnomen konnte durch eine
Wechselwirkung von CGP 60474 mit bisher nicht identifizierten Zielen
zusammenhangen, die wiederum Einfluss auf die Komplexbildung von CDK
und Cyclin besitzen.™

" p38 gehdrt zu den Serin/Threonin-Kinasen und dabei zur Unterfamilie der MAP-Kinasen.”™

81



Pyrido[4,3-d]pyrimidine und Pyrimido[4,5-d]pyrimidine
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55 56

Vor kurzer Zeit wurden Pyridopyrimidine und verwandte stickstoffhaltige
Bizyklen ds selektive Inhibitoren von EGFR-Kinase entwickelt (z.B. A.M.
Thompson™, G.W. Rewcastle™). Durch Anderung der Substitutionsmuster
wurde nun eine Verlagerung der Selektivitét erreicht. Mitarbeiter der Firma
Warner Lambert beschreiben in einem Patent die Synthese von Oxopyrido-
pyrimidinen (z.B. 55) und Oxopyrimido-pyrimidinen (z.B. 56), welche as
Inhibitoren fir CDK und Tyrosinkinasen entwickelt wurden. 66: R: Amino-,
Thioether-, Sulfoxid-, Sulfon-, jewells mit Alkyl, Aryl- oder Hetarylresten
substituiert; R* = Alkyl-, Aryl-, Hetaryl-; R?, R® = Halogen- oder NH,-; X = O,
S, N).™

Naphthyridone

@
H,CO NP § K/N WP §
O, 000,

Y 58

Ebenfalls zu den Substanzen der Firma Warner Lambert gehtrt eine Reihe von
Naphthyridonen (57, 58), welche sich mit ICsp-Werten m nanomolaren Bereich
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as CDK-inhibitorisch aktiv erwiesen, aber nur als méldig selektiv innerhab der
CDK-Familie. (Bel der Testung wurden verschiedene ATP-Konzentrationen fir

unterschiedliche CDK verwendet.)™®

Pyrido[2,3-d]pyrimidine

. O

59
ICso: 6/5nM CDK1/Cyclin B
270nM CDK2/Cyclin E
58 nM CDK2/Cyclin A
45nM CDK4/Cyclin D

1Cso: 1015nM
410 nM

129 nM

620 nM

3295 nM

21 000 nM

60

CDK1/Cyclin B
CDK2/Cyclin E
CDK2/Cyclin A
CDK4/CyclinD
FGFr-Tyrosinkinase
cSrc-Kinase

Wissenschaftler der Firma Warner Lambert stellten auferdem Pyrido[2,3-
d]pyrimidine dar (59, 60). Vebindung 59 hemmt CDK1/CyclinB und

CDK2/Cyclin E im submikromolaren Bereich und CDK2/Cyclin A mit 58 nM.
Am aktivsten ist 59 aber bei CDK4/Cyclin D (ICs = 45 nM).**°
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61 62
ICs0: >40000nM CDK1/Cyclin B ICso: 91nM CDKZ1/Cyclin B
165nM CDK2/Cyclin E 1200nM CDK2/Cyclin E
209nM CDKZ2/Cyclin A 238nM CDK2/Cyclin A
8nM CDK4/Cyclin D 7833nM CDK4/CyclinD
8620 nM FGFr-Tyrosinkinase 44 200 nM  FGFr-Tyrosinkinase
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63 64

1Cso: 299nM CDK1/Cyclin B [Cso: 2000nM CDKZL1/Cyclin B

112nM CDK2/CyclinE 58 nM CDK2/Cyclin E

50nM CDK2/Cyclin A 37nM CDK2/Cyclin A

553 nM CDK4/Cyclin D 1495nM CDK4/Cyclin D

6 600 nM FGFr-Tyrosinkinase 5290 nM FGFr-Tyrosinkinase

Vor kurzem wurde Uber die Weiterentwicklung der Pyridopyrimidine berichtet,
welche bel Parke Davis bzw. Warner Lambert durchgefihrt wurde.

Die Leitstruktur 60 hemmt CDK4/Cyclin D mit einer ICsy von 620 nM und zeigt
eine gewisse Selektivitét fir CDK gegentiber anderen Kinasen mit |Cg-Werten
von 0.129 bis 1.015 puM. Hierbel findet man fir cSrc-Kinase eine 1C5, von



21 uM und fur die FGFr-Tyrosinkinase (Fibroblast Growth Factor Receptor
Tyrosinkinase) eine 1Cs, von 3.7 uM.

Nach Synthese einer Vielzahl von Derivaten konnte beobachtet werden, dass
sich Alkylamine als Substituenten an der C2-Position negativ auswirken,
wahrend Anilinoreste, noch besser aminosubstituierte Anilinoreste einen
positiven Einfluss haben. Dabel war es besonders glnstig, den
Aminosubstituenten des  Anilinosubstituenten  in enen  aiphatischen
Heterozyklus einzubinden.

Be de Verdnderung des N8-Substituenten ergab sich, dass Cycloalkyl-
gruppierungen einen positiveren Einfluss hatten as Arylsubstituenten oder
Alkylketten. Bel der Kombination dieser Erkenntnisse entstand eine Reihe von
ca. 20 Substanzen, die eine hohe Aktivitét bei CDK4/Cyclin D aufwiesen, mit
|Cso-Werten von 4nM bis 2.1 uM. Um die Selektivitét zwischen verschiedenen
Kinasen zu Uberprifen, wurden Tests an CDK1/Cyclin B, CDK2/Cyclin A und
CDK2/Cyclin E, CDK4/Cyclin D und an reprasentativen Tyrosinkinasen wie
z.B. FGFr-Tyros nkinase durchgeftihrt.

Die Gruppe der Pyrido[2,3-d]pyrimidine weist verschiedene Selektivitatsmuster
auf, die von der Subgtitution am C2 und N8 abhangen. Die interessantesten
Ergebnisse in Bezug auf eine CDK4-Selektivitét zeigt Substanz 61 mit 15fach
hoherer 1Csy bei CDK4/Cyclin D (8 nM) verglichen mit der von CDK2/Cyclin A
oder CDK2/Cyclin E (209 nM, 165 nM), 1000fach schwéacherer Wirkung auf
FGFr-Tyrosinkinase (ICso=8.62 puM) und praktisch ohne Wirkung auf
CDK1/Cyclin B. Zwe weltere Derivate, 63 und 64, waren wiederum 10-40fach
aktiver bei CDK2/Cyclin A im Vergleich zur Wirkung bet CDK4/Cyclin D. Ein
drittes Profil ergab Substanz 62, welche aktiver bei CDK1/Cyclin B war as bel
anderen CDK oder Tyrosinkinasen. Fir die Bestimmung der Inhibition von
CDK4/CyclinD wurde ene Konzentration von 25uM ATP, fir
CDK1/Cyclin B, CDK2/Cyclin A und CDK2/CyclinE wurde 12puM ATP
elngesetzt.

Mit diesen Verbindungen wurden anschlief?end Untersuchungen an pRb-
positiven Zdllinien durchgeftihrt, welche ergaben, dass schon Substanzen mit
nur leichter Selektivitdt fur CDK4/Cyclin D einen Stopp in der Gl-Phase
bewirken, wahrend speziell fur den Inhibitor 61 berichtet wurde, dass er
menschliche Darmkrebszellen (HCT116) mit einer 1Cs von 0.21uM hemmt.
Durch Kristalisation von 59 im Komplex mit CDK2 wurde die Bindung der
Pyrido[2,3-d]pyrimidine in der ATP-Tasche untersucht. Das Leu83-NH bildet
demnach eine Wasserstoffbriickenbindung zum Stickstoffatom in Position 3 des
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heterozyklischen Grundgeristes von 59, wéhrend das C2-NH von 59 eine
Wasserstoffbriickenbindung zum Carbonylsauerstoffatom von Leu83 ausbildd.
Obwohl der Pyrido[2,3-d]pyrimidin-7-on-Ring &hnlich in der ATP-Tasche
ausgerichtet ist wie der Purinring von ATP, bildet der Inhibitor nicht die
gleichen Wasserstoffbriickenbindungen aus. Bel 59 fehlt die fir ATP und eine
Reihe von Inhibitoren typische Briickenbindung zum Peptid-Carbonyl sauerstoff-
atom von Glu81.*

4-Amino-chinazoline
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65

ICso: 0.65uM CDK2/Cyclin E
210 yM CDK4/Cyclin D

Chinazoline bieten eine gute Grundstruktur fir Wirkstoffe, die in der ATP-
Tasche von Enzymen binden sollen. Deshalb haben Wissenschaftler der Firma
Du Pont ebenfalls Chinazoline mit Tyrosinkinase-inhibitorischer Aktivitét so
abgewandelt, dass die Selektivitdt sich zugunsten ener CDK-Inhibition
verlagert. Hierbei  wurden  Aminochinazoline mit  unterschiedlichen
Substitutionsmustern in 2, 4 und 6-Position untersucht. In Position 4 werden
einige Alkylaminogruppen toleriert, wahrend die 2-Position sensitiver ist. In
Position 6 haben Arylsubstituenten positive Auswirkung gezeigt. Ein Ergebnis
dieser Entwicklung ist 65, welches CDK2/Cyclin E mit einer ICgy von 0.65 uM
und CDK4/Cyclin D mit @ner ICs von 2.10 uM hemmt.*
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4-Amino-chinazoline, Kristallstruktur mit CDK 2

Br/©\NH HO/©\NH

> OCH, = OCH,
N N
N OCH, N OCH,
66 67
ICso: 250pM CDK?2 ICso: 1uM CDK1/Cyclin B

29pM EGFR-Kinase

Eine Arbeitsgruppe von Glaxo Wellcome untersuchte Kristale enes 4-
Anilinochinazolins im Komplex mit CDK 2, um die Ausrichtung von Inhibitoren
mit Anilinochinazolinstruktur in der ATP-Tasche von Kinasen zu untersuchen.
Die verwendete Verbindung 67 stellt ein Derivat eines bel Warner Lambert
synthetiserten Kinase-Inhibitors (66) dar. Substanz 66 hemmt EGFR-Kinase
mit einer 1Cs, von 29 pM, wahrend CDK2 nur mit einer 1C5, von 250 uM
inhibiert wird. Fir die Rontgenstrukturanalyse verwendeten die Autoren einen
relativ schwachen CDK-Inhibitor (67) mit einer ICsq von 1 uM bei CDK2. Der
Chinazolinring interagiert mit den Resten 81-83 der Hinge-Region der CDK.
Die 3'-Hydroxyanilinogruppe an der 4-Position des Grundgeriistes befindet sich
dicht an PheB0. Der Phenylsubstituent des Anilinosubstituenten ist praktisch
koplanar mit dem Bizyklus des Inhibitors, wobel Wechselwirkungen mit dem
Phenylrest von Phe80 und eine sandwichartige Einlagerung zwischen den
Seitenketten von Val8 und Alald4 zu beobachten sind. Wasserstoffbriicken-
bindungen befinden sich zwischen dem Chinazolin-N1 und dem Leu83-NH
sowie zwischen der 3‘'-Hydroxygruppe und Aspl45 und Lys33. Im Vergleich
mit ATP war eine Koplanaritdt von ATP-Purin- und 67-Chinazolinring zu
beobachten, allerdings war der Chinazolinring im Vergleich zum Purin verdreht,
wie es auch schon bei den meisten anderen Inhibitoren beobachtet wurde. 67
besitzt keinen mit dem ATP-Riboserest deckungsgleichen Bereich, alerdings
nehmen sowohl Dimethoxybenzoanelland als auch der Hydroxyphenylrest
Bereiche in der ATP-Tasche en, die nicht von ATP belegt werden.>’
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Chinolinone und Naphthyridin-4-one
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68 69 70
ICso: S50UM CDK1 ICso: 130pM CDK1 ICs: >1000uM CDK1
DM cdc25 1M cde25 5uM cdc25

Aus Saudi-Arabien wird von der Synthese von Chinolin-4-onen und 1,7-
Naphthyridin-4-onen, welche potentielle CDK1- oder cdc25-Phosphatase
Inhibitoren darstellen, berichtet. (Zu cdc25-Phosphatase siehe Kapitel 2.5.2)
Die Aktivitét bei CDK1 lag bei keiner der getesteten Substanzen unter 130 pM
(1Cs0). Eine erwdhnenswerte Aktivitdt bei cdc25-Phosphatase zeigte nur ein
Pyrido[1,2,3-d,€][2,3-b] pyrido-1,4-thiazin (68), ein 8-Phenylthiochinazolin-3-
carbonsdureester (69) und eine 8-Phenylthio-1,7-naphthyridin-3-carbonsaure
(70). Im ,,NCI drug screening* zeigten von den abgebildeten Verbindungen nur
68 und 70 an den 60 Tumorzelllinien Gls,-Werte unter 100 uM.™

CDK4-sdlektive 2,4-Diamino-1,3-thiazole

NH,
@j\o
NS

NO,
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Von Agouron Pharmaceuticals wurden Diaminothiazole wie 71 patentiert, die
Aktivitét bei CDK1, 2, 4 und 6 aufwiesen.”

H H oS cl
Cl
CF,
72 73
ICs0: 20nM CDK1/Cyclin B I1Cso: 233nM CDK1/Cyclin B
6.8nM CDK2/Cyclin A 310nM CDK2/Cyclin A
6.3nM CDK4/CyclinD 7nM CDK4/Cyclin D
H,C
N/w
(o
N
A Y0
S
H cl
Cl
74

ICso: 827 nM CDKZ1/Cyclin B
482 nM CDK2/Cyclin A
2nM CDK4/Cyclin D

Ebenfalls bei Agouron wurden 72, 73 und 74 synthetisiert, von denen vor alem
73 und 74 eine ausgeprégte Salektivitét fur CDK 4/Cyclin D besitzen verglichen
mit der Wirkung auf CDK1/Cyclin B oder CDK2/Cyclin A. Wéhrend 72 noch
aquipotent auf CDK2/Cyclin A und CDK4/Cyclin D wirkt und nur einen drei-
fach hoheren ICs-Wert bei CDK1/Cyclin B zeigt, hemmt 73 CDK4/Cyclin D
schon 30- bis 40fach stdrker als CDK1/Cyclin B und CDK2/Cyclin A. Am
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ausgepragtesten ist diese Selektivitét bei 74 zu sehen, welches mit einer 1Cs von
2nM sehr aktiv bei CDK4/Cyclin D ist und um das 240- bzw. 410fache
schwécher auf CDK2/Cyclin A und CDK 1/Cyclin B wirkt.*®

1,3 Thiazole

H,N

A A
75

[Cso: <50uM CDK1/Cyclin B
<50 uM CDK2/Cyclin E
<50 uM CDK4/Cyclin D

Eine andere Reihe von 1,3-Thiazolen (z.B. 75) wurde von Bristol-Myers Squibb
patentiert. Diese Verbindungen besitzen in 2-Position vorzugsweise eine
Substitution durch eine Harnstofffunktion und haben an Position 4 einen lipo-
philen Bereich Uber eine Schwefelbriicke angeknlpft. Die Aktivitét dieser
Substanzen wird mit 1Cs-Werten unter 50 uM  bei  CDK1/Cyclin B,
CDK2/Cyclin E und CDK4/Cyclin D beschrieben.™

Benzoesaure | und Harnstoffderivate

Eine Arbeitsgruppe von Berlex Biosciences fihrte ein Screening mit
kommerziell  erhdtlichen  Substanzbibliotheken durch, um  selektive
CDK4/Cyclin D1-Inhibitoren zu finden. Die Substanzen wurden mit
CDK4/Cyclin D1 in Anwesenheit von 400 uM ATP sowie mit CDK1/Cyclin B
und CDK2/Cyclin E in Gegenwart von 200 uM ATP getestet. Anschlief3end
erfolgten Tests an drel humanen Brustkrebszelllinien, von denen zwe pRb
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exprimieren konnen (MCF-7, ZR-75-1), wéhrend eine hierzu nicht in der Lage
i (BT-549). Aus ca. 100 000 Verbindungen wurden vier identifiziert, die
doppelt bis 25fach stérker auf CDKA4/Cyclin D1 wirkten, verglichen mit
CDK 1/Cyclin B und CDK2/Cyclin E.”

/

HO @)

Benzoesaure | (76)
[Cso: >30uM CDK1/Cyclin B
>30uM CDK2/CyclinE
6.7 UM CDK4/Cyclin D

Benzoesdure | (76) war mehr as funffach aktiver bae CDK4/Cyclin D1
verglichen mit CDK1/Cyclin B oder CDK2/CyclinE, zeigte aber praktisch
keine Wirkung auf das Wachstum der verwendeten Zelllinien (ICs > 100 uM).””

> ﬁ Oy

Harnstoffderivat | (77) Harnstoffderivat 11 (78)

ICso: >30puM CDK1/Cydlin B ICso: >30uM CDK1/Cyclin B

>30uM CDK2/Cyclin E >30uM CDK2/Cyclin E
19uM CDK4/Cydlin D1 12uM CDK4/Cydlin D1

Harnstoffderivat | (77) zeigte bei 100 uM nur schwache Wirkung auf die
Zéllinien.

o1



Harnstoffderivat 11 (78) mit 25facher Sdlektivitdt fir CDK4/Cyclin D1
gegenuber CDK1/Cyclin B und CDK2/Cyclin E hemmte das Wachstum der
Zdllinien mit einer 1Cs, von 5.92 uM bzw. 14.27 uM (MCF-7, pRb" bzw. BT-
549, prRb).””

Oxindol
/
/N
o)
N
H
Oxindol (79)

ICso: 10.2 UM CDK1/Cyclin B
100 M CDK2/Cyclin E
49 uM CDK4/Cyclin D1
0.8 uM VEGF-Tyrosinkinase

Im Zelllinientest von Berlex Biosciences war Oxindol (79) am potentesten (1Cxso-
Werte: 0.42 uM bei MCF-7; 0.1 uM bel ZR-75-1; 13.93 uM bei BT-549). Die
starkere Wirkung auf pRb'-Zdllinien lasst sich mit einer CDK-Hemmung
vereinbaren. Oxindol zeigte allerdings nur geringe Selektivitét zwischen den
CDK."”

Oxindol war schon vorher von Wissenschaftlern der Firma Sugen bel der Suche
nach selektiven Inhibitoren von Rezeptor Tyrosinkinasen as Leitstruktur
entdeckt worden. Das Z-Isomer der Struktur erwies sich in dieser Untersuchung
als aktiver und selektiver Inhibitor der VEGF-Tyrosinkinase [(Vascular Endo-
thelial Growth Factor) FIk-1 (Fetal liver kinase)] mit einer ICs, von 0.8 pM."™
Die Werte fur Oxindol lassen den Schluss zu, dass diese Substanz neben der
CDK-inhibitorischen Potenz auch durch andere Wirkmechanismen ene
wachstumshemmende Aktivitét entfalten kann. Ein Beispid ist die Inhibition der
erwahnten Rezeptor-Tyrosinkinase. Dies muss bel der Auswertung von
Testungen an Zdllinien berticksichtigt werden.
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Derivate von Oxindol

@ & VA
: {/M\Nj Ojé) iné)

80 81 82
ICso: <0.78UM CDK2  ICso: <078uM CDK2 ICs0: <078 M CDK2

Aus der Reihe der Verbindungen, die bel Sugen as generelle Proteinkinase-
Inhibitoren synthetisert wurden, zeigten auch enige weitere noch hohere
Aktivitat bei CDK?2 als das eben beschriebene Oxindol (79). Die Verbindungen
(z.B. 80, 81 und 82) zeichnen sich dadurch aus, dass der Pyrrolring von Oxindol
durch Imidazolylsubstituenten ersetzt und der Benzoanelland unterschiedlich
substituiert wurde.*®

83

Bei Boehringer Ingelheim wurden 21ndolinone wie 83 as CDK-inhibitorische
Substanzen entwickelt. Dabei kann der Indolinonring Substitutionen mit einem
Halogen, einer Nitrogruppe oder Aminen enthalten. Der Phenylrest kann
ebenfalls substituiert sein, und Uber ein Amin sind Heteroaromaten angeknuipft.
Biologische Daten waren nicht verfiigbar.
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Indolinone mit Hydrazonostruktur

7N
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84 85
1Cso: 110nM CDK1
ICso: 60NM CDK2 10nM CDK2
130nM CDK2

Mitarbeiter der Firma Glaxo Wellcome verknlpften Indolinone Uber eine
Phenylhydrazonofunktion mit Sulfonamidsubstituenten und patentierten diese
as Protein-Tyrosinkinase- und Serin/Threonin-Kinase-Inhibitoren. Die Struktur-
abwandlungen fuhrten unter anderem zu sehr aktiven Inhibitoren von CDK 1 und
CDK2 mit 1Csp-Werten im nanomolaren Bereich. Aus diesen Untersuchungen
ging Substanz 84 hervor, die im Komplex mit CDK2 zur Durchfthrung einer
Rontgenstrukturanalyse  herangezogen wurde, um ein rationales Design
potenterer Inhibitoren moglich zu machen.

Die Indolinon-Amidfunktion interagiert demnach mit der Hinge-Region der
ATP-Bindungstasche und bildet Wasserstoffbrtickenbindungen mit dem Peptid-
Carbonylsauerstoffatom von Glu81 und dem Leu83-NH aus. Das Sulfonamid-
substituierte Phenylhydrazon ragt aus der Bindungsspalte heraus, wobel die
Sulfonamidgruppe mit Asp86 interagiert. Es bestehen Wasserstoffbriickenbin-
dungen zwischen dem Asp86-NH und einem Sulfonamidsauerstoffatom sowie
zwischen der Carboxylgruppe der Asp86-Seitenkette und dem Sulfonamid-NH..
Die Aufkldrung der Kristallstruktur war die Grundlage fir die Entwicklung von
Substanz 85. Da Lys33 im Umfeld der Position 5 des Oxindols gefunden wurde,
sollte hier ein Wasserstoffbriicken-Akzeptor platziert werden. Zusétzlich
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versprach die Ndhe von Val8 zu Position 4 des gleichen Korpers einen
moglichen Aktivitdtsanstieg, sobald ein lipophiler Rest an dieser Stelle
angeknipft wirde. Da die Sulfonamidgruppe aus der ATP-Tasche herausragt,
wurde angenommen, dass es an dieser Stelle moglich sei, Substituenten
anzufiigen, welche fir pharmakokinetische oder L6dlichkeitsalgenschaften
gunstig sind.

Die aus diesen Uberlegungen entstandene Verbindung 85 erwies sich tatsachlich
als noch aktiverer CDK2-1nhibitor (ICs, = 10 nM), wéhrend die Wirkung auf
CDK1 und CDK4 deutlich schwécher war. Die Kristalstruktur von 85 im
Komplex mit CDK2 wurde ebenfalls aufgeklart. Dabei zeigte sich, dass wie
erhofft zwischen dem Stickstoffatom des Thiazolanellanden (an Position 5 des
Indolinons) und Lys33 eine Wasserstoffbriickenbindung und hydrophobe
Wechselwirkungen zwischen dem Schwefel des Thiazols (an Position 4 des
Indolinons) und Val8 bestehen. Der Pyridylsubstituent an der
Sulfonamidgruppe ist wie erwartet dem umgebenden Losungsmittel ausgesetzt.
In Zellzyklusanalysen konnte mit 85 eine reversible Blockade in der spéten G1-
Phase und Hemmung der pRb-Phosphorylierung erreicht werden. Wéhrend die
Konzentration von CDK?2 oder Cyclin E nicht beeinflusst wurde, konnte in den
Zellen eine verminderte Expression von Cyclin A festgestellt werden, die von
aktiver CDK2/Cyclin E pogitiv reguliert wird. Es wurden in diesen Unter-
suchungen keine Hinweise auf Apoptose gefunden. Eine Vorbehandlung von
Zellen mit 85 konnte diese sogar vor kunstlich durch Etoposid ausgel Gster
Apoptose schiitzen. Ahnliche Effekte bewirkt auch Olomoucin (7), alerdings
wegen seiner geringeren Aktivitdt in wesentlich hoherer Konzentration.
Substanz 85 bewirkte diesen Schutz auch vor zytotoxischen Agentien, die einen
anderen Wirkmechanismus besitzen.

Versuche an einem Tiermodell sollten im Folgenden Aufschluss dartiber geben,
ob eine topische Applikation von 85 wahrend einer Chemotherapie dem durch
Zytostatika verursachten Haarausfall vorbeugt. Nach ersten Tests, die die Auf-
nahme des CDK2-Inhibitors in die Haut- und Haarfollikelzellen nach lokaler
Applikation sicherten, wurde an einem Rattenmodell gezeigt, dass Verbindung
85 in der Lage ist, den Haarverlust nach Behandlung der Tiere mit Etoposid
(50 % totaler Schutz, 20 % teilweise geschiitzt) oder Cyclophosphamid/Doxo-
rubicin (33 % geschuitzt) zu vermindern. Da die Ratten nur auf dem Kopf mit 85
behandelt waren, fielen ihnen die Haare zwar am ganzen Korper aus, nicht aber
an der lokal vorbehandelten Kopfhaut. Ahnliche Ergebnisse wurden mit 29
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weiteren Derivaten dieser Substanz erzielt. Inwieweit diese Methode auf den
Menschen Ubertragbar ist, bleibt noch zu untersuchen.®
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86
1Cso: 1:10nM CDK1
1-10nM CDK?2
SO,NHCH, SOZNHCH3
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GW5181 (87) GW9499 (88)
1Cs0: 51-100NnM CDK1
6.2nM CDK?2 1Cs0: 35nNM CDK?2

Weitere Substanzen aus dieser Reihe sind 86, GW5181 (87) und GW9499 (88).
Verbindung 86 weist 1Cs-Werte von 1-10 nM bel CDK1 und CDK2 auf.’®
GW5181 und GW9499 wirken auf CDK1 und CDK2 ebenfalls mit |Cg-Werten
im nanomolaren Bereich. ™

In Zelllinien erwies sich GW9499 als aktiver, wobei es bel einer Dosis von
5 UM Uber 7 Tage ein Absterben der Zellen ab dem 4. Tag (RKO-Zélllinie) bzw.
ab dem 6. Tag (MD468-Zdlllinie) bewirkte. Im RKO-Xenograft Modell zeigte
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GW9499 wenig Hemmung des Tumorwachstums (30 mg/kg 1.v., téglich tber 6
Tage). GW5181 zeigte bel hoherer Dosierung (100 mg/kg i.v., téglich tber 10
Tage) ebenfalls nur moderate inhibitorische Aktivitat.*?

Pyrrolo[2,3-b]pyridine

89 90
1Cso: <1puM CDK2 [Cso: <1puM CDK2

Derivate der Verbindungen mit 2-Indolinongrundkorper wurden von ener
anderen Arbeitsgruppe synthetisiert. Die Substanzen zeichnen sich durch die
Anellierung eines Pyrido- anstelle des Benzoanellanden aus. Der Pyridoanelland
kann in 5-Position unterschiedlich substituiert sein, z.B. mit eéinem Brom,
Ethyl- oder Furylsubstituenten. Verschiedene mogliche Substituenten werden
auch fur den Phenylrest angegeben, wie z.B. Alkyl- oder Arylgruppen. Die zu
dieser Substanzklasse gehdrenden Verbindungen (z.B. 89 und 90) zeigen eine
CDK 2-inhibitorische Aktivitat mit 1Cs-Werten von < 1 uM.*
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Pyrazol o[ 3,4-b]pyridine

91

[Cso: <50uM CDK1/Cyclin B
<50 uM CDK2/Cyclin E
<50uM CDK4/Cyclin D

92

[Cso: <50uM CDK1/CyclinB
<50 uM CDK2/CyclinE
<50uM CDK4/Cyclin D

Benzoylpyrazolo[3,4-b]pyridine wie 91 und 92 wurden von Bristol-Myers
Squibb als potentielle CDK-Inhibitoren patentiert. Die Substanzen weisen 1Cx-

Werte < 50 pM bei CDK 1, CDK2 und CDK4 auf.*>®

Pyrazol o[ 3,4-d]pyrimidine
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Verschiedene den Pyrazolopyridinen ahnliche Substanzen wurden von Du Pont
ads CDK-Inhibitoren patentiert. Durch formale Verschiebung des Stickstoff-
atoms von Position 7 zu Position 6 im Guaningrundgertist gelangt man zu den
Pyrazol o[ 3,4-d]pyrimidin-4-onen wie 93 und 94, die in den fur 93 angegebenen
tautomeren Formen vorliegen konnen. Biologische Daten wurden nicht

angegeben.®

Toyocamycin

94

HO
OH

HO

Toyocamycin (95)
1Cso: 0.88uM CDK1
51uM CDK2
2520 UM PKA
344 UM PKC
300 UM EGFR-Kinase
35uM GSK-3b

9

Cl



Toyocamycin (95) ist ein Adenosinderivat, bel dem der Purinring durch einen
Pyrrolo[2,3-d]pyrimidinring ersetzt wurde. Es hemmt CDK1 mit einer ICx, von
0.88 pM und CDK2 mit einer ICs, von 5.1 pM,*"*® wahrend bel GSK-3b eine
|Cso von 3.5 uM gefunden wurde.™ 1Cs-Werte bei anderen Kinasen liegen tiber
300 M 1726

Indirubine

Indirubin (96)
[Cso: 100uM CDKL1/Cyclin B
75uM CDK2/Cyclin E
22 uM CDK2/Cyclin A
120 uM CDK4/Cyclin D1
55uM CDK5/p35
85uM CK1
180 uM cSrc-Kinase

Indigo (97) |soindigo (98)
[Cso: >1000uM CDK1/Cyclin B ICso: 80 pM CDK1/Cyclin B
70 uM CDK2/Cyclin A

Die Indirubine wurden entdeckt, als die wirksamen Inhaltsstoffe eines
Medikaments aus der traditionellen chinesischen Medizin gesucht wurden. Die
Pflanzenmischung Danggui Longhui Wan wird in China schon seit langer Zeit
gegen chronische myeloische Leukdmie eingesetzt. Einen von elf Bestandtellen
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dieser Mischung gewinnt man aus verschiedenen Pflanzen: Baphicacanthus
cusia, Acanthaceae; Polygonum tinctorium, Polygonaceae; Isatis indigotica,
Brassicaceae; Indigofera suffrutticosa und Indigofera tinctorea, Fabaceae. Es
handelt sich hierbel um ein tiefblaues Pulver, Quing Dai oder Indigo naturalis,
welches einen hohen Anteil des blauen Indigos (97) (auch: Indigotin) enthalt. In
den 60er Jahren wurde as eigentlich wirksame Substanz das rote Isomer
Indirubin (96) (auch: Isoindigotin, Indigorot) identifiziert, welches in geringen
Mengen in Quing Dai vorkommt.®? Sowohl Indigo as auch Indirubin gehéren
zur Gruppe der Indigoide und sind bis-Indole natiirlichen Ursprungs, die von
verschiedenen Pflanzen (s.0.) oder auch von Schnecken™ synthetisiert werden.
Von den Indigoiden erwies sich Indirubin als der aktivste CDK-Hemmer.
Isoindigo (98) ist deutlich schwacher, Indigo zeigt praktisch keine Aktivitat. ™%
Indirubin und seine Derivate wurden bereits als CDK-Inhibitoren zum Patent
angemeldet.®

In vitro zeigt Indirubin nur eine schwache Bindungsfahigkeit an die DNS,
hemmt aber deren Synthese im zellfreien Assay, in verschiedenen Zelllinien und
in vivo in Ratten. Die Toxizitét ist begrenzt. Auch in Langzeitstudien wurden
keine Effekte auf das Knochenmark und die Produktion von h&matopoietischen
Stammzellen festgestellt. In einer klinischen Prifung wurden Erfolge erzielt bel
Behandlung von chronischer myeloischer und chronischer granulozytischer
Leukamie, wobei die Nebenwirkungen mit schwachem, abdominalem Schmerz,
Durchfall, Schwindel und Erbrechen méaldig waren.
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5-Chlor-indirubin Indirubin-3' -monoxim | ndirubin-5-sulfonsaure

(99) (100) (101)
[Cs0: 400nM CDKZL1/CyclinB  1Cso: 180 nM CDK1/Cyclin B |Cso: 55nM CDKZ1/Cyclin B
550 nM CDK2/Cylcin E 250 nM CDKZ2/Cylcin E 150 nM CDKZ2/Cylcin E
750 nM CDK2/Cyclin A 440 nM CDK2/Cyclin A 35nM CDK2/Cyclin A
6500 nM CDK4/Cyclin D 3300nM CDK4/Cyclin D 300 nM CDK4/Cyclin D
800 nM CDK5/p35 100nM CDK5/p35 65nM CDK5/p35
3000nM MAP Kinase
1500nM CK1

Wegen schlechter Lodlichkeit und Absorption von Indirubin wurden syn-
thetische Abwandlungen durchgefiinrt, die im ersten Schritt 5Chlor-Indirubin
(99), Indirubin-3'-monoxim (100) und Indirubin-5-sulfonséure (101) hervor-
brachten, welche eine deutlich erhdhte Wirkung auf CDK aufweisen. Der
Halogensubstituent bewirkt einen Anstieg der CDK1/Cyclin B-inhibitorischen
Aktivité auf 400 nM (1Csp) fur 5-Chlor-Indirubin, die Bildung eines Monoxims
(100) fihrt zu einer 1Cg, von 180 nM und ein 5 Sulfonsduresubstituent (101) zu
einer von 55 nM.

5-1od-indirubin-3'-monoxim (102) Indirubin-3‘-monoxim-5-sulfonsdure (103)

ICso: 25nM CDKZL1/Cyclin B ICso: 5nM CDK1/Cyclin B
20nM CDK5/p25 7nM CDKb5/p25
9nM GX-3b 80nM GSK-3b
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Die Kombination von aktivitétsférdernden Molekilverénderungen fuhrte zu 5
lod-indirubin-3'-monoxim  (102) und Indirubin-3'-monoxim-5-sulfonsaure
(103). Bei Untersuchungen zur Kinaseselektivitét der Indirubine wurde auch
eine starke Wirkung auf GSK-3b gefunden. Die Aktivitdt bei GSK-3b und
CDK1, CDK2 oder CDK5 entspricht sich in etwa, wobel der lodsubstituent im
5-1od-indirubin-3*-monoxim die Wirkung auf GSK-3b im Vergleich zu den
CDK erhoht. Der 5-Sulfonsdurerest von Indirubin-3*-monoxim-5-sulfonsdure
beguinstigt wiederum die Aktivitét bet CDK1 und CDK5 gegentiber GSK-3b um
das 10fache. Indigo und andere Verwandte von Indirubin entwickeln keine
Effekte auf CDK5/p25 oder GSK-3b.™

In Zellzyklusanalysen wurde in geringerer Dosierung von Indirubin-3‘-
monoxim eine Zellzyklusblockade in der G1-Phase mit reduzierter Phosphory-
lierung von pRb und in hoherer Dosis eine Blockade des G2/M-Ubergangs mit
maldiger Steigerung der Apoptose entdeckt. Die Art der Zelzyklusblockade
hangt dabei vom Phéanotyp ab. Diese Ergebnisse lassen sich mit einer Wirkung
{iber CDK 1- und CDK 2-Inhibition vereinbaren.®

In vivo konnte kirzlich die DARPP-32-Phosphorylierung, welche von
CDK5/p25 ausgefuhrt wird, durch Indirubine gehemmt werden. Das neuronae
Protein DARPP-32 stelt je nach Phosphorylierungsgrad und Lokalisation der
jeweiligen Phosphorylierung einen Inhibitor fir unterschiedliche Enzyme dar.
Phosphorylierung von DARPP-32 durch CDK5/p25 fihrt zu einer
inhibitorischen Aktivitdt bel PKA. Indirubin-3'-monoxim wurde auf3erdem als
Inhibitor der Tau-Phosphorylierung in vitro und in vivo beschrieben.™

Durch Rontgenstrukturanalyse konnte die Bindung von Indirubin-3'-monoxim
und Indirubin-5-sulfonséure in der ATP-Tasche von CDK?2 aufgeklart werden.
Bei der Einlagerung kommt es zu diversen apolaren Kontakten zwischen
Inhibitor und Enzym, wobei vor alem Phe80 beteiligt ist. Das Lactam-NH der
Inhibitoren fungiert al's Wasserstoffbrticken-Donator zum Peptid-Carbonylsauer-
stoffatom von Glu81 der CDK, wahrend die Carbonylfunktion der Lactam-
gruppe eine Wasserstoffbriickenbindung vom Leu83-NH akzeptiert. Wie bel
Olomoucin (7) und Roscovitin (8) beobachtet, bildet das Leu83-Carbonylsauer-
stoffatom eine dritte Wasserstoffbriickenbindung aus, hier zum zyklisch
gebundenen NH. Die Sulfonatgruppe von Indirubin-5-sulfonsdure befindet sich
im gleichen Bereich wie ein Tell des Ringgertstes von Staurosporin, ist diesem
aber Uberlegen, da bei dem Indirubinderivat die Mdoglichkeit von ionischen
Wechsalwirkungen mit Lys33 besteht. Die Monoximgruppe des Inhibitors (100)
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lagert sich in die Ribosetasche der ATP-Bindungsstelle ein. C6' und C7* ragen
ins umgebende L ésungsmittel aus der ATP-Tasche heraus. ™%

Hymeniadisin
H2N
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Br 7
/
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H
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Hymeniadisin (104)

[Cso: 22nM CDKL/Cyclin B
40nM CDK2/Cyclin E
70nM CDK2/Cyclin A

100 nM CDK3/Cyclin E

600 nM CDK4/Cyclin D1
28 nM CDK5/p25

700 nM CDK®6/Cyclin D2
10nM GSK-3b
35nM CK1

Bel Hymenialdisin (104) handelt es sch um enen Naturstoff, welcher aus
verschiedenen Spezies mariner Schwamme gemeinsam mit einigen verwandten
Metaboliten isoliert wurde,

Hymeniadisin bewirkt eine selektive Hemmung einer Gruppe von Kinasen. Die
|Cso-Werte fir Hymenialdisin bei CDK1, CDK2, CDK3, CDK5, GSK-3b und
CK1 betragen zwischen 22 und 100 nM, wogegen CDK4 und CDK6 mit |Csy-
Werten von 600 nM bzw. 700 nM deutlich schwécher gehemmt werden.™
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Dibromocantharellin (105) Hymenidin (106)
ICso: >100 UM CDK1/Cyclin B ICso: >100 UM CDKZ1/Cyclin B
> 100 M CDK5/p25 4uM CDK5/p25

3uM GSK-3b 122uM GSK-3b

Bei Untersuchungen von natUrlichen und synthetischen Derivaten des
Hymeniadisins konnte bisher kein aktiverer Inhibitor identifiziert werden.
Erwéahnenswerte Ergebnisse wurden nur von Dibromocantharellin (105) und
Hymenidin (106) berichtet. Dibromocantharellin hemmt GSK-3b mit einer I1Csg
von 3 uM, wdahrend andere Kinasen praktisch nicht beeinflusst werden.
Hymenidin wirkt auf CDK5/p25 mit einer ICgy von 4 uM, auf GSK-3b mit einer
ICso von 12 uM, wéhrend bei CDKL1/Cyclin B praktisch keine Wirkung zu
finden war.

Hymenialdisin bewirkt durch die Hemmung von CDK5/p35 eine verminderte
Phosphorylierung der neuronalen Kinase PAK1. Die ICg-Werte fur die
Hemmung von CDK5/p35 lagen zwischen 10 und 100 nM in vitro. Bel
Experimenten an Kulturen von Neuronen aus Rattenembryonen wurden diese
Beobachtungen bestétigt. Neben erhohter PAK1-Aktivitét durch die CDK5/p35-
Hemmung kam es zu einem Anstieg von p35.

