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1. Theoretischer Teil

1. Theoretischer Tell

1.1 Metalle in der Medizin

Die Verwendung von Metallen mer Medizinreicht sehr weit in die Vergangenheit zurtck.
Bereits vor 3500 Jahrewurden in Agypten eisenhaltige Praparate gegen Anamie und
Impotenz verwendet und die Beschleunigung der Wundheilung durch Zinkevantieckt.
Etwa zeitgleichwar Gold Bestandteil von Mikamenten in Arabien und China. Seine
Anwendung waraber eher auf dn Glauben zurlckzufihrerdass ein wertvoller Stoff
gleichzeitig einen gesundheitlichen Nutzen in sich tragen muss, als seine teekann
medizinische Wirkunf:? Im ersten Jahrzehnt des 20. Jahrhunderts wurde RewLEHRLICH
dem Begrunder der Chemotherapie, die erste StruldiutivitdtsBeziehunguntersucht die

zur erfdgreichen Behandlung von Syphitlurch das arsenhaltigersphenamin fithrté™*! Als
eigenstandige Disziplin existiert die medizinische anorganische Chemie erst seit ebfa 45
Jahrenmit der Entdeckung der Antitumehktivitdt von Cisplatinund der Untersuchung
bestimmter medizinischer Wirkungen einer bekanntecthemischen Verbindung. Dabei
spielen dieAufklarung des Wirkmechanismusaad die Optimierung der physiologischen
Aktivitat der Verbindung eine entscheidende RéfeDer Einsatz von Metallen in der
modernen Medizin ist heute kaum noch wegzudenken urstreckt sich sowohl auf den
Bereich der Diagnostik als auabftherapeutische EinsatzgebietBabei sind es zumeist die
physikochemischen Eigenschaftder Metallverbindungenoder ihre spezielleReaktivitat,

die sie rein organischen Verbindungéneinigen Falleniiberlegen machef’ Neben diesen
Eigenschaften erdffnen die gro3e Bandbreite an KoordinationszaimdnGeometrien ein
weites Spektrum an Einsatzmoglichkeitén.

1.1.1 Metallkomplexein der Diagnostik

Im Bereich der Diagnostik sind gsotophyskalische, magnetischeind radioaktiven
Eigenschaften der Metalle zur Visualisierung bei Untersuchungen, die beispielsweise auf
Lumineszenz Magnetresonanz und RositronenEmissionsTomographieTechniken (PET
Techniken)basieren, die genutzt werdefl. Da diagnostische Metallverbindungen selbst
keinen therapeutischen Effekt hervorrufesind die Sicherheitsbestimmueg hoch und
mogliche Nebawirkungen miissen minimiert werden. Bei endogenen Metallionen, wié Ba
oder Gd*, die als Kontrastmittel beim Rtigen oder in der Magnetresonanztomographie
(MRT)eingesetzt werdenkann dies einerseitdurch die Nutzung sehr schwerléslicher Salze
(BaS@), andererseits durch Verwendung mehrzahniger Chelatliganden erfolgen, die fur eine
vernachlassigbare orale Biovegtiarkeit der freien lonen sorgdfi

Die lumineszenten Eigenschaften von starfdetallkomplexen erméglichteh Einsatz als
Sonden fir DN#&Sequenzen und;Strukturen in der Fluoreszenzmikroskopiend sind
Gegenstand aktueller Forschully Basenfehlpaarunge die durch Fehler in der DNA
Replikation auftreten konnen, werden beispielsweise durblodfimkomplex1 detektiert,
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1. Theoretischer Teil

der 1000fach starker an fehlgepaarte DNA bindet als an E3€4uenzen ohne
Fehlpaarungen. Dies beruht auf der Tatsache, dass der planare, aromatische Ligand fur die
Bindungan die groRe Furche zu grof3 ifiie Basenfehlpaarung fuhrt jedoch zu einer
thermodynamischen Destabilisierung, so dass die fehlgepaarte 8aseler Duplekxeraus

klappt und statt ihrer dechrisiLigand insertiert’!
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Abbildungl. Metalkomplexel ¢ 4, die aufgrund ihretumineszenzeigenschaften in der Diagnostik eingesetzt werden

Zum Anfarben spezifischer Zellbestandteile konnen ebenfalls Ubergangsmetallkomplexe
verwendet werden. Eine Grundvoraussetzung dafur ist ihre Membrangangigkeit. Bei
Rhenium(tricarbonylkompleX2 konnte in Hefe und menschlichen MCFZellen eine
Lokalisierung des Farbstsffhh den Mitochondrien gezeigt werdemiese liegt vermutlichin

der Ausbildung einer kovalenten Bindubeggrindet die durch den nukleophilen Angriff
eines Thiols an eineChbrmethylgruppe in den Thiolreichen Mitochondrien zustande
kommt® Iridium(lll}Komplex3 emittiert Licht im griinen Spektralbereich, besitzt bis zu
einer Konzentration von 100v eine niedrige Zytotoxizitdt und kann nicht in den Zellkern
eindringen, wadir die spezifische Anfarbung des Zytoplasmas genutzt WirBie beiden
schwach koordinierten Ldsungsmitiganden von Iridium(lll}Komplex 4 tauschen
bereitwillig gegen Histidin aus und erlauben somit die Detektion Hist&leher Proteindan
SDSPAGESelen (engl. sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electophoresis)
(Abbildungt).!!

Ein weitererwichtiger Einsatzbereich von Metallkomplexen in der medizinischen Diagnostik
stellt die MRTdar, nit deren Hilfe die Unterscheidung von pathologischem und gesundem
Gewebe erfolgen kant? Diese Technik beruht auf dennterschiedlichenHNMR
Resonanzen, die hauptsachlich von Wasser herriiHbabei werden zur Verbesserung des
Kortrastes externe paramagnetischéntrastmittel eingesetzt und somit die magnetischen
Eigenschaften der Metalle genutzt. Die Kontrastmittel enthalten tberwiegerid,Gdn?*

oder Fé™-lonen, die eine groRe Anzahl ungepaarter Elektronen aufwejsereils 7, 5 und 5,
high spin und langeSpinrelaxationszeiten besitzé&r! Die beidenGadoliniumKomplexe5

und 6 sind fur den klinischen Gebrauch zugelassen, um [sspeise Abnormalitaten im
Bereich der BluHirn-Schranke zu detektieren: Normalerweise sind sie nicht in der Lage
diese zu passieren, so dass esibeobachtete Anreicherung auf eind.asion hindeuten
kann***® Die tomplexe sind extrazellular lokalisietnd diffundieren schnell indie

2



1. Theoretischer Teil

Zellzwischenraume Das Gd-Zentrum ist neunfach koordiniert neben einem
Wasserliganden werden acht Koordinationsstellen von einem Chelatliganden besetzt. Dieser
sorgt fiir die Stabilitat des Komplexes und verhindert dieisetzung des toxischen &d

lons. Der Austausch des,®iLiganden verlauft dissoziativ und ist abhéngig von den
sterischen Gegebenheitdtf! GroRere Abstande zwischen Gdind den Donoratomen des
Chelatliganden fuhren zu einer Verringerung der Austauschrate gled igandenDaneben

sind Kontrastmittel, die auf Veranderungen des\értes, des Sauerstoffpartialdruckes, die
Anwesenheit kleiner Molekule, wie Glutathion odeedstimmter Metallionen reagieren,
Gegenstand aktueller Forschung utésitzen das Potentiakinen grol3en Beitrag zur
Aufklarung intrazellularer chemischer Prozesselteagen!** %"
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Abbildung 2. Gadolinium(lIlKomplexe %, 6) und Mangan(llKomplex(7), die als Kontrastmittel in deMRT eingesetzt
werden.

Der fur die Klinik zugelassene Mangankomplexxhoht den Kontrast in der Leber und wird
zum Nachweis von hepatozellularen Karzinomen verweii@bbildung2). Im Gegensatz zu
den Gadoliniumkomplexen enthélt er keinen direkt gebundenesO-Hgander?:?!
Superparamagnetische Nanopartikel, die austiexbeschichteten Eisen(lll)oxid bestehen,
finden, je nach GrélReAnwendung beiin der Bildgebung desakdiovaskularen Systems
(30nm Durchmesser), der Leber (186 Durchmessr) und des Gastrointestinaltkées
(300nm Durchmessef}*242°!

Die Tatsach, dass viele Metalle radioaktive Isotope besitzen, erklart deren breites
Einsatzgebiet in der Radiodiagnostik. Im Unterschied zur Radiothevapweiegend bei der
Krebstherapiebei der unter anderemh - undi -Strahle, eingesetzt werden, kommen in der
Diagnostik ausschlief3liekStrahlenemitter zum Einsatz. Diese sollten einfach verflgbar sein
und bestimmte Kriterien bezlglich ihrer Emissionsenergie und Halbwertszeit aufweisen. Die
optimale Emissiosenergie sollte in mem Bereich zwischen 3@V und 30keV liegen, um
sowohl eine Durchdringung des Gewebes als auch eine effiziente Detektl
gewdahrleisten. Um die Strahlenbelastung des Patienten gering zu halten, ist eine
Halbwertszeit des radioaktiven Zerfalls in dé&réRenordnung der Untersuchungszeit
ideal®® Das metastabil€*™Tc erfillltdiese Voraussetzungen und wird in 80% der klinischen
Untersuchungen verwendet. Es entsteht beim radioaktiven ZerfalPa (T, = 66h), das

im ®™cGeneratorin Form von®*Mo0O,* auf einer bleiummantelten Anionenaustauscher
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1. Theoretischer Teil

Saule immobilisiert ist. Das entstehend@™Tc kann von dieser Saule taglich eluiert
werden® Als reiner +-Strahler mit einer Emissionsenergie von k&Y und einer
Zerfallshalbwertszeit von sechs Stunden liegen diese Werte im optimalen Bereich fur den
Einsatz in klinischen Untersuchund®@nDa die Technetiumverbindungen in einem sehr
niedrigen Konzentrationsbereich von 4@ bis 10°m verwendet werden, miissen keine
pharmakologischeEffekte beriicksichtigt werdelR!

TechnetiumKomplex8 reichert sich im Gehirn an und wird dort in eine hydroptdl8pezis
umgewandelt, die dort verbleibtSe dient der Untersuchung des Gehirrimispielsweise
nach einem Schlaganf&l! Der lipophile, kationische Technetiukomplex9 wird dem
Patienten unter erhohtem Blutdruck oder Belastung veratiie schnell vom Herzmuskel
aufgenommen und verbleibt dort. Die Bildgebung spiegelt den Blutfluss wieder und
Regionen mit vermindertem Blutfluss kdnnen auf Erkrankungen der koronalen Arterien
hindeuten®™ Durch den Metabolismus von9 in der Leber werden die sechs
Methoxygruppen in Hydroxygruppe umgewandelt, der Komplex wird dadurch hydrophiler
und kann ausgeschieden werdé&ty

Abbildung3. TechnetiumKomplexe8 und9, die in der Radiodiagnostik eingesetzt werden.

Wahrend die Verteilung der Technetidiiomplexe8 und 9 (Abbildung3) direkt von den
Egenschaften der Komplexe und der gebundehe&ganden hervorgerufen werdekann die
Spezifitdt mit der Traceran bestimmteZielstrukturenwie Antigene oder Rezeptordynnden,
beeinflusst werdenDabei wird der Chelatligand tGber einéinkermit einem Biomolekdl
verknlpft, das eine Affinitdt zur gewinschten Zielstruktur im Korper aufweist. Als
Biomolekile eignen sich beispielsweise Peptide, Proteine, Zucker, Hornodee
Antikorper[©:32%€]
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1.1.2 Reaktive Metallkomplexen der Therapie

Im vorherigen Abschnittlag der Fokus besonders aufen physilalischchemischen
Eigenschafterder verwendeten Metalleln der Therapie von Krankheiten macht man sich
oft die spezielleReaktivitdt der Metallverbindungen zunutze, auf der das Hauptaugenmerk
dieses Abschnitts gerichtet sein soll. Die Entdeckung der Antitdkiovitat von Cisplatin
markiert, wie bereits zu Beginn erwéhnt, die Etablierung der medizinischen anorganischen
Cheme als eigenstandige Diszipli@isDiammindichloridoplatin(l1f10) ist der bekannteste
und am weitesten verbreitete metallhaltige AntitumoeWirkstoff. Die Aktivierung erfolgt
durch die Hydrolyse der beiden Chlorilmandeninnerhalb der Zelleaufgrundder dort
niedrigeren ChlorieKonzentration(Schemal). Der Monoaquabeziehungsweisder Diaqua
Komplex (11 beziehungsweise12) sind die aktiven Speziesdie mit der DNA
wechselwirlen.?®!

2+

HN. Cl +H,0 HsN,_Cl +H0 HsN, OH,
pi Pt Pi

HsN CI HsN" OH, -cr HsN~ OH,

-CI
10 1" 12

Schemal. Erster und zweiter Hydrolyseschritt deis Diammindichloridoplatin(I§)<omplexs(10) zum Monoaqua(11) und
DiaquaKomplex {2).

N-7 von Guanin stellt die elektronenreichste Stelle innerhalb der DNA dar und liegt sehr
zuganglich in der grof3en Furche dBiDNA die in der Natutiblichweisevorkommt Unter
Abspaltung eines Wasserliganden wird zunéchst ein Mbaaddukt zwischen DNANnd 11

oder 12 augyebildet(Schema).[*!

H3N, ClI

. , 0 ’Pt\ ]
HaN
HsN\P,CI N NH 3 N NH
P + ¢ — < |
HsN~ OH, N N/)\NH -H,0 N PN
N A w N~ “NH,
11 Guanin (G) Pt-DNA-Monoaddukt

Schema2. Ausbildung des FDNAMonoaddukts zwischehl und GuaninAN-7.

Der Austausch des zweiten labilé@hloride oder AquaLigandenfihrt schlie3lich zur
Quervernetzung der DNA. Dabei treten bei Cisplatin Intrastrangverknipfungen der Ferm 1,2
d(GG) mit 6665% am haufigsten auf. Intrastrangverkniupfungen zwischerd(A%) (20-
25%), 1,(GG) und 1,4d(GG) (610%) und die Interstrangventpfung 1,3d(GG) mit 1.5%
sind seltenerDie Ausbildung dieser Addukte bewirkt einen Knick in der DNA. In Tumorzellen
binden HMGProteine high mobility group, die normalerweise als Transkriptionsfaktoren
agieren, an das bereits geknickte-PNAAddukt und schirmen dieses von der Basen
ExzissionReparaturMaschinerie der Zelle d8 Unreparierte DNASchaden, die von der
RNA Pgimerase Il erkannt werden, fuhren zur CaspakBvierten Apoptose der Zelle.
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1. Theoretischer Teil

Desweiteren fuhren Intraund Interstrangquervernetzungen zeiner effizienten Inhibition
der DNA Polymerag@”

Im Gegensatz zumisKomplex zeigt der entsprechendeans-Komplex keine Antitumer
Aktivitat. Dieser Unterschied ist sowohl auf thermodynamische als auch auf kinetische
Gegebenheiten zurlickzufihren. Die Abstande der Chldriganden zum Platinzentrum sind
im transKomplex (4.64) deutlich groRer als imciskomgex (3.298), was den
Mechanismus der DNQuerverknipfung beeinflusst. Desweiteren verlauft die Hydrolyse
des ersten Chloridhiganden bei beiden Komplexen mit einer Halbwertszeit von zwei
Stunden etwa gleich schnell, im Falle des\s-Komplexes wird dezweite Hydrolyseschritt
wegen des stabilisierenden SauerstDibnoratons des neuen Liganden aber sehr
verlangsamf?®  Wasserstoffbiickenbindungen  zwischen den Amlilganden und
Carbonylgruppen der DNA scheinen eine Hauptrolle bei derQikvernetzung zu spielen,
da sie die Zuganglichkeit und Orientierung derCPBindung, im Falle des Monoagqua
Komplexes, beeinflussen.

Aufgrund de<rfolges von Cisplatin werden groBastrengungen unternommen, um platin
basierte Anttumor-Wirkstoffe zu entwickeln. Bse solltenweniger Nebenwirkungen als
Cisplatin besitzen, gegen eine gré3ere Bandbreite an Tumoren eingesetzt weidean

und keineKreuzresistenzen nach langer Behandlungszeit aufwé&i8dn.der Regel handelt

es sich dabei um Neutralkomplexe, bwielchen P* quadratischplanar oder Pt
oktaedrisch koordiniert vorlieg. Sie enthaltenmeist einen bidentaten Diaminoder zwei
monodentate,cisstandigeAminLiganden wobei es sich um primére oder sekundare Amine
handelt, sowie einen bidentaten oder zwei monodentate Liganden, die als Abgangsgruppen
fungieren, beispielsweise Carboxylatler ChlorideLigandert?®

4+
H,

(@] Hy o
HaN, O N_ O Cl. NHg A~ ~NC NH;
" N,Pt\o N.Pt\o Pt HaN_H2N pf
. Pt
3 5 N, o Hj HsN Cl

NHN _~ o~~~ P
N NH,
2
13 14 15

Abbildung 4. Beispieleplatinhaltiger Antitumorwirkstoffe mit Zulassundl8, 14) oder die Gegenstand aktuelleForschung
sind(15).

Carboplatin (13), das zweite zugelasseneAntitumormedikament auf Platinbasisist
unreaktiver und ungiftigerals Ciplatin** Komplexe, die einen 1:Riaminocytohexan
Liganden enthalten zeigen haufig Aktivitat gegen Cisplatiistente Krebszelllinien. Ein
Vertreter dieser Klasse, Oxaliplafi®), wird bei metastasierenden kolorektalen Tumoren in
einer Kombinationstherapie eingeset#f Mehrkernige Platinkomplexe, wie der positiv
geladene dreikernige Komplex BBR346415), sind Gegenstand aktueller Forschung
(Abbildung4). Bei ihnen wird die DNkterstrangquervernetzung zunvorwiegenden
Wirkmechanismu&® 15 zeigt im Vergleich zu Cisplatin eihhte Aufnahme in die Zellen.

Estritt in den Krebszellen kein Zelltoduf sondern das Verlarren der Zellen in der
6
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G,/M-Phasé*!! Die Ergebnisse nach der klinischen Ph#searen, bedingt durch den
schnelleren Abbau in menschlichem Plasma verglichen zu -Miassna,allerdings nicht
zufriedenstellend, was die Erforschung von Methoden fur einen verbesserten Transport
notig macht.?

Aufgrund der Erfolge platimasierter Antitumorwirkstoffevurden weitere Ubergangsmetall
komplexe auf ihre Antitumoreigenschaften untersucht. Unter ihnen fanden sich auch einige
Rutheniumkomplexe, deren veranderte Geometrie zu anderen Wechselwirkungen mit der
DNA fuhren solltelhre Aktivitdt gegen Cisplatiresistente Tumorzelllinien und gréRere
Selektivitat gegen Krebszellen machen sie zu interessanten Studienobjekteige
RutheniumDNAAddukte weisen eine sehr grof3e Stabilitdt auf und sind dadurch gbgenu
Reparaturmechanismen der Zellen resistenteEine Serie von Ruthenium{Ryen
Komplexen, an die zusatzlich ein Phosphoadamaii®anA)koordiniert - die sogenannten
Ruthenium-Aren-PTAKomplexe (RAPTA - wurden 2004 entwickeltund sind noch
Gegenstand ktueller Forschun§®*? lhre Wirkungsweise ist durch eine schwach
ausgepragte Zytotoxizitat gegentber Tumorzellen vitro und Ublicherweise keiner
Zytotoxizitdt gegenuber gesunden Zellen, selbst nach lafggosition bei millimolaren
Konzentrationengekennzeichnef®>*¢!

HN_ /i
N H»,

(‘-S//O Clu.,R|u.\\c| HNT S
| H o’ | N
o | 0y .

| | ol A HN S
CI’R‘U\P/\T> CI’R‘U\P/\T> N H
cl \N\'l\l cl \N\ll\l H{IJ
16 17 18 19

Abbildung 5. Antitumormedikamente auf Rutheniumbasis: RAFATA6) und RAPTE (7) befinden sich in vorkliachen
Untersuchungen, NAMA (18) und KP101910) befindensich in der zweiten klinischen Phase.

RAPTAT (16), das als ArefKkomponente einen Toludliganden enthélt, beeinflussh vitro
metastatische Prozessebei Brustkrebszelllinien wie die Freisetzungron Zellen vom
Primartumor, die Migration und Invasion, sowie das Anwachsen der Zallemeuen
Geweben Diese Beobachtungen stehen im Einklang mit selektiv vermindertem Wachstum
von Lungenmetastasein viva*”! Bei Untersuchungen dew/irkmechanismus voRAPTAC

(17) an E4RLICHASzZitestumoren (EAT) wurdae vitro die Inhibierung der Zellproliferation
durch einen @M-Phasenstopp und Apoptose festgestelliese stehen in Zusammenhang
mit erhdhten Spiegeln von p21 und p53 umiher Verminderung von Cyclin £ Im
Gegensatz zulen klassischerlatinAntitumorwirkstoffen scheint die Wirkungsweise der
RAPTASs nicht durch DN#echselwirkungen zustande zu kommen, sondern wahrscheinlich
durch Wechselwirkungen mit kritischen intraind extrazellularen Proteinen, wie der
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Inhibierung spezifischer Cystenmgpeasen, die an der Krabentwicklung und Angiogenese
beteiligt sind“? Eine Besonderheit von Ruthenium stellt seine Fahigkeit dar runte
physiologischen Bedingungen in den Oxidatitafen +2, +3 und +4 auftreten zu kénn€f.
Neben den Ruthenium(Bomplexen der RAPIFamilie haben zwei Vertreter der
Ruthenum(lll}Komplexe, NAMA (18) und KP1019 (19), interessante Antitumor
eigenschaften gezeigt, und somit den Eintritt in die klinische Phade Krebsmedikamente
geschafft(Abbildungb). Ihr Wirkmechanismus istbensonicht vollstandig aufgeklart. Eine
Altivierung durch Reduktion von Ruthenium{ilipmplexen in hypoxischen Tumorzellen
wird dabeidebattiert.>"

In vorklinischen Studien konntesie Antitumor- und antimetastatischen Eigenschaften von
NAMIA (18) nachgewiesen werden. Zu den vorgeschlagenen Wirkmechanismen zigrlen
Eingriff in den Zellzyklus, die Inhibierung vfetalloproteinasen, die Erhéhung der
extrazellularen Matrix um die TumorgefaBed die Bindung an DN Bei geringeren
Dosen ist der antimetastatische Effekt ausgepragter und die Wirkungsweise scheint nicht
abhangig von der Art des Primartumors odkym Wachstumsstadium der Metastasen zu
sein: Es verhindert nicht nur die Metastasierung an sich, sondern hemmt auch das
Metastasenwachstunt®!

KP101919) besitzt demgegenubefAuswirkungen af solide Tumore. Es wird angenommen,
dass seine zytotoxischen Eigenschaften auf der Induktion von Apoptose beruhen. In
kolorektalen Tumorzelllinien stért K1019 die Elektronentransportkette, depolarisiert die
mitochondriale Membran und fihrt zu einé\ktivierung von Caspasg& DNAStrangbriiche
scheinen nicht die Hauptursache fir den Zelltod darzustellen, da er unabhangig vem p53
Status der Zellen ablauft, doch die Bildung von reaktiven Sauerstoffspezies wurde in
Krebszelllinien beobachtet und koénnte zu eimekleineren Umfang zu DN&chaden
beitragen. In einem chemoresistenten Darmkrebsmodbki Rattenkonnte in vivo eine
starke Zytotoxizitat in nahezu allen Tumoren nachgewiesen werden, wéhrend etwa nur die
Halfte der Tumore auf -Fluorouracil ansprach undigplatin Gberhaupt keine Aktivitat
aufwies Diese positiven Effekte gingen nomit schwach ausgepragteNebenwrkungen
einher!®">?



1. Theoretischer Teil

1.1.3Inerte Organometallverbindungen als Enzyminhibitoren

Fur die Bindung eines Substrates durch schwache, nicht kovalente Wechselwirkungen in der
aktiven Tasche ist seine vororganisierte, dreidimensionale Struktur ausschlaggebend. Diese
fuhrt durch komplementare funktionelle Gruppen innerhalb des aktiven Zerdgrum
spezifischen ProtethigandeAWechselwirkungenBviL HscHEmeschrieb diesen Effekt 1894

mit seiner Theorie des SchliisSshlossPrinzipd®® Diese wurde spater vorDaNEL E.
KOSHLANDR dZNOK RAS a¢KS2NAS RSNJ AyRdzdZ ASNI Sy t1I &
Bindungspartnern nicht um starre Strukturen hand&h.Wahrend der Ausbildung des
ProteinLigandKomplexes kdnnen Konformationsdnderungen sowohl des Enzyms als auch
des Liganden auftreten, die die Bindung erst ermoglichen. Die Selektivitat der
Ligandenbindung an Proteine Kkorreliert mit der strukturellemd stereochemischen
Komplexitat des Liganden erstere wird durch den relativen Anteil an °sp
Kohlenstoffzentren, letztere durch den relativen Anteil der stereogenen Kohlenstoffzentren
definiert®? Bd rein organischen Liganden ist die dreidimensionale Struktur durch die
Kombination von Stereozentren und funktionellen Gruppen bedingt, die eine gewisse
Konformation induzieren. Dabei spielen sowohl repulsive Wechselwirkungen, wie sterische
Gegebenheiten,als auch attraktive Wechselwirkungen, beispielsweise intramolekulare
Wasserstoffbriickenbindungen, eine R4ff.

