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Tabellarischer Uberblick tber die wichtigsten in di eser
Arbeit erwahnten Verbindungen
Nr. Struktur Name *E-Numme
1 Indigo E220
2 Indirubin E211
3 Indirubiq-S- £226
= sulfonsaure
4 Indirubin-3’-oxim E231
5 6-Bromindirubin E838
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Nr. Struktur Name *E-Numme
6 . _
+7 siehe Bild -
MeO R=H Staurosporin
R=0H UCM-01
NHMa
Me
M
OH
8 siehe Bild -
- HO O
cl
OH O Favopirido
HM
9 '_,-"'”' ~M . .
~z M -
+10 )\ ‘ \ siehe Bild
K"*-. —
HN N N
) TR
Ay
& R,=H,R.=H Olomoucin
1
R,=C_H., R,=CH, Roscovitin
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Nr. Struktur Name *E-Numme
> R
JiI
HN S cl
Me Me % N
N
5 | D siehe Bild .
— HOY S e
N S "‘{1
/T Me
e
R=H Purvalanol A
R = COOH Purvalanol B
H Q
N—_
( AN <
. ,«"’/ - !
|
| e
13 L siehe Bild i
+14 i\
11.________ / R
R=EBr Kenpaullon
R = NO, Alsterpaullon
Indirubin-3’-[2-(2-
15 hydroxy-ethoxy-) E564

ethyl-Joximether
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Nr. Struktur Name *E-Numme
5-Methoxy-
16 indirubin-3-oxim | =%
Indirubin-3’-(2,3-
17 dihydroxypropyl-) E804
oximether
5-Mercapto-
18 methyl-indirubin- -
3’-oxim
Indirubin-3’-[2-
19 hydroxy-2-methyl E565

propyl-Joximether
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Nr.

Struktur

Name

*E-Nummelr

HO

OH

Indirubin-3’-(2- -

D-glucopyranosyl-

oxyethyl-)
oximether

E671

5-[(2-
Hydroxymethyl)-
pyrrolidin-1-
sulfonyl-Jindirubin

6-Bromindirubin-
3’-oxim (BIO)

E839

6-Chlorindirubin
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Nr. Struktur Name *E-Numme
24 6-Ch|€)r|nQ|rub|n- i
= 3’-oxim

Indirubin-5-
25 sulfonat, -
Natriumsalz
Indirubin-5-
26 - . -
= sulfonsaurechlorid
27 5-(Piperidino- E800

sulfonyl-)indirubin
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Nr. Struktur Name *E-Numme
5-(Pyrrolidino-

28 sulfonyl-)indirubin| £SO
5-(Piperidino-

29 sulfonyl-) E812

indirubin-3’-oxim

5-(Pyrrolidino-

30 sulfonyl-) E802

indirubin-3’-oxim
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methyl-oxyimino-]
indirubin

Nr. Struktur Name *E-Numme
OH
Indirubin-3’(4-
31 hydroxybutyl-) E803
oximether
Chloracet-
33 ethanolamid i
34 Chloracet- i
= diethanolamid
HO
OH
3'-[(2-
Hydroxyethyl)
35 aminocarbonyl E805
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Nr. Struktur Name *E-Numme

OH

3'-[Bis-(2-
hydroxyethyl)
36 aminocarbonyl E806
methyl-oxyimino-]
indirubin

2-Bromoethyl-
tetra-O-acetyl - -
D-glucopyranosid

AcO

OH
5-(Piperidino-
sulfonyl)-
indirubin-3'-

(2- -D- E808
glucopyranosyl
oxyethyl-)
oximether

HO

5-(Pyrrolidino-
sulfonyl)-
indirubin-3’-
(2- -D- E811
glucopyranosyl
oxyethyl-)
oximether