Eine Rontgenstrukturanalyse von Hymenialdisin im Komplex mit CDK2 ergab,
dass das Pyrroloazepinsystem eine kleine, hydrophobe Tasche ausfiillt (aus
lle10, Val18, Ala3l, Va64, Phe80 und Leul34) und die meisten van der Waals-
Interaktionen mit dem Enzym von diesem Tel des Inhibitors ausgehen.
AulRerdem bildet das Pyrroloazepinsystem drei der vier direkten Wasserstoff-
briickenbindungen, ndmlich eine zwischen dem N1 des Pyrrols und dem
Carbonylsauerstoffatom von Leu83, eine weitere zwischen dem Carbonylsauer-
stoffatom des Azepins und dem Leu83-NH, eine dritte zwischen dem Azepin-
stickstoffatom und dem Peptid-Carbonylsauerstoffatom von Glu8l. Weitere
Wechsalwirkungen geht der Bromsubstituent des Pyrroloanellanden ein. Zum
Tell liegt e zwar aullerhalb der Bindungsstelle und ist dem Lo&sungsmittel
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ausgesetzt, aber anderersaits findet man auch eine gewisse Ndhe zu den
Carbonylsauerstoffatomen von 11€10 und His84 sowie zu den Seitenketten von
11e10 und Leul34. Ein Hymenialdisinderivat ohne diesen Bromsubstituenten
(nicht abgebildet) zeigt deutlichen Wirkungsverlust. Schliefdich beinhaltet der
Kontakt zum Enzym noch van der Wads Kréfte zwischen der zyklischen
Guanidinstruktur und der Seitenkette von Val18. Wasserstoffbrtickenbindungen
findet man auch zwischen N5 derselben Struktur und einem Sauerstoffatom der
Seitenkette von Aspl45, neben zwei weiteren Wasserstoffbriickenbindungen
Uber Wassermolekile. Durch Vergleich von Kristdlen von CDK2-
Hymeniadisn-Komplexen mit CDK2-Kristallen mit oder ohne eingelagertem
ATP konnte festgestellt werden, dass die Konformation der CDK2 sich durch
Bindung von Hymeniadisin nicht stark veréndert. Eine Ausnahme bildet hierbei
nur die am Schluss genannte Aminosdure Aspl45, welche durch den Inhibitor
deutlich bewegt wird.

Einerseits dnelt die Ausrichtung des bizyklischen Ringsystems mit zwel
gemeinsamen Brickenbindungen zum Enzym (Carbonylsauerstoffatom von
Glu8l, Leu83-NH), die auch bel Favopiridol (1) und Staurosporin (40)
vorkommen, der von ATP (4), anderersaits findet man bei Hymenialdisin aber
noch ene dritte Wasserstoffbriicke zum Carbonylsauerstoffatom von Leu83.
Olomoucin (7), Roscovitin (8) und Staurosporin weisen zwar auch diese dritte
Wasserstoffbriickenbindungen auf, allerdings sind bei diesen Inhibitoren nicht
alle drei Wasserstoffbriickenbindungen ebenso stark ausgeprégt wie es bel
Hymeniadisin der Fal ist.

Von den bisher mit CDK2 kristaliserten Inhibitoren beanspruchen nur
Flavopiridol und Staurosporin ebenfalls die Region, in der die zyklische
Guanidinstruktur von Hymenialdisin bindet.*®
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Paullone

y O
N

Kenpaullon (2) 10-Brompaullon (107)
Ki: 25uM CDKZ1/CyclinB
[Cso: 040uM CDKZL1/Cyclin B 1Cso: L3uM CDKZL1/Cyclin B
75uM CDK2/Cyclin E 40uM CDK2/Cyclin E
068 UM CDK2/Cyclin A 3.0uM CDK2/Cyclin A
> 100 uM CDK4/CyclinD1
0.85 uM CDK5/p25 4uM CDK5/p25
0023 uM GSK-3b 014 pM GSK-3b
20 UM erkl 8 uM erkl
UM erk2 100 uM  erk2
20uM CK2 08uM CK2
15uM cSrc-Kinase
>100puM PKC b2 0.8 puM PKC b2

—

HN
Br

Br

Bel den Paullonen handelt es sich um 7,12-Dihydroindol o] 3,2-d][ 1] benzazepin-
6-one, welche in unterschiedlichen Positionen substituiert sein kénnen.

Die Letstruktur der Paullone (2) wurde am Anfang der neunziger Jahre
synthetisiert® und spéter Kenpaullon genannt.® Kenpaullon wurde vom NCI im
Zdllinienscreening an 60 Tumorzelllinien getestet (NCI Human Tumor Cell
Line Anti-Cancer Drug Screen, siehe Kapitel 10.3.3) und erbrachte eine
durchschnittliche Gls, von 42 uM.84 Bei der Durchfiihrung einer COMPARE-
Anadyse mit Favopiridol (1) as Referenzsubstanz sollten Verbindungen
gefunden werden, die einen ahnlichen Wirkmechanismus wie Flavopiridol
aufweisen, adso ebenfals CDK-inhibitorische Aktivitdt haben. Unter den 6
Substanzen aus der Datenbank, die einen Korrelationskoeffizienten > 0.60
aufwiesen, war auch Kenpaullon, welches daraufhin an CDK getestet und
welterentwickelt wurde. Kenpaullon erwies sich as en ATP-kompetitiver
Inhibitor von CDK1/Cyclin B (ICsg = 0.4 uM, K; = 25 uM). Be weiteren
Untersuchungen wurde eine Selektivitét fir CDK1, 2 und 5 sowie GSK-3b
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gefunden, welche Kenpaullon deutlich von Flavopiridol unterscheidet.
Kenpaullon hemmt CDK1, CDK2 und CDK5 mit 1Cs-Werten von 0.68 bis
7.5uM* und sogar noch stirker GSK-3b mit einer 1Cs, von 0.023 pM’,
wahrend es bei CDK4 und einer Vielzahl anderer Kinasen eine |Cs, von 100uM
oder mehr aufweist. In geringerem Umfang beobachtet man noch eine
Hemmung von erkl, erk2, CK2 und cSrc-Kinase mit |Cs-Werten zwischen
9 und 20 pM.*

Um die Positionen im Paullonmolekil zu finden, an welchen strukturelle
Verénderungen keine Wirkungseinbuf3en nach sich ziehen und gleichzeitig
Substituenten oder Abwandlungen zu finden, die positive Einflisse auf die
Aktivité ausiiben, wurden verschiedene Derivate synthetisiert. Dieser Prozess
Ist noch nicht abgeschlossen. Ein Teil der Modifikationen ist Grundlage dieser
Arbeit und wird im spéteren Abschnitt genauer behandelt.

Substitutionen in 4, 5 oder 12-Position flhrten zu abnehmender Aktivitét bel
CDK 1, ebenso wie die Anderung der Lactamfunktion in ein Thiolactam, einen
Thiolactimether oder ein Hydroxyamidin.” Die formale Verschiebung des
Bromsubstituenten in die Position 10 (107) fuhrt zu einer Abnahme der CDK 1-
inhibitorischen  Aktivitdt (ICso=1.3uM). Dabea unterscheidet sich das
Selektivitdtsmuster dieser Substanz deutlich von dem fir Kenpaullon
beschriebenen. Esist charakterisiert durch eine schwéachere Wirkung bei CDK 1,
2 und 5 (ICsp zwischen 1.3 und 4.0 uM) und z.B. ener ICs, von 0.8 uM bei CK2
und PKC b2.%%

Substituenten mit +M- oder +I-Effekt in Position 9 schwéchen die inhibitorische
Aktivitdt ab. An dieser Stelle wirken sich hydrophile Reste mit elektronen-
Ziehendem -M-Effekt ahnlich positiv aus wie eine 2,3-Dimethoxysubstitution.®
Eine Kristalstruktur von einem Paullon im Komplex mit CDK2 existiert zur
Zeit noch nicht. Allerdings wurde eine energieminimierte Struktur von
Kenpaullon in einer Docking-Studie in die ATP-Tasche von CDK2 eingepasst.**
Daneben wurde anhand der Kristallstruktur von CDK2 ein Modell von CDK1
entwickelt, welches fir die Untersuchung von quantitativen Strukturaktivitéts-
Beziehungen (3D-QSAR) der Paullone verwendet wurde. >

Nach diesem Modell liegt Kenpaullon sandwichartig zwischen den hydrophoben
Seitenketten von [1€10 und Leul34, @nlich wie Olomoucin (7), Roscovitin (8)
und Purvalanol B (14). Der D-Ring befindet sich in einer hydrophoben Tasche
aus Val18, PheB0, Alal44 und z.T. aus Lys33 und Ubernimmt damit den Platz,
welcher vom N9-1sopropylsubstituenten einiger Purinderivate elngenommen
wird. Zwei wichtige Wasserstoffbriickenbindungen bestehen zwischen dem
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Carbonylsauerstoffatom sowie der NH-Gruppe von Leu83 und der Lactam-NH-
Gruppe sowie dem Lactam-Carbonylsauerstoffatom von Kenpaullon. Das
L actam-Carbonylsauerstoffatom von Kenpaullon ist im Modell deckungsgleich
mit dem N7 von Roscovitin. Das Lactam-NH von Kenpaullon entspricht dabel
dem C6-NH von Roscovitin. Eine Wasserstoffbriickenbindung ist denkbar
zwischen einem Wassermol ekl (H,0539) und dem Substituenten in 3-Position
des Paullons, sofern dieser in der Lage ist, daran mitzuwirken. Da Kenpaullon
nur einen geringen Antell der Ribosetasche und der Phosphathindungsstelle der
ATP-Spate der CDK einnimmt, wére eine Ausdehnung der Paullonstruktur in
diese Bereiche sicherlich von Vorteil.2%%%

O

H
N l

— —_—

HN HN
CN NO,

108 (9-Cyanopaullon) Alsterpaullon (3)
|Cso: 0024 UM CDK1/Cydlin B ICso: 0035 uM CDK1/Cydlin B
0.200 uM CDK2/Cyclin E
0015 uM CDK2/Cydlin A
> 10.000 yM CDK4/Cyclin D1

0.044 yM CDK5/p25 0.040 pM CDK5/p25

0010 pM GSK-3b 0004 pM GSK-3b
22.000 pM erkl
4500 uM  erk2
7.000 pM  PKA

Eine Verbindung, welche aus den Ergebnissen der QSAR-Untersuchung
erwachsen ist, ist das 9Cyanopaullon 108. Dieses erbrachte wie erhofft, eine
deutliche Aktivitatssteigerung. Es weist 1Cs-Werte von 10 bis 44 nM bei
CDK1, CDKS5 und GSK-3b auf. Interessanterweise fehlt diesem Derivat die in
vitro Antitumoraktivitét, welches durch enen MG_MID-Wert (Meangraph
Midpoint’) von -4.1 deutlich wird.”> Aufgrund der dhnlichen elektronischen

" ZuMG_MID siehe Kapitel 10.3.3,
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Eigenschaften wurde Alsterpaullon (3) (9-Nitropaullon) synthetisiert, welches
sowohl enen Anstieg der CDK-inhibitorischen Aktivitdt verglichen mit
Kenpaullon aufweist, als auch eine dementsprechende Wirkungssteigerung im
Zdllinientest. Die 1Cs-Werte bei CDK1, CDK5 und GSK-3b liegen zwischen
4und 40 nM. Vergleichsweise schwach aktiv ist Alsterpaullon bei erkl, erk2
und PKA. Be CDK4 und einer Reihe anderer Kinasen wurden nur |Cg-Werte
> 10 uM gefunden.”® Im NCI-Zélllinienscreening resultierte ein MG_MID-Wert
von —6.4. Aufgrund dieser Ergebnisse wurde Alsterpaullon vom NCI fir
préklinische Untersuchungen als Antitumor-Wirkstoff ausgewahit.®
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4 Modifikationen am heterozyklischen Grundgerist der
Paullone

Ein Hauptziel dieser Arbeit war die Abwandlung des heterozyklischen
Grundgertstes von Kenpaullon (2) zur weiteren Untersuchung der Struktur-
Aktivitédts-Beziehungen. Aus diesem Grund wurden die folgenden drel
Heterozyklen synthetisert, von denen das 6,11-Dihydro-thieno[3*,2':2,3]-
azepino[4,5-b]indol-5(4H)-on (109) schon von C. Kunick beschrieben wurde.”
Bel dem 7,12-Dihydro-pyrido[2’,3':2,3]azepino[4,5-b]indol-6(5H)-on (110)

und dem 7,12-Dihydro-pyrido[3',2':2,3]azepino[4,5-b]indol-6(5H)-on  (111)
handelt es sich um Vertreter bisher nicht aus der Literatur bekannter
heterozyklischer Ringsysteme.

Kenpaullon (2)
H O H (@] H O
N N N N
s __ X _— Sh —
HN HN HN
R R R
109 110 111
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4.1 In Position 8 substituierte 6,11-Dihydro-thieno[3',2':2,3]-
azepino[4,5-b]indol-5(4H)-one

H O
N
a
S —
HN
s R
109
109a R=H

Die Synthese des unsubstituierten 6,11-Dihydro-thieno[3,2':2,3]azepino[4,5
blindol-5(4H)-ons (109a, R = H) wurde erstmals von C. Kunick beschrieben.>®
Die Darstellung geht hierbel von 3-Aminothiophen-2-carbonsduremethylester
(112) aus, welcher kommerziell erhdtlich ist. Dieser wird mit Bernsteinsiure-
methylesterchlorid (113) zum 3-[(4-Methoxy- 1,4-dioxobutyl)amino]thiophen-2-
carbonsauremethylester (114) umgesetzt. Die Reaktion lauft in Toluol unter
Zusatz von Calciumcarbonat® oder Pyridin ab.* (Schema 4-1)

Schema 4-1
0

@)

NH, O OCH

/ | cl CaCO, oder Pyr|d|n
+
S OCH, H,CO Toluol, D (1]/

0 |

)
112 113

Durch eine Dieckmann-Reaktion mit Kaliumhydrid wird ein Ringschluss zum
5,8-Dioxo-5,6,7,8-tetrahydro-4H-thieno[ 3,2-b] azepin-7-carbonsduremethyl ester
(115b) erreicht, welcher zu einem Tell in der angegebenen tautomeren Enolform
(115a) vorliegt.® (Schema 4-2)
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Schema 4-2

0

Ho 0 Ho 0
o OCH, N N
NH KH, Toluol / | / |
/ | N,, D S — S
s OCH, HO O, o} O,
o o)
o]
114 115a 115b

Der Ester 115 reagiert in einer Deakoxycarbonylierungsreaktion in wasser-
haltigem Dimethylsulfoxid (DMSO) zu 4H-Thieno[3,2-b]azepin-5,8(6H,7H)-
dion (116).% In einer Fischer-Indol-Reaktion wird letzteres mit Phenylhydrazin
in Eisessig zu 6,11-Dihydro-thieno[3*,2":2,3]azepino[4,5-b]indol-5(4H)-on
(109a) umgesetzt.” Die Bildung des Indols beginnt in der Regel, sobald eine
katalytische Menge konzentrierte Schwefelsdure zu dem Reaktionsgemisch
gegeben wird. (Schema 4-3) Fur Paullonderivate hat sich diese Methode schon
mehrfach bewéhrt, sowohl beim unsubstituierten thienoanellierten Paullon
(109a) as auch be zahlreichen 7,12-Dihydro-indolo[3,2-d][1]benzazepin-
6(5H)-onen wie Kenpaullon (2).>%%°

Schema 4-3
o)
H 0 H 0 §
N N
74 | DMSO, H,0 // | Phenylhydrazin 74
s N, 150°C g AcOH, H,S0,,70°C g _
OCH /
HO 3 0 HN
o)
H
115 116 109a
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4.1.1 8-Phenylhydrazono-5,6,7,8-tetrahydro-4H-thienol 3,2-b]azepin-5-one

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde das 4H-Thieno[3,2-b]azepin-
5,8(6H,7H)-dion (116) mit verschiedenen in Position 4 substituierten Phenyl-
hydrazinen (117a-d) zu Paullonderivaten umgesetzt. Dabei wurden nach
Moglichkeit auch die intermediér entstehenden Hydrazone isoliert. Hierzu
wurde nach vollsténdiger Umsetzung des Ausgangsmaterials (116) in Wasser
gegossen, ohne dass Schwefelsdure zur Katalyse der Indolisierung zugesetzt
wurde. Schema 4-4) Diese Methode wurde schon efolgreich von C. Schultz
zur Isolierung einiger benzoanaloger Verbindungen angewandt.®

Die isolierten Phenylhydrazone 118a-d sind in Tabelle 4-1 zusammengefasst.

Schema 4-4
H 0
N
NH,
iy’ " /]
74 | N ACOH S
s 70 °C N/
L
/ NH
© R
R
116 117 a-d 118 a-d

Tabelle4-1: Synthetisierte  8-Phenylhydrazono-5,6,7,8-tetrahydro-4H-thieno-
[3,2-b]azepin-5-one (118a-d)

118 R
a CF3
b NO,
C Br
d Cl

Im Falle der trifluormethyl- (118a) und nitrosubstituierten (118b) Verbindungen
wurden die entsprechenden Phenylhydrazine (117a und b) as freie Basen
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zusammen mit der Zwischenstufe 116 umgesetzt. Bei den anderen hier
genannten Verbindungen waren die entsprechend substituierten Phenylhydrazin-
Hydrochloride das Ausgangsmaterial, wobel die entsprechenden Basen jewells
in situ durch Zugabe von Natriumacetat freigesetzt wurden.

Versuche zur Gewinnung eines am Phenylrest methoxy- bzw. methyl-
substituierten Phenylhydrazons gelangen unter diesen Bedingungen nicht, da
eine Umsetzung zu den entsprechenden Indolen 109b und 109c einsetzte, bevor
das Edukt 116 verbraucht war, so dass nur jewells ein Gemisch aus
Phenylhydrazon und Indol gewonnen wurde. (Schema 4-5) Eine Trennung der
Produkte zur Isolierung der Hydrazone 118e und 118f wurde nicht versucht, da
letztere keine nennenswerte CDK -inhibitorische Aktivitét erwarten liefzen.

(? . qj C@%

R
116 117 R =CH; 118e R = CH; 109b R = CH;
117f R=0CH; 118f R=0OCH; 109C R = OCHs

Schema 4-5

4.1.2 Darstellung der 6,11-Dihydro-thieno[3',2' :2,3]azepino[4,5-b]indol-5(4H)-
one

Entsprechend der genannten Fischer-1ndol-Synthese in Eisessig unter Schwefel-
sdurezusatz wurden 109b, 109d und 109 gewonnen, bei 109c war keine
Schwefelsaure zur vollsténdigen Indolisierung nétig. (Schema 4-6)
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Schema 4-6

H (@]
O
N—/ 74 |
/4 | + 1. ACOH, 70 °C _ s _
S 2. konz. H,SO,, AcOH, 70 °C
/ HN

(@]

116 117e R =CH; 109b R =CH;
117f R=0OCH; 109c R =O0OCH;
117c R=Br 109d R =Br
117d rR=Cl 109e R =Cl

Zielverbindungen mit einem Trifluormethyl- (109f) oder Nitrosubstituenten
(109g) in Position 8 konnten durch die genannte sdurekatalysierte Reaktion nicht
dargestellt werden, da in diesen beiden Fdlen nicht das gewinschte Indol,
sondern bevorzugt ein Nebenprodukt entstand (siehe Kapite 4.1.4). Zur
Gewinnung der Paullonanaloga 109f und 109g wurde eine Methode gewahlt, die
ohne Sdurekatalyse auskommt und schon von C. Schultz zur Darstellung von
Paullonen verwendet wurde.®® Hierbei wird das entsprechende Phenylhydrazon

(hier 118a und 118b) in siedendem Diphenylether zyklisiert. (Schema 4-7)

Schema 4-7

R
118aR = CF;
118b R =NO,

Diphenylether, N,

D

116

[ ]

S

109f R =CF;
1099 R =NO;



4.1.3 Synthese von 5-Ox0-4,5,6,11-tetrahydro-thieno[3',2’:2,3lazepinol4,5-
blindol-8-carbonitril

6-Ox0-5,6,7,12-tetrahydro-indol o[ 3,2-d] [ 1] benzazepin-9-carbonitril (L08) weist
mit einer 1Cs, von 24 nM eine starke inhibitorische Aktivitét fiur CDK1/Cyclin B
auf.2® Daher sollte auch das thienoanal oge Carbonitril 109h dargestellt werden.

HN HN
CN CN

9-Cyanopaullon 108 109h

C. Schultz beschreibt fir die Synthese des Paullons 108 eine modifizierte
Rosenmund-von Braun-Reaktion, bei der ein Bromsubstituent mit Kupfercyanid
in sedendem N-Methyl-2-pyrrolidon (NMP) durch eine Nitrilgruppe ausge-
tauscht wird.®® Diese Resktion wurde von C. Schultz an unterschiedlichen
Paullonen durchgefuihrt und flhrte hier ausgehend von der Bromverbindung
109d zum gewiinschten 5-Oxo0-4,5,6,11-tetrahydro-thieno[ 3,2 :2,3]azepino[4,5
b]indol-8-carbonitril (109h). (Schema 4-8)

Schema 4-8
H 0 H 0
N N
g g
S CUuCN, NMP; S
— D —
HN HN
Br CN
109d 109h
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Tabelle 4-2 fasst die auf unterschiedliche Welise dargestellten thienoanellierten
Paullonderivate (109b-h) zusammen.

a
S

HN

109b-h

Tabelle 4-2: Synthetisierte 6,11-Dihydro-thieno[3',2°:2,3]azepino[4,5-b]indol-
5(4H)-one 109b-h

109 R
b CHs
C OCHs
d Br
e Cl
f CF3
g NO2
h CN
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4.1.4 Daselung von 6-(3-Amino-2-thienyl)-2-phenyl-2,3,4,5-tetrahydro-
pyridazin-3-onen

Bel der Umsetzung von 4H-Thieno[3,2-bjazepin-5,8(6H,7H)-dion (116) mit 4
Trifluormethyl-phenylhydrazin (117a) oder 4-Nitro-phenylhydrazin (117b) in
Eisessig unter Zusatz von konzentrierter Schwefel séure reagierten diese nicht zu
den gewiinschten Indolen, sondern unter Aufspaltung des Azepinrings zu den
Pyridazinonderivaten 119a und 119b. (Schema 4-9)

Schema 4-9
B 0|
H O HNT NH2 N
N 74 |
a + AcOH s ACOH, 70 °C
S 70 °C / konz. H,SO,
// N,
o) . NH
R R
116 117/aR =CF; 118aR = CF; 119a R=CF3
117b R = NO, 118b R = NO, 119b R=NO,

Zur Beschreibung der Strukturaufklarung soll das *H-NMR-Spektrum des 6-(3-
Amino-2-thienyl)-2-(4-nitrophenyl)-2,3,4,5-tetrahydro-pyridazin-3-ons =~ 119b
mit dem des Phenylhydrazons 118b und dem des eigentlich gewtinschten
Paullonderivates 109g verglichen werden.
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Die beiden NH-Protonen des Hydrazons 118b geben je ein Singulett bei
10.23 ppm und 10.26 ppm, wadhrend man nach Indolbildung eine Tieffeld-
verschiebung beider NH-Protonen beobachten kann. Das Lactam-NH von 109g
verursacht ein Singulett bei 10.48 ppm, das Indol-NH eins bei 12.32 ppm. (Bild
4-1) Im Spektrum des Pyridazinons 119b ist dagegen bel ppm-Werten > 8.6 kein
Signal zu finden (nicht abgebildet).

R o Lactam-NH/
N
a Hydrazon-NH

\

.....

Lactam-NH

..... _

8 Do D4 D2 B0 18 16 14 1z Mo 108 106 14 102 ¢
Bild 4-1: Vergleich der 'H-NMR-Spektren (DMSO-ds, 400 MHZz) von den

Verbindungen 118b (oben) und 109g (unten). Der abgebildete
Ausschnitt beinhaltet den Bereich von 10.00 bis 13.00 ppm.
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Typisch fir das Hydrazon 118b ist ein AA’XX‘-Multiplett aus zwei
symmetrischen Signalgruppen bel 2.63-2.66 ppm und 2.95-2.99 ppm fir die
CH,-CH,-Gruppierung des Lactamrings. Das Paullonderivat 109g besitzt nur
noch eine CH,-Gruppe, zu welcher ein Singulett bei 3.67 ppm gehotrt. Das
Pyridazinon 119b weist wie das Hydrazon ein AA’XX'-Multiplett auf,
alerdings mit anderer Peakform und Tieffeld-verschoben bei 2.73-2.77 ppm und
2.97-3.00 ppm. Das Signal bei ca. 3.3 ppm entspricht in allen drei Spektren dem
im Losungsmittel enthaltenen Wasser. (Bild 4-2)

Im aromatischen Bereich besitzt das Hydrazon 118b zwel Dubletts fur die
Thienoprotonen (6.75 ppm; 7.46 ppm) und zwei dublett-&hnliche Multipletts fur
jewells zwel Phenylprotonen bel 7.23 ppm und 8.14 ppm.

Die beiden Dubletts fur die Thienoprotonen sind beim Paullon 109g etwas
Tieffeld-verschoben (6.97 ppm; 7.69 ppm). Die drel Protonen am Indolring
ergeben je ein Signal. Ein Dublett mit einer grofReren Kopplungskonstante bei
7.54 ppm entspricht dem Proton am C10, welches mit dem C9-Proton koppelt.
Das Signal fur das Proton am C9 ist ein doppeltes Dublett und liegt bel
8.04 ppm. Dieses weist neben der grofderen Kopplungskonstante fir die ortho-
Kopplung mit dem C10-Proton noch eine kleinere Kopplungskonstante auf, die
der meta- Kopplung zwischen C9- und C7-Proton entspricht. Fir das C7-Proton
beobachtet man folglich ein Dublett, welches bel 8.67 ppm liegt und eine
K opplungskonstante passend zur meta- Kopplung aufweist.

Das Spektrum des Pyridazinons 119b enthalt ebenfalls zwei Dubletts fur die
Thienylprotonen bei 6.73 ppm und 7.51 ppm. Ahnlich dem Hydrazon 118b
bilden die Phenylprotonen zwei Multipletts, welche hier eine Verschiebung ins
tiefe Feld aufweisen (7.90 ppm; 8.30 ppm). Charakteristisch fir das Pyridazinon
Ist vor alem ein breites Singulett bei 6.55 ppm fur die aromatische NH,-Gruppe,
die aus der Aufspaltung der Lactamgruppierung des Ausgangsmaterials 116
bzw. 118b resultiert. (Bild 4-3) Die Beweglichkeit der Aminoprotonen wird
durch enen D,O-Austausch deutlich, durch welchen das korrespondierende
Signd im "H-NMR-Spektrum verschwindet (nicht abgebildet).
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Bild 4-2:Vergleich der 'H-NMR-Spektren (DMSO-ds, 400 MHz) von den
Verbindungen 118b (oben), 109g (mitte) und 119b (unten). Der
abgebildete Ausschnitt beinhaltet den Bereich von 2.55 bis 4.00 ppm.
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Bild 4-3: Vergleich der 'H-NMR-Spektren (DMSO-ds, 400 MHz) von den
Verbindungen 118b (oben), 109g (mitte) und 119b (unten). Der
abgebildete Ausschnitt beinhaltet den Bereich von 6.40 bis 9.25 ppm.
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Die in 119b enthaltene aromatische Aminogruppe wurde zusétzlich durch
Besprihen eines Dunnschichtchromatogramms (DCs) mit Ehrlichs Reagenz (4-
Dimethylaminobenzaldehyd, 120) nachgewiesen. Das entstehende Azomethin
121 ist leuchtend orange gefarbt. (Schema 4-10) Die Identitét des Pyridazinons
119b wurde auRerdem durch eéin *C-NMR- und ein IR-Spektrum sowie eine
Elementaranalyse bestétigt.

Schema 4-10
o) CH, ArylWeN Mg
H CH, H CH,
119b 120 121

Die Ergebnisse der Versuche, die in diesem Kapitel beschrieben wurden, lassen
den Schluss zu, dass die Eigenschaften der Substituenten in 4-Position der
Phenylhydrazine bzw. in der entsprechenden Position der Phenylhydrazone von
entscheidender Bedeutung fUr den Verlauf der saurekatalysierten Fischer-Indol-
Synthese sind. Dabei beglnstigen Substituenten mit —M-Effekt (NO,, 118b)
oder —I-Effekt (CF3, 118a) die Bildung eines Pyridazinonderivates, wahrend ein
Substituent mit +M-Effekt (OCH,, 118f; Cl, 118d; Br, 118c) oder +I-Effekt
(CHs, 118e) eine Reaktion zum Indol positiv beeinflusst.

Der jewellige Anelland des Azepins spielt dabei ebenfalls eine Rolle. Bel
Phenylhydrazono-azepinonen mit unsubstituiertem Benzoanellanden ist ene
saurekatalysierte Fischer-Indol-Synthese selbst bel Substitution durch eine
Nitrogruppe in der entsprechenden Position moglich und fihrt auf diesem Weg
beispielsweise zu Alsterpaullon (3).>° Be Umsetzung der pyridoanelierten
Paullonderivate 139 entstehen bel Trifluormethylsubstitution Pyridazinon und
Indol nebeneinander, mit einem Nitrosubstituenten bildet sich nur das
Pyridazinon (sehe Kapited 4.2.3). Dagegen entstehen im Fall der thieno-
anellierten Derivate 118 sowohl mit einer Trifluormethyl- als auch mit einer
Nitrogruppe in paraPosition des Phenylrestes aus den entsprechenden
Phenylhydrazonen die jewelligen Pyridazinone. (Schema 4-9)
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4.2 7,12-Dihydro-pyrido[2‘,3':2,3]azepino[4,5-b]indol-6(5H)-one

O
H

N N—y/
N
—

HN

110
Der Heterozyklus 110 sollte ausgehend vom 6,7,8,9-Tetrahydro-5H-pyrido[ 2,3

b]azepin-5,8-dion (138) nach dem gleichen Schema aufgebaut werden wie die
oben beschriebenen Thienoana oga 109b-h.

4.2.1 Darstellung des 6,7,8,9-Tetrahydro-5H-pyrido| 2,3-blazepin-5,8-dions

Da der 2-Aminopyridin-3-carbonsdureethylester (125) nicht kommerziell
erhdltlich war, musste er aus der entsprechenden 2-Aminopyridin-3-carbonsaure
(124) synthetisiert werden. Hierzu sollte zuerst eine Veresterung unter
Chlorwasserstoff-K atalyse durchgeftihrt werden, wie sie zum Beispiel auch von
C. Schultz zur Gewinnung von 2-Amino-5-iod-benzoesaureethylester (123)
angewandt wurde.? (Schema 4-11)

Schema4-11

NH

NH,
EtOH, HCI(g)
— OC H,
D |
| CO_H

2

122 123

Im Falle des Pyridinderivates 125 war die benttigte Reaktionszeit mit 13 statt 7
Stunden deutlich langer. (Schema 4-12)
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Eine weitere Methode wurde gefunden, mit der die Reaktionszeit bei
gleichbleibender Ausbeute verkirzt werden konnte. Hierbei wird die
entsprechende Saure (124) mit doppelter molarer Menge Kaliumcarbonat in
N,N-Dimethylformamid (DMF) suspendiert und langsam eine aquimolare
Menge Ethyliodid in DMF zugetropft. Eine denkbare Alkylierung des
Pyridinstickstoffatoms wurde nicht beobachtet. (Schema 4-12)

Schema4-12
N NH, N NH,
| N EtOH, HCl(g), D | N
Pz cop oder: IC,Hg, K,CO5, DMF, RT _ OC H,
o}
124 125

Um den 5-Hydroxy-8-ox0-8,9-dihydro-9H-pyrido[2,3-b]azepin-6-carbonsaure-
ethylester (128) zu synthetisieren, sollte zuerst die Aminogruppe mit
Bernsteinsaureethylesterchlorid (126) acyliert werden und anschlief?end ein
bereits oben beschriebener Ringschluss mit Kaliumhydrid durchgefihrt werden.
Die Umsetzung mit Bernsteinsiureethylesterchlorid und Calciumcarbonat in
Toluol fihrte zu einem Ol, welches aus mehreren Komponenten bestand.
Hauptkomponente war der gewinschte 2-[(4-Ethoxy-1,4-dioxobutyl)amino]-
pyridin-3-carbonsiurecthylester (127). Aus diesem ungereinigten rohen Ol
konnte die angestrebte Zwischenstufe 128 durch Dieckmann-Zyklisierung in
geringer Ausbeute (7 %) erhalten werden. (Schema 4-13) Als Tellschritt einer
mehrstufigen Synthesesequenz erschien diese Methode ungeeignet.
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Schema 4-13
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Ahnliche Schwierigkeiten bei der Acylierung der Verbindung 125 wurden schon
zuvor von J. Chen und W. Steglich beobachtet.”” In den von ihnen
beschriebenen Versuchen geht es um die Bildung eines Amids aus 2-
Aminopyridin-3-carbonsaureethylester (125) bzw. 3-Aminopyridin-2-carbon-
saureethylester (129) mit 2-Methoxphenylessigsaurechlorid (130) und die
anschlieffende Zyklisierung. Die Autoren stellten fest, dass 3Aminopyridin-2-
carbonsaureethylester mit dem 2-Methoxyphenylessigsaurechlorid (130) acyliert
werden kann und der gewinschte Ringschluss durch Einwirken wvon
Natriumethanolat mdglich ist. (Schema 4-14) Eine entsprechende Reaktion mit
2-Aminopyridin-3-carbonsaureethylester (125) lief dagegen nicht ab. Dagegen
fuhrte die direkte Umsetzung von 125 mit 2-Methoxyphenylessigsdureethylester
(133) und Natriumethanolat in Ethanol zur Gewinnung der Zielsubstanz 134 in
einem Syntheseschritt. (Schema 4-15)
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Schema4-14
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Diese Ergebnisse entsprechen den Beobachtungen, die wahrend der Erstellung
der vorliegenden Arbelt
Acylkomponenten gemacht wurden. Anstelle der Phenylessi gsaureabkémmlinge
130 und 133 wurden hier die Bernsteinsdurederivate 126 und 135 verwendet.
Die Umsetzung von 3-Aminopyridin-2-carbonsdureethylester (129) wird in
Kapitel 4.3.2 ndher erlautert.

Mit dem 2Aminopyridin-3-carbonsdureethylester (125) wurde entsprechend der
von J. Chen und W. Steglich beschriebenen Methode®” eine direkte Zyklisierung

den hier verwendeten

mit Bernsteinsaurediethylester (135) durchgeftihrt. (Schema 4-16)
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Schema 4-16
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Die Verwendung von Natriumethanolat fihrte allerdings nicht zu den erhofften
Ausbeuten an Verbindung 128, so dass der Einsaiz von Natriumhydrid
vorgezogen wurde.

H.B. MacPhillamy et al. beschreiben eine direkte Zyklisierung von Anthranil-
sdureethylester (136) mit Bernsteinsaurediethylester in  Gegenwart von
Natriumhydrid in Toluol.* (Schema 4-17) Zur Umsetzung des Anthranilsiure-
esters wurden in der zitierten Vorschrift die angegebenen Komponenten
zusammengegeben, refluxiert und nach dem AbkUhlen mit Salzsure angesauert.
Das Produkt 137 lag danach al's Niederschlag vor. ®

Schema 4-17
o} y o
NH, N
H.C,0O NaH, Toluol
OC H, H.C,0 D _
o) o) HO OCHs
o}
136 135 137

Diese Versuchsbeschreibung diente als Vorlage fur die Methode, die zur
Synthese der enolischen Verbindung 128 in ausreichender Menge fuhrte. Im
Fale des 2-Aminopyridin-3-carbonsaureethylesters (125) erwies es sich als
vorteilhafter, eine Losung der beiden Edukte in Toluol zu ener hel¥en
Suspension von Natriumhydrid in Toluol zuzutropfen, um eine zweifache
Acylierung an der Aminogruppe zu verhindern. Anschlief3end wurde mit
Essigsaure angesduert, um das Produkt als Niederschlag abtrennen zu kdnnen.
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Die so gewonnene Substanz 128 wurde einer Dealkoxycarbonylierung
unterzogen, indem in wasserhaltigem Dimethylsulfoxid erhitzt wurde. Dieser
Schritt fuhrte zum 6,7,8,9-Tetrahydro-5H-pyrido[2,3-b]azepin-5,8-dion (138).
(Schema 4-18)

Schema4-18
o)
N NH,
AN H.C.O NaH, Toluol, N,
| + 5-2 .
7 OC H, HLC,0 D
) )
125 135
0] H O
N H / N N /
X DMSO, H,0, N, ~N
A 150 °C - =
HO OC,H, 5
)
128 138

4.2.2 5-Phenylhydrazono-6,7,8,9-tetrahydro-5H-pyrido[ 2,3-blazepin-8-one

Im néchsten Syntheseschritt auf dem Weg zum Paullonderivat sollten
verschiedene Phenylhydrazine mit 6,7,8,9-Tetrahydro-5H-pyrido[2,3-b]azepin-
5,8-dion (138) zu Hydrazonen umgesetzt werden. Dies gelang mit 4-Brom, 4
Chlor-phenylhydrazin-Hydrochlorid sowie 4-Nitro- und 4-Trifluormethyl-
phenylhydrazin. (Schema 4-19)

Da die methyl- und methoxysubstituierten Derivate zu schnell einer
Indolisierung unterlagen, ohne dass konzentrierte Schwefelsdure zugesetzt
wurde, wurden die korrespondierenden Hydrazone nicht isoliert. Entsprechendes
wurde im Abschnitt Uber die thienoanellierten Substanzen 109b und 109c
beschrieben. Die isolierten und charakterisierten Phenylhydrazone 139a-d sind
in Tabelle 4-3 zusammengefasst.
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Schema 4-19
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Tabelle 4-3. Synthetisierte 5-Phenylhydrazono-6,7,8,9-tetrahydro-5H-pyrido-
[2,3-b]azepin-8-one (139a-d)

139 R
a CF;
b NO,
C Br
d Cl

4.2.3 7,12-Dihydro-pyrido[ 2’ ,3':2,3]azepino[4,5-blindol-6(5H)-one und 6-(2-
Amino-3-pyridyl)-2-phenyl-2,3,4,5-tetrahydro-pyridazin-3-one

Eine Fischer-Indol-Synthese in Eisessig mit einer kleinen Menge konzentrierter
Schwefelsdure war auch hier die Methode der Wahl, um die gewtnschten
Paullonderivate zu erhalten. Der Schwefelsurezusatz war bei der Synthese der
methoxysubstituierten Verbindung 110b fur die Reaktion zum Indol nicht
erforderlich. Eine Isolierung der Hydrazone war bel der siurekatalysierten
Prozedur nicht nétig, im Falle der methyl- bzw. methoxysubstituierten Derivate
110a und 110b auch nicht méglich. Es wurden Paullonanaloga mit Brom,
Chlor-, Methyl-, und Methoxysubstitution in Postion 9 erhalten (110a-d).
(Schema 4-20)
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Schema 4-20
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Die Reaktion des 6,7,8,9-Tetrahydro-5H-pyrido[ 2,3-b]azepin-5,8-dions 138 mit
4-Nitrophenylhydrazin  (117b) unter Sdurekatalyse erbrachte nicht das
gewunschte Indol, sondern analog zum Thiophenderivat das 6-(2-Amino-3-
pyridyl)-2-(4-nitrophenyl)-2,3,4,5-tetrahydro-pyridazin-3-on  (140a). (Schema
4-21)

Schema 4-21
! o ™ _NH,
N N
’d
+ 1. AcOH, 70 °C
Q;g’:/; (; 2. konz. H,SO,, AcOH,70 °C
° NO,
NO,
138 117b 140 a

Auch hier konnte aso festgestellt werden, dass der Nitrosubstituent des
Phenylhydrazons 139b durch einen —M-Effekt die Bildung des Pyridazinons auf
Kosten der Indolbildung fordert. Der —I-Effekt der Trifluormethylgruppe hat
aber offensichtlich einen schwécheren Einfluss. Hier konnte bel der sdurekata-
lysierten Reaktion eine Bildung des Paullonderivates 110e neben dem uner-

132



winschten Pyridazinonderivat 140b beobachtet werden. (Schema 4-22) Die

Isolierung der einzelnen Produkte war durch Extraktion oder fraktionierende
Kristallisation mdglich.