Bei der Enzymhemmung kdnnen Inhibitoren in verschiedene Klassen unterteilt w@&een:
reversibleninhibitoren kann die Hemmung kompetitiv, unkompetitiv, gemisclaeo nicht
kompetitiv sein.Irreversible Inhibitoren weisen eine zeitabhédngige Enzymhemmung auf, da
das MalR an kovalentem Enzymhibitor-Komplex von der Inkubationszeit abhangi
Abwesenheit eines Inhibitors findet in der aktiven Tasche des Enzyms diandiling des
Substrats zum Produkt statiS¢hema, A.), gegebenenfalls unter Mitwirkung von -Co
Substraten und C&aktoren. In Anwesenheit eines kompetitiven, reversiblen Inhibitors
stehen Substrat und Inhibitor in Konkurrenz um die Position innerhaltakiéven Tasche.
(Schema, B.). Ein allosterischer, Inhibitor bindet nicht innerhalb der aktiven Tasche,
sondern entfernt davon. Er verandert die dreidimensionale Struktur des Enzyms oder dessen
dynamische Eigenschaften derart, dass die Ausbildung dereakkKonformation verhindert

und die katalytische Aktivitat abgeschwacht wir&cllemed, C.). Bei der irreversiblen
Hemmung bindet der Inhibitor kovalent durch eine chemisch stabile Bindung an das Enzym,
verbleibt dort und inaktiviert es dauerhafs¢hema, D.)!*
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- :Substrat, " : Produkt, - : reversibler, kompetitiver Inhibitor

l

1Y

: allosterischer Inhibitor, - sirreversibler Inhibitor

Schema3. Schematische Darstellung verschiedener Arten von Enzymhemmung. A. Umsetzung von Substrat zu Produkt in
Abwesenheit eines Inhibitors, B. reversibler, kompetitiver Inhibitor bindet in adiven Tasche und verhindert die
Kaovertierung des Substrats, C. allosterischer Inhibitor bindet auRerhalb der aktiven Tasche an das Enzym, verandert die
Form und verhindert so die Umsetzung, D. Ausbildung einer kovalenten Bindung zwischen Enzym itod, Inieib
innerhalb der aktiven Tasche gezeigt.

Die Verwendung inerter Organometallverbindungen als Enzyminhibitoren basiert auf der
strukturellen Vielfalt die sich aus der Natur der reichhaltigen Koordinationschemie der
Metallzentren ergibt.Wahrend Kalenstoff nur in linearer, trigongblanarer und maximal
tetraedrischer Geometrie vorliegen kannwird die Koordinationsgeosirie bei
Metallkomplexen beispielsweise durch quadratischpyramidale, trigonabipyramidale,
oktaedrische oder pentagondlipyrimidale Anordmngen der Liganden erweitertDie
erweiterte  Koordinationsgeometrie kann, beispielsweise bei hexaheteroleptischer,
oktaedrischer Koordinationzu 30 mdglichen Stereoisomerdithren, wahrend bei einem
asymmetrischen Kohlenstoffatom nur zwei Isomere auftreten kong@amemas).*®

A A
I Il | A A A E A
(|: AN 0" g — B gy B moB By F_ B
C B -
c p” ¢ [ >c 07 | ¢ 1
G
linear trigonal-planar tetraedrisch quadratisch-pyramidal trigonal-bipyramidal oktaedrisch pentagonal-bipyramidal

Schema4. Erweiterung der Koordinationsgeometrie von linearer, triggplainarer und tetraedrischer Anordnung um
Kohlenstoffzu quadratiscipyramidaler, trigonabipyramidaler, oktaedrischer und pentagodspyramidaler Anordnung
der Liganden um ein Metallzentrum:@: Reste bzw. Liganden um C (Kohlenstoff) oder M (Metall).
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Dwyeruntersuchte Anfang der 1950iger Jahre Metallkompléxebiologischen Systemen
hinsichtich ihrer Toxizitat, bakteriostatischie und bakterizider Eigenschafteff®¢” Die
Neutralkomplexe zeigten dabei keine ausgepragte biologische Aktiité. toxischen
Auswirkungen deskationischa@ TrisphenanthrolinRutheniunf* (20) deuteten auf die
Beteiligung von Acetylcholinesterase hin. Weitere Untersuchungen zeigten,28assen
potenten Inhibitor der Acetylcholinesterasdarstellt (Abbildung6.). Das Metallzentrm ist in
diesem Fall komplett durch die umgebenden Phenanthbiganden abgeschirmt und die
starken MetalLiganderBindungen sorgen dafir, dass dissoziatiosrate der chemisch
inerten Koordinationsverbindung unter physiologischen Bedingurgdrem geringst. Dies
wurde von der Beobachtung gestitzt, dass die Verbindungen den Kérper wahrscheinlich
unverandert passiererDie Effekte sind demnach nicht metallgpezifisch, sonderauf die
Eigenschaften des Komplexkations zurtickzufuhren. Didiymdiadung, die nicht auf das
Metallatom zentriert isf sondern auch auf die peripharen Liganden verteilt, ist
Kombinationmit der Struktur, die von defAusrichtung der Liganden durch die Koordination
an das Metallzentrunbestimmt wird, sind fir die Btein-LigandeARWechselwirkungen in
der Nahe des aktiven Zentrums verantwortlich.

Abbildung 6. TrismenanthroIinRJtheniur'r12+-KompIex(20), der vonDwyEeRet al. hinsichtlich seiner biologischen Aktivitat
untersucht wurde undEiseri’-Komplex21, der vonTanizawzet al. als Inhibitor filr Sénproteasen untersucht wurde.

Ein aktuelleres Beispiel der Verwendung inerter Metallkomplexe als Enzyminhibitoren stellt
die Untersuchung von Kupfék und Eisefi-Komplexen als Inhibitoren fir die
Serinproteasen Thrombin und Trypsin der Arbeitsgrupmeizawsaus 2001 daff® Im Laufe
dieser Untersuchungen wurden @uistallstrukturen der Komplexe in der aktiven Tasche
von bovinemi -Trypsin erhalten, die unterschiedliche Bindungsmodi in Abhangigkeit der
Position des Metallzentrumszeigten Die CeKristallstruktur von Eisenkomplex1
(Abbildung7) verdeutlicht dass dasvetallzentrum keine direkterWWechselwirkungen mit

der aktiven Tasche eingeht, aber ausschlaggebend fir die Struktur des Inhibitors ist. Die
Amidinumgruppe des einen Chelagandenbildet Wasserstoffbriickenbindungen mit den
Seitenketten vonD189 undS190, mit dem Carbonylsauerstoffatom va@219 und einem
Wassermolekul in der aktiven Tasche aus. Die Ausrichtung des zweiten Chelatliganden
ermdglicht vVANDERWAALSKonNtakte des p-Amidinophenylrings mit einer hydrophoben
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Furche und eine Wasserstoffbrickenbindung der Amidiniumgruppe mit dem
Carbonylsauerstoffatom voN97 (Abbildung?).

Abbildung 7. Ausschnitt aus der Géristallstruktur von21 gebunden and 2 @A y-Bypsin{pdb: 1G3C)Innerhalb der
aktiven Tasche werdeWMasserstoffibiicken zwischen der Amidiniumgruppe ubd89, S190 und3219 beobachtet, die
zweite Amdiniumgruppe aufRerhalb der aktiven Tasche geht éesserstofblicke mitN97 @n. Derp-Amidinophenylring

ist in einerhydrophoben Furche positioniert, Kohlenstoffatome des Proteins sind in grau, Kohlenstoffatome des Inhibitors
in gruin, Sauerstoffatome in rot, Stickstoffatome in blau, undrsin orange dargestellt.

Aus dem Jahr 2012 stammen die Arbeiten um die Arbeitsgrifppesendie Metallocen
basierte Inhibitorender humanen Carboanhydrasen untersuchtéfl! In diesem Fall ist
jeweils eine Ferrocenoder RuthenocefkEinheit Uber einerLinkermit einem Sulfonamid,
einem géngigen Pharmakophor fiir Carboanhydrasen, verkniipft. Carboanhydrasen®ind zn
abhangige Metalloenzyme, bei denen das*Zdurch drei HistidinSeitenkettenund ein
Wassermolekijl am Ende der tunnelférmigen, hydrophoben aktiven Tasche, koordiniert
wird. Das Sulfonamid koordiniert an das katalytisdttive ZA", wahrend das aromatische
Bindeglied mit der hydphoben Tunnelwand interagiertund die Ruthenocen
beziehungsweise Ferrocdfinheit als Kopfgruppe mit weiteren Seitenketten nahe der
Enzymoberflache in Wechselwirkungtttr Die beiden Metalloceibasierten Inhibitoren22

und 23 (Abbildung8), die sich ausschlie3lich durch ivetallzentren unterscheiden, weisen
gegentber humaner Carboanhydrase i-MVerte von jeweils 8@m und 9.7nm auf.

12
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F\e N:N R\u N:[\\]
TN <N
L®L; 1Ok
NH, NH,
22 23
IC50 =80 nM ICs0=9.7 NM

Abbildung8. Ferrocen (22) und Ruthenoceibasierte 23) Inhibitoren der humaen Carboanhydrase I, die beide aus einer
Zrf*-bindenen Gruppe, dem Sulfonamid, einem aromatischen Linkersystem und einer Metedlopfaruppe aufgebaut
sind.

Durch CeKristallstrukturen von gebundenen Metalloc&asierten Inhibitoren in der aktiven
Tasche der humanen Carboanhydrase Il wurde auch in diesen Untersuchungsmbdick in
die ProteinLigandWechselwirkungen erhalterDer Ruthenocetinhibitor 23 komplemen
tiert mit seinem SulfonamidPharmakophor die tetraedrische Koordination de< Ziurch
Verdrangung des Agdaganden und bildet zusatzliaNasserstoffiblicken zu T198 aufas
aromatische Bindeglied interagiert GbennDERWAALSWechselwirkungen miL197 und die
Ruthenocenkopfgruppe tritt mitP201, L203, V134 un#l30 ebenfalls in hydrophobe
WechselwirkungefAbbildung9).

Abbildung9. CoKristallstruktur vor23 in der aktiven Tasche von Carboanhydragpedb: 3P44)Das Sulfonamid bindet an

das katalytisctaktive ZR (graue Sphare) und bild&Wasserstoffbriickem mit T198 aus, der aromatische Linker kann mit
L197 wechselwirken und die Ruthenod&mpfgruppe geht mitF130, V134, L203 und P201 hydrophobe Wechselwirkungen
ein. Die Kohlenstoffatome des Inhibitors sind in grin, diejenigen des Enzyms in grau, Sauerstoffatome in rot,
Stickstoffatome in blau und das Rutheniumzentrum in dunkelgriin dargestellt.

Die behandelten Inhibitoren sind Beispiele fir Verbindungen, die Ubein spezifisches
Pharmakophor, der Amidinium beziehungsweise Sulfonamidgruppemit einer
komplementaren Gruppe innerhalb ed aktiven Zentrums wechselwek. Das
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Metallzentrum kommt in beiden Féllen nicht direkt mit dem Enzym in Kontakt und hat eine
rein strukturelle Aufgabe, indem es die Liganden in einer bestimmten Weise ausrichtet, die
wiederum wichtige Beitrage zur Affinitat und moglicherweise Selektivitat der Inhibitoren
liefern. Dabei spielt die Positionierung des Metallzentrums eine kritische R&k
oktaedrischer Koordination ist der sterische Anspruch des Metallfragments bedeutend héher
als dertetraedrischen Struktueines sp-Kohlenstoffatoms. Befindet sich das Metallzentrum,
bedingt durch das Design des Pharmakophorliganden zu dicht am eveflexiblen
Proteinriickgrat,ist die Affinitat des Inhibitors schwach ausgepragt, ist das Metallzentrum
aber wiederum zu weit von der Enzymoberflache entferbésitzen die umgebenden
Liganden nur einen vernachlassigbaren Einfluss auf die Potenz odektiv@élke des
Inhibitors. Die optimale Position des Metallzentrums kann durch Untersuchungen zu
StrukturWirkungsBeziehungenabgeschatztwerden. Eine grof3e Affinitdt des Inhibitors
belegt, dass keine sterischen Konflikte zwischen Inhibitor und Enzymredatif eine grol3e
Abhéangigkeit der Affinitat von de Koordnationssphare oder eine gute Selektivitat,
beispielsweise innerhalb von Enzymfamilien, sprechen daflir, dass das Metallzentrum nicht
zu weit entfernt van derEnzynoberflachelokalisiert ist.

Die Arkeitsgruppe MEGGER®IUtzt das Konzept inerter Ubergangsmetallkomplexe fir die
Synthese und Untersuchung von Kinaseinhibitdf&ff! Proteinknasen gehoren der
Enzymgruppe der Transferasan undkatalysieren die Ubertragung einer Phosphatgruppe
von einem Ceésubstrat, zumeist ATP auf die Hydroxygruppe der Seitenketten der
Aminos&uren Serin, Threonin und Tyrosim Proteinert’*"* Die umgekehrte Reaktion, die
Abspaltung von Phosphatresten, wivdn Phosphatasekatalysiert die der Enzymklasse der

Hydrolasen angehéreBchemab).l"®7"!
ATP ADP
N
o Proteinkinase o

- 0
O. vy

- P %

H O/\‘/u\ HEL‘ 70{ O/\HJ\ sz

%( NH Proteinphosphatase }j T]/ NH

(e] (e}

Schemab. Phosphorylierung und Dephosphosphorylierung am Beispiel einén-Seitenkette katalysierdurch eine
Proteinkinase beziehungsweise Progginsphatase. Das €ubstrat ATP fungiert hierbei als Phosphatgruppemor der
Phosphorylierung.

Das Zusammenspiel von Proteinphosphorylierung und Proteindephosphorylierung stellt
einen wichtigen Mechanisus zur Regulierung der Signaltransduktion durch Modulation der
Enzymaktivitat dal®®” Der Phosphorylierungsgrad eines Zielenzyms beeinflusst durch
Ladungsund Konformations&nderungen seine enzymatische Aktivitat und seine subzellulare
Lokalisation Fehlfunktionen von Kinasen fuhren zu einer Stérung des Zusammenspiels von
Proteinkinasen und Proteinphosphatasand konnen weitreichende physiologische Folgen
nach sich ziehen, die fur zahlreiche Erkrankungen, wie Krebs, Diabetes, Alzheudner
Osteoporoserelevantsind#3¥ Es ist daher nicht verwunderlich, dass sich schatzungsweise
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30% der modernen Wirkstoffentwicklung auf Proteinkinasen konzentffiEinebesondere
Herausforderungstellt, aufgrund der Grol3e des Kinoms mit rund 518 Vertretern und des
konservierten strukturellen Aufbauder aktiven Taschegie Entwicklung selektiver, TA&
kompetitiver Inhibitoren daf® Die aktiven Taschen, die die Bindungsregion fir die
Mehrzahl der etwickelten Inhibitoen darstellen, weisemur sehr subtile strukturelle
Unterschiede aufweisefi” Nichtsdestotrotz stellt dieses Problem keine unlésbauégabe

dar, wie der Erfolg von Imatinib nahelegt, einem selektiven -KoFRpetitiven Tyrosinkinase
Inhibitor, der fur die Behandlung der chronisch myeloischen Leukdmie (CML) verwendet
wird %8

Die starren, komplexen Strukturen der vAMEGGER®t al. untersuchten Organometall
verbindungen bieten sehr gute Voraussetzundénden Einsatz als potente und selektive
Kinaseinhibitored’® Das Prinzip beruht auf der strukturellen Nachahmung Mesirstoffes
Staurosporin, ein@ potenten, aker unselektiven Kinaseinhibitor der analog zu
Adenosintriphosphat (ATPJdem natirlichen G&ubstrat der Kinasen, an die Scharnierragio
in der aktiven Tasche bindéAbbildung10).B3%°4

H / H / H
e v %%
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AN ' N | “ |
WN\ Nn o= N o=-N_o
N~
N
3 T340 ale®
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Adenosintriphosphat Staurosporin Metallo-

Pyridocarbazol

Abbildung 10. Strukturen von Adenosintriphosphat, Staurosporindueines MetallePyridocarbazols Die Wasserstoff
briickendonor und cakzeptorstellen des Ligands sind in blau, die globuldaren Komponenten sind in rot dargestegllt; L
kénnen diverse monader polydentate Liganden verkérpern.

Das ausgedehnte heteroaromatische System des Staurosporins wird durch den
PyridocarbazePharmakophorligatien nachgeahmt. Die globulare  Struktur des
Kohlenhydratrestes wird vom  Metallzentrum  mit entsprechend  variabler
Koordinationssphare imitief” Dieses Konzept bietet sehr viel Spielraum fiir
Modifikationen am Pharmakophorliganden und am Metallfragm&ht>**!die aufgrund der
modularen Komplexsynthese rasalneiner grof3en Inhibitorbibliothek mit unterschiedlichen
Strukturen fuhren kannDadurch wird die Erkundung des chemischen Raumes innerhalb der
aktiven Tasche erleichtert und die Belegung freier Kavit@gnkomplementaren Gruppen
kann zur Steigerung voRotenz und SelektivitAgegentber einzelner Kinasegenutzt

werden®¥

15



1. Theoretischer Teil

Der Einfluss des Metallzentrums und der umgebenden Koordinationssphare auf die
inhibitorischen Eigenschaften von MetaRyridocarbazolen wird beim Vergleicties
pseudceoktaedrischen Rutheniurilalbsandwichkomplexe24 mit dem oktaedrischen
Rutheniumkomplex25 deutlich (Abbildungll). Beide Komplexe beinhalten das gleiche
PyridocarbazeDerivat als Pharmakophorliganden, so dass veranderte biologische
Aktivitdten wie inhibitorische Fahigkeiten ausschlieBlich auf die unterschiedliche
Ligandensphare zuriickzufiihren sifid.

(R)-NP309 (24) A-FL172 (25) (R)-DW (26)
ICso (GSK3p) = 0.28 + 0.04 nM ICs0 (GSK3p) = 1480 + 60 nM
ICso (PAK1) = 770 + 70 nM ICso (PAK1) = 130 + 10 nM

Abbildung 11. Strukturformeln derdrei Rutheniumkomplexe mit pseudoktaedrischer 24, 26) und oktaedrischer
Ligandenspare2b).

Fir beide Inhibitoren wurden die J&Werte gegen die Proteinkinasen PAK1 und GSKS3
bestimmt. Wahrend24 gegenliberGSKB einen Wert von 0.28 0.04nm und gegentiber
PAK1 von 77& 70nm aufweist, bewirkt der Ubergang zum oktaedrischen Ligandenfeld mit
verédnderten Liganden eine Selektivitdiskehr, da25 einen besseren PAKMhibitor (130+
10nm) im Vergleich zuGSKB (1480 + 60nm) darstellt Zur Erklarung kénnen die €o
Kristallstrukturen von(R-DW12 (26), der sich von24 nur durch den fehlenden Fluor
Substituenten unterscheidet, ungb in der aktiven Tasche von PAK1 miteinander verglichen
werden (Abbildungl2).
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Abbildung 12. Uberlagerung der GHristallstrukturen des Rutheniudalbsandwichkomplexes2@) in griin und des
oktaedrischen Rutheniumkomplexe5f in gelb gebunden in der aktiven Tasche von PAK1; die Kohlenstoffatome des
Enzyms sind in grau, die Sauerstoffatome in rot und die Stickstoffatome in blau dargestelit.

Das Pyridocarbazdiindet in beiden Fallen identisch an die Scharnierregion der Kinase, die
Position des Rutheniumzentrums ist demnatdst identisch Auch der monodentate
CarbonylLigand interagiert in beiden Fallen mit der gleichen Region von PAK1. Wahrend der
' 5.GHs-Ligand von26 jedoch fiir Wechselwirkungen mit der Enzymoberflache ungiinstig
positioniert ist, kdnnen sowohl der axial ausgerichtete Pyridylring, als auch der Phenylring
des bidentaten Ligandervon 25 mit hydrophoben Regionen der Enzymoberflache
interagieren.Diese zusatzlichen Wechselwirkungen kénnten als Erklarung fir die bessere
Affinitat von25 dienen und belegen eindrucksvoll die Passgenauigkeit des Inhibitors.
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1.2 Nukleotid-bindende Enzyme

Obwohl Proteinkinasen mit Uber 500 Mitgliedern eine der groRter einflussreichsten
Proteinfamilien darstellen, die von rund 2% der Gene in eukaryotischen Genomen codiert
werden, stellen sie nur einen Bruchteil eines groReren Ensembles von Protdiagrdie
Purinnukleotide entweder als (Cxsubstrate oder als Geektoren in Form von NAD(P) oder
CoEnzym A binden. Diese genannte Purinonumfasst mit 3266 Genen, die pufin

bindende Enzyme codieren, etwa 13% des menschlichen Gefidms
Tabelle 1. Ubersicht des menschlichen Purinoms beziiglich der Enzymklassen, Anzahl der Proteine und terwende

CoSubstrate beziehungsweise Gaktoren®®

Proteinklasse Gesamtzahl deProteine CoSubstrat oder Cd-akbr

(% des menschlichen Genom;

Kleine GProteine 750 (3%) GTP
Proteinkinasen 518 (2.1%) ATP
Dehydrogenasen 456 (1.8%) NAD/NADP
ATPasen 453 (1.8%) ATP

Nichtkonventionelle

Purinbindende Enzyme

357 (1.4%)

ATP, ADRAMP, GTP

Helicasen 217 (0.9%) ATP
Synthetasen 213 (0.8%) ATP
Deaminasen 85 (0.3%) ATP
Lipasen 78 (0.3%) ATP
Sulfotransferasen 40 (0.2%) ATP
CTK 34 (0.1%) ATP
Carboxylsasen 26 (0.1%) ATP
Motorproteine 22 (<0.1%) ATP
_ 6 (<0.1%) Adenosin

Purirergene Rezeptoren

11 (<0.1%) ATP

Tabellel zeigt die Verteilung auf verschiedene Proteinklassen, die sich durch die
Verwendung verschiedener Gubstrate und Gé&aktoren unterscheiden. Mitglieder einer
Proteinklasse sind dabei nicht zwangslaufig auf die Bindesgselben G&ubstrat limitiert,
wie die Klassen der Dehydrogenasen, der nkdrtventionellen Purisbindenden Enzyme
und purirergenen Rezeptoren verdeutlicherDie kleinen @1roteine stellt die grolite
Proteinklasse des Purinoms dar, gefolgt von den Proteinkinasen, den Dehyrdogenasen und
den ATPaserDie Anzahl der Enzynienerhalb der Klassevariiert starkund reicht von 750
biszul1l7 Mitgliedern. In der Summaeeadlt ATP das haufigste €ubstrat dar.
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Aufgrund der Gréf3e des Purinoms und des Ausmalies der zellularen Prozesse, an denen
seine Mitglieder beteiligt sind, ist es nicht Uberraschend, dass die Fehlfunktion einiger
Vertreter attraktive Ansatzpunkte zurBehandlung von Krankheiten darstell€A.
Modulatoren der GProtein Signalwege stellen beispielsweise mehr als die Halfte der
vermarkteten Wirkstoffe dal®® ATPasen sind aRrozessen beteiligt, wie défaltung von
Proteiren, deren intrazellularen Transport oder Abbau. Desweiteren haben sie in der
Initierung der DNAReplikation, der DNAReparatur und des lonentransports bedeutende
Aufgaben®**% Sjesind in einem breiten éid von Krankheiten wie Krebsarkliovaskulare
Erkrankungen und Infekti@m beteiligt™® Mit der GroRe dieser Enzymfamilie, ihrer
Relevanz in zahlreichen Krankheitsbildern und ihrer GemeinsaRé&ltzu biden und zu
hydrolysieren erfullen die ATPasen alle Kriterien, die fiur eine Enzymfarbiigierte
Wirkstoffentwicklung nétig sinf® Die Existenz der ATBindungsasche bei allen
Vertretern kann dahermit einer einzelnen chemischen Strategie, der Synthese- ATP
kompetitiver Inhibitoren, genutzt werderkin weiterer Vorteil dieser Herangehensweise ist,
dass sie bereits erfolgreich in der Klasse der Proteinkinasen angewendet wurde und damit
die entwickelten Subanzbibliotheken und gesammelten Erfahrungen direkt auf die Klasse
der ATPasen libertragen werdearien!*®”

Da das Purinom sowohl interessante Zielenzyme fir die Behandlung von Krankheiten als
auch Enzyme fur wichtige zellulare Prozesse enthiit die Inhibierung von Vertretern des
Purinoms grof3e Risiken durch unerwiinschte Nebenwirkung@eshalb sollte
Untersuchungen zur Selektivitat Uber das gesamte Purinom, auch schon in frihesten Stadien
der Wirkstoffentwicklung, Teil der Strategie sEMEin wichtiges Kriterium fiir die Synthese
selektiver Inhibitoren ist durch unterschiedliche dreidimensionale Struktur der
verschiedenen Nukleotidbindungstaschen gegebkn. Folgenden soll ein Einblick in die
wichtigsten Eigenschaften der Nukleotidbinduragsthen, sowie die Strukturmotive und
Faltungen aus denen die hervorgehen, gegeben werden.