HO
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Carboxyindirubin

Nr. Struktur Name *E-Numme
@)
HO
40 | o 5-Hydroxy-isatin E733
N
\
H
OAC o
orc P Isatin-5ietra-O-
41 0 | o acetyl) -D- -
ok N glucosid
OAcC \
H
HO
OH
] Indirubin-5- -D
42 hdirubin-o- -L- ES07
— ! glucopyranosid
NG
H
43 o E810
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Nr. Struktur Name *E-Numme
OH
Tris-Salz des 5-
44 Carboxyindirubing E813
5-(Dimethylamino
sulfonyl)-
45 |nd|2rub|8-3 - £690
HO (2- -D-

glucopyranosyl
ethyl-)oximether

* Die E-Nummer ist eine Arbeitsgruppeninterne Numieraing fir in der Arbeitsgruppe
synthetisierte Verbindungen
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1. Einleitung

Seit dem Altertum bedient sich die Menschheit V@etener Pflanzen und Krauter zur
Behandlung von Krankheiten. Noch heute werden eatle neue pharmakologisch aktive
Stoffe bzw. deren Leitstrukturen aus Pflanzen gewean

Auch in der traditionellen chinesischen Medizinetpn Heilkrauter eine grof3e Rolle, wobei
man hier auf einen mittlerweile tber 2000 JahrernaErfahrungsschatz zurickgreifen kann.
Bekannt sind Uber 100.000 Rezepturen zur Behandlenginterschiedlichsten Krankheiten,
wie z.B. Herz-Kreislauf-Erkrankungen, nervése Leidsowie Leiden des Atmungs- oder
Verdauungsapparates. [Zhang, 2002].

Zur Behandlung vieler chronischer Krankheiten war®. auf ein Rezept namens Danggui
Longhui Wan zurtickgegriffen, eine Wirkstoffmischuags 11 Krautern. Diese Zubereitung
erwies sich auch als ein wirksames Mittel gegeromisch myeloische Leukamie (CML).
Genauere Untersuchungen ergaben, dass die antiadtie Wirkung auf eine bestimmte
Komponente der Zubereitung zurtickzufuhren ist, d@mg Dai (Indigo naturalis). Dabei
handelt es sich um ein blau-schwarzes Pulver, dddseptkomponente der blaue Farbstoff
Indigo bildet. Die eigentliche antileukamische Wirkj ist allerdings einem Nebenbestandteil

zuzuschreiben, dem Indirubin, einem rotfarbenemmésades Indigo [Hoessel et al. 1999].

Indirubin

Abbildung 1-1 Indigo und Indirubin, Bestandteile des Quing Dai (Indigo naturalis)

In klinischen Tests an 314 CML-Patienten fuhrteeelimnerapie mit Indirubin in 26% der Falle
zu einer kompletten Remission, wahrend bei 36% pamgelle Remission zu beobachten war
[Cooperative group of clinical therapy of indirupit®80]. Dabei zeigten sich lediglich leichte
Nebenwirkungen wie Ubelkeit, Durchfall, Erbrechemd leichte Bauchschmerzen. Damit
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erwies sich Indirubin als ahnlich effektiv wie Bifam, dessen Prozentsatz an kompletter
Remission in einer Vergleichsstudie nur geringfliggpher lag, dessen haufigste

Nebenwirkung, die Knochenmarktoxizitat, im Verglezum Indirubin jedoch einen Nachteil

darstellt.

Dieses vielversprechende Ergebnis weckte ein gestes Interesse an einem eventuellen

Einsatz des Indirubins und dessen Derivaten albsiidnerapeutikum.



2. Untersuchungen zum Wirkmechanismus von IndirD@nvaten 16

2. Untersuchungen zum Wirkmechanismus von Indirubin -
Derivaten

Hinweise auf einen mdglichen Wirkmechanismus vomlirubin-Derivaten wurden in
Zusammenarbeit der Arbeitsgruppe Eisenbrand niéijer und J. Endicott gefunden.