Schema 4-22
y o N _NH,
N N
- + 1. AcOH, 70 °C -
NN 2. konz. H,SO,, AcOH, 70 °C
© CF,
138 117a
H 0
N N
~
S +
HN
CF,
CF,
110e 140 b

Wird das 5-(4-Trifluormethyl-phenylhydrazono)-6,7,8,9-tetrahydro-5H-pyrido-
[2,3-b]azepin-8-on (139a) in einer thermisch induzierten Fischer-1ndol-Synthese
eingesetzt, so gewinnt man das 9-Trifluormethyl-7,12-dihydro-pyrido[2‘,3" :2,3]-
azepino[4,5-b]indol-6(5H)-on (110e€) in htherer Ausbeute. (Schema 4-23)
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Schema 4-23
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Die warend der Erstellung dieser Arbet synthetiserten 7,12-Dihydro-
pyrido[2',3':2,3]azepino[4,5-b]indol-6(5H)-one 110a-e snd in Tabelle 4-4
zusammengefasst.
H O
N N
=
N

HN

110a-e

Tabelle 4-4: Synthetisierte 7,12-Dihydro-pyrido[2‘,3:2,3]azepino[4,5-b]indol-
6(5H)-one (110a-€)

110 R
a CHs
b OCHs
(0 Br
d Cl
e CFs
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4.3 7,12-Dihydro-pyrido[3*,2°:2,3]azepino[4,5-b]indol-6(5H)-one

\

HN

111

Zum Aufbau des neuen heterozyklischen Korpers 111 war es zuerst nétig, den
3-Aminopyridin-2-carbonsdureethylester (129) zu gewinnen, um anschlief3end
Uber das 5H-Pyrido[3,2-b]azepin-6,9(7H,8H)-dion (148) zu dem neuen
Paullonderivat zu gelangen.

4.3.1 Synthese des 3-Aminopyridin-2-carbonsaurecthylesters

E. Sucharda beschreibt die Synthese von 3-Aminopyridin-2-carbonsaure (144)
ausgehend von Pyridin-2,3-dicarbonsdure 141, die durch Acetanhydrid in ein
Anhydrid (142) umgewandelt wird. Dieses wird ohne vorherige Isolierung nach
Abdestillieren der entstandenen Essigsdure mit Acetamid zum Imid 143
umgesetzt.* (Schema 4-24)

Schema 4-24
B o | o)
COH
~ Ac,0 X Ac,0, ACNH, X
| P — > o|l———— | _ NH
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Das Imid 143 wird durch einen Carbonsaureamidabbau nach Hofmann mit
einem Hypohalogenit in die gewlinschte 3Aminopyridin-2-carbonsaure (144)
umgewanddt. E. Sucharda beschreibt erfolgreiche Versuche mit Natrium-
hypochlorit,® allerdings berichten V. Oakes, R. Pascoe und H.N. Rydon, dass
Verwendung von Natriumhypobromit die Ausbeute an 3-Aminopyridin-2-
carbonsaure auf Kosten der als Nebenprodukt entstehenden isomeren 2-
Aminopyridin-3-carbonsiure (124) erhoht.*® Dementsprechend wurde in der
vorliegenden Arbeit Natriumhypobromit als Reagenz verwendet. (Schema 4-25)
Die as Nebenprodukt anfallende 2Aminopyridin-3-carbonsaure (124) konnte
durch Ansduern des Reaktionsgemisches ausgefallt und abgetrennt werden.

Schema 4-25
o)
NH N NH
X NaOBr, NaOH N i N ’
| NH 8s°c_ | _ + | _
N N COH COH
o)
143 144 124

Zur Reinigung der gewinschten 3-Aminopyridin-2-carbonséure (144) wurde
diese zun&chst in Form eines Kupfer(l1)komplexes (145) ausgefdllt, aus dem die
Zielstruktur anschlief3end mit Schwefelwasserstoff wieder freigesetzt werden
konnte. (Schema 4-26) Wird be dieser Prozedur die von V. Oakes, R. Pascoe
und H.N. Rydon angegebene Menge an Kupfer(ll)acetat erhoht, so lassen sich
diein der Literatur angegebenen Ausbeuten noch verbessern.

Schema 4-26
0
NH HZ | N NH
E\I G e (S T R @ |
_ _ RN _J cus _
N COH N N N COH
H2
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Zur Darstellung des 3-Aminopyridin-2-carbonséureethylesters (129) aus 144
wurden verschiedene Methoden experimentell verglichen. Die in Kapitel 4.2.1
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beschriebene Veresterung in DMF mit Kaliumcarbonat und Ethyliodid ergab die
Zielsubstanz in 44—prozentiger Ausbeute. (Schema 4-27)

Die Veresterung von 144 in einem Gemisch aus konzentrierter Schwefelsdure
und Ethanol beschreiben zuerst V. Oakes, R.Pascoe und H.N.Rydon,®
alerdings geben Q. Chen und L.W. Deady an, dass eine Verlangerung der
Reaktionszeiten zu einer hoheren Ausbeute fihrt.” (Schema 4-27) Diese
Methode ermdglichte eine Verbesserung der Ausbeute auf 54 % und war
aulRerdem unempfindlicher gegen Verunreinigungen in der eingesetzten Saure,
so dass bel dieser Methode eln Reinigungsschritt eingespart werden konnte.

Schema 4-27
NH, NH,
| N DMF, K,CO,, ICH,, RT | N
_ . ~ _ oC H
N COH oder: konz. H,SO,, EtOH, D N 2Ms
0
144 129

4.3.2 Synthese von 5H-pyrido[ 3,2-b]azepin-6,9(7H,8H)-dion

Um eine Acylierung der Verbindung 129 am Aminostickstoffatom zu erreichen,
sollte mit Bernsteinsdureethylesterchlorid (126) umgesetzt werden. Dieses
Verfahren erschien vielversprechend, da J. Chen und W. Steglich wie oben
erwdhnt eine entsprechende Umsetzung von 3-Aminopyridin-2-carbonsdure
(144) mit 2-Methoxyphenylessigsaurechlorid (130) in Pyridin beschreiben.®’
(Schema 4-14)

Als Hilfsbase in den hier durchgefiihrten Versuchen kam Calciumcarbonat in
Frage, welches schon bei der Synthese von Verbindung 114 Verwendung
gefunden hatte. Mit Caciumcarbonat in siedendem Toluol konnte der 3-[(4-
Ethoxy-1,4-dioxobutyl)amino] pyridin-2-carbonsaureethylester (146) hergestellt
werden. Durch Austausch des Calciumcarbonats gegen Pyridin lief3 sich die
Reaktionszeit von 7 auf 2 Stunden verkirzen. (Schema 4-28)
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Schema 4-28
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J. Chen und W. Steglich konnten das Acylierungsprodukt 131 in Gegenwart von
Natriumethanolat in Benzol zyklisieren. (Schema 4-14)

Da sich bel den hisher beschriebenen Paullonsynthesen eine Umsetzung mit
Kaliumhydrid as sehr erfolgreich erwiesen hatte,® wurde die von C. Kunick
entwickelte Methode®™ der von J. Chen und W. Steglich beschriebenen vorge-
zogen. Dazu wurde der Diester 146 mit Kaiumhydrid in Toluol zu 9-Hydroxy-
6-0x0-6, 7-dihydro-5H-pyrido[ 3,2-b] azepin-8-carbonsdureethylester (147) ring
geschlossen. Wie die entsprechenden benzoanalogen Derivate liegt 147
vollstandig enolisiert vor. (Schema 4-29)

Schema 4-29
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Die Dealkoxycarbonylierung von 147 stellte sich as problematisch dar. Nach
C. Kunick® bzw. A. Link®” werden analoge Verbindungen in wasserhaltigem
DMSO be 150°C dedkoxycarbonyliert. Bei der Aufarbeitung soll das
entstehende Produkt nach Eingiefen in Wasser auskristaliseren. Das 5H-
Pyrido[ 3,2-b]azepin-6,9(7H,8H)-dion (148) erwies sich aber in der entstehenden
DM SO/Wasser-Mischung as so gut 16dlich, dass eine Gewinnung adéquater
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Ausbeuten weder durch Erhthung der Wassermenge noch durch Extraktion
moglich war. Eine Extraktion mit Dichlormethan ergab ene kleine
Substanzmenge, die fiir die Aufnahme eines *H-NMR-Spektrums ausreichend
war, so dass die |dentitét des Produktes als 5SH-Pyrido[ 3,2-b]azepin-6,9(7H,8H)-
dion (148) gesichert werden konnte. Die Abtrennung des Dimethylsulfoxids
wurde mithilfe von Mitteldruckchromatographie Uber eine RP-18-Sdule
versucht. Es konnte die gleiche Substanz wie nach Extraktion mit Dichlor-
methan gewonnen werden, allerdings waren die Ausbeuten wiederum so gering,
dass en weterer Syntheseschritt mit den hier gewonnenen Mengen nicht
denkbar war.

Insofern war es ndtig, ein anderes Losungsmittel zu finden, welches ene
Reaktion bei 150 °C und eine Abtrennung des Produktes ermdglichte. Wahrend
N-Methyl-2-pyrrolidon zu dhnlichen Problemen wie DM SO fihrte, konnte die
Reaktion in N,N-Dimethylformamid erfolgreich durchgefthrt werden Schema
4-30), wobei eine Entfernung des Losungsmittels durch Abdestillieren bei
vermindertem Druck mdglich war.

Schema 4-30
o] o]
N N—y/
N X
DMF, H,0, N, |
= > =
N — 150 °C N
OCH, /
HO o
¢)
147 148
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4.3.3 Synthese von 7,12-Dihydro-pyrido[3’,2':2,3lazepinol[4,5-b]indol-6(5H)-

onen

Eine Reaktion des 8H-Pyrido[3,2-b]azepin-6,9(7H,8H)-dions 148 mit 4Brom-
phenylhydrazin (L17c) in Bsessig fuhrte in wenigen Minuten zum 5 (4-Brom-
phenylhydrazono)-6,7,8,9-tetrahydro-5H-pyrido[ 3,2-b]azepin-8-on (149a).
Analog zur bromsubstituierten Verbindung 149a wurde aus 148 mit 4-Nitro-
phenylhydrazin 117b das entsprechende nitrosubstituierte Phenylhydrazon 149b
dargestellt. (Schema 4-31)

Schema 4-31
H O
N
| X
H 0 e N
N /
A HOAc N,
= + “0c NH
N
o)
R
R
148 11/cR=Br 149 aR=Br
117b R =NO; 149 bR =NO;

Bem Versuch, das bromsubstituierte Hydrazon 149a katalysiert durch
Schwefelsdure zum Indol zu zyklisieren, wurde ein Gemisch verschiedener
Produkte erhalten. Bessere Ergebnisse wurden bel der thermischen Indolisierung
In sSiedendem Diphenylether erzielt, wobel die Menge des Lésungsmittels im
Vergleich zu dhnlichen Vorschriften aus der Literatur erhdht wurde. Auf diese
Weise konnten die neuen Paullonderivate 9Brom- und 9Nitro-7,12-dihydro-
pyrido[3',2:2,3] azepino[4,5-b]indol-6(5H)-on 11la und 111b synthetisert
werden. (Schema 4-32)
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Schema 4-32

R
149a R =Br

149b R = NO;

Diphenylether, N,

\

D
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4.4 Synthese des 3-[(4-Methoxy-1,4-dioxobutyl)amino]pyrazin-2-

carbonsaure-methylesters

Das Pyrazinderivat 151 sollte as Vorstufe fir ein weiteres Paullonderivat mit
veranderter heterozyklischer Grundstruktur gewonnen werden. Im ersten Schritt
war hierzu die Synthese des Amids 151 aus dem kommerziell erhdltlichen 3
Aminopyrazin-2-carbonsauremethylester (L50) durch eine Acylierungsreaktion
geplant. Es wurden verschiedene Methoden ausprobiert, die schon die
Gewinnung der Paullonvorstufen 114, 146 und 161 ermdglicht hatten. Die
Reaktion von Bernsteinsduremethylesterchlorid 113 mit dem Ester 150 in
sedendem Toluol erwies sich in friheren Untersuchungen als nicht
erfolgreich.*® Eine der Acylierung des 2-Aminopyridin-3-carbonsiureethylesters
125 analoge Reaktion mit Bernsteinsauredimethylester135 fihrte ebenfalls nicht
zu dem gewlnschten Ergebnis. Hierbei wurde weder in Toluol mit
Natriumhydrid noch mit Natriumethanolat in Ethanol jewells unter Erhitzen zum
Riickfluss eine Umsetzung des Ausgangsmaterials beobachtet.

Schliefdich gelang die Synthese des Amids 151 durch Reaktion mit
Bernsteinsduremethylesterchlorid in Pyridin be 95 °C. Bel dieser Methode
entsteht als Nebenprodukt der diacylierte Aminopyrazin-carbonsauremethylester
152. (Schema 4-33) Die Trennung der beiden Produkte war durch
Saulenchromatographie moglich, wobei dlerdings nur sehr geringe Ausbeuten
erzielt wurden.
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Schema 4-33

0]
N NH,
[f | + cl Pyridin
N OCH D
N | 3 H,CO
o o}
150 113
H,CO
@)

O

0
o 0
OCH, ocH,
NH N N
)
o)
OCH, + N
N OCH,
o o
152

Im néchsten Schritt sollte 151 katalysiert durch Kaliumhydrid in Toluol
ringgeschlossen werden. Diese Dieckmann-Zyklisierung verlief in ersten
Versuchen efolglos. Zudem zeigten die biologischen Daten fir die
Paullonderivate mit einem Stickstoffatom in Position 4 eine deutliche
Verschlechterung der CDK-inhibitorischen Aktivitét verglichen mit den
benzoanalogen Paullonen. Aus diesen Grinden wurden die Versuche zur
Gewinnung von Paullonderivaten mit Stickstoffatomen in den Positionen 1 und
4 an diesem Punkt abgebrochen.

N
a
C

N

151
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5 Modifikationen an der Lactamgruppierung und der
Substitution der Paullone

5.1 Thiolactam und Thiolactimether von Alster paullon

Die Reaktion an der Lactamgruppierung von Kenpaullon (2) zur Uberfiihrung
der Funktionalitdt in eine Thiolactamfunktion durch Phosphorpentasulfid und
Natriumhydrogencarbonat in Tetrahydrofuran (THF) wurde von C. Schultz
beschrieben.?® (Schema 5-1)

Schema 5-1

H (@] H S

N N
O P,S,o NaHCO,, THF O

p— sz D p—
HN HN
Br Br

Kenpaullon (2) 153

Die Umwandlung der Lactamfunktion von Alsterpaullon (3) wurde analog dazu
durchgefiihrt und erbrachte das erwartete Thiolactam 154. (Schema 5-2)

Schema 5-2
H @) H S
N N
O P,S,,, NaHCO,, THF O
— N27 D —
HN HN
NO, NO,
Alsterpaullon (3) 154
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Im Anschluss daran sollte die ebenfalls von C.Schultz mit dem
Kenpaullonderivat 153 durchgefiihrte Reaktion zum Thiolactimether 155 auf das
Alsterpaullonderivat  Ubertragen werden.® Die Methode beinhaltet eine
Deprotonierung des Thiolactams 153 durch Natriumhydrid und eine Alkylierung
des Schwefelatoms durch lodmethan. (Schema 5-3)

Schema 5-3
H S
N
O NaH, ICH,, THF

- N,, D

HN

Br

153

Bel der von Alsterpaullon abgeleiteten Verbindung 154 ist das Proton am
Indolstickstoffatom durch den -M-Effekt der Nitrogruppe azider als das
entsprechende Proton im Derivat des Kenpaullons 153. Aus diesem Grund
erfolgte unter den oben beschriebenen Bedingungen nach Behandlung mit
Natriumhydrid eine zweifache Alkylierung von 154. (Schema 5-4)

Schema 5-4
H S
N
O NaH, ICH,, THF
- N,, D
HN
NO,

154

Um ene Verbindung zu erhaten, welche nur an der Thiolactamfunktion
akyliert ist, wurde lodmethan nicht wie zuvor im Uberschuss, sordern in
aquimolaren Mengen zugegeben. Hierbei resultierte ein Gemisch aus Edukt 154,
mono- und diakyliertem Produkt. Ein Versuch ohne Basenzusatz in THF
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erbrachte keine Umsetzung, wahrend in DM SO bel Raumtemperatur wiederum
en Gemisch aus mehreren Produkten entstand, welche sich weder durch

fraktionierende Kristallisation noch durch Saulenchromatographie trennen
lief3en.
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5.2 Nitrierung von 7,12-Dihydro-indolo[3,2-d][1]benzazepin-
6(5H)-on

5.2.1 Synthese von 10-Nitro-7,12-dihydro-indol o[ 3,2-d][ 1]benzazepin-6(5H)-

on

Das 10-Brompaullon (107) wies bei Untersuchung seiner biologischen Aktivitét
an verschiedenen Kinasen ein Selektivitatsmuster auf, welches sich deutlich von
dem des 9-Brompaullons Kenpaullon (2) unterscheidet. Die inhibitorische
Aktivitét des Kenpaullons wurde von Alsterpaullon (3) bel einigen Kinasen um
eine Groélenordnung Ubertroffen (siehe Kapitel 3.2.2). Aus diesen Griinden stellt
die in diesam Kapitel vorgestellte Zielstruktur 10-Nitropaullon (160) als
|someres von Alsterpaullon und Derivat des 10-Brompaullons eine interessante
Verbindung zur Untersuchung der Struktur-Aktivitéts-Beziehungen im Hinblick
auf die Selektivitdt an verschiedenen Kinasen dar.

Ausgehend von dem unsubstituierten Paullon 159 sollte durch eine
Nitrierungsreaktion das 10-Isomere 160 von Alsterpaullon dargestellt werden.

A. Da Settimo und M.F. Saettone berichten Uber verschiedene Moglichkeiten
zur Nitrierung von 2,3-disubstituierten Indolen. Die Einfiihrung eines Nitro-
substituenten in Position 6 des 2,3-Diphenylindols 157 wurde mit Kupfer(l1)-
nitrat in Eisessig durchgefiihrt.** (Schema 5-5)

Schema5-5
O Cu(NO,),, AcOH O
p— D - —
"~ "~
NO,
157 158
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Durch Abwandlung der in der Literatur angegebenen Methode wurde eine
Nitrierung des nach C. Kunick® synthetisierten Paullons 159 erreicht. Hierbei
konnte auf ein Erhitzen im Wasserbad verzichtet werden, da die Reaktion auch
bel Raumtemperatur in wenigen Minuten zur vollstdndigen Umsetzung der
Ausgangsverbindung fuhrte. (Schema 5-6)

Schema 5-6
H O H O
N N
O Cu(NO,),, AcOH O
HN Q HN O
NO,
159 160

Im Anschluss daran durchgeftihrte Versuche zur Nitrierung des thienoanellierten
Paullons 109a, des von C. Schultz beschriebenen 2Brompaullons®® und eines
1H-[1]Benzazepin-2,5(3H,4H)-dions®™*  fihrten nur zu  untrennbaren
Gemischen verschiedener Reaktionsprodukte.
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5.2.2 Strukturaufklarung von  10-Nitro-7,12-dihydro-indol o[ 3,2-d][ 1] benz-
azepin-6(5H)-on

160

Die Strukturaufkl&rung von Verbindung 160 efolgte mithilfe der ein- und der
zweidimensionalen NM R-Spektroskopie,” wodurch es moglich war, die *H- und
BC-NMR Signde den einzelnen Positionen im Paullon zuzuordnen. Die
Ergebnisse sind in Tabelle 5-1 zusammengefasst.

Tabelle 51: Zuordnung der Signale im *H-NMR- und *C-NMR-Spektrum
(chemische Verschiebung, d-Werte, ppm) zu den jeweiligen Atomen im

Paullon 160
Postionim ‘H-Signal °C-Signa Postionim ‘H-Signa *C-Signal
Paullon d (ppm) d (ppm) Paullon d (ppm) d (ppm)
1 7.81 127.4 7b - 131.0
2 1.34 123.9 8 7.89 118.3
3 7.48 129.5 9 7.97 114.4
4 7.30 122.5 10 - 142.2
4a - 136.2 11 8.33 107.9
5 10.21 - 1l1a - 135.6
6 - 171.3 12 12.43 -
7 3.62 31.4 12a - 139.0
7a - 108.6 12b - 121.6

" Bei den hier angegebenen NM R-Untersuchungen wurde DM SO-dg al's L 6sungsmittel verwendet.
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Im *H-NMR-Spektrum findet man bei 3.62 ppm ein Singulett fiir die beiden
Protonen der Methylengruppe des Azepinrings. Ein Singulett bei 10.21 ppm
entspricht dem Lactam-NH, wahrend das Indol-NH ein Signal bei 12.43 ppm
bewirkt. Im aromatischen Bereich sind Signale fir sieben Protonen zu finden, so
dass davon ausgegangen werden kann, dass an einem der beiden Benzo-
anellanden eine Nitrierung stattgefunden hat. Das 'H-NMR-Spektrum unter-
scheidet sich sowohl von dem des unsubstituierten Paullons 159 as auch von
dem von Alsterpaullon (3).>%°

Anhand des 'H-"H-COSY-Spektrums kénnen die aromatischen Protonen zum
einen einem 4 Spin-System und zum anderen einem 3-Spin-System zugeordnet
werden. Die Protonen des 4Spin-Systems entsprechen den vier benachbarten
aromatischen Protonen in den Positionen 1, 2, 3 und 4. Hierbai kénnen die
Signale bei 7.34 ppm und 7.48 ppm aufgrund ihrer Aufspaltung den beiden
mittleren Protonen (Position 2 und 3) und die Signale bel 7.30 ppm und
7.81 ppm den &auferen Protonen (Position 1 und 4) dieses Spin-Systems
zugeordnet werden. Das Signal bei 7.30 ppm (Position 4) zeigt im COSY-
Spektrum ein Kreuzsigna zum Protonensignal bel 7.48 ppm (Position 3),
welches ein weiteres zum Signa be 7.34 ppm (Position 2) zeigt. Letzteres
koppelt zusétzlich mit dem Proton, welches ein Signd bei 7.81 ppm (Position 1)
bewirkt (siehe Bild 5-1).

Alle Signale fur die Protonen in den Positionen 8, 9 und 10, die zum 3Spin-
System gehoren, sind weiter Tieffeld-verschoben als die des 4Spin-Systems.
Die Protonen des 3-Spin-Systems befinden sich an dem nitrierten Benzo-
anellanden. Bal 7.89 ppm beobachtet man hier ein Dublett fir das Proton in
Position 8 mit einer grof3en Kopplungskonstante von 8.9 Hz fur eine ortho-
Kopplung. Eine entsprechende Kopplungskonstante findet man bel eéinem Signal
fur ein Proton bel 7.97 ppm (Position 9), welches zu einem doppelten Dublett
aufgespalten ist. Die zweite Kopplungskonstante dieses Signals betrégt 2.0 Hz.
Das korrespondierende dritte Signal des 3-Spin-Systems liegt bei 8.33 ppm
(Position 11). Hierbel handelt es sch um en Dublett mit der erwadhnten meta-
Kopplung von 2.0Hz. Die Multiplizititen des 3-Spin-Systems und das
Vorhandensein einer meta-Kopplung lassen den Schluss zu, dass die Nitrierung
in Pogition 10 zwischen dem Proton bei 7.97 ppm und dem be 8.33 ppm
stattgefunden hat. Die Kreuzsignale im *H-"H-COSY -Spektrum bestétigen diese
Annahme (siehe Bild 5-1).
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Bild 5-1: Ausschnitt aus dem 'H'H-COSY-Spektrum der Verbindung 160
(DMSO-ds, 500 MHZz). Der abgebildete Bereich umfasst die Signale
zwischen 5.20 ppm und 9.80 ppm.

Durch die Aufnahme von NOESY-, HMQC- und HMBC-Spektren sollte ein
eindeutiger Beweis fur die Richtigkeit des beschriebenen Strukturvorschlags
erbracht werden.

Zuerst wurde anhand der Kreuzsignale im HMQC-Spektrum fiir jedes Protonen-
sgna das Signa des jewells benachbarten Kohlenstoffatoms bestimmt. In
Tabelle 5-1 sind die chemischen Verschiebungen der Protonensignale denen der
K ohlenstoffatome zugeordnet, an welchen sie angekniipft sind.
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Das Indol-NH zeigt im NOESY-Spektrum ein Kreuzsignal zu den Signalen bel
7.81 ppm des 4-Spin-Systems und 8.33 ppm des 3-Spin-Systems. Hierfir
kommen die Positionen 1 und 11 des Paullongrundgeristes in Frage. Das
Protonensignal bei 8.33 ppm ist wie erwéhnt zu einem Dublett mit einer meta-
Kopplung aufgespalten, weshalb das entsprechende Proton in ortho-Stellung
zum Nitrosubstituenten zu suchen ist. Da es ein NOE-Kreuzsignal zum Indol-
NH aufweist, kann es sich nicht in der vom Indol-NH weit entfernten Position 4
befinden. Anhand der bisher gewonnenen Informationen konnten also nur
Position 2 oder Position 10 des Paullons einen Nitrosubstituenten tragen.

Das Proton des Lactamstickstoffatoms bei 10.21 ppm weist NOE-Kreuzsignale
zur Azepin-Methylengruppe bel 3.62 ppm und zu einem Proton des 4-Spin-
Systems bel 7.30 ppm auf. Da ein NOE-Kreuzsignal zwischen dem Lactam-
Proton und dem Ring D des Paullons praktisch nicht méglich ist, muss das 4
Spin-System am Ring A zu finden sein. Das Signal bel 7.30 ppm kann der
Position 4 des Paullons zugeordnet werden. Daraus folgt, dass die Nitrierung nur
an Position 10 stattgefunden haben kann. Diese Schiussfolgerung soll durch
welitere vorliegende Daten untermauert werden.

Die Azepin-CH,-Gruppe zeigt im NOESY-Spektrum ein starkes Kreuzsignal
zum Proton des 3-Spin-Systems bei 7.89 ppm (Position 8) und ein etwas
schwécheres zum Proton des gleichen Spin-Systems bel 7.97 ppm (Position 9)
auf. Zusétzlich sind Kreuzsignade zu zwei Protonen des 4-Spin-Systems zu
beobachten: ein verglichen mit den zuvor genannten schwéacheres zum Proton
bei 7.30 ppm, welches zuvor der Position 4 zugeordnet wurde, und ein noch
schwéacheres zum Proton bei 7.34 ppm (Position 2). Die Kreuzsignale mit dem
3-Spinsystem bestétigen die vorgeschlagene Struktur der nitrierten Verbindung
160. Die beiden schwacheren NOE-Kreuzsignale der Azepin-CH,-Gruppe zum
4-Spin-System  lassen sich durch eine réaumliche Ndhe eines der beiden
Methylenprotonen zu den Positionen 2 (4.57 A) und 4 (4.39A)" am Ring A
aufgrund der gewinkelten Konformation des Azepinrings erkléren. Innerhalb des
4-Spin-Systems findet man wie erwahnt die entsprechenden ‘H-'H-COSY-
Kreuzsignale, die diese Zuordnung im Ring A ebenfalls plausibel machen.

Durch Auswertung der Kreuzsgnae im HMBC-Spektrum lassen sich die
beschriebenen Theorien tiberpriifen und die bisher nicht definierten *C-Signale
fr die quartéren Kohlenstoffatome zuordnen. Das Lactam-NH weist im HMBC-
Spektrum neben den erwarteten Kreuzsignalen zu dem Carbonylkohlenstoff-

" Die angegebenen Werte beziehen sich auf Kenpaullon (2), dessen Konformation zuvor berechnet wurde. %8
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atom bel 171.3 ppm und dem Methylenkohlenstoffatom bei 31.4 ppm weltere
Kopplungen zu den quartéren Kohlenstoffatomen bel 136.2 ppm und 121.6 ppm
auf. Hierfir kommen die Positionen 4a und 12b in Frage. Diese quartdren
Kohlenstoffatome zeigen ebenfalls Kopplungen mit den Protonen des 4Spin-
Systems. Eine Zuordnung ist aufgrund der Stérke der Kreuzsignale moglich, da
die ®J}Kopplungen in der Regel stérker ausgeprégt sind als die “J-Kopplungen.
Das Proton in Position2 (7.34 ppm) zeigt die stérkere J-Kopplung zum
Kohlenstoffatom bei 121.6 ppm und die schwéchere “J3Kopplung zum
Kohlenstoffatom bei 136.2 ppm. Umgekehrte Verhdltnisse findet man beim
Proton in Position3 (7.48 ppm). Dadurch kann das Kohlenstoffsigna bei
136.2 ppm der Position 4a und das bei 121.6 ppm der Position 12b des Paullons
zugeordnet werden.

Die Protonen der Azepin-CH,-Gruppe bewirken ein Kreuzsignal zum Carbonyl-
kohlenstoffatom bel 171.3 ppm und drel weitere zu den quartéaren Kohlenstoff-
atomen bei 108.6 ppm, 131.0 ppm und 139.0 ppm, welche ebenfalls mit dem
Proton des Indolstickstoffatoms koppeln. Das Kohlenstoffatom bel 139.0 ppm
befindet sich in Podition 12a, da es ebenfalls mit dem Proton bei 7.81 ppm
(Position 1) entsprechend einer *JKopplung koppelt. Ein schwécheres
Kreuzsignal findet man noch zwischen dem Kohlenstoffatom bel 139.0 ppm und
dem Proton bel 7.30 ppm (Position 4), welches einer Kopplung Uber vier
Bindungen entspricht.

Das quartére Kohlenstoffatom bei 131.0 ppm ist in Position 7b zu finden. Diese
Aussage kann gemacht werden, da es Kopplungen mit alen Protonen des 3
Spin-Systems aufweist, welche von der Position 7b Uber zwel oder drei Bin-
dungen moglich sind. Entsprechende Kreuzsignale von Position 7a erscheinen
hier weniger wahrscheinlich, da in jenem Fall zwei der Kopplungen zu den
Protonen des 3-Spin-Systems Uber vier Bindungen bestehen missten. Der
Position 7a entspricht demnach das Kohlenstoffsignal bei 108.6 ppm, welches
zusétzlich zu den beiden Kopplungen zu den Methylenprotonen und dem Indol-
NH eine *J-Kopplung zum Proton in Position 8 bei 7.89 ppm aufweist.

Das Proton am Indolstickstoffatom weist die erwéhnten Kreuzsignale zu den
Kohlenstoffatomen in den Positionen 7a, 7b und 12a auf, die es mit den
M ethylenprotonen gemeinsam hat. Eine zusdtzliche Kopplung besteht zum quar-
taren Kohlenstoffatom bei 135.6 ppm, woftr nur noch die Position 11ain Frage
kommt. Weitere Kopplungen dieses Kohlenstoffatoms bei 135.6 ppm zu den
Protonen in den Positionen 8 und 11 best&tigen dies. Ein schwaches Kreuzsignal
zeigt das Indol-NH zum tertidren Kohlenstoffatom in Position 11 bei 107.9 ppm.
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Da an diesem Punkt alle quartdren Kohlenstoffatome bis auf das C10 den
entsprechenden **C-Signalen zugeordnet sind, muss dem C10 das Signa bei
142.2 ppm entsprechen. Unterstitzt wird diese Theorie durch die Tieffeld-
Verschiebung des °C-Signdls, die durch den starken Elektronenzug der
Nitrogruppe erklart werden kann. Die Zuordnung wird auf3erdem durch die
Kopplungen des Kohlenstoffatoms bei 142.2 ppm zu den Protonen des 3-Spin-
Systems in den Positionen 8, 9 und 11 des Paullons 160 im HMBC-Spektrum
bestétigt.

Die Auswertung der genannten NMR-Spektren erméglichte eine Zuordnung
aller *H- und *C-Signale zu den entsprechenden Positionen im Paullon 160. Die
Ergebnisse sind in Tabelle 5-1 zusammengefasst.
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5.3 Versuche zu Mannich-Reaktionen mit 2-(3-Oxo-1-butenyl)-9-
trifluormethyl-7,12-dihydro-indolo[3,2-d][ 1]benzazepin-
6(5H)-on

Um die Wasserlodlichkeit der Paullone zu erhthen, sollten Derivate mit
hydrophilen Resten synthetisiert werden. Als AnknUpfungspunkt bietet sich im
Paullongrundgerist die Position 2 an, well an dieser Stelle positionierte Reste im
Modell des CDK/Paullon-Komplexes aus der ATP-Bindungsspalte herausragen
und deshalb einen relativ grof3en Raum zur Verfligung haben.

Das Ausgangsmaterial, 2-(3-Oxo-1-butenyl)-9-trifluormethyl-7,12-dihydro-
indol o[ 3,2-d] [ 1] benzazepin-6(5H)-on (166), wurde nach einer Vorschrift von
C. Schultz gewonnen.® Hierbei wird 2-Amino-5-iod-benzoesiure (122) unter
Katalyse von Chlorwasserstoffgas mit Ethanol zum Ethylester 123 verestert
(sehe Kapitel 4.2.1). Dieser wird mit Bernsteinsaurethylesterchlorid 126 zum
Amid 161 umgesetzt. Eine Zyklisierung mit Kaliumhydrid ergibt den Ester 162,
der in wasserhaltigem DMSO zum iodsubstituierten Benzazepindion 163
dealkoxycarbonyliert. (Schema5-7)

Schema 5-7
o]
O
Pyr|d|n Toluol KH, DMF, TquoI
H. H C,0 Ho N 80°C
O] H O
N N
DMSO, H,0
| — N,, 150 °C
OCH
HO // 2® o
O
162 163
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Durch eine Fischer-Indol-Synthese mit 4 Trifluormethyl-phenylhydrazin (117a)
in Eisessg unter Zusatiz von Schwefelsaure wurde das in Position 2
lodsubstituierte Paullon (164) erhaten. (Schema 5-8)

Schema 5-8
NH 0
Y o TINT H
N
+ 1. ACOH, 70 °C
| 2.H,50, AcOH,70°C | —

/ HN

o)
CF, r.

163 117a 164

Der letzte Schritt lieferte mittels einer Heck-Reaktion aus dem Paullonderivat
164 und Methylvinylketon (165) das 2-(3-Oxo-1-butenyl) -9-trifluormethyl-7,12-
dihydro-indol o[ 3,2-d][ 1]benzazepin-6(5H)-on (166).%° (Schema 5-9)

Schema 5-9

H O
N
(] i
' — + 4 C)v Pd(I1)(OAc),, P(C4Ho),, N(C,H,);, DMF
3 o
HN N,, 150 °C
CF,

164 165
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Im Rahmen der vorliegenden Arbeit sollten mit dem Paullon 166 Mannich-
Reaktionen durchgefihrt werden. Die Aminoakylierung sollte an der C,H-
aciden Methylgruppe der Verbindung mit Formaldehyd und einem sekundéren
Amin stattfinden. (Schema 5-10)

Schema 5-10

H,CO
—_—

HNRIR?

166 167

In der Literatur sind vielfaltige Vorschriften fr die Durchfthrung von Mannich
Reaktionen zu finden. Nach H. Hellmann und G. Optiz werden Ketone as C,H-
acide Bestandteile der Mannich Reaktion einer Aminoalkylierung unterzogen,
indem mit Uberschiissigem Paraformaldehyd und einem Amin-Hydrochlorid in
alkoholischen L ésungsmitteln zum Ruckfluss erhitzt wird. Als glnstig wird eine
Zugabe katalytischer Mengen alkoholischer oder konzentrierter Salzsaure zum
Reaktionsgemisch eingeschétzt. Diese soll die Depolymerisation des
Paraformaldehyds férdern. Eine Umsetzung mit den freien Aminen wird als
méglich, jedoch unzweckmaRig bezeichnet.® M. Tramontini gibt als gangiges
Losungsmittel fir eine Mannich Reaktion neben Ethanol und Wasser auch
Essigsaure an.”

Fur die Umsetzung des Paullons 166 wurden vor alem Methoden ausgewdhlt, in
denen in der Originaliteratur als C,H-acide Komponente Benzalaceton (168)
verwendet wird, da das Paullon 166 ein entsprechendes Strukturelement enthélt.
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HC

168 166

C. Mannich und B. Reichert beschreiben die Reaktion von Benzalaceton mit
Dimethylamin-Hydrochlorid (169) und Paraformaldehyd (170) in absolutem
Ethanol.®” (Schema 5-11)

Schema 5-11
H H
HsC\'T'H; or + \[( + HC N EtO; abs.
CH, © i
169 170 168

Bel einer entsprechenden Reaktion des Paullons 166 mit Paraformaldehyd und
Dimethylamin-Hydrochlorid 169 konnte keine Umsetzung erreicht werden. Es
wurde das elngesetzte Paullon wieder zurlickgewonnen.

In weiteren Versuchen wurden katalytische Mengen konzentrierter oder
ethanolischer Salzséure zum Reaktionsgemisch gegeben, wie es H.B. Nisbet in
einer dhnlichen Reaktion beschreibt.®® Bei Anwendung dieser Bedingungen mit
dem Paullon als Ausgangsmaterial wurde allerdings nur ein Produktgemisch in
sehr geringer Ausbeute erhalten.

Der von M. Tramontini als mégliches Losungsmittel erwahnte Eisessig®
erschien fur diese Reaktion guingtig, da sich Paullone in der Regel gut in Eisessig
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|6sen und eine Reaktion deshalb geférdert wirde. Leider ergab sich bei diesem
Versuchsansatz ebenfalls nur eine geringe Menge e nes Produktgemisches.

Bel der Resktion von Dimethylamin-Hydrochlorid, Paraformaldehyd und
Benzalaceton in Ethanol unter Salzslurezusatz erwies sich das Dimethylamin-
Hydrochlorid as ungiinstig, da die Reaktion schlieppend verlief und nur ein
verunreinigtes Produkt gewonnen wurde, auf dessen weitere Aufreinigung
verzichtet wurde.

Aufgrund der Angaben in der Literatur erschien Piperidiniumchlorid (172)
wegen de  hoheren Ausbeuten as Aminkomponente glnstiger als
Dimethylamin-Hydrochlorid.*>*

Die Reaktion von Piperidiniumchlorid mit Benzalaceton und Paraformaldehyd
wurde zuerst von C. Mannich und M. Schiitz beschrieben, in deren Versuchen
absolutierter Ethanol als Lésungsmittel diente. Die Umsetzung erfolgte unter
Erhitzen zum Riickfluss.'® Dieim Rahmen der vorliegenden Arbeit probeweise
durchgefiihrte, entsprechende Reaktion wurde nach einer Vorschrift des
Organikum™* durchgefihrt, die sich abweichend von den von C. Mannich und
M. Schiitz angegebenen Bedingungen einer Zugabe katalytischer Mengen
konzentrierter Salzsdure bedient. Diese Methode fihrte zu akzeptablen
Ausbeuten” an gewiinschtem Produkt 173. (Schema 5-12)

Schema 5-12
NH, CI” H H EtOH abs.
O + T Tone A HCl, D
0
172 170 168

©‘+ cl
H | A
o}
173

" Nach der zitierten Vorschrift wird das Produkt aus dem erkalteten Reaktionsgemisch abfiltriert und aus der
Mutterlauge ebenfalls weiteres Produkt gewonnen. In dem im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrten Versuch
wurde nur ein Teil des abfiltrierten Niederschlages aufgearbeitet und erbrachte dabei 34 % Ausbeute.
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Nach erfolgreicher Aminomethylierung von Benzalaceton in Ethanol mit
Salzsdurezusatz wurden auch andere Reaktionsbedingungen, vor allem andere
Losungsmittel  getestet. Dies war nétig, da vermutet wurde, dass die
ungeniigende Lodlichkeit des Paullons 166 in Ethanol die Mannich-Reaktion
beeintréchtigen kann. Eine ,Modellreaktion* mit Benzalaceton gelang ebenfalls
in Eisessig sowie in Toluol unter Salzsdurezusatz.