19



1. Theoretischer Teil

1.2.1 Struktur der Nukleotidbindungstaschen

Die Faltung der GTPasen ist Uber mehrere Familien sehr gut konserviert. Sie besteht aus flnf
h-Helices, die ein sectsangiges -Faltblatt umgeben. Dabei sind finf der Strange parallel
ausgerichtet. Ein antiparalleler Strang befindet sich am Ende des Faltblatts. Im Gegensatz zur
Sequenz ist dee Sekundarstruktur zwischen den verschiedenen GTPdserserviert
(Abbildungl3). Die Faltung beinhaltet funf Strukturmotive, die alle zur der GTP
Bindungstasche beitragen. Drei dieser Motive formen den -BiiBungsdoméanen
Fingerabdruck (&, G3 und G4), die beiden verbleibenden Motive {&und G5) weisen

eine schlechtere Konsderung zwischen den verschiedenen Familien auf, sind aber
innerhalb der Familien im Allgemeinen konservigt.

Abbildung 13. Hoch konservierte Kerndoméane der GTRBa#tung am Beispiel von Rp21 (pdb: 5P21), Farbe des Enzyms
nach Sekundérstrukturh-l St A O S & -Strany@ (gelb): Schleifen (griin), Kohlenstoffatome von Gpplégpau),
Sauerstoffatomédrot), Stickstoffatomeblau), Phosphoratomeorange), Mg™ (dunkelgray).

Das Gl-Motiv stellt die PSchleife dar, die durch Ausbildung v@vasserstoffibiicken mit
demh-undi -Phosphat des Nukleotids essentiell fiir dessen ErkennunBisstRegion wird
durch das Sequenzmotiv GXXXXGK][S{F] beliebige Aminosauregdekennzeichnet, findet
sich auch in anderen Nukleotldndenden Enzymen wider ATRSynthetase, Myosin und
den Kinesinen undst in allen bekannten GTPaS¢&rukturen nahezu iddisch. G2 ist die
Effektorschleife, die ihre Konformation und die Orientierung eines konservierten Threonins
bei Bindung des GTPs andert. Die Seitenkette des Threonins koordiniert daslaédgfr die
Stabilitdt des GTPs bendétigt wiDie G3-Region ethélt die Sequenz DXXGieDAspartat
Seitenkette koordiniert Wassevermittelt das Mg®*-lon, das Amid des Glycins bildet eine
Wasserstoffiblicke mit deny -Phosphat des gebundenen GTBs! ist fur die Spezifitat fur
das Guaninsystems verantwortlich undvsin einer Sequenz vier hydrophober Aminoséuren
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gefolgt von [N/T][K/Q]XD gekennzeichnet. Das konservierte Aspartat Dilteedserstoff
bricken mit N1 und 2NH, des Guanins au&5 ist eine strukturell konservierte Schleife, die
eineWasserstoffbrickenit dem exocyclischen-6-Substituenten von Guanin eingeht.

Im Gegensatz dazu weisen AdiRdende Enzyme eine grof3e Vielfalt hinsichtlich Faltung,
Bindungstaschen und Erkennungsmuster {iber die verschiedenen Familié'dtihige von
ihnen besitzen eine -Bchleife, wie Motorproteine ABCATPasen, AAATPasen, ReeA
ATPasen und Nitrogenasen, andere wiederum nicht, wie /Actige ATPasen und GHL
ATPasen. Viele ATihdende Enzyme enthalten das klassische Monoruikle
Bindungsmotiv, das als -$chleifeAaMotiv oder WALkefMotiv bekannt isf**® Die
Nukleotidbindungstaschen der verschiedeneisé¢hleifen Unterfamilien unterscheiden sich
aber voneinanderDie SequenGXXXXGK[S/MWALKERA-Motiv), die auch bei GTPasen die
P-Schleife kennzeichnet, liegt zwischen eihedelix und einem -Strang und tritt mit den

i -Phosphat des Nukleotidslurch das konservierte Lysim Wechselwirkungef®' Die
Erweiterung des Sequenzmotivs durBtHuLdeinhaltet GXXXXGK[G/D] und schliel3t somit
auch Adenylatkinase, Uridylatkinase und verwandte Kinasen mit'8in.

Abbildung 14. KSP als Beispiel einesSehleifen Motorproteins (pdb: 3ZCWjarbe des Enzyms nach Sekundarstruktur:
h-l St A OS & -Strany@(gelb)z Schleifen (griin), Kohlenstoffatome von GDP in grau, Sauerstoffatome in rot,
Stickstoffatome in blau, Phosphoratome in orange.

Die RSchleifen Motorproteine sind aus drei Uberfamilien aufgebaut, der Kineslier

Myosin und der DyneidJberfamilie deren gemeinsames Merkmal die Motordoméane

darstellt’™* Die DyneirUberfamilie weist keine Homologie zu den beiden anderen
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Uberfamilien auf, die sich mit moderat konservierter Sequenz strukturell etwas alflein.
Die Struktur des KinesipindelProteins (KSP), einem etablierten Zielenzym fur die
Krebstherapie und Mitglied der Kineditberfamilie wird hier exemplarisch beschrieben
(Abbildung 14). Die Nukleotidbindungstasche besteht aus vier Motiven. Beste Motiv
(G1) stellt die PSchleife mitWALKERA Motiv dar, deren Wechselwirkungen analog zu den
bereits diskutierten Fallen stattfinden. Zwei Schaltermotive, Schal{&2) gekennzeichnet
durch die SequenzNXXSSRSH und Schalter(@3) durch die AmnosaureAbfolge
DLAGSEKVGKT wechselwirken miteinander und zudem mit ¢Rmasphat des ATPES
wird angenommen, dass sicliedkonformation dieser beiden Motiveei der Hydrolyse von
ATP zu ADP bedeutend andddas letzte Moti(G4) ist fur die Erkennunges Adenins und
damit fir die Nukleotidselektivita{AdeninSelektivititsdomane, ASDjyerantwortlich. Das
konservierte Proliraus der SequenRXRP liegt auf der einen Seite des Adeninsystems, auf
der anderen Seite kommt ds dz™ -Wechselwirkungen mit eirrearomatischen Seitenkette
(Abbildungl6.).

Abbildung15. MutL als Beispiel einer GHL ATPase (pdb: 1B&#e des Enzyms nach Sekundarstruktdr: St A 0Sa O NR GO =
Stréange (gelb); Schleifen (griin), Kohlenstoffatome von GP&U), Sauerstoffatome(rot), Stickstoffatome (blau),
Phosphoratoméorange, Mg2+ (dunkelgray.

Zur Familie der GHIATPasen gehodren beispielsweis&SR90, MutL, PMS2 und DNA
GyraseBM?'*® sje binden die Nukleotide auf andere Art und Weise, teilen giédche
linkggangige -"-i -Faltung und besitzen vier konservierte Sequenzmofiig. MutL kénnen
G1 (EXXXNXXD) udde konservierten Glycine auis3 (GXXGX[G/A)asserstoffbrickem
mit den Phosphatgruppereingehen Die Seitenkette des konservierten Asfgaaus G2
(DXGXd)egt in der Nahe des-BH; der AdeninbaseG4 (GT) befindet sich auf der anderen
Seite deAdeninsystera (Abbildungl5).
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Die Actinartigen ATPasen, zu denen nebew\ctin noch HSP70 und FtsA gehdéren, weisen
eine komplexereBindungstashe auf™'® Das Nukleotid bindet in einer Spalte, die sich
zwischen zwei Doméanen befindet. ZweHaarnadeln und eine Schleife mit konservierten
Aminosauren, die so genannte Actialtung, treten jeweils mit den Phosphatgruppen und
dem Adeninsystem in KontakDie Faltung besteht aus funf konservierten Motiven, die den
Grol3teil der Sakndarstrukturelemente umfassefbbildungl6).

Abbildung 16. HSC70, ein Homolog zu HSP70 als Beispiel einerafiigian ATPase (pdb: 3FZFarbe des Enzyms nach
Sekundérstrukturh-l St A O S &StrandeRgelb) > Schleifen (griin), Kohlenstoffatome von @MR), Sauerstoffatome
(rot), Stickstoffatomeblau), Phosphoratomégorangé.

Die strukturell &hnlichen MotiveG1 und G3 befinden sich in der Né&he der
Phosphatgruppen mit den jeweils konservierten Sequenzen ([D/E]JXG) und (DXGXJ@/T)).
konservierten Glycine sind an der Ausbildung der engétaarnadelnbeteiligt und bieten
durch ihren geringen sterischen Anspruch ausreichend Platz fir -daisd / -Phosphat des
ATPs. & und G3 werden durch eine Verbindungsdomane2&erknipft, in der die Sequenz
([Q/E]XXX[A/S]ru finden ist. Das Metallion, zumeist Mgdas an gebundenes ATP
koordiniert, kann mit den konservierten Aspagitenketten von GL und G3 und mit Glycin
beziehungsweise Glutamat aus2@tinstige Wechselwirkungen eingehé&uf G3 folgt G4,
die AdenosirBindungsdomane mit konservierter (G&)guenz. Das amidische NH des
ersten Glycin bildet ein&Vasserstoffioiicke zumh-Phosphat aus undi€e darauf folgende
Aminosauresequenz steht in direktem Kontakt zum Adeninsysteas invariante Glycin aus
der Verbindungsdomane-&ist zusammen mit [Q/E] aus Verbindungsdom&an2 &h einem
engen Helix/HelkKontakt beteiligt, der die Eigenschaft einer Interdom&saharnierregion
aufweist und in den Kristallstrukturen von Actin und HSP70 geschlossen Vidtflegt.
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1.2.2 Orientierung und Konformation der Nukleotidennerhalb der aktiven Taschen

Trotz der unterschiedlichen Faltungen der @reNukleotidbindenden Enzyme weads diese

eine Gemeinsamkeit audie Fahigkeit Nukleotide zu hydrsieren.Deren Bindung innerhalb

der aktiven Tasche erfolgt dabei auf vielfaltige Weise, begriindet auf unterschiedlichsten
Beitragen, die zur Affinitat beitrageBie Orientierung der Nukleobase stellt dabei ein erstes
Kriterium dar. Im Fall der zuvor beschriebenen ATHad®ingen bindet AH bei den
meisten Enzymen so, dass die exocyclische Aminogruppe in die aktive Tasche hinein
gerichtet ist’® Dies ermdglicht die Ausbildung défasserstoffbriickebindungen zwischen
Purinring und Enzym am bien. Die Nukleotide sind dabei, abhangig vom Enzym, zu einem
unterschiedlichen Grad vom LoOsungsmittel abgeschirmt. Eine Ausnahme stellen somit
HSP70, FtsA und-Actin, allesamt Vertreter mit Actiartiger Faltung dar, bei denen die
exocyclische Aminogrugpn Richtung desdsungsmittelswusgerichtet ist (Abbildungj7).

Abbildung 17. Unterschiedliche Orientierung der Adeninbase beziiglich der Ausrichtung der exocyclischen Amin
Links: ADP gebunden in der aktiven Tasche von KSP mit exocyclischer Aminogruppe in Richtung aktiver Tasche ori
3ZCW) Rechts: ATP gebundender aktiven Tasche von HSC70 mit Ausrichtung elHGIn Richtung Losungsmittel (pc
3FZF); Darstellung der Kohlenstoffatome in grau, der Sauerstoffatome in rot, der Stickstoffatome in blau
Phosphoratome in orange.

Ein weiteres Beispiel fudie unterschiedliche Orientierung der Nukleobase wird beim
Vergleich der GCristallstrukturen der beiden verwandten Enzyme MutT und MTH1
deutlich. Sie gehoren beide der NudiydrolaseUberfamilie an und katalysieren die
Hydrolyse von &xodGTP zum Mondmpsphat. Dabei weisen sie nur eine geringe
Sequenzhomologie von 21% audie Position und Orientierung der-@xo-Guaninbase
unterscheidetsich mit Auswirkungen auf die SubstiEnzymWechselwirkungen, die keine
strukturelle Konservierung aufweisemesweiteren bewirkt bei MutT die Bindung von
8-OxodGMP eine strukturelle Veranderung, dmoglicherweiseflr die Substratbindung
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wichtig ist, wahrend MTH1 schon fur die Substratbindung vorausgerichieseinscheint
(Abbildurg 18).**"]

Abbildung 18. Uberlagerung der GHristallstrukturen von MutT (griin, pdb: 3A6T) und MTgtay, pdb: 3ZR0) jeweils mit
gebundenem 8xodGMP. Die Kohlenstoffatome sind im Fall von MutT in griin, bei MTHL1 in grau, Sauerstoffatome in rot,
Stickstoffatome in blau und Phosphoratome in orange dargestellt.

Bei der Betrachtung der unterschiedlichemd@ing von 80xodGMP ist auffallend, dass die
Position des h-Phosphats trotz der unterschiedlichen Orientierung der oxidierten
Guaninbase im konservierten katalytischen Bereich UbereinstinDigse Tatsache ist auf
die Eigenschaft der Nukleotide zurlckzufiihren, verschiedene Konformationen
anzunehmen!'® Bei der Ausrichtung der Riboseeinheit unterscheidet man zwisslyen

und anti-Konformation, die sich etwa um einen Torsswinkel von 180° um die -N
glykosidische Bindung unterscheiden: Bei MutT bind€x&dGMP dabei irsyn, bei MTH1

in anti-Konformation.

Bei Untersuchungen an ATPasen zeigte sich, dasklelezahl der Enzyme Nukleotide in
anti-Konformation binden, da in diesem Fall erstendie sterische Hinderung zwischen
Nukleobase und Riboseeinheit mit den Phosphatresten verringert wird und das Nukleotid
zweitens eine ausgedehntere Struktur annimmt, die mehr Wechselwirkungen mit dem
Enzym erlaubt’® Der Riboseringvies dabei eine etwa gleiche Verteilung zwischen -@
endo und Go-BhdoKonformation auf, im Einklang mit ihrer energetischen
Gleichwertigkeit*'® Die Konfornation der Phosphatreste wurde ebenfalls betrachtet. Auch
in diesem Fall stellt die ausgedehnte Konformation die Mehrthait aus ahnlichen Griinden
wie beider syn und anti-Konformation. Nur die untersuchten Vertreter die GHL ATPasen,
HSP90, MutL, PMS2 und DNA Gyrase B, binden Nukleoitidgefalteter Konformation der
Phosphatresté*®®
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1.2.3Betrachtung der NukleotiecEnzymWechselwirkungen

Das Auftreten verschiedener Orientierungen uldnformationen der Nukleotide innerhalb
der Nukleotidbindungstaschen hat zur Folge, dass unterschiedliche Komponenten an den
NukleotidEnzymWechselwirkungen beteiligt sind.Die Wechselwirkungen zwischen
Enzymen undien einzelnen Modulen der NukleotideeidNukleobase, der Riboseinheit und
der Phosphatreste, wurden bereits untersucht. An der molekularen Erkennung der
Phosphatreste, die meistens mit Metallionen assoziiert vorliegen, sind einige bekannte
Sequenzmotive beteiligt, wie beispielsweisée dVALKER- und ¢B-Motive, sowie de
Kinasel- und Kinase-Motive.’*® Fir ATP, ADP und FAMirden ebenfalls konservierte
Positionen fur die Ribosérkennung ausgemacht, bei denemvassevermittelte
Wechselwirkungen von grofR3er Bedeutung zu sein scheinen. Die Hibbs#t befindet sich

im Allgemeinen in einer recht hydrophilen Umgebung, wobei besondersY® dzg RX h
jedoch wenigero-n ¥ dzyr R hty RANFB1 (i WasserdmyfiBickengirfungeB | ( Sy
beteiligt sind. In einigen Fallen legt die Nahe von hydrophobernosaureseitenketten die
Vermutung nahe, dass auch hydrophobe Wechselwirkungen an der Rioksenung
beteiligt sein kbnnenDas Hauptaugenmerk der Nuklectdtkennung liegt auf der Analyse
von Nukleobasé&nzymWechselwirkungen, da diese Region innebhaer Enzyme die
Substratspezifitat bestimmt undveniger konserviert vorliegt'?®*?? Adenin besitztmit
seiner exocycliseen Aminogruppe zwei Wasserstoffiblckendonor und drei
AkzeptorpositionenN-1, N3 und N7. In einer Untersuchung von 68 Adeninnuidie-
bindenden Enzymétt® wurde gezeigt, dass diese zu einem sehr unterschiedlichen Grad an
der Ausbildung vonWasserstoffbriickenzum Protein beteiligt sind Wéhrend die
exocyclische Aminogruppe und-IN am laufigsten an Wasserstoffbriickenbindungen
beteiligt sind, nimmt N3 in nur 15% der untersuchten Félle an eiléasserstoffbricke teil
(Abbildungl9).

85% ~ 49%

THL L
75% N 44%

15%

Abbildung 19. Anteil der ausgebildeteriWasserstoffbriicke zwischenAdeninRing und Protein bei 68 tersuchten
Proteinen.Wasserstoffbriicke-Donor (6NH,) in rot, Wasserstoffbriicke-Akzeptoren (NL, N-3, N7) in blau.

Auch bei den Adeni#EnzymWechselwirkungen spielen wassermittelte Wechsel
wirkungen eine Rolle und esesteht eine inverse Korrelation zwischen der Anzahl der
AdeninEnzym und AdeninWassefWasserstoffbriickenbindungen Ein  spezifisches
Bindungsmuster fur Adenin wird durch zwei Wasserstoffbriickenbindungen zwisclien N
N-6 und drei aliphatischen Restenlgielet. Die Wasserstoffbriickerzwischen NL und N6

mit dem Proteinrtickgrat kdnnen entweder Uber das Ruckgrat einer Aminosaw®- (N
Motiv) oder Uber das Ruckgraireier benachbarterAminosauren (NG.>-Motiv) erfolgen
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(Abbildung20).*?® In manchen Fallen dient eine Wasserstoffbriickenbindung zwischen dem
polarisierten &2-Wasserstoffatom und dem Protein zur Unterscheidung der Adesain der
Guaninbase aufgrund sterischer GegebenheitBai einer Untersuchng von 31 ATPasen
wurde deutlich, dass die Mehrzahl von ihnen nur eine oder keine direkte Wasserstoffbriicke
zwischen Adenin und der aktiven Tasche aufweist (Abbil@ang®®

Abbildung20. Ausbildung deWasserstoffbriickebindungen zwischen ATP und Protein im Falle ¢€3-Motivs (links, pdkt
1B8A) und des ND,,-Motivs (rechts, pdb: 1IHCKDarstellung der Kohlenstoffatome in grau, der Sauerstoffatome in ro
Stickstoffatome in blau, der Phosphoratome in orange und de¥ Mglunkelgrau

14 -

Anzahl der ATPasen

0 1 2 3 4 5
Anzahl der direkten H-Briickenbindungen

Abbildung21. Ubersicht der direkten Wasserstoffbriickenbindungen zwischen Purinring und der untersuchten ATPasen. Als
Kriterium fur die Wasserstoffbriickenwurde ein DonotAkzeptorwinkel >90° und ein DonfkzeptorAbstand von
hochstens 3.3 zugrunde gelegt.
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Neben Wasserstoffbriickenbindungen tragen hydrophobe Wechselwirkungen, wie
Wechselwirkungen und KatienWechselwirkungen, zu einem betrachtlichen Tetr
Adeninbindung be*3? Die daran beteiligten Seitenketten weisen in ihrer Anzat Ant

eine groReBandbreite auf und bilden oft eine hydrophobe Tasche, die die Adeninbase
umgibt. Die ~-"-Wechselwirkungen zwischen dem heteroaromatischen System und
aromatischen Seitenketten voR Y und W treten nach einer Untersuchung aukem Jahr
2004 relativ ausgeglen in T-formiger- und parallel verschobemeélonfigurationauf, die als
energetisch gleichwertig anzusehen siBginahe ebenso haufig wie™ -Wechselwirkungen
(65% der untersuchten Fallegind Kation™ -Wechselwirkungen zwischen Adenund
positiven Seitenketten von Lysinnd Arginin zu beobachten(59% der Falle)Die positiv
geladenen LysHSeitenketten treten mit Adenin zusatzlich haufig dber eine
Wasserstoffbriickenit N-7 in Kontakt Die ArginiASeitenketten, die mit ihren konjugierten
Guanidiniumguppen, parallel zum ~-System ausgerichtet, vorzugsweise cbevder
unterhalb des Adenins platzierisind gehen zusatzlich™ - -Wechselwirkungen ein
(Abbildung22).

Yy,
v
&
'

Abbildung 22. Wasserstoffbriickebindung zwischerk-Seitenkette und N von ADPNP (links, pdb: 1IA9) und -
Wechselwirkung zwischen-$eitenkette und dem Adeninsystem von AMP (rechts, pdb: 12B8jstellung de
Kohlenstoffatome in grau, der Sauerstoffatome in rot, der Stickstoffatome in blau, der Rirespine in orange.

Aufgrund der generell schlechten Bioverfugbarkeit und geringen Stabilitat von
phosphathaltigen Verbindungen, muss das Inhibitordesign von kompetitiven Inhibitoren
beriicksichtigen, dass die Phosphatgruppen der Nukleogiohen betréchtichen Anteil an

der Affinitat haben. Zur Kompensation dieses Verlustes missen zuséatzliche
Wechselwirkungen zwischen Inhibitor und Enzym vorhanden <$&igs kann durch die
Belegung unbesetzter Kavitaten innerhalb der aktiven Tasche realisiert werdeneBei d
Untersuchung voitHENEWUrden in einer Auswahl von 31 ATPa3aschen mit Voluminin
Bereich von 222 bis 14042 identifiziert, die den GroRen einer Methylgruppe bis hin zur
Naphthylgruppe entsprechen. Fir ATPasen, die keine solcherlei Kavitaterehesbllte

sich die Entwicklung potenter und selektiver Inhibitoren schwieriger gest&ftén.
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1.2.4Kompetitive Inhibitoren fur Nukleotid-bindende Enzyme

Untersuchungen voROLEYet al. beschreiben Xanthibasierte Inhibitoren als erste Beispiele
fur GTPkompetitive Inhibitoren der cytosolischen Phosphoeglpyruvat Carboxykinase
(PEPCK), dieden geschwindigkeitsbestimmenden Schritt der Gluconeogenese
katalysiert™?>!?%! Somit kénnten PECKInhibitoren in der Diabete3herapie eingesetzt
werden.Durch Untersuchungen zu StrukiwirkungsBeziehungen konnte die Aktivitat von
28 (2.11+ 0.60pm) im Vergleich zur Ausgangsverbindu@g mit einem IG-Wert von
225+ 25um um mehr alezwei GroReordnungenverbessert werden (Abbildurizg).

o H F o |
\/\N)tN @AN)EN
O)\N | N/>_ s O}\N | N)—Q

H\ H\ NHAC

27 28
ICsp = 225 + 25 UM ICs = 2.11 + 0.60 pM

Abbildung23. Strukturformeln der PEP@Khibitoren27 und 28.

Mit Hilfe einer CeKristallstrukturwurde bewiesen dass28 analog zum Guanosinsystem von
GTPin der gleichen Spaltein der Nahe der Proteinoberflacheon PEPCHKindet. Beim
Vergleich des Bindungsmodus v@8 und einem nichihydrolisierbaren GTRnalog wird
jedochdeutlich, dass sich die Orientierung désnthinSystems von der des Guarlysems
unterscheidet (Abbildung4).

SO
/ X N
Abbildung 24. Vergleich der Bindungsmodi va8 (griin pdb: 1INHXund einem GTHnalogon(grau pdb: 1KHEin der

aktiven Tasche von humanem PEPCK dutehlagerung. Die Kohlenstoffatome sind jeweils in griin beziehungsweise grau,
Sauerstoffatome in rot, Stickstoffatome in blau und Phosphoratome in orange dargestellt.
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Die unterschiedliche Orientierung lasst sichuf die verschiedenen Muster der
Wasserstdbriickerdonoren undcakzeptoren zuruckfiihrenso dass die beiden Liganden
zwei Wasserstoffbriickenzu den gleichen Aminosduren ausbildehu3erdem sind die
Ebenen deibeiden heteroaromatischen Systentgicht verschoben und gekippSie gehen
dennoch die glehen™ - -Wechselwirkungen miESeitenketten einBeiPurinAntagonisten
von AdenosirRezeptoren und CDK&urde ebenfalls voreiner Rotation im Vergleich zum
natiirlichen ATFSubstratberichtet*2"12!

Vertreter der GHHATPasen bieten strukturell, durgnof3e unbesetzte Taschen innerhalb der
Nukleotidbindungsstelle, vielversprechende Maoglichkeiten potente, kompetitive Inhibitoren
zu entwickelr?® Ein Mitglied dieser Klasse, das molekulare Chapé&t8R90unterstiitzt

die korrekte Faltung anderer Proteine und verhindert somit deren zellularen Alater
diesen Proteinen befinden sich einige Onkogene, so dassirmhibierung von HSP90
insgesamt einen antiproliferativen Effektewirkt. Inhibitoren von HSP9ROnnten somit
einen Einsatz in der Krebstherapie findeBas BenzochineAnsamycirAntibiotikum
Geldanamycirf29) bindet innerhalb der AFBindungstasche von HSP9Q £K1.2pm) 130131

Ein weiteres Antibiotikum,Radicicol (30), bindet noch starker al29 an die ATP
Bindungstasche von HSP9Q; & 19nm).*2 29 und 30 inhibieren jedoch auch andere
Vertreter der GHIATPasef**** Desweiteren weisen sieweitere Mangel auf:
Halbsynthetische Derivate vaP sind teuer in der Herstellung, ihre Formulierung gestaltet
sich als schwierignd sie besitzen eine geringe orale Bioverfugbarkeit. Diese stellt neben der
schlechten Loslichkeit von halbsynthetischen Derivaten 80rdie grof3tenDefizite dar.
Daher wird an PurinDerivaten, wie 31, mit alternativem Inhibitordesign geforscht
(Abbildung2s).!125:13]

(o}

N\
o o o
0 NH,
OH . o
“ P F)\N/ N
HO {
o

Cl

OCONH HN

Geldanamycin (29) Radicicol (30) 31
Kg=1.2 um Kq=19nM

Abbildung?25. Strukturformeln der HSP9@hibitoren Geldanamycir2@), Radicicol30) und des PuriDerivats31.