Leider ergaben die Versuche mit dem Paullon 166 als C,H-acide Komponente
keine vergleichbaren Ergebnisse. Hier wurden als Losungsmittel Ethanol mit
Salzsdurezusatz, eine Mischung aus Toluol und Ethanol ebenfals mit
Salzsaurezusatz, Eisessg und DMF getestet. Be letzterem wurde keine
Umsetzung beobachtet, in allen anderen Falen ergab sich wiederum nur ein
nicht trennbares Gemisch.

Eine Reaktion in wasseriger Losung mit Formalin und Piperidin unter Erhitzen
zum Riickfluss nach C. Hésch'™® erbrachte keine Umsetzung, wie es aufgrund
der schlechten Wasserl6slichkeit des Paullons zu erwarten war. Es wurde das
eingesetzte Paullon wieder zurtickgewonnen.

Nach diesen efolglosen Versuchen, mithilfe einer klassschen Mannich
Reaktion zum gewtnschten Produkt zu gelangen, wurde die Umsetzung des
Paullons 166 mit N,N-Dimethyl-methylen-ammoniumchlorid (Eschenmosers
Salz, 174) versucht. G. Kinast und L.-F. Tietze verwendeten dieses Reagenz in
einer Reaktion mit Benzalaceton, wobel mit wasserfreiem Acetonitril bei 20 °C
gearbeitet wurde. (Schema 5-13) Bei Verwendung des Paullons anstelle von
Benzalaceton wurde keine Umsetzung beobachtet.
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Schema 5-13

CH,
=N cI” + H.C M,
HL=N s X 20 °C
CH,
o)
174 168
T
cr .
NN
HC
o)
171

Schliefdich wurde as Losungsmittel flr letztere Reaktion DMF ausprobiert mit
gleichzeitiger Erhohung der Temperatur auf 120 °C. Dies stellt eine modifizierte
Methode nach B.S. Lindsay, H.C. Christiansen und B.R. Copp dar. Die Autoren
beschrelben die Aminoalkylierung ener C,H-aciden Methylgruppe der
Verbindung 175 durch N,N-Dimethyl-methylen-ammoniumiodid (176).*
(Schema 5-14)

Schema 5-14
o)
N "X +’CH_‘°’ DMF
+ HC=N T ———
N/ — cH, 120 °C
o) CH,
175 176

Die Reaktion des Paullons mit N,N-Dimethyl-methylen-ammoniumchlorid unter
diesen Bedingungen fuhrte allerdings wiederum zu einem Produktgemisch, aus
welchem sich durch Saulenchromatographie keine Verbindung isolieren lief.
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54 Reduktion von 2-(3-Oxo-1-butenyl)-9-trifluor methyl-7,12-
dihydro-indolo[3,2-d][1]benzazepin-6(5H)-on

Die Setenkette von Paullon 166 sollte in einer weiteren Versuchsreihe einer
Reduktion unterzogen werden, um die Auswirkungen dieser Struktur-
veranderung auf die Loslichkeit und die biologische Aktivitdt zu untersuchen.
Die a,b-ungeséttigte Ketofunktion des 3-Oxo-1-butenylsubstituenten kann zu
verschiedenen Reduktionsprodukten fuhren. Theoretisch ist eine Reduktion zu
einem Butyl-, 1-Butenyl-, 3-Oxobutyl-, 3-Hydroxy-1-butenyl- oder 3-
Hydroxybutylrest moglich.

B. Hulin et a. beschreiben verschiedene Reduktionsreaktionen mit (E)-5-[4-(3-
Pheny|-2-propenoyl)benzyl]thiazolidin-2,4-dion (178).*** Mithilfe einer aqui-
vaenten Menge Triethylsilan in Trifluoressigsaure bei 0 °C wurde die C-C-
Doppelbindung des a,b-ungeséttigten Ketons reduziert, nicht aber die
Carbonylgruppe der genannten Funktion. (Schema 5-15)

Schema 5-15
(@] (@]

H% H%

N N
(@] S (@] S

Si(C,H)H
F,CCOOH, 0 °C
| XX
(@] (@]
178 179

Die Umsetzung der Ausgangsverbindung 178 mit drei  Aquivaenten
Triethylsilan in Trifluoressigsaure bel Raumtemperatur fihrte zur vollsténdigen
Reduktion der a ,b-ungeséttigten Ketofunktion, bel der eine aliphatische Struktur
(180) entstand. (Schema 5-16)
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Schema 5-16

o 0
H H
N——<7 N——<?
o) S o) S
Si(C,Hg),H
F,CCOOH,RT
X
o)
178

180

Die Autoren berichten auferdem von ener Reduktion der Keton
Carbonylgruppe von Vehbindung 179 zur Hydroxylfunktion durch
Natriumborhydrid in Methanol. (Schema 5-17)

Schema 5-17

o 0
H H
N —(
o S 0 S
==
0 OH
179 181

Eine ahnliche Methode wurde von E.J. Salaski angewendet, um ein a,b-
ungesittigtes Keton zu reduzieren.'® Dazu wurde der Heterozyklus 182 mit vier
Aquivalenten Triethylsilan in Trifluoressigsaure bei Raumtemperatur umgesetzt,
wobel sowohl die Alkenstruktur wie auch die Carbonylgruppe vollstandig

reduziert wurden. (Schema 5-18)
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Schema 5-18

(0] O

NN SICH)H N
Q O F,CCOOH, RT Q O
N
o)
182 183

Wie bal den Verbindungen 178 und 182 sollte beim Paullon 166 die a,b-
ungeséttigte Keton-Tellstruktur reduziert werden. Das Paullon wurde dazu in
Trifluoressigsaure gelost und bei Raumtemperatur mit Triethylsilan umgesetzt.
Ein dreifacher Uberschuss an Triethylsilan fuhrte nur zu einer unvollstandigen
Umsetzung des Edukts. Bei Verwendung von funf Aquivalenten Triethylsilan
resultierten mehrere Produkte, von denen das Hauptprodukt durch
Saulenchromatographie isoliert werden konnte. Es handelt sich um ein Paullon
mit einer 3-Hydroxybutyl-K ette in Position 2 (184). (Schema 5-19)

Schema 5-19
H O y O
N N
HC SiCoHelH ¢ ‘
F,CCOOH -
OH HN
CF, CFy
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54.1 HH-COSY- und ¥C-NMR-Spektrum von 2-(3-Hydroxybutyl)-9-
trifluormethyl-7,12-dihydro-indol o[ 3,2-d][ 1]benzazepin-6(5H)-on

Die Strukturaufklarung von Verbindung 184 erfolgte unter anderem durch
NMR-Spektroskopie. Die Kopplungen der einzelnen Protonen der Hydroxy-
butyl-Seitenkette im "H'H-COSY -Spektrum, die zur Definition der chemischen
Struktur des Paullons 184 fiihrten, sollen hier kurz beschrieben werden.

H O
N

HchV ‘
OH HN
CF,

184
e b
H3C CHZ\ A
X CH,
H OH a
d C

Die Protonen der endstdndigen Methylgruppe (e) bei 1.13 ppm weisen en
Kreuzsignal zum Proton auf, das ein Signal bel 3.66 ppm bewirkt. Hierfir
kommt nur das Proton d in Frage. Bel diesem sind weitere Kreuzsignale zu
finden: Eins besteht zum Proton ¢ der Hydroxylfunktion bei 4.56 ppm, ein
weiteres zu den Protonen (b) der benachbarten Methylengruppe bei 1.71 ppm.
Die Protonen b dieser Methylengruppe bewirken schliefdlich das Kreuzsignal zu
den Protonen (a) der am Aromaten angeknUpften Methylengruppierung bel
2.66 ppm und 2.77 ppm. Bel 3.59 ppm findet man das Signa fir die Azepin-
CHo-Protonen. Da das Paullon 184 ein chirales Zentrum besitzt (Position 3 der
Hydroxybutylseitenkette) sind die Signale fur die CH,-Protonen aufgrund des
Diastereotopie-Effektes zu Multipletts aufgespalten. Das Signal bel 2.51 ppm
wird vom Ldsungsmittel DM SO verursacht und das Signal bel 3.39 ppm vom
darin enthaltenen Wasser (siehe Bild 5-2).
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Bild 5-2: Ausschnitt aus dem 'H'H-COSY-Spektrum der Verbindung 184
(DMSO-dg, 500 MHz). Der abgebildete Bereich umfasst die Signale
zwischen 0.65 ppm und 4.75 ppm.

Anhand eines C-NMR-Spektrums konnte festgestellt werden, dass die
Trifluormethylgruppe im gewonnenen Paullon 182 unveréndert enthalten ist.
Fluorsubstituierte  Molekile zeigen im  *C-NMR-Spektrum  typische
Kopplungen zwischen dem jeweiligen Fluoratom und benachbarten
Kohlenstoffatomen.’® Bei der im Paullon enthaltenen Trifluormethylgruppe
konnen die Fluoratome mit insgesamt vier Kohlenstoffatomen koppeln, wobel
sich jewells ein Quartett mit unterschiedlichen Kopplungskonstanten ergibt. Die
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Kopplungskonstante fir die Kopplung zwischen den Fluoratomen und dem
Kohlenstoffatom der Trifluormethylgruppe 1J(C,F) betragt dabel theoretisch
272Hz (hier: 271Hz). Die Z‘J(C,F)—Kopplungskonstante zum C9 des
Paullongrundgeristes, an dem der Trifluormethylsubstituent lokalisiert ist,
betragt theoretisch 32 Hz (hier: 31 Hz). Die beiden zu letzterer Position
benachbarten tertidren Kohlenstoffatome, C8 und C10 des Paullons, weisen
jeweils eine *J¢ 5-Kopplungskonstante von 4 Hz auf.'®

Im **C-NMR-Spektrum der Verbindung 182 ist das Signal fiir das Kohlenstoff-
atom der Trifluormethylgruppe bel 125.5 ppm zu finden. Haufig ist dieses
Quartett bei Vermessung zu geringer Mengen entsprechender Derivate nicht
auszumachen, da wegen der Aufspaltung die Peaks sehr klein sind. Das quartére
C9 des Paullons verursacht ein Quartett bet 120.0 ppm. Die beiden erwéahnten
tertidren Kohlenstoffatome zeigen Signale bei 115.8 und 118.2 ppm (siehe Bild
5-3).

H.C

OH HN_/ )\
< CF,

?¢$C\\ pd

N
AT

2Jch =31Hz

3Jch=4Hz
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Bild 5-3: Ausschnitt aus dem *C-NMR-Spektrum (DM SO-ds, 100.6 MHz) von
Verbindung 182. Der abgebildete Bereich umfasst die Signale zwischen
115.0 ppm und 131.0 ppm.
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6 Biologische Aktivitat der Paullonanaloga

Von C. Schultz wurden zahireiche Paullone synthetisiert und anschlief3end
bezliglich ihrer Aktivitéé an CDKZL1/Cyclin B, CDK5/p25 (bzw. p35) und
GSK-3b getestet. Zusétzlich wurde ihre Wirkung im NCI-Tumorzelllinien
Screening untersucht.”®

Die im Rahmen der vorliegenden Arbeit dargestellten Paullonderivate wurden
ebenfalls im Hinblick auf eine potentielle CDK- und GSK-3b-inhibitorische
Aktivitdt und antiproliferative Wirkung synthetisiert. Dabei sollten weltere
Erkenntnisse Uber Strukturmodifikationen, die eine hohere Aktivitét in den
erwahnten Untersuchungen zur Folge haben, gewonnen werden. In den
folgenden Abschnitten werden die von C.Schultz und M. Leost et 4.
berichteten Ergebnisse der biologischen Testung von zuvor beschriebenen
Paullonderivaten mit aufgefihrt, sofern sie als Vergleichswerte von Interesse
sind.

6.1 CDK- und GSK-3b-inhibitorische Aktivitat

In Enzymassays wurden die Verbindungen 109b-h, 110a-€, 111a, 128, 138, 147,
139a-d, 140, 154, 156 und 184 an CDK1/Cyclin B, CDK5/p25 (z.T. CDK5/p35)
und GSK-3b getestet.

Wie in den Kapiteln 2 und 3 ausfihrlich dargelegt, stellt die Hemmung des
CDK1/Cyclin B-Komplexes eine Mdoglichkeit dar, auf eine deregulierte
Z€llteilung Einfluss zu nehmen. Die CDK 1/Cyclin B-inhibitorische Wirkung der
Paullonderivate macht diese Verbindungen deshab zu potentiellen
Krebstherapeutika.

Ebenfalls wurde in den angegebenen Kapiteln beschrieben, dass sowohl CDK 1-
as auch CDK5- und GSK-3b-Deregulation eine Rolle bei der Alzheimer-
Erkrankung spielen. Eine Untersuchung der Struktur-Aktivitéts-Beziehungen
der Paullonanaloga bezlglich ihrer inhibitorischen Aktivitdt bel genannten
Enzymen ist aso aufgrund des moglichen Einsaizes zur Behandlung der
Alzheimer-Erkrankung zusétzlich von Interesse.

169



Die Messung der Aktivitét der Paullonderivate gegeniiber den angegebenen
Enzymen efolgte im Arbeitskreis von Laurent Mejer (CNRS, Station
Biologique, Roscoff, Frankreich). Dabel wurde bestimmt, in welchem Mal3e
eine von den Cyclin-abhangigen Kinasen (CDK1/Cyclin B und CDK5/p25 bzw.
p35) katalysierte Phosphorylierung von Histon H1 durch das jewellige
Paullonderivat gehemmt wird. Die inhibitorische Wirkung einer Verbindung auf
CDK5 wird durch das mit dieser CDK assoziierte Protein beeinflusst. Aus
diesem Grund sollten Ergebnisse von Untersuchungen an CDK5/p35 nicht
direkt mit denen von Tests an CDK5/p25 verglichen werden.

Fur die Testung an GSK-3b wird die inhibitorische Wirkung der Paullonanaloga
auf die Phosphorylierung des GS-1-Peptids untersucht.

Fir die Berechnung der Konzentration, die eine 50-prozentige Hemmung der
Enzymaktivitét (ICso) bewirkt, wurden Dosis-Wirkungs-Kurven ermittelt. Alle
Untersuchungen wurden a's Dreifachbestimmungen durchgefihrt.

Die folgende Tabelle 6-1 enthdt die Testergebnisse fir die 8-substituierten
thienoanellierten Paullonderivate und die entsprechenden 9-substituierten benzo-
analogen Paullone. Letztere wurden von C. Kunick (Kenpaullon) und C. Schultz
dargestellt.>"®
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Tabelle 6-1: Hemmung der CDK1/Cyclin B-, CDK5/p25- (p35-) und GSK-3b-
Aktivitét, |Cso [UM]

H 0O H
N N
g g
S
HN HN
R R

185a-d, Kenpaullon, (2) 109b-h
Alsterpaullon (3), 108

CDK1/CydinB CDK5/p25 (p35)  GSK-3b

R 1Cso [UM] 1Cso [UM] 1Csp [UM]
185a CHs 2.0 6.3 0.13
185b OCH; 0.90 2.1 2.2
Kenpaullon (2) Br 0.40 0.85 0.023
185c Cl 0.60 0.80 0.024
185d CFs 0.40 0.60 0.030
Alsterpaullon (3)  NO: 0.035 0.040 0.004
108 CN 0.024 0.044 0.010
109b CHs 4 40° 1.3
109c OCH3 3.2 10 10
109d Br 0.6 4.0 0.12
109 Cl 0.5 5 0.4
1009f CFs 0.7 1.5 0.14
109g NO, 0.08 0.1 0.035
109h CN 0.075 0.32 0.33

% Aktivitat bei CDK5/p35

Die thienoandlierten Paullonderivate lassen sich aufgrund ihrer CDK1-
inhibitorischen Wirkung in drel Gruppen einteilen. Die methyl- und methoxy-
substituierten Verbindungen 109b und 109¢c sind dabel um eine Gréf3enordnung
schwéacher aktiv as die chlor-, brom- und trifluormethylsubstituierten 109e,
109d und 109f. Diese wiederum werden von den nitro- und cyanosubstituierten
Substanzen 109g und 109h bezlglich ihrer CDK1-inhibitorischen Wirkung um
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eine weitere GroélRenordnung Ubertroffen. Entsprechende Verhaltnisse findet man
auch bei den benzoanalogen Verbindungen Kenpaullon (2), Alsterpaullon (3),
108 und 185a-d, wobe diese jeweils eine etwas hohere Aktivité als die
thienoanellierten Derivate zeigen.

An CDK5 sind die Verbindungen um bis zu eine GréRRenordnung schwéacher
aktiv. Vergleichbares wurde schon von C. Schultz fir einige benzoanellierte
Derivate festgestellt. Die thienoanellierten Derivate kdnnen beziglich ihrer
CDK5-inhibitorischen Aktivitét in dhnliche Gruppen eingeteilt werden, wie dies
fir die CDK1-Inhibition beschrieben wurde. Dabei sollte jedoch bedacht
werden, dass das methyl- und das chlorsubstituierte Derivat (109b und 109¢) an
CDKb5/p35 getestet wurden, wahrend as CDK5-assoziiertes Protein in den
anderen Falen p25 verwendet wurde.

Fur die GSK-3b-inhibitorische Aktivitét lésst sich die Eintellung in drei
Gruppen nicht aufrechterhalten. Am schwéachsten wirkt hier das methoxysubsti-
tuierte Derivat 109c, wahrend sich das methylsubstituierte Paullonderivat 109b
um eine GroRenordnung aktiver zeigt. Uberraschenderweise sind die |Cs-Werte
von 109h und 109 vergleichbar, wahrend 109g eine vergleichsweise hohe
Aktivitdt auch bei GSK-3b behélt. Die Verbindungen 109d und 109f erweisen
sich wie erwartet als aquivalent. Sie liegen mit ihrer GSK-3b-inhibitorischen
Aktivitdt im mittleren Bereich der hier beschriebenen thienoanellierten
Verbindungen 1009.

Im Vergleich zu den in der Literatur bereits beschriebenen Paullonen hat sich
der Thienoanelland fir die Inhibition der CDK1 als nahezu aguivalent zum
Benzoanellanden der Paullone gezeigt. Schon etwas stérker aktivitatsmindernd
scheint er bei Testungen an CDK5 zu sein, wdhrend er bel GSK-3b eine
Abschwéachung der Wirkung um eine Grélenordnung bewirkt. Beim Carbonitril
109h wird die GSK-3b-inhibitorische Aktivitdét durch Thienoanellierung
verglichen mit dem 9-Cyanopaullon 108 sogar um das 330fache abgeschwécht.

In der nachfolgenden Tabelle 6-2 sind die ICs-Werte fir die pyridoanellierten
Paullonderivate 110a-e und 111a aufgeftihrt.
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Tabelle 6-2: Hemmung der CDKZL1/Cyclin B-, CDK5/p25- und GSK-3b-
Aktivitét, |Cso [UM]

H (@) H O
N N N
= = |
N N
— N —
HN HN
R Br
110a-e 111a
CDK1/CyclinB CDK5/p25 GSK-3b
R 1Csp [UM] |Cs0 [UM] |Cs0 [UM]
110a CHzs 200 430 > 1000
110b OCH3 90 420 b
110c Br 8.4 12 6.0
110d Cl 23 42 500
110e CF3 6 13 5.3
111a 15 4.2 0.025

° Testergebnis liegt nicht vor.

Eine Pyridoanellierung, welche der formalen Einfihrung eines Stickstoffatoms
in die Postion 4 des Paullongrundgertistes entspricht, hat deutlich negative
Auswirkungen auf die inhibitorische Aktivitdét an CDK und GSK-3b. Die in
ihrer Wirkung &guivalenten Verbindungen 110c und 110e sind etwa ene
GrolRenordnung schwécher aktiv als die entsprechenden thienoanellierten
Derivate, und zwar bezlglich ihrer Aktivitdt an CDK1, CDK5 und GSK-3b. Die
Verbindung 110d mit einem Chlorsubstituenten ist unerwarteterweise noch
deutlich schwécher aktiv als 110c und 110e. Die htchsten ICs-Werte zeigen,
wie auch bel den in Tabdle 6-1 aufgefihrten Substanzen, digenigen mit einer
Methyl- oder Methoxysubstitution (110a und 110b).

Das Paullonderivat 111a mit einem Stickstoffatom in Position 1 bewirkt eine
50-prozentige Hemmung der CDK1- und CDK5-Enzymkomplexe erst durch
vier- bis funffach hdhere Konzentrationen als die Leitstruktur Kenpaullon (2).
Bemerkenswert ist hier alerdings die ausgeprégte Selektivitéat fur GSK-3b, bei
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welcher das Paullonderivat 111a eine mehr als sechzigfach hohere Aktivitét
aufweist s bei CDK1 und CDKS5.

Ein formaer Austausch des Kohlenstoffatoms in Position 4 des Paullongrund-
gerlstes durch ein Stickstoffatom ist offensichtlich von Nachtell fir die
gewlnschte Enzymwirkung. Dagegen sind Verbindungen mit einem Stickstoff-
atom in Position 1 des Paullongrundgerustes a's potentielle GSK-3b-Inhibitoren
mit einer Selektivitat gegentiber CDK1 und CDK5 von Interesse.

Ebenfalls untersucht wurde die Aktivitét einiger Vorstufen der Paullonderivate
(128, 138, 147, 139a-d) und de Wirkung des as Nebenprodukt gewonnenen
Pyridazinonderivates 140. Die entsprechenden 1Cso-Werte sind in Tabelle 6-3
und Tabelle 6-4 enthaten.

Tabelle 6-3: Hemmung der CDK1/Cyclin B-, CDK5/p25- und GSK-3b-
Aktivitét, |Cso [UM]

H 0 H o) H o)
N N N
N 2 %
NS _ N N _
N
HO OC2H5 (@] HO OC-Hs
0 o)
128 138 147
CDK1/CyclinB CDK5/p25 GSK-3b
ICso [UM] |Cs0 [M] |Cs0 [M]
128 850 > 1000 > 1000
138 1000 > 1000 > 1000
147 > 1000 > 1000 > 1000
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Tabelle 6-4: Hemmung der CDKZL1/Cyclin B-, CDK5/p25- und GSK-3b-
Aktivitét, |Cso [UM]

4 0
N N
AN
=
/
1
NH
R
139 140
CDK1/CyclinB CDK5/p25 GSK-3b
R 1Cs0 [UM] 1Cso [UM] 1Cso [UM]
139%a CF3 400 > 1000 > 1000
139b NO, 500 > 1000 520
139c Br 190 450 1000
139d Cl 230 1000 > 1000
140 530 > 1000 > 1000

Kene der aufgefihrten Verbindungen zeigte an den drei Kinasen eine
nennenswerte Aktivitdt. Alle 1Cs-Werte lagen Uber 190 uM, die meisten
Uberschritten 500 pM. Fir benzoanaloge Hydrazone waren von C. Schultz
shnliche Ergebnisse berichtet worden.®

Die Daten in Tabelle 6-5 beleuchten die Auswirkungen, die die Verénderung der
Lactamstruktur von Alsterpaullon auf die Aktivitdt hat. Die entsprechenden
Werte flr Kenpaullon und einige Derivate sind zum Vergleich mit aufgeftihrt.
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Tabdle 6-5: Hemmung der CDKZL1/Cyclin B-, CDK5/p25- und GSK-3b-
Aktivitét, |Cso [UM]

H O H S
N N

— p—

HN HN N
R R

Kenpaullon (2), 153, 154 155, 156
Alsterpaullon (3)

CDK1/CyclinB CDK5/p25 GSK-3b
R R 1Csp [UM] 1Cs0 [MM]  1Cs0 [UM]

Kenpaullon (2) Br 0.40 0.85 0.023
153 Br 2.3 8.0 2.0
155 Br H 43 450 1.2
Alsterpaullon (3) NO: 0.035 0.040 0.004
154 NO; 1.3 1.7 0.6
156 NO, CHs 230 850 1000

Die Umwandlung der Lactamfunktion von Kenpaullon (2) in ene
Thiolactamgruppe fihrte zu Verbindung 153, welche eine deutliche Abnahme
der inhibitorischen Aktivitdt an CDK1 und CDK5 um etwa eine Groélenordnung
zeigte. Die Wirkung auf GSK-3b wurde um das 100fache abgeschwécht. Bei
weiterer Veranderung der Funktionaitdt zu einem Thiolactimether wurde
Verbindung 155 gewonnen, welche ene drastische Verminderung der
inhibitorischen Aktivitdt an CDK1 und CDKS5 verglichen mit Kenpaullon
erbrachte. Interessanterweise zeigte sich fir Verbindung 155 eine Selektivitat
fur GSK-3b.”*

Die im Rahmen der vorliegenden Arbeit durchgefiihrte Derivatiserung von
Alsterpaullon (3) sollte dieses Phdnomen weiter beleuchten. Das Thiolactam-
derivat 154 hemmte die untersuchten Kinasen kaum stérker als das Analogon
153. Damit fuhrt der Austausch der Lactam- gegen eine Thiolactamgruppe bei
Alsterpaullon zu einer Aktivitdtsabschwachung um zwel  GrofRenordnungen.
Leider gelang die Darstelung enes von Alsterpaullon abgeleiteten
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Thiolactimethers nicht. Das bel entsprechenden Versuchen gewonnen
dimethylierte Derivat 156 zeigte in den Enzymassays keine nennenswerte
Aktivitét.

Die nachfolgende Tabelle 6-6 zeigt die Ergebnisse der Testung des Paullons 166
Im Vergleich zu seinem bisher nicht beschriebenen Reduktionsprodukt 184.

Tabelle 6-6: Hemmung der CDK1/Cyclin B-, CDK5/p25- und GSK-3b-
Aktivitét, 1Csy [UM]

OH HN Q
CF,

166 184
CDK1l/CyclinB  CDK5/p25 GSK-3b
1Cso [UM] 1Cso [MM] 1Cso [UM]
166 0.32 A 14
184 0.35 0.7 0.17

Bei Testung des Paullons 166 zeigte dies eine starkere Wirkung bel CDK1 as
bei den anderen Kinasen. Hierbel war die Aktivitét an CDK1 in etwa um das
dreifache hoher als an GSK-3b und sogar mehr as hundertfach hoher als an
CDK5.™®

Die Reduktion der Seitenkette in Position 2 des Paullons 166 fihrte zum Paullon
184. Diese Modifikation erbrachte praktisch keine Veranderung der CDK1-
inhibitorischen Aktivitét, wahrend die Wirkung an CDK5 und GSK-3b deutlich
erhdht wurde, so dass hier keine Selektivitdt mehr festzustellen war.
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6.2 Invitro Antitumor aktivitat

Die antiproliferativen Eigenschaften der im Rahmen dieser Arbeit
synthetisierten Verbindungen wurden im in vitro Tumorzelllinien-Screening des
NCI untersucht.'"**°

Angegeben ist hier jewells der Mittelwert der log,, Gls-Werte aler Zdllinien
(logy Glsg [M] MG_MID). Fir ale Testsubstanzen lag die hochste getestete
Konzentration bei 10* M. Der dekadische Logarithmus der maximalen
Testkonzentration (logy, 10* = -4.0) wurde in die Berechnung der mittleren
Antitumoraktivitét (MG_MID) einbezogen, auch wenn bel dieser Konzentration
durch die entsprechende Substanz keine 50-prozentige Hemmung der jewelligen
Z€lllinie bewirkt wurde. Deshalb wird durch einen log,g Glso [M] MG_MID von
-4.0 angezeigt, dass an keiner der getesteten Zelllinien eine 50-prozentige
Wachstumshemmung durch eine Konzentration der Testsubstanz erreicht wurde,
die niedriger s 10* M liegt.

In Tabdle 6-7 gnd die MG MID-Wete fir die thienoanelierten
Paullonderivate 109b-h im Vergleich zu denen der entsprechenden benzo-
anellierten Paullonen®® dargestelt.
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Tabelle 6-7: in vitro Antitumoraktivitét, 10g,y Glsg [M] MG_MID

y 0
N

—_—
HN
R

Kenpaullon(2),
Alsterpaullon(3), 185a-d

H 0
N
a
S —
HN
R
109b-h

R logho Glsg [M] MG_MID?
185a CHs -4.0
185b OCH3 -4.6
Kenpaullon (2) Br -4.4/-4.3
185¢c Cl 4.1
185d CFs 4.1
Alsterpaullon (3) NO; -6.4/-6.5
108 CN 4.1
109b CHs -4.42
109c OCH3 -4.59
109d Br -4.05
10%e Cl -4.07
109f CFs -4.53
109g NO, -5.47
109h CN -4.09

a Ergebnisse aus zwei Testreihen sind durch einen Schragstrich voneinander getrennt.

Die Derivate 109, 109d und 109h zeigen keine nennenswerte antiproliferative
Aktivitét. Eine Uberraschend schwache Aktivitédt des Carbonitrils 108 an
Tumorzellen trotz einer ausgeprégten CDK1-inhibitorischen Wirkung wurde
von C. Schultz schon beschrieben.®® Entsprechende Beobachtungen ergaben
sich fur die thienoanellierte Verbindung 109h, die im Rahmen der vorliegenden
Arbeit synthetisiert worden war.

Das Trifluormethylderivat 109f ist im Tumorzelllinien-Screening etwas aktiver
ds das entsprechende analoge Paullon 185d. Entgegen ihrer deutlich
schwécheren inhibitorischen Aktivitét bel CDK1 sind die Verbindungen 109b
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und 109c an Tumorzelllinien aktiver als die brom und chlorsubstituierten
Derivate 109d und 109e, welche im CDK1-Assay hohere Aktivitét gezeigt
haben. Die hochste Aktivitdt wurde wie erwartet bel der Alsterpaullon-ahnlichen
Verbindung 109g gefunden, wobel diese allerdings um eine Grofienordnung
schwécher aktiv war as Alsterpaullon (3).

Tabele 68 enthdt die MG MID-Wete fir die pyridoandlierten
Paullonderivate 110a-e und 111a.

Tabelle 6-8: in vitro Antitumoraktivitét, log,, Glso [M] MG_MID

v N 7
2 4
N X |
— N —
HN HN
R Br
110a-e 111a
R l0gyo Glso [M] MG_MID
110a CHs -4.12
110b OCH3 -4.01
110c Br -4.01
110d Cl -4.00
110e CF3 -4.11
111a -4.21

Von diesen Paullonanaloga mit verdnderter heterozyklischer Grundstruktur
zeigte keines eine erwdhnenswerte antiproliferative Aktivitdt. Der niedrigste
ermittelte MG_MID-Wert lag bel —4.21 fir das Kenpaullonderivat 111a mit
einem Stickstoffatom in Position 1. Diese Werte korrelieren mit der jewelligen
CDKZ1-inhibitorischen Aktivitét.
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Tabelle 6-9 und Tabelle 6-10 enthalten die in vitro Antitumoraktivitéten einiger
Vorstufen der Paullone einschliefdich einiger Hydrazone beschrieben durch die
entsprechenden MG_MID-Werte. Ebenfalls aufgefuihrt ist der MG_MID-Wert
flr das Nebenprodukt der Fischer-Indol-Synthese 140a.

Tabelle 6-9: in vitro Antitumoraktivitét, log,y Glso [M] MG_MID

H O H O
N N N N
2 = |
NS _ NS
HO OC,H; 0
0
128 138 147
l0gyo Glso [M] MG_MID
128 -4.06
138 -4.02
147 -4.00
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Tabelle 6-10: in vitro Antitumoraktivitét, 10g,g Glso [M] MG_MID

H O
N N
| AN
=
/
N
1
NH
R NG,
139%a-d 140a
R 10g1, Gls, [M] MG_MID
139a CF3 -4.00
139c Br -4.02
139d Cl -4.07
140a -4.02

Die Verbindungen 139a, ¢, d und 140a zeigten praktisch keine antiproliferativen
Eigenschaften. Von C. Schultz wurden entsprechende Ergebnisse auch fir
benzoanellierte Hydrazonderivate berichtet.®

In der nachfolgenden Tabelle 6-11 sind die MG_MID-Werte fir die Paullone
mit veranderter Lactamstruktur 154 und 156 aufgefihrt. Zum Vergleich sind
ebenfalls die Ausgangsverbindung Alsterpaullon (3) sowie Kenpaullon (2) und
die von C. Schultz beschriebene von Kenpaullon abgeleitete Verbindung 155
aufgefihrt.®®
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Tabelle 6-11: in vitro Antitumoraktivitét, 10g,g Glso [M] MG_MID

S S—CH,

Kenpaullon (2), 154 155, 156
Alsterpaullon (3)

R R logho Glso [M] MG_MID?
Kenpaullon (2) Br -4.4/-4.3
155 Br H -5.5/-5.7
Alsterpaullon (3)  NO: -6.4/-6.5
154 NO; -4.70
156 NO, CHjs -4.20

a4 Ergebnisse aus zwei Testreihen sind durch einen Schragstrich voneinander getrennt.

Die Verénderung der Lactamgruppe von Kenpaullon in eine Thiolactimether-
funktion, die zu Verbindung 155 gefuhrt hat, erbrachte eine Aktivitétssteigerung
im Tumorzelllinien-Screening um eine Grofdenordnung. Fur das entsprechende

Thiolactam 153 liegen keine Daten vor.®

Das Thiolactam 154, welches sich von Alsterpaullon ableitet, zeigt zwar noch
eine Antitumoraktivitét, allerdings ist diese verglichen mit der von Alsterpaullon
durch die Strukturverdnderung drastisch um fast zwe Groéfenordnungen
vermindert. Die Verbindung 156, die bei dem Versuch entstand, einen von
Alsterpaullon abgeleiteten Thiolactimether darzustellen, erwies sich als noch

weniger aktiv.
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Tabelle 6-12 enthdt die MG_MID-Werte fir das Paullon 166 und dessen
Reduktionsprodukt 184.

Tabelle 6-12: in vitro Antitumoraktivitét, 10g,g Glso [M] MG_MID

OH HN
CF,;

logho Glso [M] MG_MID?
166 -5.27/-5.57
134 -5.38
a Ergebnisse aus zwei Testreihen sind durch einen Schragstrich voneinander getrennt.

Die Veranderung der Seitenkette in Position 2 des Paullons 166 erbrachte keine
Veranderung der 1Cs-Werte bei CDK1 (siehe Tabelle 6-6). Wie anhand der in
Tabdle 6-12 aufgefihrten Werte zu sehen ist, erwies sich das Paullon 184
ebenfalls as &quipotent bei  Tumorzellinien verglichen mit der

Ausgangsverbindung 166.*
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7 Molecular Modelling

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden unter anderem Abwandlungen des
heterozyklischen Grundgeriistes der Letstruktur Kenpaullon (2) durchgefihrt.
Dabel wurde der Benzoaneland des Azepins (Ring A) durch einen Thieno- und
zwel  verschiedene Pyridoanellanden ersetzt. Letztere Veranderungen
entsprechen einer formalen Einfuhrung eines Stickstoffatoms in die Position 1
oder 4 des Kenpaullons. In Tabelle 7-1 sind die ICs-Werte fur die CDK1-

Aktivitét dieser vier Verbindungen aufgefihrt.

H (@] H (@]
N N N
= “d |
]~ NN
— N —
HN HN
Br Br
110c 111a
H 0]
N
7|
S —
HN
Br
109d
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Tabelle 7-1: Hemmung der CDK1/Cyclin B-Aktivitét, |Csy [UM]

CDK1/Cyclin B ICsy [UM]

Kenpaullon (2) 0.4
110c 8.4
111a 15
109d 0.6

Um eine Erklérung fir die deutlich abgeschwéachte Aktivitdt der Verbindung
110c und die ebenfals schwéchere Wirkung des Derivates 111a an CDK1
verglichen mit Kenpaullon (2) zu finden, wurden Molecular Modelling-
Untersuchungen an diesen Verbindungen durchgefihrt.

Wiein Kapitd 3.2.2 beschrieben wurde die Ausrichtung von Kenpaullon in der
ATP-Bindungsspalte berechnet, da eine Kristallstruktur von einem Paullon im
Komplex mit CDK2 bisher ncht zur Verfligung steht. In der Docking-Studie
wurde eine energieminimierte Konformation von Kenpaullon in die ATP-Tasche
von CDK2 eingepasst.”® Zwei Wasserstoffbriickenbindungen zwischen der
L actamgruppierung des Inhibitors und dem Peptid-Carbonylsauerstoffatom von
Leu83 sowie dem Peptid-NH von Leu83 scheinen hierbel von Bedeutung zu
sein. Eine dritte Wasserstoffbrickenbindung besteht moglicherweise zwischen
dem Indol-NH des Paullons und GIn131. Die Differenzen in der Aktivitét der
vier untersuchten Verbindungen hangen offensichtlich aufRerdem mit der
Tatsache zusammen, dass das Peptid-Carbonylsauerstoffatom von His84 in die
Richtung der 4-Position des Kenpaullon-Grundgertistes weist (siehe Bild 7-1)
Fir die im Rahmen der vorliegenden Arbeit durchgefthrten Molecular
Modelling-Untersuchungen wurden die Koordinaten fir die dreidimensionale
Kenpaullon-Struktur  von ener zuvor durchgefihrten Docking-Studie
lbernommen.”*®* Die Strukturen der Verbindungen 110c, 11la und 109d
wurden in SYBYL* konstruiert und energieminimiert (Tripos-Kraftfeld), wobei
die Struktur von Kenpaullon als Vorlage diente. Alle vier Strukturen wurden mit
einem quantenmechanischen Verfahren (Hartree-Fock 3-21G*) in SPARTAN
abermals energieminimiert. Es folgte die Berechnung der elektrostatischen
Potentiale, welche schliedich auf die van-der-Wads-Oberflache der
korrespondierenden Molekile projiziert wurden (siehe Bild 7-2, Bild 7-3 und
Bild 7-4).
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Bild 7-1: Dreidimensionale Ausrichtung von Kenpaullon (2) in der ATP-
Bindungstasche der CDK. Es sind die Backbone-Atome der
Aminosauren Phe82, Leu83 und His84 der CDK2 dargestellt. Wasser-
stoffbrtickenbindungen werden durch gelb-gepunktete Linien angezeigt.

Kenpaullon

Bild 7-2: Elektrostatische Potentidle von Kenpaullon (2) (oben) und den
Verbindungen 110c (links), 11la (rechts) und 109d (unten) in
transparenter Darstellung auf die van-der-Waas-Oberflachen  der
jeweiligen Molekille projiziert.
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Kenpaullon

____—Lactam-C=0

Lactam-NH

/Position 4

. 5108

Bild 7-3: Elektrostatische Potentiale von Kenpaullon (2) (oben) und den
Verbindungen 110c (links), 111a (rechts) und 109d (unten) projiziert auf
die van-der-Waals-Oberflachen. Abgebildet ist der Bereich um
Position 3 und 4 und die Lactamfunktion (bezogen auf Kenpaullon). Die
Struktur von Kenpaullon in der Mitte soll as Anhaltspunkt dienen, um
den Blickwinkel auf die Molekiile zu verdeutlichen.
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Bild 7-3 und Bild 7-4 veranschaulichen die Unterschiede der elektrostatischen
Potentiale der verschiedenen Paullonderivate. Bild 7-3 verdeutlicht besonders
die elektronischen Gegebenheiten im Bereich der Lactamgruppierung und der
Position 4 des Paullongrundgeriistes (bzw. Position 3 von 109d). Deutlich zu
erkennen ist das jeweilige Lactam-NH mit einer blau eingeférbten Oberflache,
welche das positivere elektrostatische Potential anzeigt. Das Sauerstoffatom der
Lactam-Carbonylgruppe erscheint rot, welches wiederum dessen negativeres
elektrostatisches Potential signalisiert.

Die ab initio-Berechnungen machen deutlich, dass ein formaler Austausch des
Kohlenstoffatoms in Position 4 von Kenpaullon durch ein Stickstoffatom das
elektrostatische Potential an dieser Stelle betréchtlich verdndert. Wahrend in
Kenpaullon und dem Thiophenanaogen 109d diese Region durch ein
positiveres elektrostatisches Potential gekennzeichnet ist, findet man bel
Verbindung 110c ein negativeres Potential durch das Stickstoffatom in
Position 4. Dieses negativere Potential verursacht offensichtlich Abstof3ungs-
kréfte zwischen dem genannten Stickstoffatom von 110c und dem Peptid-
Carbonylsauerstoffatom von His84 der Cyclin-abhangigen Kinase. Aul3erdem
erscheint das Lactam-NH von 110c weniger positiv as in den anderen
Paullonderivaten, wodurch zusétzlich die Wasserstoffbriickenbindung zwischen
dem Leu83-Carbonylsauerstoffatom und dem Lactam-NH der Verbindung 110c
geschwéacht wird. Obwohl das 1-AzaDerivat von Kenpaullon (111a) in der
betrachteten Region um das Lactam-NH und die Postion 4 ein sogar etwas
positiveres elektrostatisches Potential aufweist als Kenpaullon und das thieno-
anellierte Derivat 109d, ergab es im Enzymassay eine schwachere Aktivitét as
diese beiden.

HierfUr konnten die elektrostatischen Potentiale der Region um die Position 1
des Paullongrundgertistes eine Erklarung bieten, da der formale Austausch des
Kohlenstoffatoms in Position 1 von Kenpaullon durch ein Stickstoffatom den
einzigen strukturellen Unterschied zwischen Kenpaullon und seinem Derivat
111a darstellt. Dieser Bereich wird im Bild 7-4 dargestellt, in welchem die
Molekile bezogen auf die sonst verwendete Ausrichtung bei Abbildung der
Strukturformel ,,von unten® gezeigt werden.
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Kenpaullon
Indol-NH
Position 1
110c
111a
109d

Bild 7-4. Elektrostatische Potentiale von Kenpaullon (2) (oben) und den
Verbindungen 110c (links), 111a (rechts) und 109d (unten) projiziert auf
die van-der-Waals-Oberflachen. Abgebildet ist der Bereich um
Position 1, das Indol-NH und Position 11 (bezogen auf Kenpaullon). Zur
Farbskalierung siehe Bild 7-3.

190



Kenpaullon (oben) und die Derivate 110c (links) und 109d (unten) weisen eine
tiefblau eingeféarbte Oberflache an der Stelle auf, an der das Indol-NH
positioniert ist. Bal dem 1AzaDerivat von Kenpaullon 111a (rechts) erkennt
man eine Aufhellung des Farbtons, wodurch eine Verschiebung zu einem
weniger positiven Potential angezeigt wird. Zusétzlich ist das Potential in
Position 1 der Verbindung 111a verglichen mit dem von Kenpaullon (2) und
dem der Paullonderivate 110c und 109d zu noch negativeren Werten
verschoben, welches durch die rétliche Farbung angezeigt wird. Eine
Wasserstoffbriickenbindung zwischen dem Indol-NH und der Peptid-
Carbonylfunktion von GIn131 der CDK wirde durch die Gegebenheiten in
Verbindung 111a geschwécht. Da das Paullonderivat 111a trotz der glinstigeren
elektronischen Beschaffenheit im Bereich um Position 4 und das Lactam-NH
eine schwachere CDK-inhibitorische Aktivitédt als Kenpaullon aufweist, scheint
die Region um das Indol-NH und die Position1 eine zweite fir die CDK-
Bindung wichtige Region im Paullongrundgerist zu sein. Hierbel fihren
Veranderungen des elektrostatischen Potentials in Richtung negativerer Werte
zu WirkungseinbufZen.

Insgesamt kann anhand der Molecular Modelling-Untersuchungen folgende
Schlussfolgerung gezogen werden: Durch ein negativeres elektrostatisches
Potential in Position 4 des Paullongrundgeriistes wird offensichtlich einerseits
die Wasserstoffbriickenbindung zwischen Lactam-NH des Inhibitors und Leu83
der CDK geschwécht. Anderersaits konnen sich zusétzlich Abstol3ungskréfte
zwischen dem HisB4-Carbonylsauerstoffatom der CDK und Position 4 des
Paullongrundgertistes aushilden, sofern der Inhibitor hier ein negativeres
el ektrostati sches Potential aufweist. Diese Merkmale findet man bel Verbindung
110c. Dagegen scheint die verglichen mit Kenpaullon schwéchere Aktivitéat des
Derivates 111a mit dessen vermindertem elektrostatischen Potential in
Position1 bzw. im Bereich des Indol-Stickstoffatoms zusammenzuhangen.
Solche elektronischen Eigenschaften kdnnen eine Wasserstoffbrickenbindung
mit GIN131 der CDK schwéchen.

In Zukunft sollte bei Entwicklung neuer Paullonderivate darauf geachtet werden,
dass in den Regionen um Position 1, Position 4, das Lactam- und das Indol-NH
keine Veranderungen durchgefihrt werden, welche das el ektrostatische Potential
in diesen Bereichen zu negativeren Werten verschieben.

" Nummerierung bezieht sich auf Kenpaullon.
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8 Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit wird zunichst eine Ubersicht Uber die bisher
verflgbaren Daten zu Cyclin-abhangigen Kinasen (CDK) und ihren Aufgaben
im Zellzyklus gegeben sowie die Relevanz von Fehlfunktionen im
Zusammenhang mit CDK fir pathologische Vorgange diskutiert. Die bis jetzt
entwickelten Inhibitorklassen werden vorgestellt.

Mit dem Ziel der Untersuchung von Struktur-Wirkungs-Beziehungen wurden im
organisch-préparativen Tell der vorliegenden Arbeit Strukturmodifikationen an
CDK-Inhibitoren aus der Klasse der Paullone durchgefihrt. In diesem
Zusammenhang wurden Paullonanaloga mit abgewandeltem heterozyklischen
Gertst synthetisiert. Die neuen Verbindungen zeichnen sich durch ene
Thienoazepin-Tellstruktur (109) bzw. Pyridoazepin-Teilstrukturen (110 und
111) aus.

H 0 H H 0
N N_ N N
Y | ~ =
S X i
HN HN HN
R R R
109 110 111
111a R=Br

Darliber hinaus wurden Derivate des bisher interessantesten Vertreters aus der
Reihe der Paullone, des Alsterpaullons (3), dargestellt. Die dabei durchgefihrten
Strukturvariationen umfassten Modifikationen an der Lactamstruktur (154, 156)
sowie des Substitutionsmusters (160). Das neue Derivat 184 wurde a's Ergebnis
praparativer Studien erhaten, bei denen die Synthese von 9-trifluormethyl-
substituierten Paullonen mit einer modifizierten Kette in 2Position angestrebt
wurde.
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Alsterpaullon (3) x=0 156 160
154 x=5s

HSC O
OH HN Q
CF,

Die bisher vorliegenden Ergebnisse der biologischen Testung zeigen, dass
keines der neuen Paullone in Bezug auf die Hemmung Cyclin-abhangiger
Kinasen oder die Hemmung des Wachstums von Tumorzellen potenter as
Alsterpaullon ist.” Hervorzuheben ist, dass mit Verbindung 111a ein Paullon mit
hoher Sdektivitdt fur die Hemmung von Glycogen Synthase Kinase 3b
entwickelt werden konnte.

Ergebnisse von Molecular Moddling-Studien deuten darauf hin, dass
Unterschiede in der Elektonendichtevertellung des heterozyklischen Systems
dafir verantwortlich sind, dass die pyridoanelierten Paullone 110 und 111
abgeschwéchte CDK-inhibitorische Aktivitdt im Vergleich zu benzo- und
thienoanellierten Derivaten aufweisen.

" Fir Verbindung 160 lagen bis zum Abschluss dieser Arbeit keine Testergebnisse vor.
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9 Summary

The thesis presented here is introduced by an overview on the available data
concerning cyclin-dependent kinases (cdks) and their functions in cell cycle
regulation. In this context the relevance of disorders in the cdk-system for
pathogenesis is discussed, and the various cdk-inhibitor classes known to date
are summarised.

Preparative studies were performed to investigate structure activity relationships
of the paullone class of cdk-inhibitors, yielding derivatives with modified
heterocyclic scaffolds. The new compounds are characterised by a thienoazepine
substructure (109) or a pyridoazepine substructure (110 und 111).

H O H O H O
N N. N N
-
(|
S X \N
HN HN HN
R R R
109 110 111
111a R=Br

Furthermore derivatives of the most interesting paullone, Alsterpaullone (3),
were synthesised. The variations include modifications of the lactam structure
(154, 156) and of the substitution pattern (160). The new compound 184 was
synthesised as a result of preparative studies with trifluoromethyl substituted
paullones with side chains in position 2.
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Alsterpaullone (3) x=0 156 160
154 x=5s

HSC O
OH HN Q
CF,

None of the new derivatives showed an increased inhibitory activity on cdk or
on the growth of tumor cells compared to Alsterpaullone.” Compound 111a
represents a new paullone with a remarkable selectivity for the inhibition of
glycogen synthase kinase 3b.

Molecular modelling studies indicate that differences in the electron density of
the heterocyclic systems are responsible for the decreased cdk inhibitory activity
of the pyrido derivatives 110 and 111 compared to the benzo- and the
thienoanel lated derivatives.

" Theresults of the biological testing for compound 160 are not available, yet.
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10 Experimenteller Tell

10.1Allgemeines

Schmelzpunkte:
Gallenkamp Variable Heater
Electrothermal |A 9100

|R-Spektren:

Philips PU 9712 infrared spectrophotometer

Philips Pye Unicam SP 3 — 200 S infrared spectrophotometer

Die Proben wurden als KBr-Pressling oder a's Film auf NaCl vermessen.

'H-NM R-Spektren und zweidimensionale Spektren:

Bruker AMX 400 (400 MHZ2)

Bruker DRX 500 (500 MH2z)
L 6sungsmittel: DM SO-dg
innerer Standard: Tetramethylsilan
Angabe der chemischen Verschiebung mit d-Werten (ppm)
Ermittlung der Protonenverhdtnisse durch Integration
Fur Signamultiplizitdéten werden folgende Abkirzungen verwendet:
(s) = Singulett; (d) = Dublett; (t) = Triplett; (,t*) = as Triplett erscheinendes
Signal, das jedoch aus zwe Dubletts mit sehr dhnlichen
K opplungskonstanten zusammengesetzt ist; (q) = Quartett; (m) = Multiplett;
(dd) = Dublett vom Dublett; (dt) = Dublett vom Triplett; Der Zusatz |, br*
bedeutet, dass das Signal verbreitert auftritt.

Angabe der Kopplungskonstanten Jin Hz

BC-NMR-Spektren:
Bruker AMX 400 (100.6 MHz)
Bruker DRX 500 (125.8 MHZz)
L 6sungsmittel: DM SO-dg
innerer Standard: Tetramethylsilan
Angabe der chemischen Verschiebung mit d-Werten (ppm)
Die Spektren wurden 'H-breitbandentkoppelt und zusétzlich als DEPT-
Spektrum aufgenommen.
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Far  Signamultiplizitdéten wird folgende Abkirzung verwendet:
(q) = Quartett.

Angabe der Kopplungskonstanten Jin Hz

Elementaranalysen:

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

S Titration mit 0.005 M Ba(ClO,),-L 6sung gegen Sulfonazo 111 nach
Verbrennung in der ,, Mikroverbrennungsapparatur nach Schoniger”
und anschlief3ender Oxidation mit Wasserstoffperoxid.

Br: Titration des Halogenids mit 0.005 M Hg(CIO,),-LOsung gegen
Diphenylcarbazon nach Verbrennung in der ,, Mikroverbrennungs-
apparatur nach Schoniger”.

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

M assenspektren

Doppelfokussierendes Massenspektrometer VG 70-250S (VG  Analytical,
Manchester, UK)

Aufnahme von EI/HRMS (Electron Impact/High Resolution Mass Spectrum,
Elektronenstol3M assenspektrometrie/Hochaufl 6sungsspektrum)  mit  Xenon-
FAB-Kanone mit der Multichanne-Anayss-Methode.

Vergleichssubstanz: PEG 600 (average molecular weight: 600)

Angabe der berechneten (ber.) und gefundenen (gef.) Molmassen.

Mitteldruckchromatographie

Saule: Lobar® Fertigsiule, GroRe B (310-25); LiChroprep® RP-18 (40-63 pM)
fur die FlUssigkeitschromatographie, Merck 10625

Detektion: UV/VIS Filter-Photometer Blchi, 254 nm

Dunnschichtchromatographie:
DC-Mikrokarten Polygram Sil G/UV s, Macherey-Nagel

Reinigung und Trocknen von Ldsungsmitteln erfolgte nach publizierten
Methoden.**®
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10.2Synthesen/Analytische Daten

AAV 1. Allgemeine Arbeitsvorschrift zur Synthese der 6,11-Dihydro-
thieno[3',2":2,3]azepino[4,5-b]indol-5(4H)-one (109b, d und e)

272mg (1L.5mmoal) 4H-Thieno[3,2-bjazepin-5,8(6H,7H)-dion (116) und
1.75 mmol des jeweiligen substituierten Phenylhydrazins werden in 15 ml
Eisessig bei 70 °C bis zur vollstandigen Umsetzung des Edukts 116 geruhrt.
(Be Vewendung eines Phenylhydrazin-Hydrochlorids werden zusétzlich
144 mg (1.75 mmol) Natriumacetat zugefiigt.) Nach dem Abkihlen gibt man
0.125 ml konzentrierte Schwefelsdure hinzu und rihrt wiederum bei 70 °C. Die
Schwefelsaurezugabe wird nach jeweils 1.5 Stunden wiederholt, sofern die
Reaktion bis dahin nicht vollstandig abgeschlossen ist. Das Reaktionsgemisch
wird nach dem Abkihlen auf Raumtemperatur in 60 ml  5-prozentige
Natriumacetatlosung gegossen. Der Niederschlag wird abgesaugt, mit Wasser
gewaschen und umkristallisiert.

AAV 2. Allgemeine Arbeitsvorschrift zur Synthese der 7,12-Dihydro-
pyrido[2',3:2,3]azepino[4,5-b]indol-6(5H)-one (110a, ¢ und d)

176 mg (1 mmol) 6,7,8,9-Tetrahydro-5H-pyrido[2,3-b]azepin-5,8-dion (138)
und 1.2 mmol des jewelligen substituierten Phenylhydrazins werden in 10 mi
Eisessig bal 70 °C bis zur vollstandigen Umsetzung des Edukts 138 gertihrt.
(Bel Verwendung eines Phenylhydrazin-Hydrochlorids werden zusétzlich 98 mg
(1.2mmol) Natriumacetat zugeftigt.) Nach dem Abkuhlen gibt man 0.1 ml
konzentrierte Schwefelsaure hinzu und rdhrt wiederum bei 70 °C. Die
Schwefelsaurezugabe wird nach jewells 1.5 Stunden wiederholt, sofern die
Reaktion bis dahin nicht vollstandig abgeschlossen ist. Das Reaktionsgemisch
wird nach dem Abkuhlen auf Raumtemperatur in 40 ml  5-prozentige
Natriumacetatlosung gegossen. Der Niederschlag wird abgesaugt, mit Wasser
gewaschen und umkristallisiert.

AAV 3. Allgemeine Arbeitsvorschrift zur Synthese der 8-Phenylhydrazono-
5,6,7 ,8-tetrahydro-4H-thieno| 3,2-b]azepin-5-one (118a-d)

91 mg (0.5 mmol) 4H-Thieno[3,2-b]azepin-5,8(6H,7H)-dion (116) und
0.58 mmol des jeweiligen substituierten Phenylhydrazins werden in 5 ml
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Eisessig bei 70 °C bis zur vollstdndigen Umsetzung geriihrt. (Bel Verwendung
eines Phenylhydrazin-Hydrochlorids werden zusédtzlich 48 mg (0.58 mmol)
Natriumacetat zugefigt.) Das Reaktionsgemisch wird nach dem Abkthlen auf
Raumtemperatur in 10 ml 5-prozentige Natriumacetatlésung gegossen. Der
Niederschlag wird abgesaugt, mit Wasser gewaschen und umkristallisiert.

AAV 4. Allgemeine Arbeitsvorschrift zur Synthese der 9-Phenylhydrazono-
6,7,8,9-tetrahydro-5H-pyrido[ 3,2-b]azepin-8-one (139a-d)

88 mg (0.5 mmol) 6,7,8,9 Tetrahydro-5H-pyrido[2,3-b]azepin-5,8-dion (138)
und 0.58 mmol des jeweiligen substituierten Phenylhydrazins werden in 5 ml
Eisessig bel 70 °C bis zur vollstdndigen Umsetzung gertihrt. (Bei Verwendung
eines Phenylhydrazin-Hydrochlorids werden zusétzlich 48 mg (0.58 mmol)
Natriumacetat zugefiigt.) Das Reaktionsgemisch wird nach dem Abkuhlen auf
Raumtemperatur in 10 ml 5-prozentige Natriumacetatlésung gegossen. Der
Niederschlag wird abgetrennt, mit Wasser gewaschen und umkristallisiert.

8-Methyl-6,11-dihydro-thieno[ 3,2’ : 2,3lazepino[4,5-blindol-5(4H)-on (109b)

7]
S

HN

CH,

Nach AAV 1 aus 272 mg (1.5 mmol) 4H-Thieno[3,2-b]azepin-5,8(6H,7H)-dion
(116), 278 mg (1.75 mmol) 4-Methyl-phenylhydrazin-Hydrochlorid (117e) und
144 mg (1.75 mmol) Natriumacetat. Umkristalliseren aus Ethanol. Braune
Kristalle; Ausbeute 125 mg (31 %); Schmp.: > 330 °C, Verfarbung ab 260 °C;
IR (KBr): 3220 cm™ (NH), 3060 cm* (CH arom.), 2960 cmi* (CH diph.),
1640 cm™* (C=0); *H-NMR (DM SO-dg, 400 MHz): d (ppm) = 2.40 (s, 3H, CHy),
348 (s, 2H, Azepin-CH,), 6.92 (d, 1H, 5.6 Hz, Thieno-H), 6.96 (dd, 1H, 8.4/1.3
Hz, arom. H), 7.26 (d, 1H, 8.1 Hz, arom. H), 7.39 (s, 1H, arom. H), 7.57 (d, 1H,
5.6 Hz, Thieno-H), 10.31 (s, 1H, NH), 11.37 (s, 1H, NH); *C-NMR (DM SO-dg,
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100.6 MHZ2): d(ppm) = 21.1 (CH3), 32.3 (Azepin-CH,), 111.0, 117.2, 123.0,
1235, 124.5 (tert. arom. C-Atome), 104.6, 116.6, 126.6, 127.8, 129.3, 134.3,
136.1 (quart. arom. C-Atome), 168.5 (C=0); CisH:N,OS (268.34); Ber. C
67.14, H 451, N 10.44, S 11.95; Gef. C 67.02, H 4.69, N 10.34, S 12.18.

8-Methoxy-6,11-dihydro-thieno[ 3’ ,2’ :2,3lazepinol[ 4,5-b]indol-5(4H)-on (109c¢)

a
S

HN

OCH,

272 mg (1.5 mmol) 4H-Thieno[3,2-b]azepin-5,8(6H,7H)-dion (116), 306 mg
(1.75 mmol) 4-Methoxy-phenylhydrazin-Hydrochlorid (117f) und 144 mg
(1.75 mmol) Natriumacetat werden in 5 ml Eisessig 5 Stunden bel 70 °C
gerthrt. Nach dem Abkuhlen giefd man in 25 ml 5-prozentige Natriumacetat-
|6sung, saugt den Niederschlag ab und wascht ihn mit Wasser. Umkristallisieren
aus Ethanol. Braune Kristalle; Ausbeute 191 mg (43 %); Schmp.: > 330 °C,
Verfébung ab 263 °C; IR (KBr): 3200 cmi* (NH), 3080 cmi* (CH arom.), 2980
cm™ (CH aliph.), 1640 cm™ (C=0); ‘H-NMR (DM SO-ds, 400 MHz): d (ppm) =
3.52 (s, 2H, Azepin-CH,), 3.80 (s, 3H, OCH,), 6.77 (dd, 1H, 8.6/2.6 Hz, arom.
H), 6.92 (d, 1H, 5.6 Hz, Thieno-H), 7.14 (d, 1H, 2.5 Hz, arom. H), 7.26 (d, 1H,
8.6 Hz, arom. H), 7.56 (d, 1H, 5.1 Hz, Thieno-H), 10.31 (s, 1H, NH), 11.33 (s,
1H, NH); “*C-NMR (DMSO-ds, 100.6 MHz): d(ppm) = 55.3 (OCH), 32.3
(Azepin-CH,), 99.3, 112.0, 112.2, 123.1, 124.5 (tert. arom. C-Atome), 105.0,
116.6, 126.8, 129.8, 132.8, 134.3, 153.7 (quart. arom. C-Atome), 168.7 (C=0);
C1sH1NL,0,S (284.34); Ber. C 63.36, H 4.25, N 9.85, S 11.28; Gef. C 63.17, H
450, N 9.76, S 11.02.
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8-Brom-6,11-dihydro-thieno[ 3,2 :2,3]lazepino[4,5-b]indol-5(4H)-on (109d)

a
S

HN

Br

Nach AAV 1 aus 272 mg (1.5 mmol) 4H-Thieno[3,2-b]azepin-5,8(6H,7H)-dion
(116), 391 mg (1.75 mmol) 4-Brom-phenylhydrazin-Hydrochlorid @17c) und
144 mg (1.75 mmol) Natriumacetat. Umkristalliseren aus Ethanol/Toluol.
Silbergraues, feines Pulver; Ausbeute 132 mg (26 %); Schmp.: > 330 °C,
Dunkelfarbung ab 293 °C; IR (KBr): 3100 cmi* (NH), 3055 cm™* (CH arom.),
1650 cmi* (C=0); ‘H-NMR (DMSO-ds, 400 MHz): d (ppm) = 3.54 (s, 2H,
Azepin-CH,), 6.94 (d, 1H, 5.6 Hz, Thieno-H), 7.24 (dd, 1H, 8.6/2.0 Hz, arom.
H), 7.34 (d, 1H, 8.6 Hz, arom. H), 7.62 (d, 1H, 5.1 Hz, Thieno-H), 7.86 (d, 1H,
1.5 Hz, arom. H), 10.37 (s, 1H, NH), 11.73 (s, 1H, NH); **C-NMR (DM SO-d,
100.6 MH2): d(ppm) = 32.0 (Azepin-CH,), 113.2, 120.0, 123.1, 124.2, 125.4
(tert. arom. GAtome), 104.5, 111.9, 115.7, 128.3, 130.8, 135.1, 136.3 (quart.
arom. C-Atome), 168.4 (C=0); C4HsBrN,OS (333.21); Ber. C50.46, H 2.72, N
8.41, Br 23.98, S 9.62; Gef. C 50.39, H 2.90, N 8.32, Br 24.09, S 9.53.

8-Chlor-6,11-dihydro-thieno[ 3,2 :2,3]lazepinol 4,5-blindol-5(4H)-on (109¢e)

7]
S

HN

cl

Nach AAV 1 aus 272 mg (1.5 mmol) 4H-Thieno[3,2-b]azepin-5,8(6H,7H)-dion
(116), 313 mg (1.75 mmol) 4Chlor-phenylhydrazin-Hydrochlorid (17d) und
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144 mg (1.75 mmol) Natriumacetat. Umkristallisieren aus Bhanol. Hellgraues
Pulver; Ausbeute 139 mg (32 %); Schmp.: > 330 °C, Vefarbung ab 295 °C; IR
(KBr): 3410/3160 cm* (NH), 3050 cm™* (CH arom.), 2960 cm™ (CH aliph.)
1660 cm™* (C=0); 'H-NMR (DMSO-ds, 400 MHZ): d (ppm) = 3.71 (s, 2H,
Azepin-CH,), 6.94 (d, 1H, 5.1 Hz, Thieno-H), 7.13 (dd, 1H, 8.6/2.0 Hz, arom.
H), 7.38 (d, 1H, 8.6 Hz, arom. H), 7.62 (d, 1H, 5.1 Hz, Thieno-H), 7.73 (d, 1H,
2.0 Hz, arom. H), 10.39 (s, 1H, NH), 11.73 (s, 1H, NH); “*C-NMR (DM SO-ds,
100.6 MHz): d(ppm) = 32.0 (Azepin-CH,), 112.7, 117.0, 121.7, 123.0, 125.3
(tert. arom. G-Atome), 104.6, 115.8, 124.0, 127.6, 130.9, 135.1, 136.0 (quart.
arom. C-Atome), 168.4 (C=0); C4H,CIN,OS (288.76); Ber. C 58.23, H 3.14, N
9.70; Gef. C 58.09, H 3.31, N 9.61.

8-Trifluormethyl-6,11-dihydro-thieno[ 3’ ,2’:2,3]azepino[4,5-blindol-5(4H)-on
(109f)

a
S
HN

CF,

339 mg (1 mmol) 8- (4-Trifluormethyl-phenylhydrazono)-5,6,7,8-tetrahydro-4H-
thieno[ 3,2-b]azepin-5-on (118a) werden in 20 ml Diphenylether 2 Stunden unter
Stickstoffbegasung zum Sieden erhitzt. Nach dem Abkihlen auf
Raumtemperatur werden 50 ml n-Hexan zugegeben. Der Niederschlag wird
abgesaugt und mit nHexan oder Petrolether gewaschen. Umkristallisieren aus
Ethanol. Olivgriines, feines Pulver; Ausbeute 83 mg (26 %); Schmp.: > 330 °C;
IR (KBr): 3450 cm™ (NH), 3060 cm™* (CH arom.), 1660 cm™* (C=0); 'H-NMR
(DM SO-dg, 400 MHZ2): d (ppm) = 3.64 (s, 2H, Azepin-CH,), 6.96 (d, 1H, 5.6
Hz, Thieno-H), 7.34 (dd, 1H, 8.6/1.0 Hz, arom. H), 7.56 (d, 1H, 8.6 Hz, arom.
H), 7.66 (d, 1H, 5.6 Hz, Thieno-H), 8.09 (s, 1H, arom. H), 10.44 (s, 1H, NH),
12.02 (s, 1H, NH); *C-NMR (DM SO-ds, 100.6 MHZ): d(ppm) = 31.9 (Azepin-
CH,), 111.9, 115.49 (g, *J.r = 4.1 Hz, C-C-CF), 118.1 (q, °J.r = 3.6 Hz, C-C-
CF3), 123.1, 125.7 (tert. arom. G-Atome), 105.6, 115.50, 120.2 (q, “Jor = 32.0
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Hz, C-CF,), 125.4 (g, "J.r = 271.6 Hz, CF3), 125.9, 131.4, 135.4, 139.0 (quart.
arom. C-Atome), 168.4 (C=0); C;5HoFsN,OS (322.31); Ber. C 55.90, H 2.81, N
8.69, S9.95; Gef. C55.81, H 3.07, N 8.99, S 10.20.

8-Nitro-6,11-dihydro-thieno[3',2' :2,3]azepino[4,5-b]indol-5(4H)-on (1090q)

a
S

HN

NO,

316 mg (1 mmol) 8-(4-Nitro-phenylhydrazono)-5,6,7,8-tetrahydro-4H-thieno-
[3,2-b]azepin-5-on (118b) werden in 150 ml Diphenylether 3 Stunden unter
Stickstoffbegasung vorsichtig zum Sieden erhitzt. Nach dem Abkuhlen auf
Raumtemperatur werden 500 ml n-Hexan oder Petrolether zugegeben. Der
Niederschlag wird abgesaugt und mit n-Hexan oder Petrolether gewaschen.
Umkristalisieren aus Bhanol. Dunkelbraunes, feines Pulver; Ausbeute 189 mg
(63 %); Schmp.: > 330 °C; IR (KBr): 3400 cm™ (NH), 3180/3070 cm™* (CH
arom.), 2980 cm™* (CH dliph.), 1665 cm* (C=0); 'H-NMR (DMSO-ds, 400
MH2z): d (ppm) = 3.67 (s, 2H, Azepin-CH,), 6.97 (d, 1H, 5.1 Hz, Thieno-H),
7.54 (d, 1H, 8.7 Hz, arom. H), 7.70 (d, 1H, 5.1 Hz, Thieno-H), 8.04 (dd, 1H,
8.9/2.3 Hz, arom. H), 8.68 (d, 1H, 2.0 Hz, arom. H), 10.50 (s, 1H, NH), 12.34 (s,
1H, NH); ®C-NMR (DMSO-ds, 100.6 MHZ): d(ppm) = 32.4 (Azepin-CH,),
112.1, 115.2, 117.6, 123.6, 126.7 (tert. arom. C-Atome), 107.2, 115.4, 126.4,
133.4, 136.5, 141.1, 141.5 (quart. arom. C-Atome), 168.7 (C=0); EI/HRMS flr
C14H9N305S (299.31): Ber: 299.0365, Gef.: 299.0363.
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5-Ox0-4,5,6,11-tetrahydro-thieno[ 3,2’ : 2,3]azepino[ 4,5-b]indol-8-carbonitril
(109h)

a
S
HN

CN

333 mg (1 mmol) 8-Brom-6,11-dihydro-thieno[3',2’:2,3]azepino[4,5-b]indol-
5(4H)-on (109d) und 179 mg (2 mmol) Kupfer(l)cyanid werden in 10 ml N
Methylpyrrolidon 2,5Stunden zum Sieden erhitzt. Nach Abkihlen auf
Raumtemperatur werden 10 ml Wasser hinzugeftgt, und es wird ca. 20 Minuten
gerthrt. Der Niederschlag wird abgesaugt, in 10 ml Wasser und 2.5 ml
Ethylendiamin aufgenommen und 15 Minuten gertihrt. Der Niederschlag wird
abermals abgesaugt und mit 10-prozentiger Natriumcyanidlésung und
anschlieflend mit Wasser gewaschen. Umkristalliseren aus Ethanal.
Beigefarbenes Pulver; Ausbeute 64 mg (23 %); Schmp.: > 330 °C, Verfarbung
ab 325 °C; IR (KBr): 3400/3180 cmi* (NH), 3060 cmi* (CH arom.), 2960 cm*
(CH dliph.), 2210 cm™ (CN), 1655 cm™ (C=0); 'H-NMR (DMSO-ds, 400
MHZz): d (ppm) = 3.60 (s, 2H, Azepin-CH,), 6.96 (d, 1H, 5.1 Hz, Thieno-H),
7.48 (dd, 1H, 8.6/1.6 Hz, arom. H), 7.55 (d, 1H, 8.1 Hz, arom. H), 7.67 (d, 1H,
5.1 Hz, Thieno-H), 8.27 (s, 1H, arom. H), 10.46 (s, 1H, NH), 12.15 (s, 1H, NH);
BBC-NMR (DM SO-dg, 100.6 MHz): d(ppm) = 31.9 (Azepin-CH,), 112.4, 123.1,
123.4, 124.5, 125.9 (tert. arom. C-Atome), 101.4, 1054, 115.1, 120.5, 126.4,
131.7, 135.7, 139.3 (quart. arom. C-Atome), 168.3 (C=0); EI/HRMS fir
C15HgN3OS (279.32): Ber: 279.0466, Gef.: 279.0458.
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9-Methyl-7,12-dihydro-pyrido[ 2,3 :2,3]azepinol4,5-b]indol-6(5H)-on (110a)

H O
N N
7
NN

HN

CH,

Nach AAV 2 aus 140 mg (0.8 mmol) 6,7,8,9-Tetrahydro-5H-pyrido[2,3-
blazepin-5,8-dion (138) und 159 mg (1 mmol) 4-Methyl-phenylhydrazin-
Hydrochlorid (117€) und 82 mg (1 mmol) Natriumacetat. Umkristallisieren aus
Ethanol. Hellgelbe, sehr feine Nadeln; Ausbeute: 139 mg (64 %); Schmp.: >
330 °C, Braunférbung ab 322 °C; IR (KBr): 3250/3160 cmi* (NH), 3090-3040
cm™® (CH arom.), 2950/2900 cm* (CH diph.), 1635 cm* (C=0); ‘H-NMR
(DM SO-dg, 400 MH2): d (ppm) = 2.41 (s, 3H, CH,), 3.58 (s, 2H, Azepin-CH,),
7.03 (dd, 1H, 8.1/1.0 Hz, arom. H), 7.31-7.35 (m, 2H, arom. H), 7.47 (s, 1H,
arom. H), 8.14 (dd, 1H, 7.6/1.5 Hz, arom. H), 841 (dd, 1H, 4.6/1.5 Hz, arom.
H), 10.30 (s, 1H, NH), 11.55 (s, 1H, NH); “*C-NMR (DM SO-dg, 100.6 MHz):
d(ppm) = 21.1 (CH,), 31.8 (Azepin-CH,), 111.2, 117.6, 119.2, 124.1, 135.2,
147.3 (tert. arom. GAtome), 107.2, 117.9, 126.6, 127.8, 130.3, 136.2, 147.4
(quart. arom. GAtome), 171.3 (C=0); GgH13NsO (263.30); Ber. C 72.99, H
4,98, N 15.96; Gef. C 72.89, H 5.21, N 15.91.

9-Methoxy-7,12-dihydro-pyrido[ 2’ ,3':2,3]azepino[4,5-b]indol-6(5H)-on (110b)

H @]
N N
7
NN

HN

OCH,
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140 mg (0.8 mmoal) 6,7,8,9- Tetrahydro-5H-pyrido[ 2,3-b]azepin-5,8-dion (138),
210 mg (1.2 mmol) 4Methoxy-phenylhydrazin-Hydrochlorid (117f) und 98 mg
(1.2 mmol) Natriumacetat werden 2 Stunden in 2 ml Eisessig bel 70 °C gertihrt.
Nach dem Abkihlen auf Raumtemperatur wird in 20 ml 5-prozentige
Natriumacetatlosung gegossen, abgesaugt und mit Wasser gewaschen.
Umkristallisieren aus Ethanol/Toluol. Rostorangefarbene, gléanzende Kristale;
Ausbeute: 175 mg (78 %); Schmp.: > 330 °C, Dunkelfarbung ab 295 °C; IR
(KBr): 3370 cmi' (NH), 3120-3040 cm* (CH arom.), 2960-2880 cm* (CH
aliph.), 1645 cm* (C=0); 'H-NMR (DM SO-dg, 400 MHz): d (ppm) = 3.62 (s,
2H, Azepin-CH,), 3.81 (s, 3H, OCHs,), 6.83 (dd, 1H, 8.9/2.3 Hz, arom. H), 7.21
(d, 1H, 2.6 Hz, arom. H), 7.31-7.35 (m, 2H, arom. H), 8.14 (dd, 1H, 7.6/1.5 Hz,
arom. H), 8.41 (dd, 1H, 4.6/1.5 Hz, arom. H), 10.33 (s, 1H, NH), 11.55 (s, 1H,
NH); *C-NMR (DM SO-ds, 100.6 MHz): d(ppm) = 55.3 (OCH,), 31.8 (Azepin-
CH,), 99.5, 112.2, 1131, 119.2, 135.2, 147.2 (tert. arom. C-Atome), 107.6,
117.9, 126.8, 130.8, 132.9, 147.4, 153.6 (quart. arom. C-Atome), 171.4 (C=0);
C16H13N3O, (279.30); Ber. C 68.81, H 469, N 15.05; Gef. C 68.64, H 4.88, N
14.79.

9-Brom-7,12-dihydro-pyrido[2’ ,3':2,3]azepino[4,5-b]indol-6(5H)-on (110c¢)

H (@]
N N
7
NN

HN

Br

Nach AAV 2 aus 176 mg (1 mmol) 6,7,8,9-Tetrahydro-5H-pyrido[ 2,3-b]azepin-
5,8dion (138), 261 mg (1.2 mmol) 4-Brom-phenylhydrazin-Hydrochlorid
(117c) und 98 mg (1.2 mmol) Natriumacetat. Umkristalliseren aus Ethanal.
Hell-orangefarbene Krigtale; Ausbeute: 164 mg (43 %); Schmp.: > 330 °C,
Dunkelfarbung ab 329.5°C; IR (KBr): 3140 cm™ (NH), 3040 cm™ (CH arom.),
2900-2860 cmi* (CH aiph.), 1650 cm* (C=0); 'H-NMR (DM SO-dg, 400 MHz):
d (ppm) = 3.64 (s, 2H, Azepin-CH,), 7.03 (dd, 1H, 8.6/2.0 Hz, arom. H), 7.35
(dd, 1H, 7.7/4.8 Hz, Pyrido-H), 7.42 (d, 1H, 8.6 Hz, arom. H), 7.95 (d, 1H, 2.0
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Hz, arom. H), 8.17 (dd, 1H, 7.9/1.8 Hz, Pyrido-H), 8.45 (dd, 1H, 4.6/1.5 Hz,
Pyrido-H), 10.37 (s, 1H, NH), 11.92 (s, 1H, NH); “*C-NMR (DM SO-ds, 100.6
MH2z): d(ppm) = 31.6 (Azepin-CH,), 113.4, 119.2, 120.6, 124.9, 135.6, 147.9
(tert. arom. G-Atome), 107.3, 111.8, 117.3, 128.2, 131.8, 136.3, 147.6 (quart.
arom. C-Atome), 171.2 (C=0); CysH,,BrN;O (328.17); Ber. C 54.90, H 3.07, N
12.80, Br 24.35; Gef. C 54.50, H 2.99, N 12.55, Br 24.07.

9-Chlor-7,12-dihydro-pyrido[ 2’ ,3': 2,3]azepinol[ 4,5-b]indol-6(5H)-on (110d)

H O
N N

o

NN

HN

Cl

Nach AAV 2 aus 176 mg (1 mmol) 6,7,8,9-Tetrahydro-5H-pyrido[ 2,3-b]azepin-
5,8dion (138), 215 mg (1.2 mmol) 4-Chlor-phenylhydrazin-Hydrochlorid
(117d) und 98 mg (1.2 mmol) Natriumacetat. Umkristallisieren aus Ethanal.
Hell-orangefarbene Kristalle; Ausbeute: 146 mg (51 %); Schmp.: > 330 °C,
Dunkelfarbung ab 320 °C; IR (KBr): 3260/3180 cm™* (NH), 3060-3120 cm’*
(CH arom.), 2960/2900 cmi* (CH dliph.), 1645 cm* (C=0); *H-NMR (DM SO-
ds, 400 MH2): d (ppm) = 3.64 (s, 2H, Azepin-CH,), 7.19 (dd, 1H, 8.6/1.5 Hz,
arom. H), 7.35 (dd, 1H, 7.9/4.8 Hz, arom. H), 7.46 (d, 1H, 8.6 Hz, arom. H),
7.82 (d, 1H, 1.5 Hz, arom. H), 8.16 (dd, 1H, 7.9/1.3 Hz, arom. H), 8.45 (dd, 1H,
4.6/1.0 Hz, arom. H), 10.38 (s, 1H, NH), 11.91 (s, 1H, NH); “*C-NMR (DM SO-
ds, 100.6 MH2): d(ppm) = 31.6 (Azepin-CH,), 113.0, 117.6, 119.2, 122.4, 135.5,
147.8 (tert. arom. GAtome), 107.4, 117.3, 123.9, 127.5, 132.0, 136.1, 147.6
(quart. arom. C-Atome), 171.2 (C=0); C;sH;oCIN;O (283.72); Ber. C 63.50, H
3.55, N 14.81; Gef. C 63.08, H 3.51, N 14.64.
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O-Trifluormethyl-7,12-dihydro-pyrido[ 2,3 :2,3]azepino[4,5-b]indol-6(5H)-on
(110e)

A\
ZT

HN

CF,;

Methode A

176 mg (1 mmol) 6,7,8,9-Tetrahydro-5H-pyrido[2,3-b]azepin-5,8-dion (138)
und 264 mg (1.5 mmol) 4-Trifluormethyl-phenylhydrazin (117a) in 10 ml
Eisessg werden bei 70°C 1.5 Stunden gerdhrt. Nach Zugabe von 0.1 ml
konzentrierter Schwefelséure wird bel 70 °C gertihrt. Nach 2.5 Stunden werden
zusétzlich 0.15 ml konzentrierte Schwefelsaure hinzugegeben. Nach 3 Stunden
lésst man abkuhlen, giefdt in 50 ml 5-prozentige Natriumacetatl 6sung und saugt
den Niederschlag ab. Umkristalliseren aus Ethanol. Beigefarbenes Pulver;
Ausbeute: 10 mg (3 %); Schmp.: > 330 °C, Zersetzung unter Dunkelfarbung ab
304.5 °C: IR (KBr): 3245/3180 cmi* (NH), 3100-3040 cm™* (CH arom.), 2950-
2890 cm™* (CH aliph.), 1640 cm™* (C=0); 'H-NMR (DMSO-ds, 400 MH2):
d (ppm) = 3.73 (s, 2H, Azepin-CH,), 7.37 (dd, 1H, 7.6/4.6 Hz, arom. H), 7.49
(d, 1H, 8.1 Hz, arom. H), 7.63 (d, 1H, 8.2 Hz, arom. H), 8.19-8.21 (m, 2H, arom.
H), 8.47 (dd, 1H, 6.8/1.8 Hz, arom. H), 10.42 (s, 1H, NH), 12.19 (s, 1H, NH);
BC-NMR (DM SO-ds, 100.6 MHz): d(ppm) = 31.5 (Azepin-CH,), 112.2, 116.2
(0, ®Xr = 35 Hz, C-C-CF), 1187 (g, ®%r = 3.3 Hz, C-C-CF), 119.2, 135.6,
148.1 (tert. arom. G-Atome), 108.6, 117.1, 120.2 (q, ZJC,F = 315 Hz, C-CFy),
125.4 (9, ' = 271.6 Hz, CF5), 125.7, 132.5, 139.1, 147.7 (quart. arom. G
Atome), 171.2 (C=0); CgH1oFsN3O (317.27); Ber. C 60.57, H 3.18, N 13.24;
Gef. C 60.20, H 3.44, N 13.05.