Die Purinbasierten Inhibitoren wurden unter Berlcksichtigung derkCstallstrukturen von
HSP90 mit den jeweiligen Naturstoffen beziehungsweise ATP entworfen und sollten die C
formige Konformation von Geldanamycin nachahmen. Dalodlie der Adeninring m der
Scharnierregionanalog zum Bindungsmodus von ATP bind&h Eine erhaltene Go
Kristallstruktur von HSP90 n81 bestatigtdie Bindungnnerhalb der Nlerminalen Domane

und von HSP90 und durch Vergleictit der CoKristallstrukturvon ADP innerhalb der ATP
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Bindungstasche konnte gezeigt werden, dass sie sich im Bindungsmodus nicht unterscheiden
(Abbildung26).

\

Abbildung26. Vergleich der Bindungsmodi v&a (griin, pdb: 2H55) und ADP (grau, pdb: 1BYQ) in derrhinalen HSP30
Domane durch Uberlagerung. Die Kohlenstoffatome sind jeweils in griin beziehungsweis&ayrarstoffatome in rot,
Stickstoffatome in blau und Phosphoratome in orange dargestellt
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2. Aufgabenstellung

Die ArbeitsgruppeMEGGER®Defasst sich unter anderem mit der Untersuchung inerter
Metallkomplexe als potente und selektive Enzyminhibitoren. Im Fokus der Forschung lag
zunachst die Familie delProtein und Lipidkinasen, der groften Enzymklasse im
menschlichen Kérper. Hier konnte eindrucksvoll gezeigt werden, dass Metallkomplexe mit
dem PyridocarbazdPharmakophorliganden, die sich strukturell vom Naturstoff
Staurosporin, einem potenten, aber s@lektivem Kinaseinhibitor ableiten, ebenfalls
potente, aber zudem hochselektive Inhibitoren darstellen kénnen. Die Verwendung von
Chinolinmaleimid, Pyridylnaphthalimid und PyridylphthalimiePharmakophorliganden zur
Darstellung von Kinaseinhibitoren dtel einen ersten Schritt zur Aufweitung dieses
Konzepts dar. Um seine Allgemeingiltigkeit zu untersuchen ist die Adressierung weiterer
Enzymklassen Gegenstand aktueller Forschung. Da die genannten Metallkomplexe allesamt
ATRkompetitive Inhibitoren darstéén, liegt der Schluss nahe, dass andere Nukleotid
abhangige Enzyme ebenfalls potmtie Ziele darstellen konnerdm dieses Vorhaben zu
realisieren, sollte die Darstellung von Metallkomplexen erfolgen, deren Ligandendesign sich
nicht von der Struktur deStaurosporinableiten, sondern von der Struktur der Nukleotide,

da diese die naturlichen C8ubstratedieser Enzymklasse darstell€schemab).

H H
o) \N% o) \N4L<LL“
N ke e o
w ® W
“ N‘H 0N

N
E\\ —

H N
R NN
o} o
HO™ ™ '
e ~
: (o)
“OPPP

ATP Staurosporin

U neuer Ansatz \U/ fritherer Ansatz

H H
OE N N (0] N4:<LL\A
N, R N R
Ho HooH
NN~y o N0
(1
Iy W
v 3L
L1, [ RN Nl
“M—N %
b \ — Ly M—==L4
L/ La I \
3 2 Ls
Metallo-Pyridylpurin Metallo-Pyridocarbazol

Schema6. Vergleich der Bindungssitutation d&ubstrate und der abgeleiteten Metallkomplexe in der Enzymtasche.
Potentielle Wasserstoffbriickenbindungen sind durch gestrichelte Linien angedeutet. Die grauen Ellipsen heben die
Positionen der Kohlenhydratreste, beziehungsweise der Metallfragmente vor.
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Fir das Ligandendesign wden zwei Grundvoraussetzungdestgelegt: Zum Einen die
Nachahmung destrukturellen Eigenschaften der Purinbasen, zum Anderemeso#s sich

um zweizahnige Liganden handeln, die in der Lage sind stabile Metallkomplexe zu bilden.
Diese Voraussetzungenfiihren zu einem Design, das aus einem ausgedehnten
heteroaromatischen Ringsystem und einer koordinierenden Gruppe aufgebaut ist. Ebenso
wie im MetallePyridocarbazeBystem soll in den neu entwickelten Pharmakophorligarden
Systemen digdumliche Struktur des Kohlenhydratrestes durch die starren Metaitieage
imitiert werden (Schemd).

OPPP

L
H OH — 1

o) NNl _~Lo

— N

N=N H;N—Z <N | y:
HN—Z N 70 N Ly
ATP Metallkomplexe

Schema?. Struktureller Vergleich von Adenodiiphosphat und der Metallkomplexe, die Lages Riboserestes und der
Metallzentren sind durch blaue Sphéren verdeutlicht.

Die vorliegende Arbeit beschaftigt sich zundchst mit dem Design und der Synthese der
Pharmakophorliganden und Untersuchungen zur ihrer Koordinationschemie mit
verschiedenen Metiffragmenten. Die Koordination des Metalls kann dabei Uber
verschiedene Bindungsmodi, beispielsweise durch Koordination nach Deprotonierung eines
sekundaren Amins oder -IiEAktivierung, erfolgen. Nach Identifizierung interessanter
Zielproteine und Entwickhg von Enzymassays, soll durch Modifikationen sowohl am
Pharmakophorliganden, als auch an den restlichen Liganden, eine Untersuchung der
StrukturAktivitatsBeziehung erfolgen. Diese kdnnen, gemeinsam mit kristallographischen
Daten, zur Optimierung der Blangseigenschaften der Inhibitoren genutzt werden. Zur
Verdeutlichung der Vorteile dieses Konzepts koénnte eine abschlieBende Abschatzung
bezlglich der Selektivitat eines ausgewahlten Inhibitors herangezogen werden.
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3. Eigene Arbeiten

3.18-(2-Pyridylpurin-6-amin als Pharmakophorligand

3.1.1Ligandendesign

Im Gegensatz zu den bisherigen Kinaseinhibitoren, deren Ligandendesign friher
ausnahmslos auf Varianten des idgcarbazols und somit strukturell inspiriert von
Staurosporin  beruhte®***%13%  konnten in jiingster Vergangenheit andere
Pharmakophorliganden erfolgreich in das bestehende Konzept etabliert werden. So konnte
durch dieArbeiten vonSEBASTIABLANCKgezeigt werden, dass sich beispielsweise Metallo
Pyrdylnaphthalimide oder Metall@’yridylphthalimide ebenfalls als Kinaseinhibitoren eignen
und dass die veradnderte Positionierung des Metalls zur Adressierung anderer Kinasen des
menschlichen Kinoms fahf¢***?Um dem Anspruch gerecht zu werden in derliegrenden
Arbeit Inhibitoren fur Nukleotiebindende Enzyme zu schaffen, wurde das Ligandendesign an
der Struktur der Nukleotide, ihrer nattrlichen Substrate, orientiert. Fur ihre Erkennung in der
aktiven Tasche spielen mehrere Strukturelemente eine enigseimele Rolle: So treten
wichtige  Wechselwirkungen mit dem  Heteroaromasgetem auf, daneben
Wasserstotbriickenbindungen sowohl zwischen Nukleobase und aktiver Tastheauch
zwischen Riboseeinheit mit angehangten Phosphatresten und der Peripherie desnakt
Tasché'® Der Purinbasierte Ligand, der als Ausgangspunkt gewahlt wurde, tragt diesen
ersten beiden Arten von Wechselwirkungen Rechnung. Durch Einbringung eines
Substituenten an @8 des Purinsystemgler in der Lage ist eine koordinative Bindung zu
einem Metallzentrum auszubilden, kann ein bidentater Pharmakojjentd generiert
werden (Schema).

H H
NN N MNH
¢ ¢
Nx N N

NJ p— N /

HO, N L / 8
\ 1,

,t\o ‘m—L
HO Z Ly /

= L,

“OPPP L

ATP Metallo-Purin

Schema8. Ligandendesign des Purinsystems duxgthahmung von ATP. Die Positionen der globuléren Struktrurelemente
des ATPs (Riboseeinheit mit Phosphatresten) und der Metallkomplexe (Metallzentrum mit umgebenden Liganden) sind
durch graue Ellipsengnvorgehoben; L: koordinierend@ruppe, k-L4: umgebede Liganden.

Die Koordinierung des Metallzentrums erfolgt durch einen monoanionischen

Pharmakophorliganden nach Deprotonierung v&iNH Die Position des Metallzentrums

entspricht in etwa der Position der Riboseeinheit mit Phosphatresten des ATPs, so das
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einige derEnzymtaschen der Nukleotlindenden Enzymeén dieser Region ausreichend
Platz fur die umgebenden Liganden zur Verfigung haben sollten. Zu Komplikationen im
Koordinationsverhalten des Purinliganden kdnnte die Existenz zweiorteerer Formen
fuhren. Speziell nach Deprotonierung, kombiniert mit einer frei drehbaren koordinierenden
Gruppe kann dies zur Bildung zeseriegioisomerer Metallkomplexe fuhren (Abbildu&dg).

Im vorliegenden Fall wurde ein-Ryridylsubstituent an 8 als koordinierendeGruppe
gewahlt. Zum Einen ist ihre Einflhrung synthetisch etabliert, da Pallakitatysierte &G
Bindungskniipfungen an @-Position in der Literatur beschrieben werdéff**! zum
Anderen fuhrt der ¢l-Effekt des Substituenten zu einer erhohten Aciditder NH-
Funktionalitat, was zu einer erleichterten Deprotonierung fuhrt und tendenziell in stabileren
Metallkomplexen resultiert.

L Ly
x—N —
lN/ N\>_(\Nt/> |_1|\||-\M/——|_4
\ / " N\
Lyt M—meiL N =
Vi P N@
A

Abbildung27. Struktur der beiden regioisomereavietallo-Pyridylpurine
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3.1.2Syntheseroute des$-(2-Pyridyl)purin6-amins

Retrosynthetisch betrachtet ist der Pharmakophorligar@®l(2-Pyridy)purin-6-amin (32)
ausgehend vorkommerziell erhéltlichem Adenin darstellbar. DieC8indungsknipfung
zwischenAdenin und dem ZPyridylfragment kann nach Einfihrung eines Halogens-&n C
erfolgen (Schem4.).

NH, NH, NH,
NN 3 /= NN NN
(IS — % — 0T
NN 8N N7 N N
H H H
32 Adenin

Scheman. Retrosynthetische Betrachturder Synthese voB2 ausgehend von Adenin; X= Halogen.

Um die schlechte Ldéslichkeit von Adeninderivaten ohne Schutzgruppe -ldH,,69-NH
beziehungsweise -KRH in organischen Loésungsmittelnzu umgehen, die die
Reinigungsschritte beispielsweise per Saulenchromatographie erschweren, wurde eine
bereits literaturbekannte vierstufige Synthesesequenz gew&Ait**®! Dabei wirde in den
ersten beiden Schritten eintert-ButyldimethylsilyloxymethySchutzgruppeegiospezifisch

an 3NH eingefluhrt. Im ersten Teilschritt wvde mit Hilfe von wassrigerparaFormddehyd

und verdunnter Natriumhydroxidldsung eine Hydroxymethylgrugpeildet die im zweiten
Teilschritt durchTBDMSOTfin Pyridin geschitzt wde. Die Abtrennung vom Startmaterial
erfolgte durch Waschen mit Wasser umdit Hilfe einesweiteren Waschschitis mit Hexan
lielBen sich Verunreinigungen durch das Silylierungsreagenz entfernen. Sommtekdas
Produkt 33 ohne s&ulenchromatographische Reinigung in einer Ausbeute von 74% im
Multigrammmalstab erhalten werden (Scherh@).

NH,

NH, 1. HCHO (1.6 eq), NaOH (0.2 eq) N N\>
N H,0,20°C, 2h |
N| X \> k 7 N
L N 2. TBDMS-OTf (10.5 eq), .
NN Pyridin, 0 °C auf 20 °C, 3 h Q J<
Si
74% /N
Adenin 33

Schemal . Zweistufige Schitzung von Adenin.

Als einziger Nachteil der Schiutzung ist der relativ hohe Preis alegesetzten
Silylierungsreagenze$BDMSOT{ zu nennen. Bei dessen Substitution durch das wesentlich
billigere, aber unreaktivererBDMSCI trat bei Raimtemperatur keine Reaktion auBei
Erwarmung entsinden laut Dunnschichtchromatographie mehrere Produkte, was die
Substitution unrentabel machDiese Schutzgruppe bietet neben der erwahnten erhéhten
Loslichkeit im Vergleich zu Adenin weitere Vorteile. Im Gegensatz zur Benzylschutzgruppe
entsteht neben dem P®- kein N-7-geschutztes Regioisomer und die Entschiitzung erfolgt
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guantitativ unter sauren Beadgungen. Dennoch zeigt die Schutzgruppe Kompatibilitat zu
den geplanten Folgereaktionen, da sie sowohl die ReaktionsbedingungeBOeGASHIRA
Kupplung als auch de8riLLEKupplung toleriert und BaseS8tabilitat aufweist, was die
Einfihrung eines loSulstituenten an @ erlaubt™*® Diese erfolgt nach Deprotonierung
von 8GH mit einem Uberschuss an Lithiumdiisopropylamid 4&i°C in Tetrahydrofuran
und anschlieRender Reaktionit I,. Somit konnte34 in 64%iger Ausbeuteerhalten werden
(Schemadll).

NH, 1 LDA (5.0 eq), NH,
N THF, -78 °C, 2 h N
N \> N \>—|
U L
N N N N
_ 2.1, (3.0 eq), ‘ \\
OTBDMS THF, -78 °C, 30 min OTBDMS
33 64% 34

Schemall. SelektiveG8-lodierung des geschiitzten Puri83.

34 stellt enen guten Kupplungspartner furaPadiumkatalysierte Kreuzkupplungen dar.
Aufgrund der Nachteile von entsprechenden Bororganylenwie dem langsame
Transmetallierungschritt, dem schnellen Zerfall Gber Protodeboronierung und der
Luftempfindlichkeit™*" 48! wurde keine SuzukiKupplung durchgefiihrt, sondern auf
etablierte Zinnreagenzien zurickgegriffen, die als KupplungspartneriineReaktionen
fungieren. Diese RHatalysierte Kreuzkupplung erwies sich zunachst als problematisch, da
unter den getesteten Reaktionsbedingungen étrakis(triphenylphosphin)palladium(&}°

als KatalysatorN,N-Dimethylformamid als L&sungsmittel und der beiden Zinnreagenzien
2-Trimethylstannylpyridif®® und 2Tri(-butyl)stannylpyridif® keine nennenswerten
Mengen desKupplungsprodukts35 isoliert werden konnten. Stattdessen konnte die
dehalogenierte Ausgangsverbindung in grolBerdMenge isoliert werden. Diese
Nebenreaktion ist fliSriLLEKupplungen von Guaninderivatditeraturbekanntund konnte
dort durch Variation der Reaktionsbedingungentardriickt werden: Durch Zusatz vgae
einem Aquivalent Kupfer(l)oxid, Palladium(ll)acetdt, 3-Bis@liphenylphosphio)propan
(dppp) als Katalysatorsystem umétMethyl-2-pyrrolidon (NMP) als Losungsmittel wurden
die besten Ausbeutemerichtet"*? Durch die Ubertragung dieser Reaktionsbedingungen
auf das Adeninsystem konnt85 nach saulenchromatographischer Reinigung inee
Ausbeute von 69% isoliert werden (Scheh2a

(nBu)3Sn(2-py) (2.0 eq), Cu,0 (1.0 eq), NH,
N|)ﬁ:N\>—| Pd(OAc), (0.15 eq), dppp (0.15 eq) N|)ﬁ:N\>—(t>
L N NMP, 115 °C, 2 h LN/ N\\ \N /

\\OTBDMS 69% OTBDMS

34 35

Schemal2. SriLLeKupplung zur Einfiihrung desP3ridylsubstituenterbei 34.
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Nach erfolgreicher Einfihrung desP¥ridylsubstituenten muss die Entschitzung erfolgen

um zum finalen Pharmakophorligandé@ zu gelangen. Diese gelang wiederum nach einer
Literaturvorschrift, die die SawEmpfindlichkeit der Schutzgruppe und die schlechte
Loslichkeit ungeschiitzter Purinderivate ausnit®. Nach einstiindigem Erhitzen unter
Ruckfluss in einer Mischung aus Ethanol und konzentrierter Salzsaure konnte das
prazipitierte gelbliche Hydrochlori8alz 32*HC| des entschiitzten Liganden nach Waschen
mit Ethylacetat in quantitativer Ausbeute erhalten werden. Dieses wurde fur
Komplexreaktioen, bei denen die Anwesenheit von Chlokidinen negativen Einfluss hat
meistensdirekt verwendet Bei Reaktionen mit Metalorlauferkomplexen, die senrtabile
Liganden enthalten, die durch Chlorid ausgetauscht werdemédnwurde das32*HClin
Wasser geldst und mit wassriger Natriumhydroxidlésung auf etwa pH 7 neutralisiert, wobei
ein weilRer Niederschlag entstand, der mit \Waisgewaschen wurde, um das entstandene
Natriumchlorid abzutrennen. Der Neutralisationsnd Waschschritt ging mit leichten
Ausbeuteverlusten einher, so da32 als Gemisch zweier Tautomerereiner Ausbeute von
85% erhalten wurde (Scheni8).

NH, 1. EtOH/HCl,q (98:2) NH, NH,
N = 80°C,2h H
VOIS NOSENC A e NS
KN/ N \N / 2. NaOH,q,, pH 7, Hy0 L 7N y L \
- ' N N N N H N
OTBDMS 85%
35 32

Schemal3. Entschiitzung zum finalen Pharmakophorligan@2nin seinen beiden tautomeren Formeém Verhaltnis 1:0.6
in DMSQd.

Ein erwahnenswerter Aspekt, der bei der Entschitzung zu Tage tritt, ist beim Vergleich der
'HNMRSpektrenvon 32*HClund 32 zu beobachtenDasSpektrum des Hydrochloriflalzes

weist ein verbreitertes Signal fiur die ©NH- und NHGruppe bei 9.14pm mit einem
Integralwert von 1.4uf, zudem ist nur eirSignalsataromatischerProtonenzu beobachten

Im *H-NMRSpektrum vor82 sindzwei Signalém Verhaltnis 1:0.®ei jeweils 13.5@pm und
13.00ppm erkennbar, sowie eimloppelter Signalsatz fur die resthen SignaleDies spricht

fur das Vorliegen beider tautomerer Formen nach der Neutralisation (Abbil#ging
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Abbildung 28. Vergleich der'H-NMRSpektren(300MHz, 300K) von 32*HCI (oben) und32 (unten) in DMSQds, nach
Neutralisation sind die beiden Signalsatze der tautomeren Formen des Liganden im Verhaltnis 1:0.6 beobachtbar.
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3.1.3 Koordinationschemie de&-(2-Pyridyl)purin-6-amins

Nach erfolgreicher Ligandensynthese wurde das Verhalten des Purinpyridyls wéhrend
Komplexierungsreaktionen mit Metallvorlauferkomplexen untersucht. Dabei wurde flr
Reaktionen mit Vorlauferkomplexen in der Regel 828sHCI auf Grund seiner besseren
Handhablarkeit und L&slichkeit in organischen Losungsmitteln verwendet.

Bei der Reaktion des HydrochlorBalzes mit dem dimeren Irididbis(phenylpyridinm
Vorlauferkomple®®?, in einer Mischung aus Acetonitril und Methanol mighnfachem
Basenuberschuss bei 76 wurden laut OCKontrolle zwei neutrale Iridiumkomplexe
gebildet, die nach Saulenchromatographie getrennt, in Ausbeuten von %36p
beziehungsweise 27%87) als Enantiomerengemische isoliert werden konnten (Schiha

NH

NH; [IrCl(ppy)l, (0.5 eq) -
NEt; (10.0 eq)

NN — \ — N/
N N MeCN/MeOH (3:1), — NHz
NN N 75°C, 18 h N

32*HCI

N
{

36 (53%) 37 (27%)

Schemal4. Reaktiorvon 32*HClzu zwei regioisomeren Iriditidomplexer86 und 37.

Die 'H-NMRSpektren der beiden Iridium(HRomplexe unterscheiden sich nicht in der
Anzahlihrer Protonen, aber in der chemischen Verschiebung der Signale, was ein Zeichen fir
eine unterschiedliche chemische Umgebung der jeweiligen Protat@stellt. Zusammen

mit der Information, die aus dem Spektrum desutralen Liganden (Abbildurgg, unten
gewannen wurde, lasst sich der Schluss ziehen, dass jeweilsN@®n und ein N-7-
koordinierter IridiumkomplexX36 und 37) gebildet wurde(Abbildung29).

frei]

T T S R T S S R T
85 80 75 70 65 [ppm]

Abbildung29. Unterschiedliche Verschiebungen der Signale in ]tHeNMR-Spektren(300MHz, 30K)von 36 (unten) und
37 (oben)in DMSQGd.
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Vom Hauptprodukt36 konnten, durch langsame Diffusion vdbiethyletherin eine Lésung
des Iridiumkomplexes in ChloroformEinkristalle erhalten werden, deen Qualitat fur
rontgenkristallographische Untersuchungen ausreichend warKbgalstruktur konnte von
Dr. KLausHarRMSsaus der Kristallstrukturanalyseibteilung des Fachbereichs Chemie gel6st
werden und verifizierte die Koordination des oktaedriscHeidiumkomplexes UbemN-9
(Abbildung30).

Abbildung 30. Rontgenstrukturvon 36, ORTEZeichnung mitSchwingungsellipsoidendie eine 50%ige Aufenthalts
wahrscheinlichkeit der Atomangeben.
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Die Reaktiorvon 32*HCImit einem Rutheniumvorlauferkomplex der neben amé®-GHs-
Liganden, der drei Koordinationsstellen des Rutheniums besetzt, einen monodentaten CO
Liganden und zwei leicht austauschbare Mddfanden enthalt®! wurde ebenfalls in
einem Gemsch bestehend ausAcetonitrii und Methanol bei 50C durchgefihrt
(Schemadlb).

NH,
NH, Ru(r*-CoCONMEONIPFs (12e0) (A = % /%
N — t3 (10.0 eq) | N A NH, R
NI N/ N N /s 7NN
Lo N 2 MeCN/MeOH (3:1), N NN =
NNON 50 °C, 18 h o L 27\ /
% ﬂ NT N
*HCI o
32°HCI 38 (45%) 39 (32%)

Schemal5. Synthese debeidenregioisomeren Rutheniumf-CSHs)(CO)KomplexeBB und 39.

Auch in dieser Komplexierungsreaktion wurde die Bildung von zwei VerbindungerCper D
beobachtet. Die Trennung der beiden Halbsandwichkomplexe gelang auch in diesem Fall
durch Saulenchromatographie€838 konnte in einer Ausbeute von 45989 in 32%iger
Ausbeute als Enantiomerenpaare isoliert werdeber Vergleich der beidertH-NMR
Spektren(Abbildung31) wies erneut eine identische Anzahl von Protonen auf, Siid in

ihrer chemischen Verschiebung untersetien. Besondersausgepragist dieser Effektbeim
Signal vone-NH,, das bei38 als scharfes Singulett bei 6.8gm, bei 39 als verbreiteres
Signabei 6.24ppm auftritt. Dies ist dadurch zu erklaren, dass sich die chemische Umgebung
der 6NH-Gruppe zwischem-9- und N-7-koordinierendenKomplexen durch die Nahe des
Rutheniumzentrums und den daran koordinierten Cyclopentadianyd CarbonylLigarden
drastisch andert

5

T LLJ L \ AN \ I

[ppm]

Abbildung 31. Vergleich derlH-NMR-Spektren (300MHz, 30(K) der beiden regioisomeren Ruthemn( 5-C15H5)(CO)
Komplexein DMSQdg: 38 (unteres Spektrur)) 39 (oberes Spektrum
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Die Lage der 8lH-Signale konnte zur Annahme filhren, dass auch in diesem Fall das
Haupprodukt dem N-9-koordinierten Rutheniumkomplex38 entspricht, da sich die
Aminogruppe belN-7-Koordination in raumlicher Nahe zum Metallzentrum mit den daran
gebundenen relativ elektronenreichen Cyclopentadienyid CarbonylLiganden befindet
Sie sollte daheim Vergleich zur Aminogruppen 39 Hochfet-verschoben auftrezn.Da von
keinem der beiden Regioisomere eiKgstallstruktur erhalten werden konnteyurden die
Koordinationsmodi der Isoere auf andere Weise untersuchba zwischen Aminogruppe
und Cyclopentadienylprotonen keine skalare Kopplund\isiR auftreten kann, wurde von
beiden Verbindungen ein NOESpektrum aufgenommen, das die Kopplung zwischen
Protonen, die sich in raumlicher Nahe zueinander befindaxigt Das Auftreten eines
Kreuzsignals zwischen deiNs-Gruppe und des °-GHs-Ligand® im NOESBpektrum von

39 und das Ausbleiben dieses Signals im Spektrum38piésst den Schluss zu, dass es sich
bei letzterem um dem-9-koordiniereten Halbsandwichkomplex handgkbbildung32).