Methode B

211 mg (0.63 mmol) 9(4-Trifluormethyl-phenylhydrazono)-6,7,8,9-tetrahydro-
5H-pyrido[3,2-b]azepin-8-on (139a) werden in 15 ml Diphenylether unter
Stickstoffbegasung vorsichtig zum Sieden erhitzt. Nach ca. 13 Stunden zeigt die
DC-Reaktionskontrolle eine vollstandige Umsetzung an. Man lasst abkuhlen,
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figt 50 ml nHexan zu und saugt ab. Der Niederschlag wird mit Petrolether
gewaschen. Umkristallisieren aus Ethanol. Braunes Pulver; Ausbeute: 77 mg
(39 %); Schmp.: > 330 °C, Zersetzung unter Dunkelféarbung ab 302 °C; Die
spektroskopischen Daten stimmen mit denen der nach Methode A gewonnen
Verbindung Uberein.

9-Brom-7,12-dihydro-pyrido[3’,2' :2,3lazepino[4,5-b]indol-6(5H)-on (111a)

H o]
N
=
N
N

HN

Br

345mg (1 mmol) 5-(4-Brom-phenylhydrazono)-6,7,8,9-tetrahydro-5H-pyrido-
[3,2-b]azepin-8-dion (149a) werden in 90 ml Diphenylether unter
Stickstoffbegasung 2 Stunden zum Sieden erhitzt. Nach dem Abkuhlen auf
Raumtemperatur werden 150 ml n-Hexan (oder Petrolether) zugefligt. Der
Niederschlag wird abgesaugt und mit Petrolether gewaschen. Umkristallisieren
aus Ethanol. Olivgriines Pulver; Ausbeute: 267 mg (81 %); Schmp.: > 330 °C,
Dunkelfarbung ab 300 °C; IR (KBr): 3340/3180 cm* (NH), 3050 cm* (CH
arom.), 2970/2920 cm* (CH aliph.), 1675 cm™* (C=0); 'H-NMR (DM SO-dj,
400 MH2): d (ppm) = 3.67 (s, 2H, Azepin-CH,), 7.30 (dd, 1H, 8.6/2.0 Hz, arom.
H), 7.41-7.45 (m, 2H, arom. H), 7.63 (dd, 1H, 8.1/1.0 Hz, arom. H), 7.97 (d, 1H,
1.5 Hz, arom. H), 8.49 (dd, 1H, 4.6/1.0 Hz, arom. H),10.27 (s, 1H, NH), 11.94
(s, 1H, NH); *C-NMR (DM SO-ds, 100.6 MHz): d(ppm) = 31.6 (Azepin-CH,),
113.8, 120.8, 122.9, 125.2, 129.4, 144.3 (tert. arom. GAtome), 108.3, 111.6,
128.0, 132.3, 133.9, 136.0, 139.9 (quart. arom. C-Atome), 170.9 (C=0);
C15H10BrN;O (328.17); Ber. C 54.90, H 3.07, N 12.80; Gef. C 54.59, H 3.34, N
12.79.
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O9-Nitro-7,12-dihydro-pyrido[3’ ,2' :2,3lazepino[4,5-b]indol-6(5H)-on (111b)

/

HN

NO,

311 mg (1 mmol) 5-(4-Nitro-phenylhydrazono)-6,7,8,9-tetrahydro-5H-pyrido-
[3,2-b]azepin-8-dion (149b) werden in 150 ml Diphenylether unter
Stickstoffbegasung zum Sieden erhitzt (ca. 2 Stunden). Nach dem Abkuhlen auf
Raumtemperatur werden 300 ml n-Hexan (oder Petrolether) zugeflgt. Der
Niederschlag wird abgesaugt und mit Petrolether gewaschen. Umkristallisieren
aus Ethanol. Braunes Pulver; Ausbeute: 187 mg (63 %); Schmp.: > 330 °C; IR
(KBr): 3420/3190 cm* (NH), 3080 cm™ (CH arom.), 2960 cm™ (CH aliph.),
1675 cm* (C=0); 'H-NMR (DMSO-ds, 400 MHz): d (ppm) = 3.82 (s, 2H,
Azepin-CHy), 7.49 (dd, 1H, 8.3/4.5 Hz, arom. H), 7.62 (d, 1H, 9.2 Hz, arom. H),
7.67 (dd, 1H, 8.3/1.1 Hz, arom. H), 8.10 (dd, 1H, 9.0/2.2 Hz, arom. H), 8.53 (dd,
1H, 4.6/1.3 Hz, arom. H), 8.80 (d, 1H, 2.3 Hz, arom. H), 10.35 (s, 1H, NH),
12.50 (s, 1H, NH); *C-NMR (DM SO-ds, 100.6 MHZ): d(ppm) = 31.9 (Azepin-
CH,), 112.7, 116.4, 118.4, 123.9, 130.0, 144.9 (tert. arom. GAtome), 111.4,
126.1, 133.2, 136.5, 139.7, 140.8, 141.3 (quart. arom. C-Atome), 171.1 (C=0);
EI/HRMS fur Cy5sHoN4O5 (294.27): Ber: 294.0753, Gef.: 294.0744.

210



8-(4-Trifluormethyl-phenylhydrazono)-5,6,7,8-tetrahydro-4H-thienol[ 3,2-
blazepin -5-on (118a)

F,C

Nach AAV 3 aus 91 mg (0.5 mmol) 44-Thieno[3,2-b]azepin-5,8(6H,7H)-dion
(116) und 103 mg (0.58 mmol) 4-Trifluormethyl-phenylhydrazin (117a).
Reaktionszeit: 2.5 Stunden. Umkristalliseren aus Ethanol. Orangegelbe
Kristalle; Ausbeute 84 mg (47 %); Schmp.: 226 °C, Verfarbung ab 222 °C; IR
(KBr): 3210 cm® (NH), 3100 cm* (CH arom.), 2980 cm™ (CH diph.),
1660 cm* (C=0); ‘H-NMR (DMSO-ds, 400 MHz): d (ppm) = 2.61-2.64 und
2.92-2.94 (m, AA’XX’, 4H, CH,-CHy,), 6.74 (d, 1H, 5.4 Hz, Thieno-H), 7.24 (d,
2H, 8.5 Hz, arom. H), 7.40 (d, 1H, 5.4 Hz, Thieno-H), 7.54 (d, 2H, 8.9 Hz,
arom. H), 9.72 (s, 1H, NH), 10.14 (s, 1H, NH); ®C-NMR (DMSO-dj,
125.8 MHz): d(ppm) = 24.3, 32.0 (CH,-CH,), 112.2, 123.2, 126.0, 126.2 (q, *Jk.r
= 4 Hz, C-C-CFy) (tert. arom. C-Atome), 118.6 (g, °Jor = 27 Hz, C-CF5), 124.6,
134.8, 142.6 (quart. arom.. C-Atome), 148.5 (C=N), 172.2 (C=0) Das Signa fur
die CFs-Gruppe ist wegen zu geringer Peakhohe nicht zu identifizieren.;
Ci15H1F3N30S (339.34); Ber. C53.09, H 3.56, N 12.38; Gef. C 53.35, H 3.72, N
11.94.
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8-(4-Nitro-phenylhydrazono)-5,6,7,8-tetrahydro-4H-thieno| 3,2-blazepin-5-on
(118b)

O,N

Nach AAV 3 aus 91 mg (0.5 mmol) 44-Thieno[3,2-b]azepin-5,8(6H,7H)-dion
(116), 89 mg (0.58 mmol) 4-Nitro-phenylhydrazin (117b) und 48 mg
(0.58 mmol) Natriumacetat. Reaktionszeit: 2 Stunden. Umkristallisieren aus
Ethanol. Blutrote Nadeln; Ausbeute 81 mg (51%); Schmp.: 277°C
(Zersetzung); IR (KBr): 3280 cmi* (NH), 3090 cmi* (CH arom.), 2990 cmi* (CH
aliph.), 1650 cmi* (C=0); *H-NMR (DM SO-dg, 400 MHz): d (ppm) = 2.63-2.66
und 2.95-2.99 (m, AA’XX’, 4H, CH,-CH,), 6.76 (d, 1H, 5.1 Hz, Thieno-H),
7.21-7.24 (m, 2H, arom. H), 7.46 (d, 1H, 5.6 Hz, Thieno-H), 8.13-8.15 (m, 2H,
arom. H), 10.23 (bs, 1H, NH), 10.26 (bs, 1H, NH); *C-NMR (DMSO-dj,
100.6 MHz): d(ppm) = 24.2, 31.9 (CH,-CH,), 111.7, 125.9 (tert. arom. C-
Atome, Phenyl-C), 123.2, 126.9 (tert. arom. C-Atome, Thieno-C), 123.9, 135.7,
138.5, 145.4 (quart. arom. C-Atome), 150.8 (C=N), 172.2 (C=0); C4H1,N,05S
(316.34); Ber. C53.16, H 3.82, N 17.71; Gef. C 52.82, H 4.09, N 17.31.
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8-(4-Brom-phenylhydrazono)-5,6,7,8-tetrahydro-4H-thieno[ 3,2-b]azepin-5-on
(118c)

Br

Nach AAV 3 aus 91 mg (0.5 mmol) 4H-Thieno[3,2-b]azepin-5,8(6H,7H)-dion
(116) und 130 mg (0.58 mmol) 4Brom-phenylhydrazin-Hydrochlorid (L17c).
Reaktionszeit: 1.5 Stunden. Umkristallisieren aus Ethanol. Goldgelb glanzende
Nadeln; Ausbeute 49 mg (28 %); Schmp.: 228 °C, Dunkelfarbung ab 224 °C; IR
(KBr): 3195 cmi* (NH), 3090 cmi* (CH arom.), 2990 cmi* (CH aliph.), 1660 cmi
' (C=0); 'H-NMR (DMSO-ds, 400 MHZ): d (ppm) = 2.59-2.62 und 2.87-2.90
(m, AA’XX’, 4H, CH,-CH,), 6.72 (d, 1H, 5.1 Hz, Thieno-H), 7.05-7.09 (m, 2H,
arom. H), 7.35-7.38 (m, 3H, arom. H), 9.41 (s, 1H, NH), 10.11 (s, 1H, NH); **C-
NMR (DM SO-dg, 100.6 MH2z): d(ppm) = 24.3, 32.0 (CH,-CH,), 114.5, 123.1,
125.6, 131.5 (tert. arom. C-Atome), 109.8, 125.0, 134.2, 141.1, (quart. arom. C-
Atome), 144.9 (C=N), 172.3 (C=0); C,4H,BrN;OS (350.24); Ber. C 48.01, H
3.45, N 12.00, S9.16; Gef. C 47.99, H 3.61, N 11.84, S9.02.
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8-(4-Chl or-phenylhydrazono)-5,6,7,8-tetrahydro-4H-thieno[ 3,2-b]azepin-5-on
(118d)

cl

Nach AAV 3 aus 91 mg (0.5 mmol) 44-Thieno[3,2-b]azepin-5,8(6H,7H)-dion
(116), 104 mg (0.58 mmol) 4Chlor-phenylhydrazin-Hydrochlorid @17d) und
48 mg (0.58 mmol) Natriumacetat. Reaktionszeit: 1.5 Stunden. Umkristallisieren
aus Ethanol. Goldorangefarbene Kristalle; Ausbeute 38 mg (25 %); Schmp.:
226 °C, Verfarbung ab 211°C; IR (KBr): 3200 cmi* (NH), 3090 cm* (CH
arom.), 2980 cmi* (CH diph.), 1660 cm™* (C=0); 'H-NMR (DM SO-dg, 400 Hz):
d (ppm) = 2.59-2.62 und 2.87-2.90 (m, AA’XX’, 4H, CH,-CH,), 6.72 (d, 1H,
5.6 Hz, Thieno-H), 7.10-7.14 (m, 2H, arom. H), 7.23-7.27 (m, 2H, arom. H),
7.36 (d, 1H, 5.6 Hz, Thieno-H), 9.40 (s, 1H, NH), 10.11 (s, 1H, NH); *C-NMR
(DM SO-dg, 100.6 MHZz): d(ppm) = 24.3, 32.1 (CH,-CH,), 114.0, 123.1, 125.5,
128.6 (tert. arom. C-Atome), 122.2, 125.0, 134.2, 141.0 (quart. arom. C-Atome),
144.5 (C=N), 172.3 (C=0); C14H1,CIN;OS (305.79); Ber. C 54.99, H 3.96,
N 13.74; Gef. C 54.76, H 4.20, N 13.60.
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6-(3-Amino-2-thienyl) - 2-(4-trifluormethyl phenyl) -2,3,4,5-tetrahydro-pyridazin-
3-on (119a

CFR;

272 mg (1.5 mmol) 4H-Thieno[ 3,2-b]azepin-5,8(6H,7H)-dion (116) und 308 mg
(1.75 mmol) 4Trifluormethyl-phenylhydrazin (L17a) werden in 5ml Eisessig.
25 Stunden bei 70 °C gerthrt. Nach dem Abkuhlen wird mit 0.125 ml
konzentrierter Schwefelsure versetzt und 4 Stunden bei 70 °C gertihrt. Man
lésst abkihlen, gield in 25 ml 5-prozentige NatriumacetatlGsung, rdhrt und
Uberfiihrt in einen Scheidetrichter. Das dunkelgrine Ol wird mit Toluol
extrahiert. Die organische Phase wird mit Wasser gewaschen, Uber Natrium-
sulfat getrocknet und im Vakuum zur Trockene enrotiert. Man kocht mit 2.5 ml
Ethanol auf und &8sst abkihlen. Grinlich-gelbe, kurze Nadeln; Ausbeute: 37 mg
(8 %); Schmp.: 156.5 °C; IR (KBr): 3430/3320 cmi* (NH), 2900 cm* (CH
diph.), 1660 cmi* (C=0); ‘H-NMR (DM SO-ds, 400 MHz): d (ppm) = 2.70-2.74
und 2.95-2.99 (m, AA’XX’, 4H, CH,-CH,), 6.52 (bs, 2H, NH,), 6.72 (d, 1H,
5.6 Hz, Thienyl-H), 7.49 (d, 1H, 5.1 Hz, Thienyl-H), 7.80 (m, 4H, Phenyl-H);
'H-NMR (D,0/DMSO-dg, 400 MHZ): d (ppm) = 2.70-2.74 und 2.96-3.00 (m,
AA’XX’, 4H, CH,-CH,), 6.73 (d, 1H, 5.1 Hz, Thienyl-H), 7.49 (d, 1H, 5.6 Hz,
Thienyl-H), 7.77-7.83 (m, 4H, Phenyl-H); *C-NMR (DM SO-ds, 100.6 MHZ):
d(ppm) = 255, 27.9 (CH,-CH,), 1214, 1244, 1255 (q,°)kr=3.7Hz
C-C-CF3), 127.8 (tert. arom. G-Atome), 105.4, 124.1 (9, *Jor = 271 Hz, CFy),
125.8 (9, °Jkr = 32 Hz, C-CF3), 144.7, 148.7 (quart. arom. GAtome), 152.7
(C=N), 165.3 (C=0); CisH1,F3Ns0S (339.34); Ber. C 53.09, H 3.56, N 12.38;
Gef. C52.89, H 3.55, N 12.27.
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6-(3-Amino-2-thienyl)-2-(4-nitrophenyl)-2,3,4,5-tetrahydro-pyridazin-3-on
(119b)

NO,

Zu ener Suspenson von 272 mg (1.5 mmol) 4H-Thieno[3,2-b]azepin-
5,8(6H,7H)-dion (116) in 25 ml Eisessig tropft man eine Suspension von
268 mg (1.75 mmol) 4Nitro-phenylhydrazin (L117b) und 144 mg (1.75 mmol)
Natriumacetat in 2.5ml Eisessig. Anschliefiend wird 2 Stunden bei 70 °C
gertihrt. Nach dem Abkuhlen wird mit 0.125 ml konzentrierter Schwefelsaure
versetzt und 19 Stunden bel 70 °C gertihrt. Es werden in Abstdnden von ca. 2
Stunden erneut jewells 0.20 ml konzentrierte Schwefel sdure hinzugefigt bis die
DC-Reaktionskontrolle eine vollstandige Umsetzung des Zwischenproduktes
anzeigt. Man lasst abkihlen, gief¥ in 70 ml 5prozentige Natriumacetatl 6sung
und saugt den Niederschlag ab. Umkristalliseren aus Ethanol. Dunkelrote
Kristalle, Bléttchen; Ausbeute: 111 mg (25 %); Schmp.: 179.5 °C; IR (KBr):
3480/3340 cm™* (NH), 3060 cm' (CH arom.), 1670 cm™ (C=0); 'H-NMR
(DMSO-ds, 400 MH2): d (ppm) = 2.73-2.77 und 2.97-3.00 (m, AA’XX’, 4H,
CH,-CH,), 6.55 (bs, 2H, NH,), 6.73 (d, 1H, 5.6 Hz, Thienyl-H), 7.51 (d, 1H,
5.6 Hz, Thienyl-H), 7.88-7.92 (m, 2H, arom. H), 8.28-8.32 (m, 2H, arom. H);
'H-NMR (DM SO-dy/D,0, 400 MHZ): d (ppm) = 2.73-2.77 und 2.97-3.00 (m,
AA’XX’, 4H, CH,-CH,), 6.75 (d, 1H, 5.3 Hz, Thienyl-H), 7.51 (d, 1H, 5.4 Hz,
Thienyl-H), 7.87-7.90 (m, 2H, arom. H), 8.29-8.32 (m, 2H, arom. H);"*C-NMR
(DMSO-ds, 100.6 MHZ2z): d(ppm) = 25.4, 28.1 (CH»-CH,), 121.4, 123.85,
123.94, 128.2 (tert. arom. C-Atome), 105.3, 144.0, 146.7, 148.9 (quart. arom. C-
Atome), 153.4 (C=N), 165.7 (C=0); Cy4H1:N4O3S (316.34); Ber. C 53.16,
H 3.82, N 17.71; Gef. C 53.12, H 3.80, N 17.66.
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2-Aminopyridin-3-carbonsaurecthylester (125)

Methode A

5.08 g (37 mmol) 2Aminopyridin-3-carbonsaure (L24) werden in 50 ml abs.
Ethanol gelost. Es wird Chlorwasserstoffgas eingeleitet (ca. 45 min).
Anschlief3end wird unter Rickfluss erhitzt (ca. 13 h) bis die DC-Reaktions-
kontrolle (Elutionsmittel: Ethylacetat/Ammoniak, ca. 20:1) eine vollstandige
Umsetzung anzeigt. Es wird im Vakuum zur Trockene enrotiert und der
Rickstand in moglichst wenig Wasser gelost. Anschlief3end wird mit ca. 300 ml
5-prozentiger Natriumcarbonatlésung versetzt. Der entstehende Niederschlag
wird abgesaugt und mit 5-prozentiger NatriumcarbonatlOsung gewaschen.
Umkristalliseren aus Ethanol oder Ethanol/Petrolether. Farblose Kristalle,
Ausbeute: 3.83 g (63 %); Schmp.: 94.5 °C (Lit."**'°: 94-96 °C, 95 °C); Die IR-
Daten entsprechen der Literatur.™™ *"H-NMR (DM SO-ds, 400 MH2): d (ppm) =
1.31 (t, 3H, 7.1 Hz, CH,), 4.27 (g, 2H, 7.1 Hz, CH,), 6.63 (dd, 1H, 8.1/4.9 Hz,
arom. H), 7.16 (bs, 2H, NH,), 8.06 (dd, 1H, 7.6/1.8 Hz, arom. H), 8.20 (dd, 1H,
4.6/2.0 Hz, arom. H); *C-NMR (DM SO-ds, 100.6 MHZ): d(ppm) = 14.0 (prim.
CHj), 60.4 (CH,), 111.8, 139.5, 153.8 (tert. arom. C-Atome), 104.7, 159.4,
166.4 (quart. arom. C-Atome); CgH1oN,O, (166.18).

Methode B

1381 mg (10 mmol) 2-Aminopyridin-3-carbonsaure (124) werden bel
Raumtemperatur in 40 ml N,N-Dimethylformamid 5 min geriihrt. ES werden
2764 mg (20 mmol) Kaliumcarbonat zugefigt und weitere 30 min gerihrt.
1560 mg (10 mmol) lodethan in 10 ml N,N-Dimethylformamid werden langsam
zu der Suspension getropft. Anschlieend wird eine weitere Stunde bel
Raumtemperatur gertihrt. Nach beendeter Reaktion wird auf 200 ml Eiswasser
gegossen und gerihrt. Nach dem Schmelzen des Eises wird finfma mit 50 mi
Ethylacetat extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen werden mit
gesdttigter Natriumchloridiésung gewaschen, Uber Natriumsulfat getrocknet,
filtriert und im Vakuum zur Trockene einrotiert. Umkristallisieren aus Ethanol

217



oder Ethanol/Petrolether. Gelbliche Kristalle; Ausbeute: 1.02 g (61 %); Schmp.:
95 °C (Lit."***: 94-96 °C, 95 °C).

2-[(4-M ethoxy-1,4-dioxobutyl)amino] pyridin-3-carbonsaureethylester (127)

o]
OY\/“\
OC,H,

N NH
~N

= OC,H,

2018 mg (20 mmol) Calciumcarbonat werden mit 1662 mg (10 mmol) 2-
Aminopyridin-3-carbonsdureethylester (125) in 10 ml Toluol (trocken) gertihrt.
Zu dieser Suspension tropft man bel Raumtemperatur eine Ldsung aus 1646 mg
(10 mmol) Bernsteinsaureethylesterchlorid (126) in 20 ml Toluol (trocken).
AnschlieRend wird 5 Stunden bel Raumtemperatur gerdhrt. Das Reaktions-
gemisch wird filtriert und im Vakuum zur Trockene einrotiert. ES resultieren
1.7g eines gelben Ols, welches ohne weitere Reinigung eingesetzt wird;
Ausbeute 1,7 g (58 %).

5-Hydroxy-8-o0x0-8,9-dihydro-7H-pyrido| 2,3-b]azepin-6-carbonsdureethyl ester
(128)

Methode A
2.0 g (50 mmol) Kaliumhydrid (Vorsicht! Kaliumhydrid entziindet sich sofort
bei Kontakt mit Wasser oder Feuchtigkeit!) werden unter Stickstoffbegasung
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dreima mit 10 ml Toluol (trocken) gewaschen und dann in 10 ml Toluol
(trocken) suspendiert. 3679 mg (12.5mmol) 2-[(4-Methoxy-1,4-dioxobutyl)-
amino] pyridin-3-carbonsaureethylester (127) werden in 5.7ml N,N-Dimethyl-
formamid und 40 ml Toluol (trocken) geldst und Uber den Tropftrichter in die
unter Stickstoffbegasung im vorgekihlten Siliconbad gertihrte Suspension
getropft. Nach Beendigung der Gasentwicklung wird bei maximal 60 °C gerihrt.
Nach dem Abkihlen werden vorsichtig ca. 2.5 ml Eisessig bis zur neutralen
Reaktion und anschlief?end 50 ml Wasser zugetropft. Der Niederschlag wird
abgesaugt, mit Wasser und Petrolether gewaschen und aus Ethanol
umkristallisiert. Feine, farblose Nadeln; Ausbeute 228 mg (7 %); Schmp.:
212 °C, Dunkelférbung ab 211°C; IR (KBr): 3420 cm™ (NH), 3040-3120 cm*
(CH arom.), 2960/2900 cm™ (CH dliph.), 1680/1645 cm* (C=0); 'H-NMR
(DMSO-ds, 400 MH2z): d (ppm) = 1.31 (t, 3H, 7.1 Hz, CH,), 3.03 (s, 2H,
Azepin-CH,), 4.31 (g, 2H, 7.1 Hz, CH,), 7.34 (dd, 1H, 8.1/4.6 Hz, arom. H),
8.23 (dd, 1H, 7.9/1.8 Hz, arom. H), 8.58 (dd, 1H, 4.6/2.0 Hz, arom. H), 10.72
(bs, 1H, NH), 12.47 (bs, 1H, OH); *C-NMR (DMSO-ds, 100.6 MHz): d(ppm) =
13.9 (prim. CH,), 30.9 (Azepin-CH,), 61.5 (CH,), 119.3, 137.7, 151.5 (tert.
arom. C-Atome), 96.1, 119.8, 149.2, 164.3 (quart. arom. C-Atome), 170.1, 171.7
(C=0); C,H1N,O, (248.24); Ber. C 58.06, H 4.87, N 11.29; Gef. C 58.05,
H 4.97, N 11.39.

Methode B

Zu ener frisch zubereiteten Natriumethanolatlésung aus 93 mg (4 mmol)
Natrium und 2 ml abs. Ethanol werden 871 mg (5 mmol) Bernsteinsdurediethyl-
ester (135) und 332 mg (2 mmol) 2- Aminopyridin-3-carbonséureethylester (125)
gegeben. Die Mischung wird fir 3 Stunden unter Stickstoffbegasung zum
Rickfluss erhitzt. Nach dem Abkihlen wird der Niederschlag abgesaugt, in
Wasser gelost und mit 15-prozentiger Essigsaure versetzt bis ein Niederschlag
entsteht. Der Niederschlag wird abgesaugt und mit 15-prozentiger Essigsaure
gewaschen. Umkristalliseren aus Ethanol. Feine, gelbe Nadeln. Ausbeute:
85mg (14 %): Schmp.: 212 °C, Dunkelfarbung ab 207 °C. Die spektrosko-
pischen Daten entsprechen denen der nach Methode A gewonnenen Verbindung.

Methode C

640 mg einer 60-prozentigen Suspension von Natriumhydrid in Paraffindl
(entsprechen ca. 16 mmol Natriumhydrid) werden in 5 ml Toluol (trocken) unter
Stickstoffbegasung auf 90 °C erhitzt. 664 mg (4 mmol) 2-Aminopyridin-3-
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carbonsaureethylester (125) und 1045 mg (6 mmol) Bernsteinsaurediethylester
(135) in 20 ml Toluol (trocken) werden langsam zugetropft. Nach Beendigung
der Reaktion (DC-Kontrolle) 1&sst man abkthlen und tropft vorsichtig 20 ml 15
prozentige Essigsaure zu. Der Niederschlag wird abgesaugt und mit Wasser und
Petrolether gewaschen. Umkristallisieren aus Ethanol. Feine, farblose Nadeln.
Ausbeute: 387 mg (39 %): Schmp.: 211.5 °C, Braunfarbung ab 209 °C. Die
spektroskopischen Daten entsprechen denen der nach Methode A gewonnenen
Verbindung.

3-Aminopyridin-2-carbonsdureethylester (129)

Methode A

1.00g (7.25 mmol) 3-Aminopyridin-2-carbonsaure (144) werden bei Raum-
temperatur in 30 ml N,N-Dimethylformamid gertihrt. Nach Zugabe von 2.00 g
(14.5 mmol) Kaliumcarbonat wird 30 Minuten gertihrt. Anschlief3end werden
1.13 g (7.25 mmol) lodethan in 20 ml N,N-Dimethylformamid zugetropft und
ca. 3 Stunden geridhrt. Nach erfolgter Reaktion wird auf 145 ml Eiswasser
gegossen und sechsmal mit 40 ml Ethylacetat extrahiert. Die vereinigten
organischen Phase werden mit 10-prozentiger NatriumcarbonatlGsung
gewaschen, Uber Natriumsulfat getrocknet und im Vakuum zur Trockene
enrotiert. Umkristalliseren aus Petrolether/Ethanol; Farblose Nadeln;
Ausbeute: 550 mg (44 %); Schmp.. 130°C (Lit.*: 132 °C); IR (KBr):
3410/3280 cm™* (NH), 3160 cmi* (CH arom.), 2980 cm™* (CH diph.), 1690 cm™*
(C=0); 'H-NMR (DMSO-ds, 500 MHz): d (ppm) = 1.31 (t, 3H, 7.1 Hz, CHj),
4.28 (g, 2H, 7.0 Hz, CH,), 6.65 (bs, 2H, NH,), 7.20 (dd, 1H, 8.4/1.5 Hz, arom.
H), 7.27 (dd, 1H, 8.3/4.0 Hz, arom. H), 7.85 (dd, 1H, 4.0/1.4 Hz, arom. H); **C-
NMR (DM SO-ds, 100.6 MH2): d(ppm) = 14.1 (CHs), 60.0 (CH,), 124.3 127.9,
136.7 (tert. arom. C-Atome), 126.2, 147.6 (quart. arom. C-Atome), 167.1
(C=0); CgH(N,O, (166.18);
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Methode B

2.07 g (15 mmol) 3Aminopyridin-2-carbonsaure (144) werden unter Rickfluss
mit 4 g absolutietem Ethanol und 4.1g konzentrierter Schwefelsdure 24
Stunden geriihrt. Das gekihlte Produkt wird auf ca. 75 ml Eis gegossen, mit 25
prozentiger Ammoniaklésung basisch eingestellt und mit Ethylacetat extrahiert.
Die vereinigten organischen Phasen werden Uber Natriumsulfat getrocknet,
filtriert und im Vakuum zur Trockene enrotiert. Umkristaliseren aus
Petrolether/Ethanol; Braunliche Nadeln; Ausbeute: 1345 mg (54 %); Schmp.:
129 °C (Lit.*: 132 °C); Die spektroskopischen Daten entsprechen denen der
nach Methode A gewonnenen Verbindung.

6,7,8,9-Tetrahydro-5H-pyrido[ 2,3-b]azepin-5,8-dion (138)

H 0]
N N
-
NN

372mg (1.5mmol) 5-Hydroxy-8-0x0-8,9-dihydro-7H-pyrido[2,3-b]azepin-6-
carbonsdureethylester (128) werden in 15 ml DMSO p.A. mit 0.5 ml Wasser
unter Stickstoffbegasung bel 150 °C gertihrt. Es werden bis zur vollstdndigen
Umsetzung ca. adle 2 Stunden weitere 0.5 ml Wasser zugeftigt. Nach dem
Abkuhlen auf Raumtemperatur wird in 40 ml Wasser gegossen und tber Nacht
gekuhlt. Der Niederschlag wird abgesaugt und mit Wasser gewaschen.
Umkristalliseren aus Ethanol. Beigefarbene Kristalle; Ausbeute: 214 mg
(81 %); Schmp.: 221 °C, Dunkelfarbung ab 195 °C; IR (KBr): 3130 cmi* (NH),
3050 cmi* (CH arom.), 2910/2960 cm™* (CH aliph.), 1675 cm™ (C=0); ‘H-NMR
(DM SO-ds, 400 MH2): d (ppm) = 2.74-2.77 und 2.93-2.96 (m, AA’XX", 4H,
CH,-CH,), 7.26 (dd, 1H, 7.6/4.6 Hz, arom. H), 8.26 (dd, 1H, 7.9/1.8 Hz, arom.
H), 8.56 (dd, 1H, 4.6/1.5 Hz, arom. H), 10.39 (bs, 1H, NH); **C-NMR (DM SO-
ds, 100.6 MH2z): d(ppm) = 29.3, 37.1 (Azepin-CH,), 119.2, 139.8, 153.0 (tert.
arom. C-Atome), 120.9, 150.8 (quart. arom. C-Atome), 172.8, 197.2 (C=0);
CyHgN,O, (176.18); Ber. C 61.36, H 4.56, N 15.90; Gef. C 61.10, H 4.61,
N 15.52.
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9-(4-Trifluormethyl-phenylhydrazono)-6,7,8,9-tetrahydro-5H-pyrido[ 3, 2-
blazepin-8-on (139a)

F,C

Nach AAV 4 aus 88 mg (0.5 mmal) 6,7,8,9-Tetrahydro-5H-pyrido[ 2,3-b]azepin-
5,8dion (138) und 103 mg (0.58 mmol) 4-Trifluormethyl-phenylhydrazin
(117a). Reaktionszeit: 55 Minuten. Umkristaliseren aus Ethanol. Farbloses
Pulver; Ausbeute 54 mg (33 %); Schmp.: 263 °C, Braunfarbung ab 258 °C; IR
(KBr): 3290/3170 cmi* (NH), 3040 cm* (CH arom.), 2900-2840 cm™ (CH
aiph.), 1675 cmi* (C=0); "H-NMR (DM SO-dg, 400 MHz): d (ppm) = 2.60-2.63
und 3.01-3.04 (m, AA’XX’, 4H, CH,-CH,), 7.23 (dd, 1H, 7.6/4.6 Hz, Pyrido-H),
7.35 (d, 2H, 8.1 Hz, Phenyl-H), 7.55 (d, 2H, 8.6 Hz, Phenyl-H), 8.10 (dd, 1H,
7.6/2.0 Hz, Pyrido-H), 8.37 (dd, 1H, 4.8/1.8 Hz, Pyrido-H), 9.80 (s, 1H, NH),
10.09 (s, 1H, NH); *C-NMR (DMSO-ds, 100.6 MHz): d(ppm) = 29.0, 31.0
(CH,-CH,), 112.8, 120.0, 126.2, (q, °J.r = 4.1 Hz, C-C-CF;),138.4, 148.3 (tert.
arom. C-Atome), 119.3 (g, °Jr = 31.9 Hz, C-CF5), 124.9 (g, “J.r = 270.6 Hz,
CF;) 125.6, 143.7, 1485, 149.7 (quart. arom. C-Atome), 172.7 (C=0);
Ci6H13F3N4O (334.30); Ber. C 57.49, H 3.92, N 16.76; Gef. C 57.09, H 3.74,
N 16.47.
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9-(4-Nitro-phenylhydrazono)-6,7,8,9-tetrahydro-5H-pyrido[ 3,2-blazepin-8-on
(139b)

O,N

Nach AAV 4 aus 88 mg (0.5 mmal) 6,7,8,9-Tetrahydro-5H-pyrido[ 2,3-b]azepin-
5,8-dion (138), 8 mg (0.58 mmol) 4 Nitro-phenylhydrazin (117b). Reaktions-
zeit: 45 Minuten. Umkristaliseren aus Ethanol. Orangefarbene Kristalle;
Ausbeute: 72 mg (46 %); Schmp.: 302 °C, Braunfarbung ab 299.5 °C; IR (KBr):
3290 cmi' (NH), 3030 cmi* (CH arom.), 2890 cm* (CH aliph.), 1675 cm*
(C=0); '"H-NMR (DM SO-ds, 400 MHz): d (ppm) = 2.61-2.64 und 3.05-3.08 (m,
AA’XX’, 4H, CH,-CH,), 7.24 (dd, 1H, 7.6/4.6 Hz, Pyrido-H), 7.34 (d, 2H, 9.1
Hz, Phenyl-H), 8.11-8.16 (m, 3H, arom. H), 8.40 (dd, 1H, 4.6/1.5 Hz, Pyrido-
H), 10.13 (s, 1H, NH), 10.26 (s, 1H, NH); *C-NMR (DM SO-ds, 100.6 MHz):
d(ppm) = 28.2, 31.0 (CH,-CH,), 112.4, 120.0, 125.7, 138.5, 148.7 (tert. arom. C-
Atome), 125.2, 139.1, 146.6, 149.8, 151.0 (quart. arom. C-Atome), 172.5
(C=0); CsH13N50; (311.30); Ber. C 57.88, H 4.21, N 22.50; Gef. C 57.63,
H4.41, N 21.97.
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9-(4-Brom-phenylhydrazono)-6,7,8,9-tetrahydro-5H-pyrido[ 3,2-blazepin-8-on
(139¢)

y O
N

N
=
NS

NH

Br

Nach AAV 4 aus 88 mg (0.5 mmoal) 6,7,8,9-Tetrahydro-5H-pyrido[ 2,3-b]azepin-
5,8-dion (138) und 130 mg (0.58 mmol) 4 Brom-phenylhydrazin-Hydrochlorid
(117c). Reaktionszeit: 55 Minuten. Umkristallisieren aus Ethanol. Beigefarbenes
Pulver; Ausbeute 107 mg (62 %); Schmp.: 259 °C, Braunférbung ab 257 °C; IR
(KBr): 3290/3180 cm™ (NH), 3040 cm™ (CH arom.), 2960/2850 cm* (CH
aliph.), 1675 cm™* (C=0); 'H-NMR (DMSO-ds, 400 MHz): d (ppm) = 2.56-2.61
und 2.96-2.99 (m, AA’XX’, 4H, CH,-CH,), 7.16 (d, 2H, 9.2 Hz, Phenyl-H),
7.21 (dd, 1H, 7.6/4.6 Hz, Pyrido-H), 7.37 (d, 2H, 8.6 Hz, Phenyl-H), 8.07 (dd,
1H, 7.6/1.5 Hz, Pyrido-H), 8.35 (dd, 1H, 4.8/1.8 Hz, Pyrido-H), 9.49 (s, 1H,
NH), 10.06 (s, 1H, NH); **C-NMR (DMSO-ds, 100.6 MHz): d(ppm) = 28.9,
31.1 (CH,-CH,), 115.0, 119.9, 131.5, 138.2, 148.0 (tert. arom. C-Atome), 110.5,
125.7, 142.1, 144.8, 149.5 (quart. arom. C-Atome), 172.6 (C=0); C;sH3BrN,O
(345.20); Ber. C52.19, H 3.80, N 16.23; Gef. C 52.04, H 3.85, N 16.11.
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9-(4-Chl or-phenylhydrazono)-6,7,8,9-tetrahydro-5H-pyrido[ 3,2-blazepin-8-on
(139d)

y O
N

N
=
NS

NH

Cl

Nach AAV 4 aus 88 mg (0.5 mmol) 6,7,8,9-Tetrahydro-5H-pyrido[ 2,3-b]azepin-
58dion (138), 104 mg (0.58 mmol) 4-Chlor-phenylhydrazin-Hydrochlorid
(117d) und 48 mg (0.58 mmol) Natriumacetat. Reaktionszeit: 30 Minuten.
Umkristalliseren aus Ethanol. Farblose Nadeln; Ausbeute 71 mg (47 %);
Schmp.: 259.5 °C, Braunfarbung ab 257 °C; IR (KBr): 3280 cm™* (NH), 3030
cm™* (CH arom.), 2840 cmi* (CH aliph.), 1670 cm* (C=0); *H-NMR (DM SO-d,
400 MH2): d (ppm) = 2.58-2.61 und 2.96-2.99 (m, AA’XX’, 4H, CH,-CH,),
7.19-7.27 (m, 5H, arom. H), 8.08 (dd, 1H, 7.6/1.5 Hz, Pyrido-H), 8.35 (dd, 1H,
4.6/1.5 Hz, Pyrido-H), 9.48 (s, 1H, NH), 10.05 (s, 1H, NH); *C-NMR (DM SO-
ds, 100.6 MH2): d(ppm) = 28.9, 31.1 (CH,-CH,), 114.4, 119.9, 128.6, 138.2,
148.0 (tert. arom. C-Atome), 122.8, 125.7, 141.9, 144.4, 149.5 (quart. arom. C-
Atome), 172.6 (C=0); C;sH3CIN,O (300.75); Ber. C 59.91, H 4.36, N 18.63;
Gef. C59.74, H 4.30, N 18.40.
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6-(2-Amino-3-pyridyl)-2-(4-nitrophenyl)-2,3,4,5-tetrahydro-pyridazin-3-on
(140a)

NO,

88 mg (0.5 mmol) 6,7,8,9-Tetrahydro-5H-pyrido[2,3-b]azepin-5,8-dion (138),
115 mg (0.75 mmol) 4Nitro-phenylhydrazin @17b) werden in 5 ml Eisessig
1.5 Stunden bel 70 °C gertihrt. Nach dem Abkuhlen wird mit 0.05ml konzen
trierter Schwefelsdure versetzt und bei 70 °C gertihrt. Es werden in Absténden
von ca. 2Stunden erneut jewells 0.05 ml konzentrierte Schwefelsdure hinzu-
geflgt bis die DC-Reaktionskontrolle (Elutionsmittel: Toluol/Aceton 1:1) eine
vollstandige Umsetzung des Zwischenproduktes anzeigt (ca. 4.5 Stunden). Man
lésst abkihlen und gief¥ in 10 ml 5-prozentige NatriumacetatlOsung. Es wird
finfmal mit 10 ml Toluol extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen werden
Uber Natriumsulfat getrocknet, filtriert und im Vakuum zur Trockene enrotiert.
Umkristalliseren aus Ethanol. Rostrote Kristalle; Ausbeute: 47 mg (30 %);
Schmp.: 264.5 °C, Dunkelférbung ab 260 °C; IR (KBr): 3380/3240 cmi* (NH),
3130 cm' (CH arom.), 1680 cm* (C=0); ‘H-NMR (DMSO-ds, 400 MH2):
d (ppm) = 2.77-2.81 und 3.18-3.22 (m, AA’XX’, 4H, CH,-CH,), 6.68 (dd, 1H,
7.9/5.0 Hz, Pyridyl-H), 7.23 (s, 2H, NH,), 7.83-7.87 (m, 2H, arom. H), 7.90 (dd,
1H, 7.9/1.8 Hz, Pyridyl-H), 8.06 (dd, 1H, 4.8/1.8 Hz, Pyridyl-H), 8.31-8.34 (m,
2H, arom. H); *C-NMR (DM SO-dg, 100.6 MHz): d(ppm) = 22.7, 27.5 (CH,-
CH,), 111.8, 124.0, 124.5, 137.3, 149.7 (tert. arom. GAtome), 110.9, 144.5,
146.4, 155.4, 156.6 (quart. arom. C-Atome), 165.7 (C=0); C;sH13N503 (311.30);
Ber. C57.88, H 4.21, N 22.50; Gef. C 57.67, H 4.35, N 22.03.
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6-(2-Amino-3-pyridyl) - 2-(4-trifluormethyl-phenyl)-2,3,4,5-tetrahydro-
pyridazin-3-on (140b)

CF,

88 mg (0.5 mmol) 6,7,8,9 Tetrahydro-5H-pyrido[2,3-b]azepin-5,8-dion (138)
und 132 mg (0.75 mmol) 4-Trifluormethyl-phenylhydrazin (117a) werden in
5ml Eisessig. 1.5 Stunden bei 70 °C gertihrt. Nach dem Abkthlen wird mit
0.05 ml konzentrierter Schwefelsdure versetzt und 7 Stunden bei 70 °C gertihrt.
Man lésst abkihlen, giefd in 10 ml 5prozentige Natriumacetat 6sung, rihrt und
uberfuhrt in @nen Scheidetrichter. Es wird dreima mit 10 ml Toluol extrahiert.
Die vereinigten organischen Phasen werden langsam eingeengt. Der entstehende
helle Niederschlag wird durch Filtration abgetrennt. Das Filtrat wird Uber
Natriumsulfat getrocknet, filtriert und im Vakuum zur Trockene enrotiert.
Umkristallisieren aus Ethanol. Gelbe Nadeln; Ausbeute: 33 mg (20 %); Schmp.:
178 °C, Verfarbung ab 159.5 °C; IR (KBr): 3420/3300 cm™* (NH), 2890 cm*
(CH aliph.), 1660 cm™* (C=0); 'H-NMR (DM SO-ds, 400 MHZ): d (ppm) = 2.74-
2.78 und 3.17-3.21 (m, AA’XX’, 4H, CH,-CH,), 6.68 (dd, 1H, 7.9/4.8 Hz,
Pyridyl-H), 7.25 (bs, 2H, NH,), 7.75-7.78 (m, 2H, arom. H), 7.82-7.85 (m, 2H,
arom. H), 7.90 (dd, 1H, 8.1/1.5 Hz, Pyridyl-H), 8.05 (dd, 1H, 4.8/1.0 Hz,
Pyridyl-H); *C-NMR (DM SO-ds, 100.6 MHz): d(ppm) = 23.0, 27.7 (CH,-CH,),
112.3, 125.4, 126.1 (9, *Jr = 3.7 Hz, C-C-CF), 137.7, 150.1 (tert. arom. G-
Atome), 111.3, 145.0, 155.1, 157.1 (quart. arom. G-Atome), 165.9 (C=0) Die
Signale fur das Kohlenstoffatom der Trifluormethylgruppe und das
Kohlenstoffatom, an dem diese angeknipft ist, konnten wegen der Aufspaltung
zum Quartett und die dadurch geringere Peakhthe nicht identifiziert werden.
EI/HRMS fir CgH13F3N4O (334.30): Ber: 334.1041, Gef.: 334.1032.
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5H-Pyrrol o] 3,4-b]lpyridin-5,7(6H)-dion (143)

=
NH
NS
N

22.5 g (135 mmol) Pyridin-2,3-dicarbonséure (141) werden im tarierten Kolben
mit 25 g Acetanhydrid versetzt und bis zur Lésung erwarmt. Dann werden
wéahrend ca. 1 Stunde so viel Essigsaure und Acetanhydrid abdestilliert bis das
Thermometer im Inneren des Kolbens 160 °C anzeigt.

Es wird Acetanhydrid bis zum Gewicht von 12 g ergénzt, und es werden 14 g
(237 mmol) Acetamid zugefiigt. Anschlief3end rihrt man 8 Stunden bel 120
125 °C. Das nach dem Abkihlen auskristallisierte Imid wird nach Zerreiben im
Morser abfiltriert und mit kaltem Wasser gewaschen. Zur Reinigung wird das
Produkt in 100 ml heifem Wasser suspendiert und nach dem Erkalten
abgesaugt. Braune Kristalle; Ausbeute: 17.79g (89 %); Schmp.. 242 °C
(Lit.%1%M: 230 °C, 233 °C, 241.5-243.5 °C); "H-NMR (DM SO-dg, 400 MH2):
d (ppm) = 7.78 (dd, 1H, 7.6/4.6 Hz, arom. H), 8.27 (dd, 1H, 7.6/1.5 Hz, arom.
H), 8.98 (dd, 1H, 4.8/1.3 Hz, arom. H) 11.69 (bs, 1H, NH); **C-NMR (DM SO-
ds, 100.6 MHz): d(ppm) = 127.7 131.2, 154.9 (tert. arom. GAtome), 128.0,
152.0 (quart. arom. C-Atome), 167.3, 167.6 (C=0); C;H;N,O, (148.12). Zu den
spektroskopischen Daten siehe auch L.I.M. Spiessens und M.J.O. Anteunis.**®

3-Aminopyridin-2-carbonsaure (144)

_ NH,
N
N CO,H

Zu einer Lésung von 5.0 g (33.8 mmol) 5H-Pyrrolo[3,4-b]pyridin-5,7(6H)-dion
(143) in 100 ml eiskater 10-prozentiger Natronlauge gibt man eine wasserige
Natriumhypobromit-Losung aus 5.6 g (35 mmol) Brom in 35 ml eiskalter 15
prozentiger Natronlauge. Die Mischung wird 1 Stunde bel Raumtemperatur und
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anschlieffend 1 Stunde bel 85 °C gertihrt. Nach dem Abkihlen wird die Losung
mit 50-prozentiger Schwefelsaure auf pH 5 gebracht und fir zwei Tage im
Kuhlschrank aufbewahrt. Der entstehende Niederschlag wird abgetrennt und
verworfen. Das Filtrat wird in ene Losung von 7088 mg (355 mmol)
Kupfer(ll)acetat (-1-Hydrat) in 140 ml heillem Wasser und 3.5 ml Eisessig
gegossen. Der Niederschlag wird abfiltriert und in ca. 125 ml heilem Wasser
suspendiert. In diese Suspension wird Schwefelwasserstoffgas bis zur Séttigung
eingeleitet. Dies geschient entweder aus einer Schwefelwasserstoff-Druck-
flasche oder durch Uberleiten aus einem Kolben mit 10-prozentiger Schwefel-
sdure, in die eine konzentrierte LOosung aus Natriumsulfid getropft wird.
Anschlief3end wird das ausgefallene Kupfersulfid abfiltriert und das Filtrat am
Rotationsverdampfer eingeengt. Das gewtinschte Produkt kristalisiert beim
Kuhlen aus und kann abgesaugt werden. Beigefarbene Kristalle; Ausbeute:
4150 mg (89 %); Schmp.: 209.5 °C (Lit.*****: 210 °C); IR (KBr): 3370 cm™*
(NH), 3020-3050 cmi* (CH arom.), 1650 cm™* (C=0); 'H-NMR (DM SO-ds,
500 MH2): d (ppm) = 6.94 (bs, 2H, NH,), 7.27 (dd, 1H, 8.4/1.3 Hz, arom. H),
7.34 (dd, 1H, 8.6/4.1 Hz, arom. H), 7.83 (dd, 1H, 4.3/1.3 Hz, arom. H); “*C-
NMR (DMSO-dg, 100.6 MHZ): d(ppm) = 125.2 128.2, 134.9 (tert. arom. G
Atome), 126.3, 147.6 (quart. arom. C-Atome), 167.6 (C=0); CgsHeN,O»
(138.13);

3-[(Ethoxy-1,4-dioxobutyl)amino] pyridin-2-carbonséure-ethylester (146)

OC,Hq
NH

Methode A

2018 mg (20 mmol) Calciumcarbonat werden mit 1662 mg (10 mmol) 3-
Aminopyridin-2-carbonsaureethylester (129) in 25 ml Toluol (trocken) im
Eisbad gerdhrt. Zu dieser Suspension tropft man bei 05 °C eine Lésung aus
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2057 mg (12.5 mmol) Bernsteinsdureethylesterchlorid (126) in 25 ml Toluol
(trocken). Anschlief3end wird bis zur vollsténdigen Umsetzung zum Ruickfluss
erhitzt (7 Stunden). Das Reaktionsgemisch wird heif3 filtriert und im Vakuum
zur Trockene einrotiert. Der gelbliche Feststoff wird in Ethylacetat geldst und
zur Entfernung der Bernsteinsurederivate dreimal mit  7-prozentiger
Natriumhydrogencarbonatl6sung gewaschen. Nach einmaligem Waschen mit
Wasser wird Uber Natriumsulfat getrocknet und erneut im Vakuum zur Trockene
einrotiert. Eine andere Reinigungsmoglichkeit ist die Durchfiihrung einer
Saulenchromatographie mit Ethylacetat/Petrolether (2:1) as Elutionsmittel.
Farblose Kristale; Ausbeute 2355 mg (80 %); Schmp.: 67.5 °C; IR (KBr):
3270 cm™ (NH), 2980 cm™ (CH arom.), 2980 cmi* (CH aliph.), 1740/1665 cm™*
(C=0); 'H-NMR (DMSO-dg, 400 MHZ): d (ppm) = 1.17 (t, 3H, 7.1 Hz, CHj),
1.32 (t, 3H, 7.1 Hz, CH,), 2.58-2.61 und 2.66-2.69 (m, AA’XX’, 4H, CH,-CH,),
4.05 (g, 2H, 7.1 Hz, CH,), 4.32 (q, 2H, 6.9 Hz, CH,), 7.60 (dd, 1H, 8.1/4.6 Hz,
arom. H), 8.38-8.40 (m, 2H, arom. H), 10.44 (bs, 1H, NH); *C-NMR (DM SO-
ds, 100.6 MH2): d(ppm) = 13.9, 14.0 (CH,), 28.5, 31.1 (CH,-CH,), 59.9, 61.2
(O-CH,), 127.1, 129.8, 144.0 (tert. arom. C-Atome), 135.4, 137.2 (quart. arom.
C-Atome), 165.9, 1704, 172.0 (C=0); Cy4HigN,O5 (294.31); Ber. C 57.13,
H 6.16, N 9.52; Gef. C 56.83, H 6.13, N 9.25.

Methode B

Zu 3160 mg (19 mmol) 3-Aminopyridin-2-carbonséureethylester (129) in 2.2 ml
Pyridin (trocken) und 25 ml Toluol (trocken) wird unter Rihren und Kihlen
eine L6sung von 3912 mg (24 mmol) Bernsteinsaureethylesterchlorid (126) in
6ml Toluol (trocken) getropft. Anschlief3end wird bis zur vollstandigen
Umsetzung zum Rickfluss erhitzt (ca. 2 Stunden). Nach dem Abkuhlen auf
Raumtemperatur wird mit 8.5ml Wasser versetzt, in einen Scheidetrichter
UberfUhrt und die wasserige Phase abgetrennt und verworfen. Die organische
Phase wird zweimal mit 10 ml 10-prozentiger Salzsdure, zweima mit 10 ml 5
prozentiger Natriumcarbonatldsung und einmal mit 10 ml Wasser gewaschen.
Die organische Phase wird Uber Natriumsulfat getrocknet, filtriert und im
Vakuum zur Trockene einrotiert. Farblose Kristalle; Ausbeute 4530 mg (81 %);
Schmp.: 68.5°C; Die spektroskopischen Daten stimmen mit denen der nach
Methode A gewonnenen Verbindung tberein.

230



9-Hydroxy-6-0x0-6, 7-di hydro-5H-pyrido[ 3,2-b]azepin-8-carbonsaureethyl ester
(147)

1605 mg (40 mmol) Kaiumhydrid (Vorsicht! Kaiumhydrid entziindet sich
sofort bei Kontakt mit Wasser oder Feuchtigkeit!) werden unter Stickstoff-
begasung dreimal mit 5 ml Toluol (trocken) gewaschen und dannin 3 ml Toluol
(trocken) suspendiert. 2355 mg (8 mmol) 3-[(Ethoxy-1,4-dioxobutyl)amino]-
pyridin-2-carbonsaureethylester (146) werden in 3.6 ml N,N-Dimethylformamid
(trocken) und 30 ml Toluol (trocken) gelost und Gber den Tropftrichter in die
unter Stickstoffbegasung im vorgekihlten Siliconbad geriihrte Suspension
getropft. Nach Beendigung der Gasentwicklung wird bei 70-75 °C gerthrt. Nach
dem Abkulhlen werden vorsichtig ca. 2.4 ml Eisessig bis zur neutralen Reaktion
und anschliefiend 25 ml Wasser zugetropft. Der Niederschlag wird abgesaugt
und mit Wasser und Petrolether gewaschen. Umkristallisieren aus Ethanol.
Farblose Kristalle; Ausbeute 847 mg (43 %); Schmp.: 221 °C, Dunkefarbung ab
218°C; IR (KBr): 3140/3080/3040 cm* (CH arom.), 2960/2900 cm* (CH
aliph.), 1700/1645 cm™* (C=0); "H-NMR (DM SO-dg, 400 MHz): d (ppm) = 1.31
(t, 3H, 7.1 Hz, CH,), 2.98 (s, 2H, Azepin-CH,), 4.31 (g, 2H, 6.9 Hz, CH,), 7.55-
7.61 (m, 2H, arom. H), 8.52 (dd, 1H, 4.0/2.0 Hz, arom. H), 10.43 (s, 1H, NH),
12.14 (bs, 1H, OH); *C-NMR (DMSO-ds, 100.6 MHz): d(ppm) = 14.0 (CH,),
30.5, 61.3 (CH,), 125.8, 129.6, 144.8 (tert. arom. C-Atome), 98.0, 135.4, 141.5,
164.5 (quart. arom. C-Atome), 170.0, 172.0 (C=0); C,H1,N,O, (248.24); Ber.
C 58.06, H 4.87, N 11.29; Gef. C 57.96, H 4.91, N 11.20.
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5H-Pyrido[3,2-b]azepin-6,9(7H,8H)-dion (148)

-~
NS
N

125 mg (0.5 mmoal) (147) werden in 10 ml N,N-Dimethylformamid unter
Stickstoffbegasung 5 Stunden bei 150 °C gertihrt. Alle 30 Minuten werden 2
Tropfen Wasser hinzugegeben. Das Ldsungsmittel wird am Rotationsver-
dampfer entfernt. Fir eine Weiterverarbeitung ist die Verbindung 148 nicht
aufgereinigt, sondern nach dem Trocknen (zu den Hydrazonen 149) umgesetzt
worden. Eine Reinigung ist moglich durch Mitteldruckchromatographie tber
eine RP-18-Saule. Dazu wird der Rickstand in einem Gemisch aus Methanol
und Wasser (1:1) gelost und auf die Saule aufgebracht. Nach einer kurzen
Waschphase mit reinem Wasser wird mit 5-prozentigem Methanol eluiert.
Beigefarbene Kristalle; Ausbeute (ungereinigt): 84 mg (95 %); Schmp.:
185.5°C unter Zersetzung; IR (KBr): 3210/3120 cm* (NH), 3060 cm™* (CH
arom.), 2900/2950 cm* (CH dliph.), 16875 cmi* (C=0); ‘H-NMR (DM SO-ds,
400 MH2): d (ppm) = 2.71-2.74 und 2.97-3.00 (m, AA’XX", 4H, CH,-CH,),
7.53-7.59 (m, 2H, arom. H), 8.45 (dd, 1H, 4.1/2.0 Hz, arom. H), 10.11 (s, 1H,
NH); *C-NMR (DM SO-ds, 100.6 MHZ): d(ppm) = 29.0, 38.7 (Azepin-CH,),
127.2, 129.9, 145.0 (tert. arom. C-Atome), 136.5, 142.8 (quart. arom. C-Atome),
173.2, 197.6 (C=0); GHgN,O, (176.18); Ber. C 61.36, H 4.56, N 15.90; Gef.
C61.17,H 4.52, N 15.77.
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5-(4-Brom-phenylhydrazono)-6,7,8,9-tetrahydro-5H-pyrido[ 3,2-blazepin-8-on
(149a)

ZT

Br

359 mg (2 mmol) 5H-Pyrido[3,2-b]azepin-6,9(7H,8H)-dion (148), 492 mg
(2.2mmol)  4-Brom-phenylhydrazin-Hydrochlorid  (117c) und 180 mg
(2.2 mmol) Natriumacetat werden in 20 ml Eisessig bei 70 °C 15 Minuten
gertihrt. Nach dem Abkuhlen wird in 80 ml 5prozentige Natriumacetatl 6sung
gegossen und mindestens 30 Minuten gertihrt. Der Niederschlag wird abgesaugt,
mit  5-prozentiger  Natriumacetatlosung und  Wasser  gewaschen.
Umkristalliseren aus Ethanol. Gelbe Kristalle; Ausbeute: 516 mg (75 %);
Schmp.: 217 °C, Sintern unter Dunkelfarbung ab 212.5 °C; IR (KBr): 3280 cmi*
(NH), 3080-3120 cm™ (CH arom.), 2950/2890 cm* (CH aliph.), 1675 cm™
(C=0); 'H-NMR (DM SO-dg, 400 MHz): d (ppm) = 2.55-2.58 und 3.01-3.04 (m,
AA’XX", 4H, CH,-CH,), 7.12-7.16 (m, 2H, arom. H), 7.34-7.41 (m, 4H, arom.
H), 8.41 (dd, 1H, 4.1/1.3 Hz, arom. H), 9.50 (s, 1H, NH), 9.80 (s, 1H, NH); **C-
NMR (DMSO-ds, 100.6 MH2z): d(ppm) = 29.8, 30.5 (Azepin-CH,), 115.0,
123.3, 129.3, 131.4, 145.4 (tert. arom. C-Atome), 110.5, 134.2, 142.7, 144.8,
1479 (quart. arom. C-Atome), 172.9 (C=0); EI/HRMS fir CysH3BrN,O
(345.20): Ber: 344.0273, Gef.: 344.0251.
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5-(4-Nitro-phenylhydrazono)-6,7,8,9-tetrahydro-5H-pyrido[ 3,2-blazepin-8-on
(149b)

ZT

=

NS
N

NH

O,N

718 mg (4 mmol) 5H-Pyrido[ 3,2-b]azepin-6,9(7H,8H)-dion (148), 674 mg (4.4
mmol) 4-Nitro-phenylhydrazin (117b) werden in 40ml Eisessig bel 70 °C
35 Minuten gerdhrt. Nach dem Abkidhlen wird in 160 ml 5-prozentige
Natriumacetatl6sung gegossen und gerthrt. Der Niederschlag wird abgesaugt
und mit Wasser gewaschen. Umkristallisieren aus Ethanol. Goldgelb glanzende
Kristalle, Blattchen; Ausbeute: 567 mg (45.5%); Schmp.: 280.5°C, unter
Dunkefarbung; IR (KBr): 3220 cm™* (NH), 3040 cmi* (CH arom.), 2940 cm™
(CH aiph.), 1660 cm* (C=0); 'H-NMR (DM SO-dg, 400 MHz): d (ppm) = 2.58-
2.61 und 3.10-3.14 (m, AA’XX*, 4H, CH,-CH,), 7.31-7.33 (m, 2H, Phenyl-H),
7.39-7.44 (m, 2H, arom. H), 8.13-8.15 (m, 2H, Phenyl-H), 8.44 (dd, 1H, 4.1/2.0
Hz, Pyrido-H), 9.83 (s, 1H, NH), 10.23 (s, 1H, NH); “*C-NMR (DM SO-d,
100.6 MH2z): d(ppm) = 30.1, 30.4 (Azepin-CH,), 112.4, 123.9, 125.7, 129.4,
145.5 (tert. arom. C-Atome), 134.7, 139.1, 147.2, 147.4, 151.0 (quart. arom. C-
Atome), 172.7 (C=0); CsH13sNsO3 (311.30); Ber. C 57.88, H 4.21, N 22.50;
Gef. C57.87, H 4.50, N 22.58;

234



3-[(4-Methoxy-1,4-dioxobutylamino] pyrazin-2-carbonséuremethylester  (151)
und 3-[Bis(4-methoxy-1,4-dioxobutyl)amino]pyrazin-2-carbonsauremethylester

(152)
O
OY\/“\
OCH,

Eine Mischung aus 153mg (1 mmol) 3-Aminopyrazin-2-carbonsiure-
methylester (150) und 241 mg (1.6 mmol) Bernsteinsduremethylesterchlorid
(113) werden in 2 ml Pyridin (trocken) auf 95 °C erhitzt, nach 2 Stunden werden
erneut 241 mg (1.6 mmol) Bernsteinsauremethylesterchlorid (113) zugegeben,
und es wird weitere 20 Minuten erhitzt. Nach dem Abkihlen wird mit 8 mi
Wasser verdinnt und finfmal mit 20 ml  Dichlormethan extrahiert. Die
vereinigten organischen Phasen werden mit Wasser gewaschen, Uber
Natriumsulfat getrocknet und im Vakuum zur Trockene einrotiert. Es resultiert
ein braunes Ol, aus welchem durch Saulenchromatographie 151 isoliert werden
kann. Elutionsmittel: Ethylacetat/Petrolether (2:1). Gelbes Ol; Ausbeute 65 mg
(24 %); IR (Film): 3270 cmi™* (NH), 2950 cm*(CH aliph.), 1740 cm™* (C=0); 'H-
NMR (DM SO-dg, 500 MHZ2): d (ppm) = 2.56-2.59 und 2.68-2.71 (m, AA’XX’,
4H, CH,-CH,), 3.59 (s, 3H, CH,), 3.74 (s, 3H, CH,), 8.48 (d, 1H, 2.0 Hz, arom.
H), 8.63 (d, 1H, 2.5 Hz arom. H), 11.02 (s, 1H, NH); *C-NMR (DMSO-d,
100.6 MHz): d(ppm) = 51.3, 52.1 (CHs), 28.0, 30.1 (CH,-CH,), 139.4, 144.9
(tert. arom. C-Atome), 137.8, 144.8 (quart. arom. C-Atome), 164.7, 170.9, 172.4
(C=0); EI/HRM S fur Cy1H3N3O5 (267.24): Ber.: 267.0855, Gef.: 267.0859.
3-[Bis(4-methoxy-1,4-dioxobutyl)amino] pyrazin-2-carbonsauremethyl ester

Bel dieser Methode entsteht als Nebenprodukt der 3-[Bis(4-methoxy-1,4-
dioxobutyl)amino] pyrazin- 2-carbonsduremethylester (152), dessen Isolierung
ebenfalls durch die beschriebene Saulenchromatographie moglich ist.
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Gelbes Ol; Ausbeute 54 mg (14 %); IR (Film): 2950 cmi*(CH aliph.), 1730 cm*
(C=0); "H-NMR (DMSO-ds, 500 MHZ): d (ppm) = 2.52-2.55 und 2.77-2.80 (m,
AA’XX’, 8H, CH,-CH,, CH,-CH,), 3.58 (s, 6H, CHs, CHs), 3.88 (s, 3H, CHy),
8.95 (d, 1H, 2.2 Hz, arom. H), 8.98 (d, 1H, 2.5 Hz arom. H); **C-NMR (DM SO-
ds, 100.6 MH2): d(ppm) = 51.3, 53.1 (CH,), 27.9, 33.0 (CH,-CH,), 145.1, 147.3
(tert. aom. C-Atome), 142.3, 146.8 (quart. arom. C-Atome), 163.0, 172.1, 173.5
(C=0); EI/HRM S fir CygH1gN3Og (381.35): Ber.: 381.1172, Gef.: 381.1153.

3

9-Nitro-7,12-dihydro-indol o] 3,2-d][ 1] benzazepin-6(5H)-thion (154)

H
N

HN
NO,

Eine Losung aus 293 mg (1 mmol) 9Nitro-7,12-dihydro-indolo[ 3,2-d][ 1] benz-
azepin-6(5H)-on (3) wird in 30 ml Tetrahydrofuran (trocken) bel 50 °C unter
Stickstoffbegasung geriihrt. Zu dieser Lésung gibt man 250 mg (1.12 mmol)
Phosphorpentasulfid und gleich im Anschluss daran 370 mg (4.4 mmol)
Natriumhydrogencarbonat. Das Reaktionsgemisch wird 3 Stunden zum Sieden
erhitzt. Nach dem Abkthlen auf Raumtemperatur wird die Suspension auf 50 ml
zerstol3enes Eis gegossen und gertihrt. Der Niederschlag wird abgesaugt und mit
Wasser gewaschen. Umkristalliseren aus Ethanol. Gelbes Pulver; Ausbeute:
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136 mg (44 %); Schmp.: > 330 °C, Dunkelfarbung ab 285°C; IR (KBr):
3380/3150 cm* (NH), 3070 cmi* (CH arom.), 2990 cm* (CH aliph.); 'H-NMR
(DM SO-dg, 400 MH2): d (ppm) = 4.04 (s, 2H, Azepin-CH,), 7.43-7.52 (m, 3H,
arom. H), 7.63 (d, 1H, 8.6 Hz, arom. H), 7.83 (d, 1H, 7.1 Hz, arom. H), 8.10 (dd,
1H, 9.1/2.0 Hz, arom. H), 8.68 (d, 1H, 2.5 Hz, arom. H), 12.17 (s, 1H, NH),
12.51 (s, 1H, NH); *C-NMR (DM SO-ds, 100.6 MHz): d(ppm) = 39.5 (Azepin-
CH,), 112.0, 115.2, 117.6, 123.2, 125.6, 127.0, 128.7 (tert. arom. GAtome),
111.7, 123.1, 125.3, 135.5, 136.5, 140.5, 140.9 (quart. arom. G-Atome), 200.2
(C=9); C;gH11N30,S (309.35); Ber. C 62.12, H 3.58, N 13.58; Gef. C 62.06,
H 3.79, N 13.36.

12-M ethyl-6-methylthio-9-nitro-7,12-dihydro-indol o] 3,2-d][ 1]benzazepin (156)

S—CH,

108 mg (0.35 mmol) 9-Nitro-7,12-dihydro-indol o[ 3,2-d][ 1] benzazepin-6(5H)-
thion (154) in 10 ml Tetrahydrofuran (trocken) werden mit 15 mg einer 60-
prozentigen Suspension von Natriumhydrid in Paraffindl (entsprechen ca.
0.37 mmol NaH) unter Stickstoffbegasung gertihrt. Nach Zugabe von 60 mg
(0.42 mmol) lodmethan wird zum Sieden erhitzt. Die Zugabe von lodmethan
wird nach 1, 1.5 und 3 Stunden wiederholt. Nach 2 Stunden werden aul3erdem
weitere 15 mg einer 60-prozentigen Suspension von Natriumhydrid in Paraffindl
zugegeben. Nach dem Abkthlen auf Raumtemperatur wird die Suspension auf
50 ml Eiswasser gegossen und gerthrt. Der Niederschlag wird Gber Nacht bei
Raumtemperatur stehengelassen, am nachsten Tag abgesaugt und mit Wasser
gewaschen. Umkristalliseren aus Ethanol. Ockerfarbene Kristale; Ausbeute:
55 mg (47 %); Schmp.: 237 °C, Dunkeférbung ab 232°C; IR (KBr): 3070 cmi*
(CH arom.), 2920 cm* (CH diph.); *H-NMR (DM SO-ds, 400 MHz): d (ppm) =
2.33 (s, 3H, CHy), 2.84 (bs, 1H, CH), 3.95 (s, 3H, CHs), 4.31 (bs, 1H, CH), 7.33
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(,dt*, 1H, 7.6/1.3 Hz, arom. H), 7.41 (d, 1H, 8.1 Hz, arom. H), 7.49 (,dt“, 1H,
7.6/1.0 Hz, arom. H), 7.77 (d, 1H, 9.2 Hz, arom. H), 7.83 (d, 1H, 7.6 Hz, arom.
H), 8.13 (dd, 1H, 9.2/2.5 Hz, arom. H), 8.88 (d, 1H, 2.0 Hz, arom. H); *C-NMR
(DM SO-dg, 100.6 MH2z): d(ppm) = 13.2, 32.5 (CHs), 31.0 (Azepin-CH,), 110.9,
115.3, 117.2, 1232, 126.7, 128.2, 128.6 (tert. arom. GAtome), 113.2, 119.9,
123.9, 136.9, 141.1, 141.4, 146.1, 164.6 (quart. arom. C-Atome); CigH;5N;0,S
(337.40); Ber. C 64.08, H 4.48, N 12.45; Gef. C 63.85, H 4.57, N 12.29.

10-Nitro-7,12-dihydro-indol o] 3,2-d][ 1] benzazepin-6(5H)-on (160)

NO,

250 mg (1 mmol) 7,12-Dihydro-indolo[3,2-d][1]benzazepin-6(5H)-on  (159)
werden (eventuell unter Erwarmen) in ca. 20 ml Eisessig gelost. Bal Raum+
temperatur gibt man zu dieser Lésung 146 mg (0.64 mmol) Kupfer(l1)nitrat. ES
wird bis zur vollsténdigen Umsetzung der Ausgangsverbindung 159 gertihrt (ca.
5-30 Minuten). Das Reaktionsgemisch wird auf 40 ml zerstol3enes Eis gegossen
und gerdhrt. Der Niederschlag wird abgesaugt und mit Wasser und Petrolether
gewaschen. Umkristalliseren aus Ethanol. Gelbes Pulver; Ausbeute: 12 mg
(4 %); Schmp.: > 330 °C; IR (KBr): 3320/3200 cmi* (NH), 3060-3110 cm* (CH
arom.), 2920-2960 cm* (CH aliph.), 1645 cm™ (C=0); 'H-NMR (DMSO-ds,
400 MHz): d (ppm) = 3.62 (s, 2H, Azepin-CH,), 7.30 (d, 1H, 7.9 Hz, arom. H),
7.34 (,dt“, 1H, 7.8 Hz, arom. H), 7.48 (,dt“, 1H, 7.6/1.0 Hz, arom. H), 7.81 (d,
1H, 7.6 Hz, arom. H), 7.89 (d, 1H, 8.9 Hz, arom. H), 7.97 (dd, 1H, 8.9/2.0 Hz,
arom. H), 8.33 (d, 1H, 2.0 Hz, arom. H), 10.21 (s, 1H, NH), 12.43 (s, 1H, NH);
BC-NMR (DM SO-dg, 100.6 MHz): d(ppm) = 31.4 (Azepin-CH,), 107.9, 114.4,
118.3, 1225, 123.9, 127.4, 129.5 (tert. arom. C-Atome), 108.6, 121.6, 131.0,
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135.6, 136.2, 139.0, 142.2 (quart. arom. C-Atome), 171.3 (C=0); EI/HRMS flr
C16H1:N305 (293.28): Ber.: 293.0800, Gef.: 293.0842.

2-(3-Hydroxybutyl) -9-trifluormethyl-7,12-dihydro-indol of 3,2-d][ 1] benzazepin-
6(5H)-on Hemihydrat (184)

489 mg (1.27 mmol) 2-(3-Oxo-1-butenyl)-9-trifluormethyl-7,12-dihydro-indolo-
[3,2-d][1]benzazepin-6(5H)-on (166) werden unter Erwarmen in 75ml
Trifluoressigsaure gel6st. Nach Zusatz von 1.0 ml (6.36 mmol) Triethylsilan
wird 1.5 Stunden be Raumtemperatur gertihrt. Das Reaktionsgemisch wird in
ca. 400 ml Wasser gegossen und gertihrt. Der Niederschlag wird abgesaugt und
mit Wasser gewaschen. Es resultieren ca. 500 mg Niederschlag. Dieser wird in
Aceton gelost, an Kieselgel adsorbiert und durch Saulenchromatographie
gereinigt (Elutionsmittel: Ethylacetat). Umkristallisieren aus Ethanol. Farblose,
kurze Nadeln; Ausbeute: 80 mg (16 %); Schmp.: 291.5 °C unter Zersetzung; IR
(KBr): 3300-3180 cmi* (OH, NH), 3040/3070 cmi* (CH arom.), 2940-2960 cm'™
(CH diph.), 1645 cm* (C=0); *H-NMR (DM SO-dg, 400 MHZ): d (ppm) = 1.13
(d, 3H, 6.1 Hz, CHy), 1.68-1.73 (m, 2H, CH,), 2.62-2.70 (m, 1H, CH), 2.73-2.80
(m, 1H, CH), 3.57-3.64 (m, 2H, Azepin-CH,), 3.63-3.69 (m, 1H, CH), 4.56 (d,
1H, 4.6 Hz, OH), 7.19 (d, 1H, 8.1 Hz, arom. H), 7.26 (dd, 1H, 8.1/1.0 Hz, arom.
H), 7.46 (d, 1H, 8.7 Hz, arom. H), 7.61-7.64 (m, 2H, arom. H), 8.13 (s, 1H,
arom. H) 10.08 (s, 1H, NH), 12.07 (s, 1H, NH); “*C-NMR (DMSO-dg,
100.6 MH2): d(ppm) = 23.6 (CH,) 31.0, 31.2, 40.6 (CH,), 65.2, 112.0, 115.8 (q,
*)kr = 4.1 Hz, C-C-CF;), 118.2 (q, *J.r = 4.1 Hz, C-C-CF5), 122.3, 126.4, 128.7
(tert. arom. C-Atome), 108.2, 120.0 (g, “Jor = 31.2 Hz, C-CF5), 122.0, 125.5 (q,
Yo = 2713 Hz, CF5), 1258, 1335, 134.8, 137.9, 138.7 (quart. arom. C-
Atome), 171.3 (C=0); C,;H19F3N,0,x0.5 H,O (397.40); Ber. C 63.47, H 5.33,
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N 7.05; Gef. C 63.64, H 4.97, N 6.86; EI/HRMS fur G;H:sF3N,O, (388.39):
Ber.: 388.1399, Gef.: 388.1444.
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10.3Phar makologische Testung

10.3.1CDK-Testsysteme

Die CDK-inhibitorische Aktivitdt der dargestellten Verbindungen wurde durch
die quantitative Bestimmung der durch CDK katalysierten Phosphorylierung
von Histon H1 bestimmt. Diese Testung wurde im Arbeitskreis von Laurent
Meijer (CNRS, Station Biologique, Roscoff, Frankreich) durchgefuhrt.
Gemessen wurde die Inkorporierung von radioaktiv markiertem Phosphat in
Histon H1.

Zur Berechnung der Konzentration eines Inhibitors, die eine 50-prozentige
Enzymhemmung (ICs) hervorruft, wurden Dosis-Wirkungs-Kurven von jeder
Testsubstanz fir die Inhibition des CDK1/Cyclin B-, des CDK5/p35- bzw.
CDK5/p25-Komplexes aufgestellt.

CDK1/Cyclin B-Testsystem”***%°

Durch Affinitatschromatographie an  p9°s™-Sepharose-Ktigelchen  wird
CDK1/CyclinB aus in der M-Phase befindlichen Oocyten des Seesterns
Marthasterias glacialisisoliert. AnschlieBend wird mit freiem p9™="" eluiert.

In der Testmischung sind bei 30 ul Endvolumen folgende Bestandteile
enthalten: 0.5-1ul gereinigtes Enzym, 5ul HistonH1 (5 mg/ml), 5yl
[¢P]ATP (15 pM, 3000 Ci/mmol, 1mCi/ml) und 3pul des Inhibitors
(0.1-1 000 uM) in Puffer C [60 mM b-Glycerol phosphat, 15 mM p-Nitrophenyl-
phosphat, 25 mM 3(N-Morpholino)-propansulfonsdure (Mops, pH 7.2), 5 mM
Ethylenglycol-bis-(b-aminoethylether)-N,N,N‘,N* - Tetraessigsdure (EGTA),
15 mM Magnesiumchlorid, 1 mM Dithiothreitol, 1 mM Natriumvanadat, 1 mM
Phenylphosphat, 10 pg/ml Leupeptin, 10pug/ml  Aprotinin, 10 pg/mi
Sojabohnen-Trypsin-Inhibitor und 100 umol Benzamidin].

Zur Bestimmung der maximalen Phosphorylierungsrate wird Puffer C anstelle
der Testsubstanz eingesetzt. In Abwesenheit von Histon H1 in der Testmischung
wird die nichtspezifische Bindung bestimmt, welche von jedem Volumen
abgezogen wird. Die jewellige Testung beginnt mit der Zugabe von
radioaktivem ATP. Nach 10 Minuten Inkubation bel 3 °C werden 25 ul des
FlUssigkeitsiiberstandes auf Whatman P81 Phosphocellulose-Papier (2.5 x 3.0
cm) getupft. Die Filter werden nach 20 Sekunden fir je 5 Minuten mit einer
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Losung aus 10 ml Phosphorsdure in je 1 | Wasser gewaschen und in nassem
Zustand in 1 ml ACS Szintillationsmischung (Amersham) Uberfilhrt. Die *P-
Radioaktivitat wird durch einen Packard Tri-Carb-Zahler bestimmt. Da die
Testsubstanz in DMSO as 100 mM Stammldsung gelost ist, werden
Kontrollanalysen durch Verwendung entsprechender DM SO-Verdinnungen
durchgeftihrt, wobel die DMSO-Konzentration in der Reaktionsmischung nie
hoher als 1 % ist.

Die Kinase-Aktivitdt wird als molare Menge der Phosphatgruppen, die nach 10
Minuten Inkubation in Histon H1 aufgenommen werden, oder in % der
maximaen  Kinase-Aktivitdét bestimmt. Alle Tests erfolgen ds
Dreifachbestimmungen.”*!