H-4

H-11 6-NH. M°-CsHs H-11 n5-CcHs
H-13 2 H—13H 1 H12
H-1? H-12 | ¥ _ ' H_ﬂ 6_NH2‘
¥ n5-CsHs | I —
o - o | :
‘1 . 6.5 6_NH2 ‘< : ' (:;} : ‘l _f.
6-NH2 _j @Dl‘ | ‘ °~ .
p/‘;z - v y ! L+.0
H-12 i N o H12 = e i
H-11_ H-4 ﬁ;ﬂ H-4 |
— o e ORI B L I i
H-10 J e ”.i’ifiN“-—='NZlf . H-10 w‘ ¢ e
13— 4 ' " o RB— 4 e .

S5

Abbildung 32. NOESYpektren (gs NOESY, Mischzeit: $,5300K) von 38 (linkg und 39 (rechtg in DMSCGds. Das
auftretende Kreuzsignal zwischefNg4, und dem(' 5-C5H5)-Liganden kommt durch die rAumliche Né&dher beiden Gruppen
bei Koordination Uber N zustande und istn Spektrum rot gekennzeichnet.

Um die vielfaltigen Mdoglichkeiten der Koordinationschemie des Pyridylpurinliganden zu
verdeutlichen, die einen schnellen Zugang zu unterschiedlichen Strukgewéhrt wurde

der Ligand in der nachsten Reaktion mit einemaiteren Rutheniumvorlauferkomple#0
umgesetzt. Dieser enthielt wiederum Ruthenium(ll) als Metallzentrum, daneben einen
dreizdhnigen, meridional koordinierenden ZBis(methyliminomethyl)pyridiiiganden,
einen austauschbaren MeG@Nganden und zwei Chido-Liganden, von denen ebenfalls ein
Ligand wéhrend der Orthometallierung durch Koordination des bidentaten Pharmakophors
ersetzt werden sollte. Die Reaktion erfolgte in Ethanol bei°@0und durch
Reaktionskontrolle per Dinnschichtchromatographie konntee diBildung eines
Reaktionsproduktes beobachtet werden. Der oktaedrische Rutheniumkomplex konnte nach
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saulerchromatographischer Reinigung in einer Ausbeuten va2% isoliert werden
(Schemél6).

NN =

I ! NEt; (10.0 e Q):E \>_<t/>

<) ] o o e

N o NI

{N/ N/ S Re EtOH, 80 °C, 20 h 7R

H "IN Y
e 22% AN~

*HCl g o

32*HCI 40 M

Schemal6. Synthese des oktaedrischen Rutheniumkomplekes

Aufgrund der Symmetrie des 2Hs(methyliminomethyl)pyridibiganden und seiner
meridionalen Koordination treten in diesem Fall keine Enantiomere auf. Die Koordination
des Metallzentrums kann theoretischa N-7 oderN-9 erfolgen, zudem kann der Chido-
Ligand in beiden Fallen entwedieans zum PuriaN oder zum PyridyN stehen. Theoretisch

ist somit die Bildung vier verschiedaniékomplexe(Abbildung33) moglich von denen aber

nur eine Vebindung isoliert werden konnte.

a.

Abbildung33. Struktur der viemdglichenKomplexe, die das Rutheniumzentrum entweder be® (d. und b.) oder Uber
N-7 (c. und d.) koordinieren, zudem kann der ChilosLigand in beiden Fallemanszum PuriaN (b. und c.)oder PyrdiyN
(a. und d.)stehen.Die Strukturen wurden mi€CAChe Work System Pro Version 7.5.(F8&TsSWMITED mit optimierter
Geometrie (Standardverfahren) erstellt.

Auch in diesem Fallkonnte keine Kristallstruktur zurStrukturaufklarung hinzugemngen
werden. Daher wurde der erhaltene Komplexmit Hilfe von 2D-NMRSprektroskopie
untersucht (Abbildung34). Die Zuordnung der Protonen erfodgtdabei Uber die
Kopplungskonstanten, beziehungsweisater Zuhilfenahme desCOSYSpektrums. Eine
Koordinationvia N-7 kann aufgrund der fehlenden Signaeischen @NH, beziehungsweise
der 2Pyridylgruppeund des dreizahnigen Ligandem NOES®pektrum ausgeschlossen
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werden Das Auftreten von Signalen zwisched idnd H15 beziehungsweise-t#4 und Hv n W
kann nur tei Koordination des dreizdhnigen Pyritlyyandentrans zur 2Pyridylgruppe
auftreten. Die beobachtete Tieffel¥erschiebung von H13 des Komplexes um etwappm

im Vergleich zu32 und zu 38, kann nicht durch den orthogonalen Ringstrom des
2,6-Bis(methyliminomethyl)pyridins, sondern eher durch die Nahe zum Chletidand
erklart werden.

H-14, H-14'

H-13 15
) -
E o
, E s
3 0F 7.0
Lo
H-14, H-14’ ? Lo
F s
-
E oo
H-13 — @@ « Faoo
oo

Abbildung34. NOESpektrum(gs NOESY, Mischzeit: §,3800K) vord1in DMSQdg, die Signale zwischen4und H15
beziehungsweise 14 und Hv n W ind SpgkRunrot gekennzeichnet.

Zur Untersuchung der Kompatibilitat des Pharmakophorliganden mit einem weiteren
Metallzentrum wurde 32*HCI mit einem Molybdanvorlauferkomplex umgesetzt. Die
Reaktion zwischeB2*HClund [Mo(' >-GsHs)(CO)CI] mit Zusatz von Kaliumhydroxid in einer
Mischung aus Tetrahydrofuran und Methanol, verlief schon bei Raumtemperatur unter
Gasentwicklung durch Verdrangung eines Carbbaigdnden und eines Chido-Liganden.

NH,
NH, [Mo(n®-CsHs)(CO)5Cl] (1.1 eq) NN —
N)\IN _ KOH (1.1 eq) L \>_<}

| \>—<> 1 20° NT NG N
LN/ NN / THF/MeOH (2:1), 20 °C, 15 h N A
70%
*Hel ° @
32*HCl 42

Schemal?. Synthese des Molybdakomplexegi2.
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Auch in diesem Fall wurde lautGXontrolle nur ein Molybdankomplexebildet der nach
Saulenchromatographie in 70% Ausbeutals Enantiomerenpaarerhaten wurde
(Schemédl7). Durch Untersuchungen per NOESpektroskopie konnte kein Signal detektiert
werden, dass einen Hinweis auf/™Koordination gibt. Da ein ausbleibendes Signal keinen
Strukturbeweis darstellt, konnte die Bildung de®-kRbordinierten Regioisomerd2 aber
nicht zweifelsfrei belegt werden.Die Bildung nur eines Regioisomef®i dieser
Komplexierungsreaktion konnte auf sterische Gegebenheiten zurlickzufihren sein. Durch die
Anordnung des Cyclopentadierlyiganden und der zwei Carbosiyganden konnte di&l-7-
Koordination durch Anwesenheit der -BH-Gruppe unterdriickt werden. Die
Koordinationsgeometrie des erhaltenen Molybddomplexes ist erwahnenswert, diort
formal sieben Koordinationsstellen begesind. Er enthalt die gleiche Art vaiganden wie
der [RY >-GHs)(CO)JKomplex, dieGeometriedandert sich jedoch durch Anwesenheit des
zweiten Carbonyliganden.

Bei Untersuchung der Komplexchemie @&-Pyridyl)purin6-aminshat sich gezeigt, dass

der Ligand mit verschiedenen Metallvorlauferkomplexen zur Reakgebracht werden
kann Somit ist es moglictschnell eine grol3e Vielfalt strukturell unterschiedlick®mplexe

zu erhalten. Das Metallzentrum ist dabei nicht ausschlief3lich auf Ruthenium beschrankt, da
auch ein Iridium sowie ein Molybdankomplex unteden hergestellten Verbindungen zu
finden ist. Das Auftreten von einem oder zwei Regioisomeren héngt vermutlich von
sterischen Gegebenheiten der umgebenden Liganden in Kombination mitstenmschen
Anspruchder exocyclischen Aminogruppe des Pharmakophamiign ab. Dabei ist die
GroRRe der Liganden fur sich kein Kriterium, da der sterisch recht anspruchsvolle 4ridium
bis(phenylpyridimKomplexbeispielsweisdeide Regioisomere bildet
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3.1.4 Untersuchungenur Stabilitdt und biologischeAktivitat der Komplexe

Die Synthese der gezeigten Metallkomplexe sollte nicht nur zur Verdeutlichung der
vielseitigen Einsetzbarkeit des Pyridylpurins geschehen, die eigentliche Absicht bestand
darin, interessante, bioaktive Verbindungen zu erhalten. Asundvoraussetzung fur
biologische Tests solitedie Verbindungn eine gewisse Stabilitat besitzen. Diese ist wichtig,
um auszuschliel3en, dass in biologischer Umgebung eine rasche Zersetzung eintritt und der
beobachtete Effekt durch Zersetzungsprodukte ursacht wird. Die Stabilitat des

[RU’ >-GHs)(CO)Komplexes38 wurde in einem*H-NMRExperiment untersuchtDabei
wurde der Komplex mit einer Konzentration vom® in einer Mischung aus DM&ig/D,0O

(9:1) geldst und mit einer aquimolaren MengeM&rcaptoethanol versetzt. Der Zusatz des
Thiols soll die Anwesenheit von nukleophilen Thiolgruppsgr Cysteinseitenketten
nachahmen, um ein biologisches System zu imitieren (Abbil@8&hg

T
e

J(L J\J JJL phth N .

JL | b IJ, direktnach Zugabe |
S, - " Y Y

/L._ J\ JJi ohne 2-Mercaptoethanol }‘I\J«-
vl b, ™

T T T T T T ; T T ; T T T T T T T T T T T T T
] 8 7 6 5 fppm]

0.5

Abbildung35. Ausschnittaus demlH-NMR—Spektrum(SOOMHz, 30K)von 38 (5 mm) in einer Mischung aus DM&IgD,0
(9:1), in Anwesenheit von-®lercaptoethanol (5mm) zuverschiedenen Zeiten aufgenommen.

In einem zweitertH-NMRExperiment wurde die Stabilitat des Komplexes gegeniiber Sauren
und Reduktionsmittel, in analoger Wejsdurch Zusatz einer aquimolaren Menge an
Ascorbinsaure untersucht. Auch in diesem Experiment konnte keine Zersetani3§ tber
einen Zeitraum von flnf Tagerbbachtet werden (Abbildungo).

49



3. Eigene Arbeiten
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Abbildung36. Ausschnittaus demH-NMRSpektrum(300MHz, 300K)von 38 (5 mm) in einer Mischung aus DMS{D,0
(9:1), in Anwesenheit von Ascorbinsduren(&) zuverschiedenen Zeiten aufgenommen.

Da im ArbeitskreisMEGGERBIislang keine stabilen Molybdéankomplexe erhalten wurde, sollte
auch eine Evaluierung der Stabilitat ddslybdanKomplexegt2 erfolgen, um seine Eignung
fur biologische Tests zu bewerten. Zunachst wurde die Stabilitat des Komplexes irdgMSO
ohne weitere Zusatze per *HNMRSpektoskopie nach bestimmten Zeitintervallen
untersucht (Abbildun@7).

L I Y
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Abbildung 37. Ausschnittaus demlH-NMR-Spektrum(SOOMHZ, 30K) von 42 in DMSQ®dg zu verschiedenen Zeiten
aufgenommen.

Im Bereich um dag >-GHs)-Signal, das auf Grund seiner GréRe ein besonders sensibler
Indikator fur Veranderungen ist, entstehen im Laufe der Beobachtungszeit weitere Signale,
die auf Zersetzungsprodukte hinweisen. Die Integrale dieser neu entstandenen Signale

entsprechen nach seshlagen etwa 7% des Integrals vom Hauptsignal, so dass der Komplex
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in reinem Dimethylsulfoxid immer noch als recht stabil angesehen werden Kkaindie

Simulation der Stabilitat in biologischer Umgebung wud@eanalog zu38 in Anwesenheit
einer &aquimolaen Menge 2Mercaptoethanol via ‘H-NMRSpektroskopie untersucht
(Abbildung38).
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Abbildung38. Ausschnittaus demlH-NMRSpektrum(300MHz, 30K)von 42 (5mwm) in einer Mischung aus DM&IgD,0
(9:1), in Anwesenheit von-®lercaptoethanol (5nm) zuverschiedenen Zeiten aufgenommen.

Im Gegensatz zB88, der nach finf Tagen kaum Anzeichen einer Zersetzung aufwies, verhielt
sich 42 deutlich instabiler. Nach acht Stundemaren schon deutliche Zeichen einer
Zersetzung durch Entstehung eines neuen Signalsatzes zu beobachten, der nach vier Tagen
die Hauptkomponente darste#t Aus diesem Grund wurde von der Verwendwog 42 fir

weitere biologische Untersuchungen abgesehen.

Der Hdbsandwiclikomplex38 wurde auf Zytotoxizitat vonANJALUDEWIGNIt Hilfe eines MTT
Tests an HelLaZellen untersucht. Dabei wde die Zellviabilitat in Anwesenheit
verschiedenear Konzentrationen der Testverbindung gemessen (Abbild&89)g

120 1
100 ‘
80
80

40 A

Zelluberleben (%)

20 4

0

0.1 1 10 100

Konzentration (uM)
Abbildung39. MTT-Test Zelliberlebensrate nach Inkubation mit verschiedenen Konzentrationer38 fir 24 h.
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38 zeigt bis zur Konzentration von 81 keine Anzeichen fir Zytotoxizitat, erst bei
Konzentrationen von 1AM und 30 um sinkt die Uberlebensrate leicht ab, in diesem
Konzentrationsbereich kann dieses Verhalten jedoch nicht sicher mit Effekten wie
Enzyminhibition korreliert werden.

Untersuchungen der Photozytotoxizitat wurden ebenfalls vaaALUDEWIGMIt 38 und 36
durchgduhrt. Dazu wurde der MFTest bei einer Konzentration voi® im ein weiteres Mal
ohne vorherige Belichtung der Zellen wahrend digkubation mit denVerbindungenund
einmal nach 18ninutiger Belichtung wiederholt (Abbildurg).

120 - Bohne Belichtung 015 min belichtet

100 4
80 -
60 -

40 -

Zelliberlehen (% der Kontrolle)

20 A

38 36 Kontrolle
(DMSO)

Abbildung 40. Ergebnisse der Untersuchungen zur Photozytotoxizitit 38 und 36 durchgefiihrt vonANJALUDEWIG Die
Inkubationszeit der HekZellen mit den Testverbindungen (i) betrug 24h, gegebenenfalls inklusive biindtiger
Belichtung (Xeno#Bogenlampe, Filter mit unterer Transmissionsgrenze vom830zu Beginn der Inkubationszeit.

Die Ergebnisse ze@n, dass38 weder ohne Belichtung, noch nach Belichtung einen
zytotoxischen Effekt aufweist, wahrer@6 ohne Belichtung zweiner Uberlebensrate von
etwa 50% fuhrt. Dieser Effekt verstéeksich nach Belichtung, sgass nur 1% der Zellen
Uberlebte Das Kontrollexperiment ohne Zusatz von Inhibitor zeigtbeiden Fallen keine
Zytotoxizitat, was darauf schlie3en lasst, dassBi#kchtung alleine nicht fir das Absterben
der Zellen ursachlich ist. Die Verstarkung der Zytotoxizitam 36 ist wohl auf die
lichtabhangige SingulebauerstoffGenerierung zurtckzufihren, die fur Iridium
bis(phenylpyridimKomplexe nicht ungewohnlichstit******! Messungen dazu wurden im
Anschluss vonKATHRIN WAHLERdurchgefuhrt und bestéatigen die Singuk8tuerstoff
Produktionunter Lichteinfluss (Abbildungfl).
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I it Belichtung (LED ohne Filter, 30 min)
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Abbildung 41. Untersuchung zur Singule8auerstoffProduktionvon 36 durch KATHRINWAHLER die im Experimentalteil
detaillierter beschrieberst.

Die Ergebnisse dieser Voruntersuchungen inklusive der durchgefuihrten Stabilitatstests
erleichterten die Auswahl eines Koieges, der zur Identifizierung von Zielenzymen
herangezogen werden sollteDer IridiumKomplex 36 besitzt eine sterisch sehr
anspruchsvolle Ligandenumgebung, die voraussichtlich nicht ausreichend Platz in kleinen
Enzymtaschen findet. Die Phenylpyridiiganden erlauben zwar Modifikationen, wie in der
Dissertation vonFLORIANRTTERBUSCHezeigt*® dennoch wurde der Komplex nicht fiir
weiterfuhrende Untersuchungen verwenddber MolybddnKomplex42 scheidet aufgrund
seiner mangelnden Stabilitdt gegenuber-M2rcaptethanol aus. Der oktaedrische
RutheniumKomplex 41 ist prinzipgell ein interessanter Kandidat, da er aufgrund der
Symmetrie und der meridionalen Koordination keine Enantiomere bilden kann und
Modifikationen ~am  dreizdhnigen Liganden denkbar sind. Dd&uthenium
Halbsandwichkomplex38 stellt den besten Kandidaten dar: iMseiner relativ kleinen
Ligandensphéare findet er irhumlich begrenztenEnzymaschenam ehestenPlatz, durch

seine Stabilitaterwies er sich fur biologische Untersuchungen geeign&ie ldentifikation

der Regioisomere konntgia NOESYpektroskopie gektt werden Zuletzt muss erwéhnt
werden, dass Modifikationen ant-GHs-Ring aus fritheren Publikationen des Arbeitskreises
etabliert sind und einen schnellen Aufbaon Substanzbibliotheken erlaub&i’ 8!
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3.1.5 Identifkation der Zielenzymeson 3

Um einen Eindruck tber die Enzyminhibierung dBs(' >-GHs)(CO)Komplexes38 zu
gewinnen wurde ein Screening der FirnliNoMESCANgegen 442 Kinasen (davon 386 native)
durchgefuhrti®%° Dabei werden Kinasen, die mit einem DNdg versehen sind,
verwendet. Jeweils passende Liganden, die auf einem Festkorper immobilisiert wurden
binden bei Abwesenheit eines Inhibitors die KingSehemadl8, A). In Gegenwart eines
kompetitiven oder allosterischen Inhibitors wird die Immoblisieruley Kinase unterdruckt
(Schemal8, B. und C.)Nach Waschschritten zur Abtrennung der ungebundenen Kinase
erfolgt die Quantifizierung der immobilisierten Kinase unter Verwendung desT2igsamit

Hilfe einer quantitativen PolymeraskettenReaktion §PCR, wantitative Polymerase Chain
Reaction)Die9 NAS o0y A &4 S -deregY SIWER X ¥ S aafid lggbehemeSdirekiy
Auskunft Uber die l&g-Werte.

. B .

immobilisierter : : schlechterer
K DNA-T
Ligand inase mit ag Inhibitor

A. + B. i C.

> g
W@Oﬁjau% %g%:@%

H Waschschritt

E

Kontrolle E kleine "% der Kontrolle" : groBe "% der Kontrolle"

Schemal8. Prinzip des Kinasescreenings wWRomMscANDscovRY): A. Kinase mit DNAag bindet ungehindert an den
immobilisierten Ligand (Kontrolle). B. Unterdriickung der KiskdgandBindung durch konkurierenden Inhibitor. C. Kinase
LigandBindung in Anwesenheit eines schlechteren Inhibitors. Die fimerung der immobilisierten Kinase erfolgt nach
einem Waschschritt per gPCR des BN#ys
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In Anbetracht der geringen Molekilgrof3e und der recht hohambitorkonzentrationvon

10 um zeigt der Komplex annehmbare Selektivitat. EIf der getesteten Kinasegneinen
%-der-KontrolleWert von unter einem Prozenauf. Die aussichtsreichsten Kandidaten
stellen dabei HIPK2, HIPK4, YSK4 (jeweils 0% der Kontrolle), CLK1 (0.15% der Kontrolle) und
MNK2 (0.20% der Kontrolle) dar, die sich auf vier verschieddkse des
Kinasedendrogramms verteilen. Eine besondere Haufung von Treffern tritt dabei im-CMGC
Ast des Dendrogramms auf (Abbildu®).

TKL
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.- .. . ! .. STE
-' ‘q-\\“ o | -““I ¢ ® ‘
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= 7 ‘..‘ ! % der Kontrolle

e @ w
-. ® 0%

2 IR @® 01-1%
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oMae ® 5-10%
e CAMK °* 10-35%

> 35%

Abbildung 42. Graphische Darstellung der Ergebnisse des KiBSaseeninggKINOMESCAN von 38. Die Grol3e der roten
Kreise korreliert mit der Kinaseinhibition, ihre Lage ist durch die Zugehdrigkeit zu verschiedenen Unterfamilien festgelegt.

Um die Potenaon 38 abzuschatzen wurde zunachst deggtd/ert gegen HIPK2 (0% der
Kontrolle) bestimmt. Bei einer AT#onzentration von 10Qm konnte im gewéhlten
Konzentrationsbereich bis 30 keine Inhibition festgestellt werden, was generell fur eine
schlechte Inhibierung spricht. Bei Verringerung der-KdRzentration auf 2im wurde nach
einer Doppebedimmung ein Ig-Wert von453nm erhalten. Die Bestimmung dess¢@Verts
gegen MNK2 (0.20% der Kontro]legi einer ATHKonzentration von 2.fMm, resultierte nach
einer Doppelbestimmungn 5.2um. Die erhaltenen I§g-Werte der beiden reprasentativen
ScreaingTreffer verdeutlichten dass38 einen malRig guterKinaseinhibitor darstellt, da
selbst bei sehr geringer Substratkonkurrenz ndieistellig nanomolare bis niedge
mikromolare Werte erhalten wualen.

Als Begrindung fur die grol3e Diskrepanz zwischenSibeeeningErgebnissen und denge
Werten konnte die Screeningethode in Kombination mit der groRen Ahnlichkeit von ATP
und PharmakophorligandhiFrage kommen. Das Screeningréaiin Abwesenheit von ATP
durchgefuhrt Kinasen, die eine grof3e Affinitat 38 und damit zum Pharmakophorligand
besitzen, werderper segleichermaliereine hohe Affinitdt zu ATP aufweisen. Da ATP in
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menschlichen Zellen in Konzentrationeon ca.5 mm auftritt und im Vergleich zum Komplex
zusatzliche Wasserstoffbriickenbindungen zur Riboseeinheit und den Phosphatresten
ausbilden kann besteht der Inhibitor in der Konkurrenzsituation eventualicht. Die
Aufgabenstellung igser Arbeitbestandjedoch dam den Fokus weg von Kinasen auf andere
Nukleotidbindende Enzyme zu lenkesn dasslieser Tatsache andererseits etwas Positives
abgewonnen werdetkanrn Selektivitdtsprobleme bezuglich der gleichzeitigen Iioibivon
Kinasen sollten mit diesem Systemeimtergeordnete Rolle spielen.

Die FirmaAcTIKBIOSCIENCHSIC bietet ein Screening fir ATPasen an, bei déenbindungen

in diesem Falgegen 19Nukledid-abhangige Enzyme getestet mden.'®'%% Der Assay

beruht auf dem Einsatz von Sondenmolekilgml der Existenz konservierter Lysine in vielen
ATPasen. Die Sonden bestehen aus ADP beziehungsweise ATP, die Uber reaktive
Acylphosphatgruppen mit einem Biotifagverbunden sind. Bindet die Sonde innerhalb der
aktiven Tasche, kann ein nukleophiler Arfgdér ¥-NH-Gruppe des konservierten Lysins
erfolgen und es entstehen jeweils ADP oder ATP und das Enzym mit-lBibg&h
(Schemadl9).