Zur Berechnung der Konzentration eines Inhibitors, die eine 50-prozentige
Enzymhemmung (ICso) hervorruft, wurden Dosis-Wirkungs-Kurven von jeder
Testsubstanz fir die Inhibition des CDK 1/Cyclin B-Komplexes aufgestellt.

CDK5/p35-Testsystem und CDK 5/p25-Testsystem”*%°

CDK5/p35 wird aus Rinderhirn gewonnen. Die Reinigung erfolgt wie in der
Literatur angegeben.™ Nach Vereinigung der aktiven Fraktionen der Superose
12-Saule wird eingeengt bis eine ungefdhre Endkonzentration von 25 ug
Enzym/ml vorliegt. Die Aktivitét wird wie fir den CDK1/Cyclin B-Komplex
beschrieben bestimmt. Hierbel wird die Kinase mit 1 mg/ml Histon H1 und 15
UM [ P]ATP versetzt bei einer Inkubationszeit von 10 Minuten und einem
Endvolumen der Testmischung von 30 .

Der CDK5/p25-Komplex wurde hergestellt durch Mischen &quivalenter Mengen
an rekombinanter Saugetier-CDK5 und p25, die in Escherichia coli exprimiert
wurden. Die Aktivité wird in Puffer C bestimmt, wie es fir CDK1/Cyclin
beschrieben wurde.”
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10.3.2GSK-3b-Testsystem

Die Aktivitét der dargestellten Verbindungen be GSK-3b wurde durch die
quantitative Bestimmung der durch GSK-3b katalysierten Phosphorylierung des
GS-1Peptids bestimmt. Diese Testung wurde ebenfalls im Arbeitskreis von
Laurent Meijer (CNRS, Station Biologique, Roscoff, Frankreich) durchgefihrt.
Gemessen wurde die Inkorporierung von radioaktiv markiertem Phosphat in das
GS-1-Peptid. "™

GSK-3b wird in Sf9 Insektenzellen exprimiert und daraus isoliert. Die Testung
erfolgt nach 1/100 Verdinnung in 1 mg/ml BSA (bovine serum abumin),
10 mM Dithiothreitol, mit 5ul des GS-1-Peptids as Substrat (40 uM) in der
Gegenwart von 15uM [g-¥P]JATP (3000 Ci/mmol, 1 mCi/ml) in Puffer A
(10mM Magnesiumchlorid, 1 mM Ethylenglycol-bis-(b-aminoethylether)-
N,N,N‘,N‘-Tetraessigsaure (EGTA), 1 mM Dithiothreitol, 25mM Tris-HCI,
pH 7.5, 50 pug/ml Heparin). Als Endvolumen werden 30 pl erhaten. Nach
30 Minuten Inkubation bei 30 °C werden 25 pl des Flissigkeitsiiberstandes auf
Whatman P81 Phosphocellulose-Papier (2.5 x 3.0 cm) getupft. Die Filter werden
nach 20 Sekunden fir je 5 Minuten mit einer Losung aus 10 ml Phosphorsaure
pro 1l Wasser gewaschen und in nassem Zustand in 1ml ACS
Szintillationsmischung (Amersham) (berfilhrt. Die **P-Radioaktivitd wird
durch einen Packard Tri-Carb-Zahler bestimmt. Da die Testsubstanz in DM SO
gelost ist, werden Kontrollanalysen durch Verwendung entsprechender DM SO-
Verdinnungen durchgefiihrt.

Zur Berechnung der Konzentration eines Inhibitors, die eine 50-prozentige
Enzymhemmung (I1Csy) hervorruft, wurden Dosis-Wirkungs-Kurven von jeder
Testsubstanz fur die Inhibition der GSK-3b aufgestellt.
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10.3.3In vitro Tumorzdllinien-Screening des NCI (NCI Human Tumor Cdl
Line Anti-Cancer Drug Screen)

Die im Rahmen dieser Arbeit synthetiserten Paullonderivate und einige
Vorstufen wurden neben der Testung an isolierten Enzymen ebenfalls einer
Untersuchung beziiglich ihrer Antitumoraktivitét gegen Zelllinien unterzogen.
Diese Tests wurden vom National Cancer Ingtitute (in Bethesda, USA) im
Rahmen eines in vitro Screening Programms durchgeftihrt. In der Literatur sind
genauiere Angaben zu finden, "%

Im Rahmen des Screenings werden die entsprechenden Substanzen an sechzig
menschlichen Tumorzelllinien getestet. Die Zdlllinien leiten sich von insgesamt
neun verschiedenen Krebsarten ab: Neben Brust-, Prostata-, Nieren-, Eierstock-,
Darm- und Lungenkrebs sind Leukdmie, Melanom und Krebs des Zentraen
Nervensystems vertreten.

Bel den Untersuchungen werden die Tumorzellen in den Kavitden von
Mikrotiterplatten mit der Testsubstanz inkubiert. Es werden jeweils funf
verschiedene K onzentrationen zwischen 10° M und 10* M verwendet.

Das Medium wird nach 48 Stunden entfernt. Die Zellen werden gewaschen und
fixiert. Durch den Farbstoff Sulforhodamin B, welcher an basischen
Aminosduren bindet, kann der solubilisierte Rickstand in den Kavitéten so
angefarbt werden, dass eine spektrophotometrische Messung die Bestimmung
der Zelmasse erlaubt. Aus dieser ldsst sich das prozentuae Wachstum der
Z€llen bestimmen.

Aus den Daten wurden fir die hier beschriebenen Verbindungen fir jede
Zéllinie Dosis-Wirkungs-Kurven ermittelt. Die entsprechenden Aktivitéten
werden durch die dekadischen Logarithmen der molaren Testzubstanz-
konzentrationen angegeben, und zwar fir die jeweilige Konzentration, die eine
50-prozentige Wachstumshemmung (Glsy), eine totale Wachstumshemmung
(TGI) und ein Absterben der Hafte der Tumorzellen (LCsy) bewirkten. Fir die
Glsgg, die TGI und die LCs, wurden vom NCI die entsprechenden Mittelwerte der
logi-Werte aler getesteten Zelllinien berechnet und al's sogenannter Meangraph
Midpoint (MG MID) angegeben. De MG MID beschreibt die
durchschnittliche Aktivitét einer Substanz gegenilber der Gesamtheit der
Tumorzelllinien.

Die Testergebnisse werden fir jede Testsubstanz in Form eines
Balkendiagramms aufgestellt, welches die relative Empfindlichkeit einer
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einzelnen Zdllinie im Vergleich zu dem entsprechenden MG_MID-Wert
veranschaulicht. Das folgende Bild 10-1 zeigt als Beispiel das Balkendiagramm
von Verbindung 154. Die Bakendiagramme der drei Parameter (Glso, TG,
LCsy) enthalten als zentrale Achsen den ihnen zugehdrigen Meangraph
Midpoint-Wert. Balken nach rechts kennzeichnen Zelllinien, die empfindlicher
reagieren als der Durchschnitt. Ein Balken nach links bedeuten eine verminderte
Empfindlichkeit der entsprechenden Zelllinie verglichen mit dem Durchschnitt.
Die Balkenlange ist proportiona zur relativen Empfindlichkeit der Zdllinie im
Vergleich zum MG_MID. Die Angabe der Werte erfolgt logarithmisch, weshalb
eine um 1 erhdhte Empfindlichkeit eine Hemmung der Zelllinie durch eine
zehnfach niedrigere Konzentration der Testsubstanz bedeutet als durch den
MG_MID beschrieben wird. Die Verbindung 154 weist z.B. eine Selektivitét fur
die Leukdmie-Zélllinie SR fir die ersten beiden Parameter auf, wieim Bild 10-1
zu erkennen ist.

Die Balkendiagramme einer Testsubstanz ergeben ein Profil welches auch as
» Fingerprint“ bezeichnet wird. Dieses Muster kann mithilfe des COMPARE-
Algorithmus'® ausgewertet werden, wobei Selektivitétsprofile verschiedener
Verbindungen verglichen werden. Zeigt sich eine hohe Korrelation, so 18sst sich
fur die entsprechenden Testsubstanzen ein gemeinsamer Wirkmechanismus
postulieren.
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12 Gefahr stoffe

Uber die meisten Stoffe, die im Rahmen dieser Arbeit synthetisiert wurden
liegen keine Daten im Sinne des Chemikaliengesetzes vor. Da keine
toxikol ogischen Eigenschaften bekannt sind, missen fir den Umgang mit diesen
Substanzen die fur gefahrliche Chemikalien Ublichen Vorsichtsmal3nahmen
getroffen werden.

Acetamid: Xn Gesundheitsschadlich; R 40 Irreversibler Schaden mdglich; S
36/37 Bei der Arbeit geeignete Schutzhandschuhe und Schutzkleidung tragen.

Aceton: F Lechtentzindlich- Xi Reizend. R 11-36-66-67 Leichtentziindlich.
Reizt die Augen. Wiederholter Kontakt kann zu sproder oder rissiger Haut
fuhren. Dampfe konnen Schléfrigkeit und Benommenheit verursachen; S 9
16-26 Behdter an einem gut gelUfteten Ort aufbewahren. Von Zindquellen
fernhalten — nicht rauchen. Bel Bertihrung mit den Augen sofort grtindlich mit
Wasser abspulen und Arzt konsultieren.

Acetonitril: F Leichtentzindlich — T Giftig; R 11-23/24/25 Leichtentztindlich.
Giftig beim Einatmen, Verschlucken und Bertihrung mit der Haut; S 16-27-45
Von Zindguellen fernhalten — nicht rauchen. Beschmutzte, getrankte
Kleidung sofort ausziehen. Bei Unfall oder Unwohlsein sofort Arzt zuziehen
(wenn maglich, Etikett vorzeigen).

3-Aminothiphen-2-carbonsauremethylester: R 36/37/38 Reizt die Augen,
Atmungsorgane und die Haut; S 26-37/39 Bel BerUhrung mit den Augen
sofort grindlich mit Wasser abspilen und Arzt konsultieren. Bei der Arbelit
geeignete Schutzhandschuhe und Schutzbrille/Gesichtsschutz tragen.

Bernsteinsdurediethylester: Xi Reizend;, R 36/37/38 Reizt die Augen,
Atmungsorgane und die Haut; S 26-36 Bel Berihrung mit den Augen sofort
grindlich mit Wasser abspilen und Arzt konsultieren. Bel der Arbeit
geeignete Schutzkleidung tragen.

Ber nsteinsiur eethylester chlorid: C Atzend; R 34 Verursacht Verdtzungen; S
24/25 Beriihrung mit den Augen und der Haut vermeiden.

Berngteinsauremethylesterchlorid: C  Atzend;, R 34-37 Verursacht
Verdtzungen. Reizt die Atmungsorgane. S 26-36/37/39-45 Bel Bertihrung mit
den Augen sofort grtindlich mit Wasser abspllen und Arzt konsultieren. Bel
der Arbeit geeignete Schutzkleidung, Schutzhandschuhe und Schutz-
brille/Gesichtsschutz tragen. Bei Unfall oder Unwohlsein sofort Arzt zuziehen
(wenn moglich, Etikett vorzeigen).

Brom: T+ Giftig — C Atzend — N Umweltgefahrlich; R 26-35-50 Sehr giftig
beim Einatmen. Verursacht schwere Verdzungen. Sehr giftig far
Wasserorganismen; S 7/9-26-45-61 Behélter dicht geschlossen, an einem gut
geltfteten Ort aufbewahren. Bel Beriihrung mit den Augen sofort grtndlich
mit Wasser abspilen und Arzt konsultieren. Bel Unfall oder Unwohlsain
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sofort Arzt aiziehen (wenn mdglich, Etikett vorzeigen). Freisetzung in die
Umwelt vermeiden. Besondere Anweisungen einholen / Sicherheitsdatenbl att
zu Rate ziehen.

4-Bromphenylhdraziniumchlorid: T Giftig; R 23/24/25 Giftig beim Einatmen,
Verschlucken und Berthrung mit der Haut; S 36/37-45 Bei der Arbeit
geeignete Schutzhandschuhe und Schutzkleidung tragen. Bei Unfall oder
Unwohlsein sofort Arzt zuziehen (wenn maoglich, Etikett vorzeigen).

1-Butanol: Xn Gesundheitsschadlich; R 10-22-37/38-41-67 Entzindlich.
Gesundheitsschédlich beim Verschlucken. Reizt die Atmungsorgane und die
Haut. Gefahr ernster Augenschaden. Dampfe konnen Schiéfrigkeit und
Benommenheit verursachen; S 7/9-13-26-37/39-46 Behélter dicht geschlossen
an anem gut gellfteten Ort aufbewahren. Von Nahrungsmitteln, Getranken
und Futtermitteln fernhalten. Bel Berihrung mit den Augen sofort grindlich
mit Wasser abspilen und Arzt konsultieren. Bei der Arbeit geeignete
Schutzhandschuhe und Schutzbrille/Gesichtsschutz tragen. Bel Verschlucken
sofort &rztlichen Rat einholen und Verpackung oder Etikett vorzeigen.

4-Chlorphenylhydraziniumchlorid: T Giftig — N Gesundheitsschédlich; ; R
45-E23/24/25-43-50/53 Kann Krebs erzeugen. Auch giftig beim Einatmen,
Verschlucken und Berihrung mit der Haut. Senshiliserung durch
Hautkontakt moglich. Sehr giftig fir Wasserorganismen, kann in Gewassern
langerfristig schadliche Wirkungen haben. S 53-45-60-61 Exposition
vermeiden — vor Gebrauch besondere Anweisungen einholen. —Nur fir den
berufsméigen Verwender-. Bei Unfall oder Unwohlsein sofort Arzt zuziehen
(wenn moglich, Etikett vorzeigen). Dieser Stoff und/oder sein Behélter sind
as gefahrlicher Abfall zu entsorgen. Freisetzung in die Umwelt vermeiden.
Besondere Anweisungen einholen / Sicherheitsdatenblatt zu Rate ziehen.

Chlorwasser stoff: C Atzend — T Giftig; R 23-35 Giftig beim Einatmen.
Verursacht schwere Verdtzungen; S 9-26-36/37/39-45 Behdlter an elnem gut
gelUfteten Ort aufbewahren. Bei Berlhrung mit den Augen sofort grindlich
mit Wasser abspilen und Arzt konsultieren. Bei der Arbeit geeignete
Schutzkleidung, Schutzhandschuhe und Schutzbrille/Gesichtsschutz tragen.
Bel Unfal oder Unwohlsein sofort Arzt zuziehen (wenn moglich, Etikett
vorzeigen).

Dichlormethan: Xn Gesundheitsschéadlich; R 40 Irreversibler Schaden mdéglich;
S 23.2-24/25-36/37 Dampf nicht einatmen. Berihrung mit den Augen und der
Haut vermeiden. Be der Arbeit geeignete Schutzhandschuhe und
Schutzkleidung tragen.

N,N-Dimethylformamid (DMF): T Giftig; R 61-E20/21-36 Kann das Kind im
Mutterleib schadigen. Auch gesundheitsschadlich beim Einatmen und beim
Verschlucken. Reizt die Augen; S 53-45 Expostion vermeiden — vor
Gebrauch besondere Anweisungen einholen. — Nur fUr berufsmaigen
Verwender-. Bel Unfall oder Unwohlsan sofort Arzt zuziehen (wenn
moglich, Etikett vorzeigen).
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Dimethylsulfoxid (DM SO): Xi Reizend; R 36/38 Reizt die Augen und die
Haut; S 26 Bei Berihrung mit den Augen sofort grindlich mit Wasser
abspllen und Arzt konsultieren.

1,4-Dioxan: F Leichtentziindlich — Xn Gesundheitsschadlich; R 11-19-36/37-40
Leichtentztindlich. Kann explosionsfahige Peroxide bilden. Reizt die Augen
und die Atmungsorgane. Irreversibler Schaden mdglich; S 16-36/37 Von
Zindguellen fernhalten — Nicht rauchen. Bei der Arbeit geeignete
Schutzhandschuhe und Schutzkleidung tragen.

Essigsaure 100 % (Eisessig): C Atzend; R 10-35 Entzindlich. Verursacht
schwere Verdtzungen; S 23.2-26-45 Dampf nicht einatmen. Bel Berihrung
mit den Augen sofort grindlich mit Wasser abspulen und Arzt konsultieren.
Bei Unfall oder Unwohlsaein sofort Arzt zuziehen (wenn moglich, Etikett
vorzeigen).

Essigsaureanhydrid (Acetanhydrid): C Atzend; R 10-20/22-34 Entziindlich.
Gesundheitsschadlich beim  Einatmen und Verschlucken. Verursacht
Vedtzungen, S 26-36/37/39-45 Bei Berthrung mit den Augen sofort
grindlich mit Wasser abspulen und Arzt konsultieren. Bei der Arbeit
geeignete Schutzkleidung, Schutzhandschuhe und Schutzbrille/Gesichtsschutz
tragen. Ba Unfal oder Unwohlsein sofort Arzt zuziehen (wenn mdglich,
Etikett vorzeigen).

Ethanol: F Leichtentziindlich; R 11 Leichtentziindlich; S 716 Behdter dicht
geschlossen halten. Von Zindquellen fernhalten - Nicht rauchen.

Ethylacetat: F Lechtentzindlich — Xi Reizend; R 11-36-66-67 Leichtent-
zundlich. Reizt die Augen. Wiederholter Kontakt kann zu sproder oder
rissger Haut fuhren. Dampfe konnen Schléfrigkeit und Benommenheit
verursachen; S 16-26-33 Von Zindguellen fernhalten - Nicht rauchen. Bei
Berhrung mit den Augen sofort grindlich mit Wasser absptlen und Arzt
konsultieren. Mal3nahmen gegen elektrostatische Aufladung treffen.

Ethylendiamin: C  Atzend;, R  10-21/22-34-42/43  Entzindlich.
Gesundheitsschédlich bei Berihrung mit der Haut und beim Verschlucken.
Verursacht Verdtzungen. Sensibilisierung durch Einatmen und Hautkontakt
maoglich; S 23.2-26-36/37/39-45 Dampf nicht einatmen. Bel Beriihrung mit
den Augen sofort grindlich mit Wasser abspiilen und Arzt konsultieren. Bei
der  Arbeit geegnete  Schutzkleidung,  Schutzhandschuhe — und
Schutzbrille/Gesichtsschutz tragen. Bel Unfall oder Unwohlsein sofort Arzt
zuziehen (wenn maoglich, Etikett vorzeigen).

n-Hexan: F Leichtentztindlich — Xn Gesundheitsschadlich — N Umweltgefahr-
lich; R 11-38-48/20-51/53-62-65-67 Leichtentzindlich. Reizt die Haut.
Gesundheitsschadlich:  Gefahr ernster  Gesundheitsschéden bel  [angerer
Exposition durch Einatmen. Giftig flr Wasserorganismen, kann in Gewassern
langerfristig schadliche Wirkungen haben. Kann moglicherweise die
Fortpflanzungsfahigkeit beeintréchtigen. Gesundheitsschadlich: Kann beim
V erschlucken Lungenschéden verursachen. Dampfe konnen Schiafrigkeit und
Benommenheit verursachen; S 9-16-29-33-36/37-61-62 Behdlter an einem gut
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gelUfteten Ort aufbewahren. Von Zindquellen fernhaten - Nicht rauchen.
Nicht in die Kanalisation gelangen lassen. Mal3nahmen gegen elektrostatische
Aufladung treffen. Bel der Arbeit geeignete Schutzhandschuhe und
Schutzkleidung tragen. Freisetzung in die Umwelt vermeiden. Besondere
Anweisungen einholen / Sicherheitsdatenblatt zu Rate ziehen. Bel
Verschlucken kein Erbrechen herbeifiinren. Sofort &arztlichen Rat einholen
und Verpackung oder Etikett vorzeigen.

lodethan: Xi Reizend. R 10-36/37/38 Entziindlich. Reizt die Augen,
Atmungsorgane und die Haut; S 23.2-26 Dampf nicht einatmen. Bei
Berthrung mit den Augen grindlich mit Wasser abspilen und Arzt
konsultieren.

lodmethan: T Giftig; R 21-23/25-37/38-40 Gesundheitsschadlich beim
Beriihren mit der Haut. Giftig beim Einatmen und Verschlucken. Reizt die
Atmungsorgane und die Haut. Irreversibler Schaden moglich; S 36/37-38-45
Bei der Arbeit geeignete Schutzhandschuhe und Schutzkleidung tragen. Bel
unzureichender Bedlftung Atemschutzgerdt anlegen. Bei Unfall oder
Unwohlsein sofort Arzt zuziehen (wenn moglich, Etikett vorzeigen).

Kaliumcarbonat: Xn Gesundheitsschadlich; R 22-36/37/38 Gesundheitsschad-
lich beim Verschlucken. Reizt die Augen, Atmungsorgane und die Haut; S
22-26 Staub nicht einatmen. Bel Beriihrung mit den Augen grindlich mit
Wasser abspllen und Arzt konsultieren.

Kaliumhydrid (Suspension in Paraffindl): F Leichtentziindlich — C Atzend; R
15-34 Reagiert mit Wasser unter Bildung hochentziindlicher Gase. Verursacht
Verdzungen, S 7/8-26-36/37/39-43.6-45 Behdlter trocken und dicht
geschlossen halten. Bei Berdhrung mit den Augen sofort grindlich mit
Wasser abspilen und Arzt konsultieren. Bel der Arbeit geeignete
Schutzkleidung, Schutzhandschuhe und Schutzbrille/Gesichtsschutz tragen.
Zum Loschen Sand, kein Wasser verwenden. Bel Unfall oder Unwohlsein
sofort Arzt zuziehen (wenn moglich, Etikett vorzeigen).

Kaliumhydroxid: C Atzend, R 22-35 Gesundheitsschadlich beim
Verschlucken. Verursacht schwere Verdtzungen, S 26-36/37/39-45 Bei
Berthrung mit den Augen grindlich mit Wasser abspilen und Arzt
konsultieren. Bel der Arbeit geeignete Schutzkleidung, Schutzhandschuhe
und Schutzbrille/Gesichtsschutz tragen. Bei Unfall oder Unwohlsein sofort
Arzt zuziehen (wenn mdglich, Etikett vorzeigen).

Kupfer(l)cyanid: T+ Sehr giftig — N Umweltgefahrlich; R 26/27/28-32-50/53
Sehr giftig beim Einatmen, Verschlucken und Berthrung mit der Haut.
Entwickelt bei Berihrung mit Saure sehr giftige Gase. Sehr giftig fur
Wasserorganismen, kann in Gewassern langerfristig schédliche Wirkungen
haben; S 7-28.1-29-45-60-61 Behdlter dicht geschlossen halten. Bei
Berlhrung mit der Haut sofort abwaschen mit viel Wasser. Nicht in die
Kanalisation gelangen lassen. Bel Unfal oder Unwohlsein sofort Arzt
zuziehen (wenn maoglich, Etikett vorzeigen). Dieser Stoff und/oder seine
Behdter sind als gefahrlicher Abfall zu entsorgen. Freisetzung in die Umwelt
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vermeiden. Besondere Anweisungen einholen / Sicherheitsdatenblatt zu Rate
ziehen.

Kupfer(I1)nitrat: Xn Gesundheitsschadlich; R 22-36/38 Gesundheitsschadlich
beim Verschlucken. Reizt die Augen und die Haut.

Methanol: F Lechtentzindlich — T Giftig; R 11-23/24/25-39/23/24/25
Leichtentzindlich. Giftig bam Einatmen, Verschlucken und Berthrung mit
der Haut. Giftig: ernste Gefahr irreversiblen Schadens durch Einatmen,
Beriihrung mit der Haut und durch Verschlucken; S 716-36/37-45 Behdlter
dicht geschlossen halten. Von Zindquellen fernhalten — Nicht rauchen. Bel
der Arbeit geeignete Schutzhandschuhe und Schutzkleidung tragen. Bel
Unfall oder Unwohlsein sofort Arzt zuziehen (wenn mdglich, Etikett
vorzeigen).

4-Methoxyphenylhydraziniumchlorid: Xi Reizend. R 38 Reizt die Haut.

1-Methyl-2-pyrrolidon (N-Methylpyrrolidon, NMP): Xi Reizend.

Methylvinylketon: F Leichtentziindlich — T+ Sehr giftig; R 11-26/28-34-37-40-
43 Leichtentzindlich. Sehr giftig beim Einatmen und Verschlucken.
Verursacht Verdtizungen. Reizt die Atmungsorgane. Irreversibler Schaden
moglich. Sensibiliserung durch Hautkontakt mdéglich; S 16-26-28.1-
36/37/39-45 Von Zundquellen fernhalten — Nicht rauchen. Bei Bertihrung mit
den Augen sofort grindlich mit Wasser abspiilen und Arzt konsultieren. Bei
Berthrung mit der Haut sofort abwaschen mit viel Wasser. Bei der Arbeit
geeignete Schutzkleidung, Schutzhandschuhe und Schutzbrille/Gesichts-
schutz tragen. Bei Unfall oder Unwohlsein sofort Arzt zuziehen (wenn
moglich, Etikett vorzeigen).

Natrium: F Leichtentziindlich — C Atzend; R 14/15-34 Reagiert heftig mit
Wasser unter Bildung hochentzindlicher Gase. Verursacht Verétzungen; S
5.3-8-43.7-45 Unter Petroleum aufbewahren. Behdter trocken halten. Zum
Loschen Metdlbrandpulver, kein Wasser verwenden. Bel Unfall oder
Unwohlsein sofort Arzt zuziehen (wenn maglich, Etikett vorzeigen).

Natriumcarbonat: Xi Reizend; R 36 Reizt die Augen; S 22-26 Staub nicht
enatmen. Bel Berlhrung mit den Augen sofort grindlich mit Wasser
abspilen und Arzt konsultieren.

Natriumcyanid: T+ Sehr giftig — N Umweltgefahrlich; R 26/27/28-32-50/53
Sehr giftig beim Einatmen, Verschlucken und Berthrung mit der Haut.
Entwickelt bei Berihrung mit Sdure sehr giftige Gase. Sehr giftig fur
Wasserorganismen, kann in Gewéssern langerfristig schédliche Wirkungen
haben; S 7-28.1-29-45-60-61 Behdlter dicht geschlossen halten. Bel
Beriihrung mit der Haut sofort abwaschen mit viel Wasser. Nicht in die
Kanalisation gelangen lassen. Bei Unfal oder Unwohlsein sofort Arzt
zuziehen (wenn mdoglich, Etikett vorzeigen). Dieser Stoff und/oder seine
Behdter sind als gefahrlicher Abfall zu entsorgen. Freisetzung in die Umwelt
vermeiden. Besondere Anweisungen einholen / Sicherheitsdatenblatt zu Rate
ziehen.
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Natriumhydrid (60-prozentige Suspension in Paraffindl): F Leichtentzindlich
— C Atzend; R 15-34 Reagiert mit Wasser unter Bildung hochentziindlicher
Gase. Verursacht Verdtizungen; S 7/8-26-36/37/39-43.6-45 Behdter trocken
und dicht geschlossen halten. Bel Bertihrung mit den Augen sofort grindlich
mit Wasser abspulen und Arzt konsultieren. Bei der Arbet geeignete
Schutzkleidung, Schutzhandschuhe und Schutzbrille/Gesichtsschutz tragen.
Zum Lo6schen Sand, kein Wasser verwenden. Bei Unfall oder Unwohlsein
sofort Arzt zuziehen (wenn moglich, Etikett vorzeigen).

Natriumhydroxid: C Atzend; R 35 Verursacht schwere Verdtzungen; S 26-
37/39-45 Bei Beruhrung mit den Augen grundlich mit Wasser abspilen und
Arzt konsultieren. Bel der Arbeit geeignete Schutzhandschuhe und
Schutzbrille/Gesichtsschutz tragen. Bei Unfall oder Unwohlsein sofort Arzt
zuziehen (wenn moglich, Etikett vorzeigen).

Natriumsulfid: C Atzend — N Umweltgefahrlich; R 31-34-50 Entwickelt bei
Berthrung mit Saure giftige Gase. Verursacht Verdzungen. Sehr giftig for
Wasserorganismen; S 26-45-61 Be Berthrung mit den Augen sofort
grindlich mit Wasser abspilen und Arzt konsultieren. Bei Unfall oder
Unwohlsein sofort Arzt zuziehen (wenn moglich, Etikett vorzeigen).
Freisetzung in die Umwelt vermeiden. Besondere Anweisungen einholen /
Sicherheitsdatenblatt zu Rate ziehen.

Palladium(l1)acetat: Xi Reizend; R 41 Gefahr ernster Augenschéden. S 22-26-
39 Staub nicht einatmen. Bel Bertihrung mit den Augen sofort grtindlich mit
Wasser absptilen und Arzt konsultieren. Schutzbrille/Gesi chtsschutz tragen.

Paraformaldehyd: Xn Gesundhetsschadlich;, R 20/22-36/37/38-40-43
Gesundheitsschadlich beim Einatmen und Verschlucken. Reizt die Augen,
Atmungsorgane und die Haut. Irreversibler Schaden méglich. Sensibilisierung
durch Hautkontakt mdglich; S 22-26-36/37 Staub nicht einatmen. Bel
Berihrung mit den Augen sofort grindlich mit Wasser absptilen und Arzt
konsultieren. Bel der Arbeit geeignete Schutzhandschuhe und Schutzkleidung
tragen

Petrolether (Petroleumbenzin) Siedebereich 40-60 °C: F Lechtentziindlich —
Xn Gesundheitsschadlich; R 11-52/53-65 Leichtentzindlich. Schadlich fir
Wasserorganismen, kann in Gewassern |angerfristig schadliche Wirkungen
haben. Gesundheitsschédlich: Kann beim Verschlucken Lungenschéaden
verursachen; S 9-16-23.2-24-33-62 Behdlter an einem gut geltfteten Ort
aufbewahren. Von Zindguellen fernhalten - Nicht rauchen. Dampf nicht
einatmen. Berdhrung mit der Haut vermeiden. Maldnahmen gegen
elektrostatische Aufladung treffen. Bei Verschlucken kein Erbrechen
herbeifihren. Sofort &rztlichen Rat einholen und Verpackung oder Etikett
vorzeigen.

Phenylhydrazin: T Giftig — N Umweltgefahrlich; R 23/24/25-36-50 Giftig beim
Einatmen, Verschlucken und Bertihrung mit der Haut. Reizt die Augen. Sehr
giftig flr Wasserorganismen; S 28.1-45-61 Bel Berihrung mit der Haut sofort
abwaschen mit viel Wasser. Bei Unfall oder Unwohlsein sofort Arzt zuziehen
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(wenn mdglich, Etikett vorzeigen). Freisetzung in die Umwelt vermeiden.
Besondere Anweisungen einholen / Sicherheitsdatenblatt zu Rate ziehen.

Phosphor (V)-sulfid: F Leichtentzindlich- Xn Gesundheitsschadlich - N
Umweltgefahrlich; R 11-20/22-29-50 Leichtentziindlich. Gesundheitsschad-
lich beim Einatmen und Verschlucken. Entwickelt bei Bertihrung mit Wasser
giftige Gase. Sehr qiftig fir Wasserorganismen; S 61 Freisetzung in die
Umwelt vermeiden. Besondere Anweisungen einholen / Sicherheltsdatenbl att
zu Rate ziehen.

Piperidin: F Leichtentzindlich — T Giftig; R 11-23/24-34 Leichtentztindlich.
Giftig beim Einatmen und be Berihrung mit der Haut. Verursacht
Verdzungen; S 16-26-27-45 Von Zindquellen fernhalten — Nicht rauchen.
Bei Berthrung mit den Augen sofort grindlich mit Wasser abspilen und Arzt
konsultieren. Beschmutzte, getrankte Kleidung sofort ausziehen. Bei Unfall
oder Unwohlsein sofort Arzt zuziehen (wenn moglich, Etikett vorzeigen).

Piperidiniumchlorid: T Giftig; R 25 Giftig beim Verschlucken; S 22-45 Staub
nicht einatmen. Bei Unfall oder Unwohlsein sofort Arzt zuziehen (wenn
madglich, Etikett vorzeigen).

2-Propanol: F Leichtentztindlich — Xi Reizend; R 11-36-67 Leichtentztindlich.
Reizt die Augen. Dampfe konnen Schldfrigkeit und Benommenheit
verursachen. S 7-16-24/25-26 Behdlter dicht geschlossen halten. Von
Zindquellen fernhaten — Nicht rauchen. Berlhrung mit den Augen und der
Haut vermeiden. Bel Bertihrung mit den Augen sofort grindlich mit Wasser
abspulen und Arzt konsultieren.

Pyridin: F Lechtentzindlich — Xn Gesundheitsschédlich; R 11-20/21/22
Leichtentztindlich. Gesundheitsschéadlich beim Einatmen, Verschlucken und
Berthrung mit der Haut; S 26-28.1 Bei Beriihrung mit den Augen sofort
grindlich mit Wasser abspllen und Arzt konsultieren. Bei Bertihrung mit der
Haut sofort abwaschen mit viel Wasser.

Pyridin-2,3-dicarbonsdure: Xi Reizend; R36/37/38 Reizt die Augen,
Atmungsorgane und die Hauit.

Salzsiaure 10-25%: C Atzend; R 34-37 Verursacht Verdtzungen. Reizt die
Atmungsorgane; S 26-36/37/39-45 Bei Berihrung mit den Augen sofort
grindlich mit Wasser abspulen und Arzt konsultieren. Bei der Arbeit
geeignete Schutzkleidung, Schutzhandschuhe und Schutzbrille/Gesichtsschutz
tragen. Bel Unfall oder Unwohlsein sofort Arzt zuziehen (wenn mdglich,
Etikett vorzeigen).

Schwefelsaure 96 %: C Atzend; R 35 Verursacht schwere Verdtzungen; S 26-
30-45 Bel Berthrung mit den Augen sofort grindlich mit Wasser abspllen
und Arzt konsultieren. Niemals Wasser hinzugief3en. Bei Unfall oder
Unwohlsain sofort Arzt zuziehen (wenn maglich, Etikett vorzeigen).

Schwefelwasser stoff: F+ Hochentztindlich — T+ Sehr giftig — N Umweltgefahr-
lich; R 12-26-50 Hochentziindlich. Sehr giftig beim Einatmen. Sehr giftig fur
Wasserorganismen; S 9-16-28.1-36/37-45-61 Behdter an einem gut
gel tfteten Ort aufbewahren. Von Zindquellen fernhalten — Nicht rauchen. Bel
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Berlhrung mit der Haut sofort abwaschen mit viel Wasser. Bei der Arbeit
geeignete Schutzhandschuhe und Schutzkleidung tragen. Bei Unfall oder
Unwohlsein sofort Arzt zuziehen (wenn maoglich, Etikett vorzeigen).
Freisetzung in die Umwelt vermeiden. Besondere Anweisungen einholen /
Sicherheitsdatenblatt zu Rate ziehen.

Tetrahydrofuran: F Lechtentzindlich — Xi Rezend; R 11-19-36/37
Leichtentztindlich. Kann explosionsféhige Peroxide bilden. Reizt die Augen
und die Atmungsorgane; S 16-29-33 Von Ziundguellen fernhalten — Nicht
rauchen. Nicht in die Kanalisation gelangen lassen. Malinahmen gegen
elektrostatische Aufladung treffen.

Tetramethylsilan: F+ Hochentziindlich; R 12 Hochentziindlich; S 9-16-29-43.3
Behdlter an enem gut gellfteten Ort aufbewahren. Von Zindguellen
fernhalten — Nicht rauchen. Nicht in die Kanalisation gelangen lassen. Zum
Ldschen Pulverloschmittel, kein Wasser verwenden.

Toluol: F Leichtentzindlich — Xn Gesundheitsschadlich; R 11-20 Leichtent-
zindlich. Gesundheitsschadlich beim  Einatmen; S 16-25-29-33 Von
Ziundguellen fernhalten — Nicht rauchen. BerGhrung mit den Augen
vermeiden. Nicht in die Kanalisation gelangen lassen. Malinahmen gegen
el ektrostatische Aufladung treffen.

p-Tolylhydraziniumchlorid (4-Methylphenylhydrazin Hydrochlorid): T Giftig
— N Umweltgefahrlich; R 45-23/24/25-43-50/53 Kann Krebs erzeugen. Giftig
beim Einatmen, Verschlucken und Beriihrung mit der Haut. Sensibilisierung
durch Hautkontakt moglich. Sehr giftig fir Wasserorganismen, kann in
Gewdssern langerfristig schadliche Wirkungen haben. S 53-45-60-61
Exposition vermeiden — vor Gebrauch besondere Anweisungen einholen. —
Nur for den berufsmalligen Verwender-. Bei Unfal oder Unwohlsein sofort
Arzt zuziehen (wenn moglich, Etikett vorzeigen). Dieser Stoff und/oder sein
Behdter sind als gefahrlicher Abfall zu entsorgen. Freisetzung in die Umwelt
vermeiden. Besondere Anweisungen einholen / Sicherheitsdatenblatt zu Rate
ziehen.

Triethylamin: F Leichtentziindlich — C Atzend; R 11-20/21/22-35 Leichtent-
zindlich. Gesundheitsschadlich beim Einatmen, Verschlucken und Beriihrung
mit der Haut. Verursacht schwere Verdizungen; S 3-16-26-29-36/37/39-45
Kuhl aufbewahren. Von Zindguellen fernhaten — Nicht rauchen. Be
Berthrung mit den Augen sofort grindlich mit Wasser abspiilen und Arzt
konsultieren. Nicht in die Kanalisation gelangen lassen. Bei der Arbeit
geeignete Schutzkleidung, Schutzhandschuhe und Schutzbrille/Gesichtsschutz
tragen. Bel Unfall oder Unwohlsein sofort Arzt zuziehen (wenn mdglich,
Etikett vorzeigen).

Triethylsilan: F Leichtentziindlich — Xi Reizend; R 11-36/37/38 L e chtentziind-
lich. Reizt die Augen, Atmungsorgane und die Haut; S 89-16-26 Behdlter
trocken haten. Behdter an einem gut gellfteten Ort aufbewahren. Von
Zundquellen fernhalten - Nicht rauchen. Bei Bertihrung mit den Augen sofort
grundlich mit Wasser absplilen und Arzt konsultieren.
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Trifluoressigsaure: C Atzend; R20-35-52/53 Gesundheitsschadlich beim
Einatmen. Verursacht schwere Verdzungen. Schéadlich fir Wasser-
organismen, kann in Gewassern langerfristig schadliche Wirkungen haben; S
9-26-27-28.1-45-61 Behdlter an einem gut gellfteten Ort aufbewahren. Bei
Berthrung mit den Augen sofort grindlich mit Wasser abspilen und Arzt
konsultieren. Beschmutzte, getrankte Kleidung sofort ausziehen. Bel
Berthrung mit der Haut sofort abwaschen mit viel Wasser. Bei Unfall oder
Unwohlsein sofort Arzt zuziehen (wenn moglich Etikett vorzeigen).
Freisetzung in die Umwelt vermeiden. Besondere Anweisungen einholen /
Sicherheitsdatenblatt zu Rate ziehen.

4-(Trifluor methyl)-phenylhydrazin: Xn Gesundheitsschadlich; R 20/21/22-
36/37/38 Gesundheitsschadlich beim Einatmen, Verschlucken und Bertihrung
mit der Haut. Reizt die Augen, Atmungsorgane und die Haut; S 26-36 Bel
Berdhrung mit den Augen sofort grindlich mit Wasser absptlen und Arzt
konsultieren. Bei der Arbeit geeignete Schutzkleidung tragen.

Triphenylphosphin: Xn Gesundheitsschadlich — N Umweltgefahrlich; R 43-
48/20/22-50/53 Sensibiliserung durch Hautkontakt méglich. Gesundheits-
schadlich: Gefahr ernster Gesundheitsschéden bel 1angerer Exposition durch
Einatmen und durch Verschlucken. Sehr giftig fir Wasserorganismen, kann in
Gewassern langerfristig schadliche Wirkungen haben; S 22-24-37 Staub nicht
einatmen. Berthrung mit der Haut vermeiden. Geeignete Schutzhandschuhe
tragen.
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