NH; ATPase NH; ATPase
X N B N
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< H N <
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»@ “~O1g-Ol L0, /Biotin-Tag —QV"’/O 2-0 21bm OZ\B'O"”'T&Q
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Schemal9. Reaktionder ¥-NH-Gruppe eines konservierten Lysins eiitem Sondenmolekil. Neben ADP beziehungsweise

ATP wird ein Enzym mit Biofirabel gebildet.
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Das Zelllysat von Ha0-Zellen wird in Abwesenhei{Schema&0, A.) und Anwesenheit
(Schema&0, B.)des zu untersuchenden Hibitors mit molekularen Sonden versetzt. Diese
binden in den zugéanglichen aktiven Taschen diedMarkierung der jeweiligen ATPasen mit
dem BiotinTag erfolgt laut Schemd9. Nach Reduktion mit DTT und Blockierung der
CysteinSeitenkettenwerden die Enzyme per Gelfiltration von Uberschissigen Reagenzien
befreit. Ein tryptischer Verdau spaltet die Enzyme in Peptidfragmente. Die Biatikierten
Peptidfragmente werden durch Bindung an immobilisiertes Streptavidin angereichert und
ungebunder Peptidfragmente infolgenden Waschschritt entfernt. Nach Eluierung der
Biotinrmarkierten Peptidfragmente erfolgt deren Analysierung anhand quoantitativer LG

MS. Durch Vergleich der Signalintensitét in den jeweiligen Spektren kann eine Aussage tber
die Affinitat der Testverbindung zu den jeweiligen Enzymen getroffen werden.
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Schema20. Schematische Darstellung des ATP&seenings AcTIX BiosclENCESNC). A. Kontrollprobe: Inkubation des
Zellysats mit molekularen Sonden, um alle zugénglichen Enzymtaschen zu markieren. B. Die Bindung des Inhibitors

unterdriickt die Markierung seines Zielenzyms. Infolgedessen fallt die Signalintensitéat des Zielenzyms bei der quantitativen
LGMS-Analyse geringeaus.
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Abbildung43. Graphische Darstellung des Ergebnisses des AT3asening$AcTIK) von38 mit HL-60-Zelllysat

Der racemische Rutheniuiomplex 38 wurde bei einer Konzentration von 1Q
untersucht. Abermals wurde nur eine begrenzte Anzahl von Enzymen inhibiert, was fir die
Selektivitat des Inhibitors spricht (AbbilduAg8). Zu den am starksten inhibierten Enzymen
gehoten neben Midasin (90.2%) und dem MidgMBDN1}Homolog (90.4%), dasAD
Protein (86.5%), MTHT2.2% und 46.8%), sowie die ACEratSynthasg60.36): Midasin

ist eine AAAATPase (56KDa), die fur das Zelluberleben wichtig ist. Es ist in Eukaryoten hoch
konserviert und bei Hefen im Zellkern lokalisiert, was zu der Anndtihtg dass es sich bei
Midasin um ein Chaperon handelt. Seine A2dgkmane ist evolutionar weitlaufig mit der
AAADomane von Dynein verwandt, dessen Microtuigihdungsdomane scheint aber nicht
vorhanden zu seift®

Das CAD Protein stellt einen Multienzymkomplex dar, der die drei Doménen Glutamin
abhéngige Carbamc¥hosphat Synttase (CPS2), Aspar@arbamoyltransferase und
Dihydroorotase enthalt. Es fasst vier enzymatische Schritte dé novo
Pyrimidinbiosythese zusammen und enthalt zwei AGPasp Doménen in der ATP
abhangigen CPS2omane, von denen die zweite den Rutheniumkompb8xbindet %

CPS2 katalysiert den geschwindigkeitsbestimmenden Schritt der Pyrimidinbiosynthese und
wird durch den MARKinaseSignalweg aktivie®t®® In einigen Tumorzellen ist CPS2
Uberexprimiert, was es prinzipiell zu einem interessanten Zielenzym fir die Krebstherapie
macht !

Als Zielenzym fur Untersughgen zur Inhibierung durcB8 wurde MTH1 gewé&hlt. MutT
Homolog 1 (MTH1) gehort zur Uberfamilie der Nudix HydrolaBekatalysiert die Hydrolyse
oxidierter Nukleaidtriphosphate wie 80xodGTPund 80OxodATP,zu den jeweiligen
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Monophosphaten und verhindert somit deren Einbau in die DRIA®® Als Teil der
Reparaturmaschinerie der Zellen verhindert MTH1 somit Basenfehlpaarungen und
resultierende DNADoppelstrangbriiche, was es zu einem interessanten Zielenzym fur die
Tumortherapie machen konnte, da der Anteil von oxidiertdokleosidriphosphaten in
bestimmte Krebsarten erhoht i§°1"% Die Kristallstruktur von MTH1 mit gebundenem
8-Oxodeoxyguanosirmonophopshat (8-OxodGMP) wurde 2011 verdffentlicht” und
bisher sind kein@iedrigmolekulare Inhibitoren bekannt. Potente und selektive Inhibitoren
konnten daher einen wichtigen Beitrag als Werkzeuge der chemischen Biologie leisten, um
die Effekte der Inhibition von MTH1 und Mdglichkeiten in der Wirkstoffsynthese zu
untersuchen.

59



3. Eigene Arbeiten

3.2Untersuchungen zur MTH4nhibition ¢ Entdeckung der neuen Leitstruktur

3.2.1 RutheniumHalbsandwiclikomplex 38 als Ausgangspunkt

Um eine Aussage Uber die Potevan 38 und spatere Modifikationen treffen zu kénnen,
musste zundchstin Enzymassaytabliert werden.Die Proteinexpression unghufreinigung
wurde vonKaTIAKRALINGUr Proteinkristallisationsexperimente erfolgreich durchgefuhrt. Das
aktive MTH1 wurde ebenfalls fir den Assay verwend@gé Aktivitdt von MTH1 wurde in
Anwesenheit verschiedener Inhibitorkeentrationen ermittelt, indemder Umsatz des
Substrates (8dxodGTP) zum Produkt{8xcdGMP) der enzymatischen Hydrolyse per HPLC
bestimmt wurde (Schema&1l). Dazu wurden zunachst die Retentionszeiten der beiden
Verbindungen bei den ElutionsbedingungemKistiscte Eluierung, 100nm NaHPQ-NaOH
(pH 5.5)/ MeOH 95:5, FluRrate:mL/min) bestimmt Deren unterschiedliche Lage erlaubt
die Quantifizierung durch den Integralwert der Sign@bbildung44).*™!

? n 2 n

HN)tN HN N
= MTH1 )ﬁi =

HZN)\\N N )\\N N

o} o}
— — ~  HN + PP,
o) o)

@v,,/OPPP @"I,/OP

HO HO

Schema21. Hydrolyse von ®©xodGTP zu-®xodGMP und Pyrophosphat (fPRatalysiert durch MTH1.
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Abbildung 44. Chromatogramme(U\tDetektion bei 293im) von 80xodGTP (links Retentionszeit: 4.8win) und
8-OxadGMP (rechtsRetentionszeit: 8.8fhin) bei isokratischer Eluierung mio0mm NaHPQ-NaOH (pH 5.5)/ MeOH 95:5
und einer FluRrate von thL/min (Purosphé? STARRR18e, 5pum, MERCKGA).

Zur Bestimmung voller Enzymaktivi{@ontrolle)wurde DMSO (L) mit gereinigtem MTH1
(EndkonzentratiorLlO nm, 6uL) in Puffer (5nm MgCh und 100mm TrisHCI (pH 8.5), 44L)
30min vorinkubiert und die Reaktion durch Zugabe des Substra8e@xocdGTP
(Endkonzentration 2w, 6 L) gestartet. Analog dazu erfolgte die Aktivitdtsbestimmung in
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Anwesenheit

des Inhibitors durch Vorinkubation mit

DMSIsungen bekannter

Inhibitorkonzentrationen (GL). Nach einer Inkubationszeit von mih bei 37°C und
200rpm wurde die M§™-abhangige Enzymreaktion durch Zugabe iskalter wassriger
NaEDTALGsung (50nm, 20ulL) beendet.Aliquots der Reaktionsmischung (2B) wurden

mit Hilfe von HPLC analysiert

und die

Enzymaktivitat

haterschiedlicher

Inhibitorkonzentration durchQuantifizierung der Produktbildungestimmt. Die Lange der
Inkubationszeit wurde dabei destgesetzt dass der Umsatz der Kontrollprobe bei etwa 30%
lag (Abbildungt5, A.). Der Konzentrationsbereich des Inhibitors wurde so gewéhlt, dass bei
der hdchsten Konzentration annéhernd keine Enzymaktivitat (Abbildén@.) und bei der
niedrigstenKonzentration etwa volle Enzymaktivitat (Abbildutg D.) beobachtet wurden.

Im dazwischen liegenden Konzentrationsbereich wurden etwa vier Messpunkte gewahlt
(représentativ daftr das Chromatogramm in AbbilddagC.).
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Abbildung45. ChromatogrammégU\£Detektion bei 2931im) der Kontrollprobe mit voller Enzymaktivitat (A.), bei hoher (B.),
mittlerer (C.) und niedger Inhibitorkonzentration (Dhei isokratischer Eluierung nfioOmm NaH,PQ-NaOH (pH 5.5)/
MeOH 95:5 und einer#rate von ImL/min (Purosphe? STARRR18e, 5um, MERCKGA).

Die Eluierung er Inhibitoren erfolgte unter diesen Bedingungen etwa ngdhg 25 min und
konnte bei sehr hohen Inhibitorkonzentrationen als extrem verbreitertes Signal beobachtet
werden.Als Nachteil dieses Assays muss die sehr lange Messzeit genannt waiedaber
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toleriert werden kann, da sich die Zusammensetzung der Messproben Uber einen Zeitraum
von mindestens 24 Stunden nicht messbar verandeDesweiteren handelt es siatine
Endpunktbestimmung und nicht um einekontinuierliche Messung so dass die
Inkubationszeit nicht wahrend der Messungerlangert werden kann. Die manuelle
Integration der Chromatogramme birgt Fehlerpotential und dieninimale
Substratkonzentration ist durch diealshweisgrenze der Sigirategralelimitiert. Ein Vortell
dieses Assays stellt das direkte Nachweisverfahren dar. Der Verzicht auf eine
enzymgekoppelte Nachweisreaktion verringert die Fehleranfalligkeit und im Gegensatz zu
photometrischen Nachweisverfahremon Pyrophosphat ist der Assay kompatibel zu den
Eigenschaften der Organometallinhibitoren wie Eigenfarbe agwrtabsorption.

1,2 1
1,0 1
0,8

06 - IC,,= 151 uM

Aktivitaet

0,4

0,2

0,0 T T
1E-5 1E-4 1E-3

Konzentration / molL™

Abbildung46. Bestimmung de$G-Wertsvon 38 gegen MTHit Hilfe dersigmoidal@ Ausgleichskurve

Der bestimmte I1§-Wert von 38 gegen MTH1 ist mitl51um als Ausgangspunkt der
Untersuchungen verninftig, insbesondere in Anbetracht der Tatsache, dass die Verbindung
noch vielfaltige Madoglichkeiten zur Optimierung bietet (Abbilddieg). Fir besagte
Optimierung der Bindungsaffinitat ist es essentiell die Geghbgen in der Bindungstasche

des Enzyms abschatzen zu kdnnen. Das Auftreten von Wasséritofendonoren odec
akzeptoren des Proteins in der Nahe des Inhibitors kann durch Einfuhrung komplementéarer
Gruppen zu einer Steigerung der Affinitdt fihren. DAghandensein einer unbesetzten
lipophilen Enzymkavitdt kann die InhibitBnzymBindung durch Einbringung unpolarer
Gruppen und damit verbundender vANDERWAALSWechselwirkungen verstarken. Im
vorliegenden Inhibitor kommt der Lage des Rutheniumzentrunt demit der Position des
Carbony und Cyclopentadiemylliganden eine immense Bedeutung zu, da sie erstens einen
grolR3en sterischen Bedarf besitzen und speziell letzterer fur Modifikationen préadestiniert
scheint.
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Da zu diesem Zeitpunkt keif@-Kristallstruktur von 38 innerhalb der aktiven Tascherlag,

wurde zunéachst auf Informationen der 2011 veréffentlichten Struktur Ao STENMARK
zuriickgegriffert*”! Die dort beschriebenen Wechselwirkungen zwische@x@dGMP und
MTH1 konnten aufgrund des ahnlichen Ligandendesignsund unter Bertcksichtigung
einzelner Besonderheiteauf 38 Gibertragen werden (Abbildundr).

Abbildung47. 8-OxodGMP(gruin)in der aktiven Tasche von MTHWVasserstoffbriickebindungen zwischen-8xodGMP
und MTH1 sind in rot dargestellt; (PDB Code: 3ZR0).

Fur die Wechselwirkungen des Substrates sind mehrémminosaureseitenketten
verantwortlich. Tryptophan kann mit dem heteroaromatischen Purinsystém -
Wechselwirkungen eingehen, zudem wurden drei Seitenketten identifiziert: N33 und D119
sind wichtig fur die Spezifitat und D120 wird als unverzichtbar fuBtheung bezeichnet.
Uberaschenderweise werden kaum Wechselwirkungen zwischen d@xoSubstituenten

und MTH1 beobachtet, die Erkennung des oxidierten Nukleotids als Substrat erfolgt
voraussichtlichdurch Verschiebung dekactamLactimGleichgewichts auf id Seite der
LactimForm. Dieses Tautomer wird vermutlich durch denOxSubstituenten
stabilisiert!**"]

Die Anwesenheit zweier WasserstoffbriickendonorerOf$ und 2NH,) hat zur Folge, dass

fur die Bindung des Inhibitors zwei verschiedene Bindungsmodi in Betracht gezogen werden
mussen, da der-8lH-Substituent sowohl mit D119 als auch mit D120 Wassdtsiatken
eingehenkann, was in zwei verschiedenen Orientierungen resul{iibildung 48).
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Abbildung 48. Zwei mdgliche Orientierungevon 38 (griin) durch Uberlagerung mit dem@HSubstituent (a.) oder dem
2-NH,-Substituent(b.) des 80xadGMP (rot).Die Struktur vor38 wurde mit Hilfe vonCACheWork System Pro Version
7.5.0.85(FuaitswmiTeD fur optimierte Geometrie (Standardverfahreajstellt.

Durch Inkubation der von KaTJA KRALING erhaltenen MTH42Proteinkristalle mit einer
Stammlésung vonacemischen88 (Endkonzentrationl mm) konnte vonDR HOLGERSTEUBER
eine Kistallstruktur erhalten werden mit der deBindungsmoduson 38 bestimmt wurde
(Abbildung49).

Abbildung 49. Kristallstruktur von 38 (grtin)in der aktiven Tasche von MTHA/asserstoffbriickebindungen zwische8
und MTH1 sind in rot dargestellt.

Analog zurCoKiristallstruktur mit 8-OxadGMP kann auch hiereine ~ -~ -Wechselwirkung
zwischen dem heteroaromatischen Pufiystem deslinhibitors und der Tryptophan
Seitenkette auftreten. Au3erdem sind die Wasserstoffbriickenbindungen zwischen Inhibitor
und MTH1 zu erkennen. Die-Nd-Gruppe zeigt eine Wechselwirkung mit D120, dies
entspricht der Orientierung b.Abbildung49.). Eine weitee Wasserstoffbriickenbindung
wird zwischen der D11Seitenkette undN-5 des Purinsystems beobachtet. Dies wird durch
das Vorliegen ihrer protonierten Form aufgrund der unpolaren Proteinumgebung erklart,
wie zuvor in der Literatur beschrieb&i” Ein dritter polarer Kontakt wird zwischev des
Pyridylpurins und N33 beobachtet. Der -€Ci@and zeigt in Richtung einer unpolaren
Proteinregion, die von den Seitenketteler AminosaurerY7, M81 und V83 gebildet wird.
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Der' >-GsHs-Ligand ist einerseits in der N&he der hydrophoben Seitenkette vonF727und
M81, andererseits Richtung Enzymtasat#nung lokalisiert.

Bei den starren Metallkomplexenhat die Position des Metallzentrums einen
ausschlaggebenden Einfluss auf die Inhibitorbindung. Am Beispiel der Proteinkinase PAK1
konnte gezeigt werden, abs leichte Veranderungen in der Richtung der
Wasserstoffbriickenbindungen zwischen Inhibitoren und Kinase und eine leicht veranderte
Position des Metallzentrums ohne Affinitatsverlust toleriert werden konfi&h.Um die
Metallposition im vorliegenden Fall zu verdndern, wurde ein zweites Ligandengerist
entwickelt.
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3.2.2Ubergang zum Pyridylchinazolibesign

Die Verschiebung der Position des Rutheniumzentrums wird durch die Modifikation des
Pharmakophorliganden realisiert. Durch Ergsetrles 8Pyridylsubstituierten Imidazolrings

des 8Pyridylpurins durch einen-Byridytsubstituierten Benzolring entsteht ein weiterer
Pharmakophorligand, das5-(2-Pyridy)chinazolind-amin (43). Dieses soll nach &+

Aktivierung als bidentater, monoanionischer Ligand in der Lage sein stabile Metallkomplexe
zu bilden (Schem22).

NH, NH, Z |
N —
Nl N A\ :> N X 5 \N
k A\ 8 N veréndertes m
NT N N Ligandendesign N
32 43
NHz NH, = |
l Z~N \N / Verschiebung des u /
N N Rutheniumzentrums “
Ru/ N Ru\
% \C\ % C\\\
o 6]
38 44

Schema2. DieVeranderung des Ligandengeriists fiihrt zu einer Végbeimg des Rutheniumzentrunbei 38 und 44.

Ahnlich wie im Fall de8-(2-Pyridy)purin-6-amins (32) ist auch in diesem Fall die Bildung
zweier Regioisomere mdglich, da digH@ktivierung, sowohl an-8 oder als auch an-C
erfolgen kann. Dabei ist dgeplanteBildung vord4 moglicherweise durch Koordination des
Rutheniums an der konvexen Seite des Liganden, und vbiR-Substituenten ungestort,
begunstigt (Abbildung0).

NH, Z | O\\\c
X N N
| NH, RU~N7
o 4| 5 |
N 7 "Ru SN X
O Nl
C\\O kN/
44 45

Abbildung50. Mdgliche Regioisomere nachHEAKtivierung an & (44) oder G5 (45).
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3.2.3 Synthese&on 6-(2-Pyridyl)chinazolird-amin

Nach retrosynthetischen Uberlegungen kadui2-Pyridyl)chinazolird-amin @3) ausgehend
von kommerziell erhaltlichen-Aminobenzonitri(46) dargestellt werder(Schema3).

NH, 2 NH, N N
| X sc X sc
N N | e— N| X | e— :©/ | e— j@
QN/ kN/ H,N H,N
43 46
Schema23. Retrosyntheseales6-(2-Pyridyl)chinazolit-amins (43), X= Halogen.

Die ersten beiden Stufen der Synthestellten die Halogenierung voft und der Aufbau des
Pyrimidinrings dar. Die selektive Bromierung beziehumgsevlodierung in #osition der
Startverbindungd6 konnte in Anlehnung an literaturbekannte Synthesemrmittelt durch
N-Bromsuccinimid in Dichtmethan oder lodmonochlorid in Essigsauerfolgen!t’>17!
Beide Varianten wurden erfolgreich, in Ausbeuten von 69% respektive 65%, durchgefiihrt
und fuhrten bei der folgenden SriLLEKupplung in nahezu identische Ausbeuten zum
Kupplungsprodukt Aufgrund der besseren Handhabbarkeit vilrBromsuccinimid wurde
seine Verwendung dem reaktiveren lodmonochlorid vorgezogen. Die Reinigpmgl7
erfolgte durch Umkristallisation aus einem Hexan/Tol@eimisch. Der Pyrimidinring konnte
durch  Modifikation einer Literatursynthedt™ in  einer I&sungsmittdteien
Dreikomponenten Reaktion in einer Ausbeute von 91% aufgebaut werden. Die Reinigung
von 48 erfolgte durch Waschschritte mit Wasser und Ethanol (Schztha

HC(OEt); (3.2 eq) NH,

Ng S
‘CD NBS (1.0 eq) ~C Br NH4OAc (2.0 eq) Br
N
CH,Cly, 20 °C, 1 h ]@/ 120°C,1h |
HoN 22 H,N kN/I j
65% 91%
46 47 48

Schema24. Erste und zweite Stufe der Pyridylchinazeéymthese.

Beim Ringschlusdiente ortho-Ameisensauretriethylester als Synthon fir-2Cund
Ammoniumacetat fir M8. Mechanistisch betrachtet bildet sich durch eim®ppelte
Kondensationsreaktion de ortho-Esters mit der 2-NH-Gruppe und einer dritten
Kondensation mit entstandenem Ammoniak ein Amidin, das durch intramolekularen Angriff
des Nitrils den Ringschluss vollfiihrt und zumMinopyrimidin tautomerisiert.

In der letzten Stufe der Ligandensynthese erfelgtlie Einfihrung des2-Pyridyt
substituenten durch palladiukatalysierte &GBindungsknipfung in eine®riLLEKupplung
(Schem&5). Nach Saulenchromatographie konnte der finale LigéBdn einer Ausbeute
von 44% erhalten werden.
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NH, (2-py)Sn(nBu)s (1.5 eq) NH, =
Br Pd(PPh3), (0.1 eq) |
le A N N
DMF, 120 °C, 4 h |
_ : , P
N 44% kN
48 43

Schema?5. Einflihrung des-Pyridylsubstituentemit Hilfe einer SriLLeKupplung.

Ausgehend vamn kommerziell verfligbared6 konnte die Synthese voAd3demnach innerhalb

von drei Stuferund miteiner Gesamtausbeute vazB8%erfolgen Die Reinigungsmethoden
nach den ersten beiden Stufen, Umkristallisation und Waschschritte ¢dautie Synthese

des 6Bromchinazolim-amins (48) im MultigrammMal3stab. Verichen mit der Synthese

von 32 konnte durch die schutzgruppeineie Route eine Stufe und ein

saulenchromatographischer Ranngsschritvermiedenwerden, die Gesamtausbeute blieb
dennoch fast identisch.

68



3. Eigene Arbeiten

3.2.4 Untersuchungen zur Koordinationschemie d&&2-Pyridyl)chinazolind-amins

Die Koordinationsreaktionon 43 mit dem [Rul(>-GHs)(CO)(MeCN)PR-Vorlauferkomplex
wurde inN,N-Dimethylformamid bei 80C durchgefuhrtDer gelbe Rutheniumkomplex44
wurde nach saulenchromatographischer Reinigung in einer Ausbeute von 70% isoliert
(Schem&®6).

S NH, =
NH, = [Ru(77°-CsH5)(CO)(MeCN),]PFg (1.2 eq), - |
| NEt; (3.0 eq) N N
N |
N N L /
§ DMF, 80 °C, 2 h N Ru
P ~c
N % o
43 a4

Schema26. Synthese dePRyridylchinazolinkomlexe® durch GH-Aktivierung

Das'H-NMRSpektrum desrhaltenen Komplexes gibt Auskunft tiber die Position dét C
Aktivierung(Abbildung51). Im Vergleictzu43, bei dem die benachbarten Protonen-fHind
H-8) eine Kopplungskonstante von && aufweisen, sind im Spektrum des
Halbsandwichkomplexe®4 keine Kpplungen der drei Protonen des Chinazolinsystemg, (H
H-5 und H8) zu erkennen. Bei einerkEAktivierung von & mussten die Signale von den
benachbarten Protonenf und H8 als Dubletts auftreten.

| (T 1 N
77_)# .\‘__J Lﬁi,_,,.,___,_J‘l ‘U‘J'w kh_'_j\fl L__,_n, /&_i,_»’lwk;

HS H-7 H-2

owwﬁ’wﬁty .‘l | I‘Q f \WJH fL”,‘

T
5.0 us 7s [ppm]

H-8

Abbildung51. Vergleich des Aromatenbereichs &H—NMRSpektren(SOOMHz, 30K)von 43 (unten) mit44 (oben)beide
in DMSGds aufgenommen.Das Auftreten der Singuletts fir-8l und H8 bei letzterem klegt die GH-Aktivierung von
7-GH.
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3.2.5Voruntersuchungen: Komplxstabilitdt und Kinaseninhibition

Im Vorfeld zur Durchfiihrung von Screenings und Enzymassays wurde auch inoifrdde

ein Stabilitatstest in Anwesenheit vonNZercaptoethanolvia ‘H-NMR Spektroskopie analog

zu vorherigen Experimenten durchgefih(Abbildung52). Im Verlauf des Stabilitéts
experimentes wurde beobachtet, dass sich keine Verdnderungen in den Spektren tber den
Beobachtungszeitraum ergaben. Es konnte weder die Entstehung weiterer Signalsétze im
Aromatenbereich, noch das Auftreten zuditzer Signale um das Cyclopentadie8ignal
beobachtet werden. Im VergleicB8 scheint der44 sogar eine verbesserte Stabilitat
aufzuweisen.

@ i A n | I” nach 2d
A DU, », ’ -
' |\ nach 1d
- J“L‘H nulu‘wi | A .
| ’ |‘ F'| ‘|‘ | nach 5h ‘
e ,J"LJL _JU'WII'\ M N .
1 ‘| | ohne 2-Mercaptoethanol |
- __ﬁk,._J‘. _Jlu""\..Jl"‘ A ._J o

T T T
7 6 5 ppm]

Abbildung52. Ausschnittaus demlH-NMR—Spektrum(SOOMHz, 30K)von 44 (5 mm) ineiner Mischung aus DMSdy/D,0
(9:1), in Anwesenheit von-®lercaptoethanol (5mm) nach verschiedenen Zeiten aufgenommen.

Um auch hier einen Eindruck tber das Profil der inhibierten Kinasen zu gewinnenmitirde
44 ebenfalls ein KinasescreeniigNOMESCAN mit einer Inhibitorkonzentration von 1Qum
durchgefihrt (Abbildungs3).1%%1%% Die gute Selektivitatvon 38 konnte van 44 noch
Ubertroffen werden. Die Primardaten deuten auf eine geringere Anzahl an inhibierten
Kinasen hin, eine Haufung ist immer nodm CMG&wdg des Dendrogramms
auszumachenlm Gegensatzu Komplex38 besitzt nur eine Kinase einen-dér-Kontrolle
Wert von unter einem Prozent, was einem Selektivitatswert von 0.3% entspricht. Bei dieser
Kinase handelt es $sium SRPK1 (0.3% der KorlgpblDa es bei einer ATRonzentration von

1 pM nicht moglich war eine sigmoidale Ausgleichskurvdeschreiben, stellt diese jedoch
vermutlich ein falscipositives Ergebnis daBRPKWies bei einer Inhibitorkonzentration von
100uM noch eine Restaktivat von 60%auf. Die Bestimmung des J@&Werts einer zweiten
inhibierten Kinase, MNK2 (2.8% der Kontrolle), ergab bei eineik@mPentration von um

und einer Vierfachbestimmunt 6 um.
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Abbildung 53. Graphische Darstellung der Priméardaten des Kifg@eeningvon 44 (KNOMECAN. Die GroRRe der roten

Kreise korreliert mit der Inhibition der Kinasen, ihre Lage ist durch die Zugehorigkeit zu verschiedenen Unterfamilien
festgelegt.
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3.2.6Bestimmung dedG-Wertsvon 44gegen MTH1

Nach den vielversprechenden Ergebnissen der Voruntersuchungen, der verbesserten
Stabilitat und dem gunstigen Profil der Kinaseninhibierung, sollte die Bestimmungsges IC
Werts gegen MTH1 weiteren Aufschluss Uber die Eigvangi4 als MTH3nhibitor geben
(Abbildungb4).

1,24
1,04

0,8

IC_= 151 M

0,6 H

Aktivitaet

0,4 IC50: 1.10 IJM
0,2

0,0 1

1E-8 1E-7 1E-6 1E-5 1E-4 1E-3 0,01

Konzentration / molL™

Abbildung54. Gegeniiberstellung der 4&Kurvenvon 38 (rot) und 44 (schwarzgegen MTH1Der 1G-Wert von 44 ist mit
1.10pum um mehr als zwebrof3enordnungeesserals der 16-Wert von38.

Der 1Gy-Wert gegen MTHIwurde in einer Vierfachbestimmung in Gegenwart vonub
8-OxodGTPermittelt und betrug 1.10um. Verglichen mit dem vorherigen Design {45v)
fuhrte die Modifikation des Ligandengerusts zu einer deutlichen Affinitatssteigewmng
mehr als zwei Gré3enordnugen

Dieses Ergebnibegriindete die Wahl vod4 als neue Leitstruktur fur MTHIhhibitoren.
Weitere Vorteile des Pyridylchinazolinsystemssind die praktische, dreistufige
Ligandensynthese, i@ Bildung nur eines Regioisomers wahrend de-&ktivierung, die
verbesserte Stabilitaund schlie3lich das gunstidehibitionsprofil gegenuber Kinaseie
nachfolgenden Untersuchungen zur StrukAktivitatsBeziehung wurden folglich mit
modifizierten Derivaten vod4 durchgefihrt.
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3.30ptimierung der MTHA4Inhibition ¢ Struktur-WirkungsBeziehungen

3.3.1Allgemeine Betrachtungen zu Modifikationsmdglichkeiten

Ein grof3er Vorteil der Verwendung von Metallkomplexen als Enzyminhibitoren ist ihre
modulare Synthese. Durch die getrennte Synthese der beKlamplexBausteine kénnen
Verdnderungen unabh&ngig voneinander eingefuhrt degr. Im hier gewdhlten Ansatz
wurde zunachst jeveils nur eie Komponente des Komplexes, entweder der
Pharmakophorligand oder das Metallfragment variiert. Die Evaluation dieser Veranderungen
erfolgte durch Messung der Restaktivitit von MTH1 bei bestimmten Konzentrationen,
beziehungsweisalurch die jeweligen 1G-Werte. Im letzten Schritkbnnten die jeweils
besten Modifikatioren kombiniert und der resultierende|GyWert bestimmt werden
(Abbildungb5).

Modifikationen des Modifikationen des
Verbesserung __,Pharmakophorliganden ) Metallfragments . Verbesserung
der Inhibition - Leitstruktur > der Inhibition

Abbildung55. Optimierung der Leitstruktur durch Kombination dggtimierten modifizierten Bausteine.

linhibitor

bester

3.3.2 Modifikationen des Metallfragments

Zunachst wurde der Einfluss glletallfragments auf die Wirkung des Inhibitors untersucht.
Idealerweisefiihrt die EinfiUhrung der Metallkomponenteu einer gesteigerten Affinitades
Komplexes zu MTH1 im Vergleich zum Pharmakophorliga#i@éhbbildungs6).

1,24
1,04

0,8

0.6 IC,,= 258 uM

Aktivitaet

04 IC,= 1.10 uM
0,2

0,0 A

1E-8 1E-7 1E-6 1E-5 1E-4 1E-3

Konzentration / molL™

Abbildung56. Vergleich der I&-Kurven des Pharmakophorligandé8 (rot) und44 (schwarz)43inhibiert MTH1 mit einem
IGgWert von B8 um deutlich schlechter alg4.
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Der deutlich schlechtere d&£von 43 (258 um) veranschaulicht die groRe Bedeutungsde
Metallfragmentsfir die Affinitat des Inhibitors. Die Untersuchuulgr Praferenz fir den
' 5.GHs-Ligandenwurde durch @ssen Ersetzungit demebenfalls tridentaten 1,4 rithia-
cyclononanLiganden ([9]aney bewerkstelligt. Dafur wurde ein entsprechender
[RUMeCN)([9]ane$)|(SQCR).-Vorlauferkonplex  verwendet!*””  Der  Kkationische,
oktaedrische Komple4s konnte in einer Ausbeute von 36% isoliert werden (Sch2ma

— o+
NH, = | PFes
NH P [Ru(MeCN)5([9]aneS3])(SO3CF3), (1.2 eq), N
2 - | NEt; (3.0 eq) NI ~ N -
N7 N L | N
L DMF, 85 °C, 17 h N AL
s
N S
s
43 45

Schema?7. Einfuhrung deslreizahningert,4, -TrithiacyclononarLiganden.

Der semilabile AcetonitriLigandvon 45 konnte in einer abschlielBenden Reaktion durch
verschiedene monodentate Liganden ersetzt werden. Bei der Verwendung monoanionischer
Liganden resultiert ein Neutralkomplex, bei Verwendung des neutralen Carbigrayiden
folglichder Kationkomplex46 (Schem&8).

_ . _ _
NH, & PFq NH, 0 PFg
N7 SN N7 SN
| | = CO (1 bar) , | P
k = _N k pZ _C
N S/R“\ DMF, 65 °C, 16 h N S/R“\
\//S \//S
(37 g
45 46

Schema28. Substitution des serdabilen MeCNLiganden durch einen ClOganden.

Durch Verwendung des Carbosygandenenthalt der erhaltene Komplexbis auf den
verdnderten dreizdhnigen Ligandemnlje gleichen Komponenten wied4. Der sterisch
anspruchsvollerel,4, 7TrithiacyclononarlLigand besitzt einen gré3eren Platzbedald der

' 5.GHs-Ligand. Ohne basische Aufarbeitung nach deH-Aktivierung konnte eine
Verbindung isoliert werden, die ein ztgliches Signal iMiH-NMRSpektrum bei etwa
13.5ppm aufweist. Dies deutet auf eine Protonierung vod Nder N3 hin und belegt deren
erhohte Basizitat, die sich positiv auf die Ausbildung der Wasserstoffbriicken mit dem
Enzyme auswirkenkdonnte. Die Herstllung des Komplexes verdeutlicht, dass die
Verwendung verschiedener Metallvorlauferkomplexe nicht nur einen Einfluss auf die
Struktur des erhaltenen Komplexes ausibt, sondern dass sich auch dessen elektronische
Eigenschaften verdndernDer erhaltene I6-Wert von 30.4uMm spiegelt demnach die
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Gesamtheit der sterischen und elektronischen Verénderungen wieder. Dieser Wert zeigt
zwar, dass sich die Inkorporation einer unpolaren Komponente positiv auf die Affinitat
auswirkt, das Ergebnis aber nicht an @fkrfachbesseren 163-Wert von44 heranreicht.

Ein ebenfalls wichtiger Aspestellt die Vielfalt der Modifikationsméglichkeiten am-GHs-
Ringdar, die bereits etabliert sind. Ein interessanter Gesichtspunkt der Substitution am
CyclopentadienyRing ist durh dessen Rotationsmoglichkeit gegeben. Diese Flexibilitat trifft
auf die starre Struktur des restlichen Systems und ermdglicht dadurch die passende
Ausrichtung des Substituenten in der aktiven Tasche. Aus synthetischem Gesichtspunkt legt
die Einfihrung eies Methylesters am' >-GHs-Ring den Grundstein fir nachfolgende
chemische Transformationen. Diese isteraturbekannt und erfolgt zu Beginn der
VorlauferkomplexSynthese (Schen9) !5

+

Na @ PFg’ 1h [oN |,L| - PFe”
. nv Y,
A__) o  [Rub2),Cll 05eq) _h MeCN. 25 °C, 18 h Cool N7
Q\\// MeCN, 85 °C, 17 h <J_r> o 2.CO (1 bar) o
O— Q\( MeCN, 25 °C, 22 h
59% = quant. O~
47 48 49

Schema?9. Literaturbekannte Einfiihrung des Methylest8ubstituenten am 5-C‘5H5-|:\’ing.

Nach Umsetzungvon 49 mit 43 in einer Mikrowellenreaktionwurde der Methylester
Komplex50in einer Ausbeute von 84%rhalten(Schema0).

NH, = |
= N SN
NH,
| 49 (1.2 eq) U
N7 N . ) N Ru
L DMF, Mikrowelle (75 W, 80 °C, 10 min) o
N 84% S
0 o]
o]
43 50

Schema30. Synthese des MethylesteKomplexe$0.

Um die freie Carbonsaurefunktionalitith Komplexzu erhalten, war zunéchst geplaaine
Esterschutzgruppauf der Stufe des Vorlauferkomplexes zu verwenddie unter milden
Bedingungen abgespalten werden kann. In friheren Arbeiten wurde dazu der
2-Trimethylsilylethylester verwendet. Diasé&ann durch Tetrébutylammoniumfluorid in
Tetrahydrofuran bei Raumtemperatur abgespalten werféfl Dazuwurde der Ruthenium
Sandwichkmplex 48 unter basischen Bedingungen zur freien Carbons&iiremgesetzt
Danach erfolgte, unter Verwendungvon 1-Ethy}t3-(3-dimethylaminopropyl)carbodiimid
(EDCl)und Pyridin die Veresterung mit -Arimethylsilylethanal Der entstandeneEster52
erwies sichunter den nachfolgenden Photolysebedingungais stabil: Im ersten Schritt

wurde der Benzoligand photolytisch abgespalten, das als L&sungsmittel verwendete
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Acetonitril besetzt die drei freen Koordinationsstellen. Da dieser Teilschritt in quantitativer
Ausbeute abef, konnte das Rohprodukt sofort im zweiten Teilschritt der Kemn
eingesetzt werdenUnter CGAtmosphare erfolgte der Austausch eingsetonitritLiganden
gegeneinen CarbonyLiganden bei Raumtengpatur (Schema1).

+ +

Rl’J K,COj (5.3 eq) RL'J
@\(o H,O/MeCN (1:1),85°C, 1h @\(o
O— 66% OH
48 51
.
* ‘ PFe
<o PFs I
1. hv [N /
EDCI (1.3 eq), py (2.0 eq), . S N =
2-TMS-EtOH (2.0 eq) RLL MeCN, 20 °C, 16 h CrirN
. - <£ 2.CO (1 bar)
MeCN, 20 °C, 18 h Q\(O MeCN, 20 °C, 16 h @\(O
68% 0"TMS 98% 0 "TMS
52 53

SchemaB1. Synthese des-Zrimethylsilylethylestei/orlauferkomplexe§3."

Der Vorlauferemplex 53 wurde in einer Mikrowellenreaktionmit 43 umgesetzt so dass
RutheniumKomplex54 in 80%iger Ausbeute erhalten werdekonnte. Die nachfolgende
Entschiutzungsreaktion verlief in schlechter Ausbetwdr 10%(SchemeB2).

NH, &
Z N7 SN
NH
2 | 53 (1.2 eq) L |
NT N > N Ru
m _ DMF, Mikrowelle (75 W, 95 °C, 10 min) \
N 80% OT% %%
S~
™S o
43 54
NH, &
N SN
TBAF (1 M in THF, 2.0 eq) P |
N
THF, 0 °C auf 20 °C, 2 h Ru
10% HO\\% %%
o

Schema32. Synthese des PyridylchinazeKmmplexe$4 und Entschiitzung zur freien Sal®

Aus diesem Grundvurde eine Alternativsynthese fur dieses wichtige Zwischenprodukt
untersucht Dafiir wurde zunach&1™" photolysiert und quantitativ zum Vonléerkomplex
56 umgesetzt (Schema3). Halbsandwichkomple&6 konnte mit 43 umgesetzt werden und
fuhrte direkt zu55. (Schema4) Vergleicht man die Gesamtausbeute d&ausgehend von
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51 betragt diese bei der Synthesga 54 etwa 5% verglichen mit 46% bei der direkten
Synthese, so dass letzéeeinen deutlich effizienteren Zugang darstellt.

+ } PFg
PFg Il
? " rl:/IVeCN, 20°C, 16 h O\\\C\RE',N///
C&)\(O 2 I\C/lgé:\l,bgtr))"c, 16h @(o
OH quant. OH
51 56

Schema33. Synthese des Carbonsawverlauferkomplexe$§6.

NH, =
| 56 (1.2 eq)
N N X — Ru
m _ DMF, Mikrowelle (75 W, 95 °C, 10 min) \
N 46% HO\\% C\\\O
(0]
43 55

Schema34. Direkte Syntheseron 55 aus43 mit VorlauferKomplexs6.

Sowohl55 als auch der analoge Sandwichkompfixstellen wichtige Zwischenstufen fur
weitere Modifikationen dar. Im ersten Fall fuhrt di@ situ Umsetzungvon 55 mit
N-Hydroxysuccinimid und EDCI zum Aktive&térder nachfolgend mit Aminewie bei58
zum jeweiligen Amid umgesetzt werdeorite (Schemass).

1.56 (1.2 eq)
7
NH; | DMF, Mikrowelle (75 W, 95 °C, 10 min)
NS
N N — > N
m _ 2. N-Hydroxysuccinimid (1.5 eq), EDCI (1.5 eq), Cua
N DMF, 0 °C auf 20 °C Q. o o
o
43 57
NH, = |
N\
N N
MeNH, (2 M in THF, 10.0 eq) P |
> N
DMF, 0 °C auf 20 °C, 7 h Ru_
H [*N
46% 2
/N\\% o
o)

Schema35. Synthesevon 58 iiber den AktivesterKomplex57.

Im zweiten Fall wurde ein Vorlauferkomplex vBnsABETIWIARTINverwendet, bei dem der
2-Methoxyethylamidsubstituent auf der Stufe des Sandwichkomplexes eingefiihrt wurde.
Der Amidsubstituierte Sandwichkomplex konnte photolysiert werden und der
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Vorlauferkanplex59 wurde mit43 umgesetzt (Schem36). Insbesondere die Amidsynthese
Uber die Aktivesterverbindund7 bietet einen schnellen und zuverlassigen Zugang zu
verschiedensten Amiden, sodass die Madoglichkeit besteht eine Inhibitorbibliothek
aufzubauen.

“C_TN
Ru
@(O (1.2 eq)
/ 7
HN- 0 NH, |
NS
NH, Z | N x N
N 59 k pZ
N N - ) N Ru
L DMF, Mikrowelle (75 W, 95 °C, 12 min) o
N 20% HT% %
\O/\/ Y
43 60

Schema36. Synthese des-RlethoxyethylamidKomplexe$0 mit dem modifizierten Vorlauferkomple3.

Um den Einfluss der Carbonylgruppe zu untersuchen wdedeéEsterSubstituent vorb4 zur
HydroxymethyiGruppereduziert. Dies konnte mitlilfe vonLithiumalumiumhydrid realisiert
werden (Schema7).

=
NH, | NH, _
N SN <
L | LAH (3.0 eq) NI N
N Ru > m = /
THF,0°Cauf20°C, 1h N Ru

¢
o % 18% % .,
/\/ HO Yo

54 61

Schema37. Reduktionvon 54 zum 2Hydroxymethydsubstituierten Kompleg1.

Dievielfaltigen Modifikationsméglichkeiten dés-GHs-Liganen kénnen auf verschiedenen
Ebenen der Synthesesequenz durchgefiihrt werden. Somit wird einerseits der Zugang zu
einer groBen Anzahl an Verbindungen erleichtert, andererseits kénnen bevorzugte
Substiuenten eventuell bereits auf der Stufe der Vorlauferkomplexe eingefihrt werden, um
die Anzahl der Reaktionsstufen auf Komplexebene zu verringern.
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Der Einfluss der Substituenten auf die Affinitat der Komplexe wurde durch Messung der
Enzymaktivitatenvon MTH1 in Anwesenheitverschiedenerinhibitoren untersucht. Dazu
wurden ihre IG-Werte bestimmt (Abbildun?7).

NH, = ‘ NH, =
NH, X X ‘
. oLy GO0
N
N/ Ru kN/ R/u

b
N R N N
o J% e s e, NS e H c.
‘\\o HO N HO o AP o N o
e} o o)
44 (IC40 = 1.10 pm) 61(ICsp = 1.80 M) 55 (ICsp = 400 nM) 50 (ICs = 634 1) 58 (ICsp = 3.03 M)
124
1.0 4
08 v
D
5 o6
=
Z
0.4 4
A
02
0,04
L LELELELELELY | L LRI R RL | L LB ELELLE) | b LERLELELELLL | L
1E-8 1E-7 1E-6 1E-5 1E-4

Kenzentration / molL "

Abbildung 57. Sigmoidale Ausgleichskurven undg®erte der' 5-(‘;\—,H&—,-substituierten Inhibitoren44, 50, 55, 58 und 61
gegen MTH1.

Im Vergleich zu44 fuhren je zwei der Substituenten zschlechteren beziehungsweise
besseren I§g-Werten. Der Amiesubstituierte KompleX%8 zeigt dabei die geringste Affinitat

zu MTH1 mit einemGye-Wert von 303 uMm, darauf folgt der Hydroxymethdubstituierte
Komplex61 (1.80 um). De Methylester 50 und Carbonsaursubstituierten Komplex 55

sind etwa umden Faktor zwei besser al§4 (634nm beziehungsweise 40@M). Diese
Ergebnisse deuten darauf hin, dass sich das amidische NH in der aktiven Tasche in
raumlicher Nahe zu weiteren Wasserstoffbrickendonoren befindet, was sich ungunstig auf
die Inhibitorbindung auswirkt. Die Bedeutung der Carbonyleinheit Wwadder Betrachtung

des IGgWerts von61 deutlich. Dieser ist etwaum den Faktor zweischlechterals der Gy

Wert von 44. Verbindung55 besitzt den besten KgWert, dennoch bietet die Klasse der
Ester durch Verdnderungen der Seitenkette zahlreiche Mdglichkeitelre
Bindungseigenschaften zu optimieren. Sowohl defritnethylsilylethylester als auch das
2-Methoxyethylamin zeigten bei Untersuchung der Enzymaktivitat jeweils hdhere
Restaktivtaten als bereits untersuchte Vergleichsverbindungen, daher wurde auf die
Bestimmung ihrer 165-Werte verzichtet.
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Der Aufbau einer EsteBibliothek lonnte in einer zweitstufigen Eintopfreaktion erfolgen, bei
der Aktivester 55 ohne vorherige Reinigung direkt mit verschiedenen Alkoholamter
Bedingungen der milderSrecLicVeresteund®’®, umgesetzt wrde. Neben EDCI als
Kupplungsreagenz und dem entsprechenden Alkehgide zudem4-Dimethylaminopyridin
als nukleophiler Katalysator zugesetzt (Sch&g)a

NH, = |
N7 SN
NH, Z | Lo
- 56 (1.2 eq) N
- Ru
NT N N
L DMF, Mikrowelle (75 W, 95 °C, 10 min) Cu
N HO o
o)
43 55

ROH (4.0 eq - 10.0 eq) oder NH, = |

PhSH (4.0 eq), EDCI (1.5 eq), “

DMAP (4.0 eq - 10.0 eq), N N

NEt; (10.0 eq) L /

> N
DMF, 0 °C auf 20 °C, 7 h - 66 h R“\
Ca
N
15% - 39% iiber 2 Stufen R’X\\% Re)
X=0,8

Schemad8. Synthese der verschiedenéhhioEster in einer zweistufigen Eintopfreaktians43 iiber55; X = O,S, R = siehe
Tabellen Z; 6.

Dies ist der geringeren Nukleophilie der Hydroxygruppe im Vergleich zur Aminogruppe
geschuldet. Denukleophile Katalysator reagiert dabei zunachst schnell mit dem gebildeten
Kupplungsaddukt bestehend aus Carbonsaure und EDCI zu einem reaktiven Amid und
unterdrickt dadurch das Auftreten der bekannten Nebenreaktion durch dessen
intramolekulare Umlagerum zumN-Acylharnstoffderivat. Dieses reaktive Amid kann durch
Reaktion mit dem Alkohol zum gewilnschten Ester unter Freisetzung des nukleophilen
Katalysators reagieren. Die Synthese einiger Ester und eines Thioester wurd<isom
RCHTERM Zuge ihrer Bchelorarbeit durchgefihrte®!

Auf eine Isolierungvon 55 konnte verzichtet werden, was den schnellen Aufbau einer
Bibliothek vereinfachte. Die Ausbeuten der zweistufigen Sequenz lagen zwischen 15% und
39% und waren fur die Charakterisierung der Verbindungen und die Durchfiihrung der
Aktivitdtsassays ausreichend.
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Die Ausbeuten und Ergebnisse der Restaktivitdtsbestimmungen der ersten Ester und des
Phenylthioesters gegenuber MTH1 sind in Tall2dasammengefasst.

Tabelle2. Ausbeuten und Ergebnisse der Restaktivitatsbestimmungeon 62¢ 65gegen MTH1.

Inhibitor Ausbeute nach 2 Stufen | Rest&tivitat von MTH1  bei
Cinhibitor = /00NM
NH, Z |
N SN
| |
N Ru

T% e 19% 31%
o)
62
=
SN
|

N
o
N Ru
T% e 15% 39%
S o
< °
63
NH, &
N7 SN
L |
Ru
T% N 39% 11%
o o
SR
64
NH, &
N7 SN
L
N Ru
T% AN 20% nicht bestimmt
— O \\O
=, L

Der Phenylested4 zeigte die niedrigste Restaktivitat nach der Doppelbestimmung. Sgin IC
Wert von 287nM wurde in einer Vierfachbestimmungermittelt. Dieses Ergebnis
verdeutlicht, dass ein passender Es&ubstituent in der Lagist, die Bindungseigenschaften
zu verbessern und die Affinitat der freien S&ure zu Ubertreffen.

Der Aktivester57, der als Synthesevorstufe fidie Amidbibliotheken synthetisiert wurde,
Uberraschte nacHJntersuchungseinesiGoy-Werts Mit 76 nm ist er etwa um Faktoracht
besser algler 1G-Wert von50 und noch um Faktodrei bis vierbesserverglichen mit64
(Abbildung58).
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Abbildung58. Sigmoidale Ausgleichskuruad 1G,-Wert des Aktivester§7 gegen MTH1

Da57 bei Umgebungstemperaturaschmit Aminen unter Ausbildung von Amiden reagiert
und diese in Form vort-Aminogruppen derLysinSeitenketten in der aktiven Tasche von
MTH1 vorliegenkdnnte eine Reaktion zwischen Inhibitor und Enzgls Gund fir die hohe
Affinitat von 57 in Betracht gezogen werdeiie Nukleophilieder Aminogruppenvon K23
und K38 spielte schobei der Reaktiormit der ADP beziehungsweise ATHondebeim
ATPasescreenindAcTiX) eine RolldAbbildungs9).

Abbildung59. Position von K23 (links) und K38 (reclisjer Nahe deSS-QHs-Liganden VOr38.
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Die Inhibierung wirde somit von einer reversiblen Inhibierung in eine irreversible
Inhibieung Ubergehen. Zur Untersuchundg 57 tatsachlich einechemisch stabile kovalente
Bindung mit MTH1 eingehtvurde versucht das MTHhibitor-Addukt (Abbildung60) per
Proteinmassenspektrometri&on DR UWELINNEaus der Massenspektrometri&bteilung des
Fachbereichs Chemmachzuweisen.

NH, Z |
\S
N™X N
U /
N Ru\
o C\\\o

Abbildung60. MTHZInhibitor-Addukt nach Reaktioainers-Aminogruppemit 57.

Dafur wurde MTH1 bei Raumtemperatur und bei°87fir 3amin mit drei Aquivalenters7

und zur Kontrolle mit DMSO iunkiert. Vonden dreiProben wurde die Proteinmassait
Hilfe von Massenspektrometrie untersuchtn der Kontrollprobe wurde, wie zu erwarten
war, die Proteinmasse von MTH1 (1823222) nachgewieserNach Inkubation mi67 bei
Raumtemperatur und bei 37TCwurden neben 18232Da auchgrof3ere Massendetektiert:
18674Da beziehungsweise 1860& Die Massendifferenzen betrugen 442Da
beziehungsweise 44a. Nach Ausbildung einer kovalenten Amidbindung zwischen MTH1
und dem Inhibitor sollte sich die Masse um 438 erh6hen. Somit deutet das Ergebnis der
Proteinmassenspektrometrie auf das Vorliegen eines InhidtdHX:Addukts im Verhaltnis
1:1 hin.

Da ausschliel3lich das 3Addukt identifiziert wurdescheint nur eine LysiSeitenkette als
Reaktionspartner mi57 zu fungieren. Um diese zu identifizieren sollten die Peptidfragmente
des Addukts nach einem tryptischen Verdau untersucht werden. Ein erster gescheiterter
tryptischer Enzymverdau offenbarte die Nachteile eines reaktiven Inhibi&fs.eagiert

wohl unselekiv mit Nukleophilen, so dass die katalytische Triade der Serinprotease Trypsin
maoglicherweise durchReaktionder SerirSeitenkette inaktiviert wurdeDieses Problem
konnte durch einen zusatzlichen Gelfiltrationsschritt zwischen Inkubation und Verdau gelts
werden, da hierbei der ungebundene Inhibiter abgetrennt wurde Es zeigte sigldassdas
PeptidfragmentDMWPDDSYWFPLLLQK&K modifizierte Lysibeitenkette (K*) enthaltin
Abbildung6l wird deutlich, dass sowohl der gefundenm/z-Wert als auch das
Aufspaltungsmuster mit dem berechneten Spektrum dbereinstimmen. Wider Erwarten
handelt es sich bei dem modifzten Lysin weder um K23 noch um K38, die sich in der Nahe
der aktiven Tasche von MTH1 befinden, sondern um K130, das sich an der Enzymoberflache
in groRem Abstand zur aktiven Tasche befindet (Abbildi)g
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10 1312.5373 .
1313 5385 gefunden fiir

DMWPDDSYWFPLLLOKK-Inhibitor-Addukt

13140389
1312.0302
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Abbildung61. Vergleich der Massespektreter berechnetenMasse(unten) mit der gefundenen Masse (oben).

Abbildung62. CoKiristallstruktur vorB9und MTH1. K130, das n&i¥ reagiert, ist in rot dargestellt.

Damitkonnte entweder ein allosterischer Effekt fur die Inibn von MTH1 verantwortlich
oder 57 stellt unabhangig von der kovalenten Bindung einen sehr guten kompetitiven
Inhibitor dar. Zu diesem Zweck wurden weitere Verbindungen synthetisiert died
jeweiligen Restaktivitaten bestimmtDie Reaktivitat von Aktivesten kann Uber ihre
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elektronenzieheden Eigenschaften moduliert werden. Deshalb wurde détitBophenyt
und 4Nitrophenylester analog zu den vorherigen Estern in Sch&®asynthetisiert
(Tabelle3).

Tabelle3. Ausbeuter und Ergebnisse der Restaktivitédtsbestimmungen 66 und 67 gegen MTH1.

Inhibitor Ausbeute nach 2 Stufen | Rest&ktivitat von MTH1 bei

Cinhibitor = 700NM
NH,
Sy
L
O,N

4
SN
1)
T% e 24% 44%
o

2 o}
ol

6
NH,
N
L
N

6
“
\N
4,
w% o 38% 57%

\\\O
3 °

O,N 67

Die Verbingungern66 und 67 zeichneten sich durch relativ hohe Restaktivitateom MTH1
aus sadass ihe IGyWerte nicht bestimmt wurde. Die Wasserstoffbriicke-
akzeptorpositionen an der Est8eitenkette vorb7 konnen von MethoxyBubstituenten am
Phenylringhachgeahmiwerden. Dieelektronenreich@ Substituenterfiihren dazu, dass sich
die elektronischen Eigenschaften im Vergleich zum elektramaen Aktivester 57
umkehren wodurch keine Reaktion mit Nukleophilen auftreten sollte
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Die I1G-Werte derMethoxyphenygster68, 69 und 70 wurde untersucht. Die Ergebnisse der
Doppelbestimmungensowie die Ausbeuten Uber diearistufige Sequenzindin Tabelle4
zusammengefasst.

Tabelle4. Ausbeuten und Ergebnisse degd@v/ert-Besimmungvon 68 ¢ 70gegen MTH1

Inhibitor Ausbeute nach 2 Stufen 1Go-Wert

NH
Sy
lN/

e}

3

16% 59nm

|
Gy,
|

2
(0]
NH,
N
L
N u

=
SN
|
Ru
8
=
\N
|
R AN
oé% %, 27% 272nM

69

NH,
N
L7

“
\N
|
Ru
AN
OT% c 39% 189nM

=

\

&

Die Verbindunger®8, 69 und 70 weisenallesamtbessere I§-Werte als64 auf. Durch den
+M- und +kFEffekt der Methoxysubstituenten kénntelen Estersauerstoffatome mehr
Elektronendichte zugesprochen werden, wodurch sie bess&vasserstoffbriicke-
akzeptorendarstellen wirden Der beste I§-Wert wurde fir68 gemesseng9 nm), beidem
sich die Methoxygruppe al8Vasserstoffbriickeakzeptor an ahnlicher Rdion wie das
Imidcarbonyl be57 befindet Bei69 (189nm) und 70 (272nm) scheint sich deSubstituent
nicht an optimaler Position zu befinden, da Wasserstoffbricken im Gegensa@NnER
WaaLsWechselwirkungen stark richtungsabhangig sind.
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Zur weiteren Untersuchung wurdesie doppeltMethoxy-substituierte Phenylester1 und
72 hergestellt und ihre 16-Werte untersucht (TabellB)

Tabelle5. Ausbeuter und Ergebnisse déGg-Wert-Bestimmungvon 71 und 72gegen MTH1.

Inhibitor Ausbeute nach 2 Stufen IGyWert

NH, = |

o 29% 35nm

D 39% 205nm

72 liegt mt seiner Affinitatgegentber MTHZwischen den Wertemon 69 und 70, demnach
fuhrt ein groRerer+M- und +I-Effekt nicht automatisch zu bessererygd/erten. Dagegen
bewirkt die Einbringung einezusatzlichen Methoxyfunktiom ortho-Positionbei 71 eine
Verbesserung de$GoWertes um etwa den Faktor zwei Die Struktur des Inhibitors im
Bereichder Seitenkette wird maf3geblich von der Konformation des Esters beeinflusst. Diese
verandert sich starkbeim Ubergang unsubstituiente beziehungsweise metal para-
substituierter Phenylestern zu ortho-beziehungsweise zweifachortho-substituierten
Phenylestern. Aus sterischen Griinden sollten alle genannten Est&Kionfiguration
vorliegen, laut Literatur unteicheiden sich die Winkel zwischen G&&, die durch
Wechselwirkungen zwischen demOrbital des Phenylrings, den-Orbitalen des freien
Elektronenpaars des Estersauerstoffatoms und detOrbitalen des Carbonylgruppe
beeinflusst werden. Liegt keinrtho-Substituent vor, liegt der Winkel der untersuchten
Phenylester zwischen 30° und 9@bbei Ester mit einem Winkel zwischen 60° und 70° dem
Minimum der Potentialfunktion der internen Rotation entsprechen. Dieses Minimum
verschiebt sich bei einfachartho-Qubstitution in einen Bereich von 80° bis 85° und bei
zwefacherortho-Substitution auf 90° (Abbildun3).11®

L0 L L

Abbildung63. Unterschiedliche Konformationen bei (un)substituierten Phenylestern; R= H, OMe.
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Zum einen ist vorstellbar, dadsr Winkelfir den Trend deAffinitaten verantwortlich ist, da

diese mit der Zunahme des Winkels korrelieren. Zum anderen kdnnten bestehende

Wasserstoffbrickebindungen zwisched-Donoren von MTH1und denH-Akzeptoren des

Inhibitors durch benachbartéeMethoxygruppeunterstitzt werden. Die verbesserte Affinitat
des doppeltortho-substituierten Phenylestar71 konnte durch die Unterstlitzung einer
Wasserstoffbriickenbindung (AbbilduBg a.) oder durch die Unterstitzung zweier solcher
Wechselwirkungen etért werden (Albildung64 b.).

a.

b,H
N
H

/// //l: vl // r’ s
o S 1
2\0 i‘%\o %\o
O\

b.

L
N
H

SN

t N,H
/H ’
// // N //
I Ao
0 2\0 }‘g\o
‘\\ /O\ \\ |
H H

- T s
N N
H H

(’)/

\ /O\

g

Abbildung64. MdglicheWasserstoffbricke zwischen Esterseitenkette und Enzymseitenketten.

Im weiteren Verlauf wurden sowohl der-Methoxy-6-methylphenylester 73 und das
2,6-Dimethoxyphenylamid@4 hergestellt und untersuchwie sich die Modifikationen auf die
Bindungsstarke auswirkerBeide wurden analog zur Reaktion aus Sch&gnsynthetisiert,
wobei im Falle des Amids auf den Zusatz dBdVMAPs als nukleophil&atalysator grzichtet

wurde (Tabelles).

Tabelle6. Ausbeuten und Ergebnisse degd@/ert-Bestimmungervon 73und 74 gegen MTH1.

Inhibitor

Ausbeute nach 2 Stufen

1Go-Wert

NH, = |

N‘\
LA

14%

616nMm

17%

1.24um

73 wurde als 2,6disubstiuierte Kontrtiverbindung synthetisiertund zeichnet sich durch
einen schlechten BgzWert von 616hM aus Erist damit sogarein schlechteer Inhibitor als
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Phenylester64. Aus struktueller Sicht sollte die Konformatiomon 73 der von 71 &hneln.
Mogliche Griundefir die schlechtere Inhibitionkbnnten zum Beispiel die Lage der
Methylgruppe in einem hydrophilen Bereich der aktiven Tasche oder die Verhinderung einer
Wasserstoffbriickewistien Inhibitorund Enzym sein (Abbildur@p a.). 74 stellt zwar im
Vergleich zum MethylamiBi8, mit einem IG-Wert von 1.24um, einen besseren Inhikot flr
MTHL1 dar, ist aber immaoch schlechter ald4. Die amidische NHHunktionalitatkénnte

zum einendie Konformation hin zeinemkleineren Winkekzwischen Phenylring und Ester
Ebenedurch eine mdgliche intramolekular@/asserstoffbriickemit einer Methoxygruppe
beeinflussen Zun anderenkdnnte eine mogliche Wechselwirkung zwisch&hund MTH1
durch die N&e zweielWasserstoffbrickedonoren gestort werden (Abbildur@p b.).

H
|
N,y ﬁ H N,
Abbildung 65. Mogliche Stérungder Inhibitor-EnzymWechselwirkung durch desterischen Effekt einer Methylgruppe (a.)

und das Vorhandensein einer amidischen-Gtippe (b.), im zweiten Fall treten eventuell zuséatzliche Auswirkungen auf die
Konformation auf.

Durch Aufbau einer Bibliothek ar-GsHs-modifizierten Komplexen und Untsuchung der
StrukturWirkungsBeziehung konntéei 71 ein Substituent gefunden werden, der einer
Verbesserung de€so-Werts umden Faktor30 verglichen mitd4 resultierte (Abbildung66.).

1,2
1,0 H

0,8

IC,=1.10 uM

0,6

Aktivitaet

0,4
IC,,=35nM

0,2

0,0

1E-9 1E-8 1E-7 1E-6 1E-5 1E-4

Konzentration / molL™

Abbildung66. Vergleich der sigmoidalen Ausgleichskurven44 (schwarzund 71 (rot) gegen MTH1
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3.3.3Modifikation desPharmakophorliganén

Nicht nurVeranderungeram Metallfragmentkonnenzu einer Erhéhung der Affinitat fuhren,
sondern auch Variationen am Pharmakophorliganden selb#&. Untersuchungen dazu
erfolgten parallel zu den zuvoreBchriebenen. Folglich wurden sie mit dem unsubstituierten
'>.GHs-Ring vorgenommen und konnten somimit 44 verglichen werden. Der
Pharmakophorligandefindet sich, im Gegensatz zum-GHs-Ring, tiefer in der aktiven
Tasche und tritt Uber -~ -Wechselwirkungen und Wasserstoffbriickenbindungen mit MTH1
in Kontakt. Zur Untersuchung der Wasserstoffbrickenbimgen wurde zunéchst die-4
Aminofunktion variiert (Abbildung?7).

NH, = OH = SNH = SN =
4 | | | |
N N N N N N N N
Lo / _ L / L / L /
N Ru__ N Ru__ N Ru__ N Ru__
Ca Cs Cx Cx
Y o g Mo g Fo X Mo

44 H 76 77
o =
|
" )
SN Ru

Abbildung67. RutheniumKomplexe nacModifikation des Pharmakophorliganden amSubstituent

Durch Einfihrung einer Hydroxgder Methylaminogruppe bleibt die Wasserstoffbriicken
donoreigenschaft erhalten, im Fall der Dimethylaminogruppe hingegen nicht. Im ersten Fall
kébnnen zwei tautomere Formen, das Chinazdhol und das Chinazol#(3H)-on, mit
vertauschtem Donot#AkzeptorMotiv vorliegen. Dies ist auch bei-@odGTP, einem
natirlichen Substrat von MTH1 der Fall und spielt womdéglich bei der Substratspezifitat
gegentber dGTP eine wichtige Rolle. Das Vorhandensein des elektronenziehenden
2-Pyridylsubstituentenkonnte demnach @e &hnliche Auswirkung auf das Tautomeren
gleichgewicht haben (AbbildurGs.).

90



3. Eigene Arbeiten

o OH y
HN N NZ N
e N =0 O N0
HNT NN —~ HNTNT N
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|
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Abbildung68. Tautomere Formen von-8xadGTP und5. Elektronenziehende Substituenten sind rot gekennzeichnet.

Die Einfuhrung der Hydroxygruppe wurde VdAEINRICHRUDY im Rahmen seiner
Bachelorarbeit durchgefuhft®”! Sie kann ausgehend vof8 innerhalb einer zweistufigen
Synthese erfolgen (Scher3f). In der ersten Stufe fihrt eine Mikrowellemterstitzte
NIEMENTOWSKReaktion zum Ringschliés bevor eineSriLLEKupplung in der zweiten Stufe
den PharmakophorligandeB0 liefert.

(0] OH (2-py)Sn(nBu); (1.2 eq) OH =
| NH,CHO (12.1 eq) | Pd(PPhs), (0.1 eq) ~ |
HO N N N
Mikrowelle (60 W, 150 °C, 45 min) t _ o-Xylol, 140 °C, 20 h m _
H2N N o N
52% 31%
78 79 80

Schemad9. Syntheseales Pharmakophorligande30.

Die Synthese des zugehorigerHalbsandwehkomplexes 81 gelang in einer
Mikrowellenreaktion in guter Ausbeute von 69% (Scheitia

OH = |
OH 5 X
| [Ru(7°-CsH5)(CO)(MeCN),]PFg (1.1 eq), NTX N
N N . . U /
l _ DMF, Mikrowelle (75 W, 95 °C, 5 min) N RU\C
N 69% % <o
80 81

Schemad0. Komplexsynthese vo8l aus80.

Die Methylgruppe & 4-NH, kénnte durch den gro3eremM- und +I-Effekt die Basizitat der
Pyrimidinstickstoffe erh6hen und somit die Starkder Wasserstoffbriicke positiv
beeinflussen. Die Einbringung zweier Methylgruppen verstarkt diesen Effekt einerseits,
andererseits verhindert siauch die Ausbildung deWasserstoffbriickezur Aminogruppe.
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Die Einfuhrung derMethylamino beziehungsweise Dimethylaminogruppe dgte durch
nukleophile, aromatische Substitution von-Bsom-4-chlor-chinazoliff®, das fiir beide
Zielverbindungen eine wichtige Vorstufe darstellt. Die beiden Liganden, sowie die jeweiligen
Komplexe wurden ebenfalls vdfeINRICHRUDYIM Verlauf seiner Bacheloragli synthetisiert
(Schemat1) 8%

o OH N,N-Diethylanilin (1.1 eq), Cl
B NH,CHO (10.0 eq) POCI; (1.0 eq)
HO r N Br N Br
Mikrowelle (60 W, 150 °C, 45 min) m _ Toluol, 120 °C, 6 h m _
HoN 77% N 84% N
82 83 84

MeNH, (40% aq., 10.0 eq)

oder X (2-py)Sn(nBu)s (1.2 eq) X =
Me,NH (40% aq., 10.0 eq Br Pd(PPh3)4 (0.1 eq) ~ |
NT™ N N
THF,20°C, 4 h ([ DMF, 140 °C, 18 h-24 h L
99% fiir X = NHMe (85) N 40% fiir X = NHMe (87) N
96% fiir X = NMe,, (86) 72% fir X = NMe,, (88)

Schemadl. Syntheseales Methylamin (87) und Dimethylaminligander88).

Die entsprechenderHalbsandwich@mplexewurden in guter Ausbeute nach Reaktion mit
dem Rutheniumvoduferkomplex erhalten (Schend®).

X =
% = [Ru(77°-CsHs)(CO)MeCN),IPF (1.1 eq), - \
| NEt; (1.3 eq) N N
N |
N N U /
§ DMF, 80 °C, 15 h N Ru
~ \C
N % SN
87 (X= NHMe)
88 (X= NMe,) 49% fiir 89 (X= NHMe)

51% fiir 90 (X= NMey)

Schemad2. Synthese der jeweiligen Ruthenidkomplexe89 und 90.

Zur Untersuchung der Affinitaton 81, 89 und 90 wurde die Restaktivitat von MTHL1 bei
einer Inhibitorkonzentration von M untersucht was etwa dem IG;-Wert von 44
entspricht Nach Doppelbestimmumeg zeigten alle Aktivitdtsbestimmungen volle
Enzymaktivitat. Be81 wird im *H-NMRSpektrum nur ein Signalsatz beobachtet, was auf die
Dominanz einer der beiden Tautomere schlielt&sst. Die Bande im Infrarotspektrum bei
n(C=0) 1672cm™ deutet auf ein Vorliegen der Amidform hilas somit inverse Donor
Akzeptormotiv kdonnte die Verschlechterung der Affinitat erklaren. Durch die Ersetzung der
6-NH,  durch  eine  Methylaminogruppe (89) wird die Ausbildung von
Wasserstoffbriickenbindungen nicht unterbunden. Dennoch scheinen die sterischen
Anspriche innerhalb der aktiven Tasche keine zusatzliche Methylgruppe zu tolerieren. Die
zweite Methylgruppebei 90 fiihrte nicht nur zu einem noch gr@&gen sterischen Anspruch
des Inhibitors, sondern unterbindet die Ausbildung Wéasserstoffbrick&omplett.
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Durch die mangelnde Flexibilitat der Inhibitoren gewinnen die sterischen Gegebenheiten der
aktiven Taschean Bedeutung. Die Untersuchung des cherneat Raums kann durch die
Einfihrung von Methylgruppen an unterschiedlichen Inhibitorpositionen erfolgen. Zuné&chst
wurden Methylgruppenam® @ NA Rt NAy 3 |y t2aA0A2¥9).n¥Y dzy R

NH, &
NS
A N
| N/ R/ —
u
N
~O0
44 91 92

Abbildung69. Einfithrung von Methylgruppenya - dz\P RPogitiBndes2-Pyridylring.

LYy RAS&aSy t2aAirdAizySy az2tftdiSs AY DS3ASyal il
Chinazolinsystem als auch zum Rutheniumzentrum ausreichend sein, um sté&fistitisse,
beispielsweise auf die Orientierung des Pyridylrings und die Komplexbildung auszuschliel3en.
Fur die Synthese der jeweiligen Pharmakophorligan®@nund 94 wurde 48 mit den
entsprechenden Zinnorganylen in eineériLLEKupplung umgesetzt(Schemal3.). Die
Zinnorganyle konnten jeweils aus-B2om-4-methylpyridin und 2Brom5-methylpyridin

durch BromLithium-Austausch und Transmetallierung mit m#iutyl)zinnchlorid hergestellt

werden °1183

(4-Me-2-py)Sn(nBu); (1.5 eq) R
NH, oder (5-Me-2-py)Sn(nBu); (1.1 eq) NH, /| 2

Pd(PPhs), (0.1 eq)
N Br 3)4 NN \N
l _ DMF, 110°C-115°C,15h u _
N N

32% fiir Ry= CHs, Rp= H,
43 47% fir Ry= H, Ry= CHy 93 (Ry= CH3 Ry=H)
94 (Ry= H, Ry= CHj)

Schema43. Synthese der Pharmakophorligand@dund 94 mit Methylgruppen am 2Pyridylring.

Die Rutheniumkomplexé1 und 92 wurden nach einer Mikrowellenreaktion in guten
Ausbeuten voneweils77% und 79% erhalten (Sched®.

R R
" a NH, & 2
NH, = | 2 [Ru(#7°~CsH5)(CO)(MeCN),]PFg (1.2 eq) N SN
NI X SN DMF, Mikrowelle (75 W, 95 °C 5 min -10 min) QN/ R/
u
kN/ o, fiir R.= - “Cy
77% fiir Ry= CHz, Rp=H, o
79% fiir Ry= H, Ry= CH,
93 (Ry= CH; R,=H) 91 (Rq= CH3 Ry=H)
94 (Ry= H, Ry= CHj) 92 (R;= H, Ry= CH3)

Schemad4. Synthese der RutheniwiKomplexe91 und 92.
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Die Bestimmung der Enzymrestaktivititen bepm Inhibitorkonzentration ergab 75%
beziehungsweise 85% fi@l und 92 und demnach eine verringerte Affinitat, sodass auf
weitere Modifikationen am Pyridylring verzichtet wurde.

Nachfolgend wurde die Auswirkgreiner Methylgruppe an-€ untersucht (Abbildun@O0).

Diese Position befindet sich zwischerlNund N3 am konservigen Pyrimidinring des
Pharmakophorliganden und sollte damit im Inneren der aktiven Tasche von MTHL1 lokalisiert
sein, so dass selbst kleine Verdnderungen eine grof3e Auswirkung auf die Affinitat des
Inhibitors haben sollten. Desweiteren muss beachtet werd#gss Substituenten nicht nur
strukturelle sondern auch elektronische Eigenschaften des Systems ver&ndern kdnnen, die
sich auf die Affinitdt auswirken kdénnen. Im konkreten Fall beeinflusst ein Substituerfan C
auch die Elektronendonorféahigkeiten der l@ambarten Pyrimidinstickstoffatome.

NH, = | NH, = |
90w oW
p—
kN/ Ru JZ\N/ RU\C
X N

44 95

Abbildung70. Einfihrung einer zuséatzlichen Methylgruppe a@.C

Die Einfuhrung einer Methylgruppe kann in der zweiten Stufe der Ligandensynthese durch
Reaktion des -Amino-5-brombenzonitrils mit Triethylorthoacetat und Ammoniumacetat,
analog zur urspringlichen Reaktion mit Triethylorthoformiat und Ammoniumacetat,
durchgefiihrtwerden. (Schemdb5).

N CH3C(OEt); (3.2 eq) NH,

<C Br NH,4OAc (6.0 eq) Br
)9 Y
140°C, 4 h )|\
HoN : Z
2 43% H,C N
47 96

Schemas5. Syntheseson 6-Brom2-methylchinazolird-amin Q6).

Im Vergleich zur Reaktion mit Triethylorthoformiat mussten die Reaktionsbedingungen leicht
verandert werden: die Reaktionstemperatur wurde auf 2@erhoht, die Reaktionszeit auf
vier Stunde verlangert und es wurde ein groRerer Uberschuss an Ammoniumacetat
verwendet der in zwei Portionen zugegeben wurddJnter den urspringlichen
Reaktionsbedingungen, die VvONnKRISTIN RCHTER getestet wurden, konnte ein
Reaktionsintermediat isoliert werden, eb dem die doppelte Kondensation der
2-Aminogruppe mit Triethylorthoacetat stattgefunden hatte, die Bildung des Amidins durch
den +iEffekt der Methylgruppgedocherschwert wurde. In Kombination mit der besseren
Loslichkeit durch die zusatzliche Methylgpe, die zu Verlusten in nachfolgenden

Waschschritten flhs, lasst sich die Verringerung der Ausbeute auf 43% erklaren.
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Die letzte Stufe der Ligandensynthese, die Einfliihrung des Pyridylsubstituenten durch eine
SriLLeKupplung verlief problemlos un@7 konnte in guter Ausbeute von 61% erhalten
werden. Die nachfolgende Komplexreaktion unter Mikrowellenbedingungen lief5ten

einer Ausbeute von 21% (Sched).

NH, = |
NH, (2-py)Sn(nBu); (1.2 eq) NH, = B ~
NN Br Pd(PPh3)4 (0.1 eq) N ~ | [Ru(7°—C5sH5)(CO)(MeCN),]PFg (1.2 eq) N‘ N }\1
N N

)\\ _ DMF, 120 °C, 15 h )I\ _ DMF, Mikrowelle (75 W, 85 °C, 15 min) )\N/ Ru__

N N oS
61% 21% o

96 97 95

Schemad6. SriLLeKupplung z®7 und anschlieBende Umsetzung zum RutherkKomplex95.

Der IG-Wert von 95 wurde in einer Vierfachmessung gegen MTH1 bestimmt und zeigte mit
einem Wert von 222m eine Verbesserung um Faktor flnf im Vergleich zur unsubstituierten
Referenzverbindung4 (Abbildung7l). In einer Literaturanalyse von mehr als 2000 Fallen
konnten LEUNGet al. zeigen, dass nur in 8% der Fallme Affinitdtssteigerung um Faktor
zehn beobachtet werden konnt® ErwartungsgemaR hat die Einfiihrung eines
Substituenten an dieser Position einen groRen Einfluss auf die Affinitat des reswudeere
RutheniumKomplexes, sodass weitere -Zsubstituierte  Komplexe synthetisiert und
hinsichtlich ihrer inhibitorischen Fahigkeiten gegen MTH1 unterswainden.
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Abbildung71. Vergleich der I§&-Kurvenvon 95 (rot) mit 44 (schwarz)

Die Einfihrung einer kleinen hydrophoben Methylgruppe miEffekt fuhrte zu einer
Verbesserung des J&Wertes. Diese Verbesserung kann einerseits durch zusatalicke
DERWAALSWechselwirkungen mit einer hydropben Region in der aktiven Tasche oder die
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