An einem Panel von 25 Kinasen wurde die inhibitdres Aktivitat* von Indigo, Indirubin und
verschiedenen Derivaten des Indirubins untersudld. Ergebnisse zeigten, dass Indirubin
und dessen Derivate potente Inhibitoren cyclin-abiger Kinasen (CDK, cyclin dependent
kinase) sind. So liegt der 4&Wert von Indirubin fir die CDK1, CDK2, CDK4 und G5B
zwischen 2,2 uM und 12 pM, wéhrend fur die resditiiKinasen meist Werte von >100 pM
gemessen wurden. Indirubin-5-sulfonsdure hat egwh starkere inhibitorische Wirkung auf
die CDKs mit 1Go Werten zwischen 0,035 pM und 0,3 uM [Hossel et1#199].

Da CDKs in hohem MalRe an der Regulation des Zdlisylbeteiligt sind, sollte deren
Inhibition zur Deregulation desselbigen fiihren. séahlich konnte nachgewiesen werden,
dass die Behandlung mehrerer Zelllinien, untereegm Jurkat- und MCF-7 Zellen, mit
Indirubin-3’-oxim zu einem Zellzyklus-Arrest fuhrtln Abhangigkeit der Wirkstoff-
Konzentration wurde dabei ein Arrest bei G1/S aglerArrest bei G2/M beobachtet [Hossel
et al., 1999; Marko et al., 2001]. Fir die Substdf@71l, dem Indirubin-3’-(2-D-
glucopyranosyloxyethyl-)oximether, konnte weiterhireine Hemmung der pRb-
Phosphorylierung nachgewiesen werden, ein ProzefR,CDK4- und CDK2-abhangig ist
[Jacobs, 2002].

Im Laufe der Zeit hat sich herausgestellt, dasgubth-Derivate auch die Aktivitat weiterer
Proteine beeinflussen. So haben sich einige DerifaB. 6-Bromindirubin) auch als potente
Inhibitoren der Glykogensynthase-kinase-3 (GSK-®)iesen [Meijer et al., 2003]. Dieses
Enzym ist an zahlreichen biochemischen Signalwedgeteiligt, welche in verschiedenen
Tumorzellen dereguliert sind.

Sowohl die CDKs als auch die GSK3 werden durch rirmin-Derivate in einer ATP-
kompetitiven Weise gehemmt, wobei sich der Inhibito die ATP-Bindungstasche des
Enzyms einlagert. Dadurch ist die Tasche besetut,der eigentliche Phosphat-Donor ATP

kann nicht mehr gebunden werden.

* Die inhibitorische Aktivitat wird dabei in Form dé€s, - Wertes ausgedriickt, welcher die Konzentration

eines Stoffes bezeichnet, bei der die Enzymaktiitdv/ergleich zu einer unbehandelten Kontrollgreppn die

Halfte verringert wird.
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Auch die Aktivitat der STAT-Proteine {@al Transducers anddkvators of Fanscription)
und des VEGF-Rezeptors{ilermal Gowth Factor) wird durch einige Indirubin-Derivate
gehemmt [Nam et al., 2005; Jautelat et al., 2002].
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3. Weitere niedermolekulare CDK-Inhibitoren

Neben Indirubin-Derivaten sind eine Reihe weit€@BK-Inhibitoren bekannt, von denen
sich einige in der Klinischen Testung fir den Einsds Antitumorwirkstoff befinden.
Abbildung 3-1 zeigt eine Auswahl bekannter Verbimglen, wobei es sich teilweise um
wenig spezifische Kinase-Inhibitoren handelt. Aldpiel sei Staurosporin genannt, das mit
ICso-Werten im nanomolaren Bereich an der MAPK, der R PKG eine ahnliche
inhibitorische Wirkung zeigt wie an einigen CDKsirfeinen Einsatz als Antitumor-
Wirkstoff ist Staurosporin nicht geeignet, da dithvivo bereits bei therapeutisch nicht
wirksamen Dosen unerwinschte toxische Effekte ni§ausville et al., 2000]. Eine
Substitution des Wasserstoffs an Position 7 duired @H-Gruppe fuhrt mit den Derivaten
UCN-01 und UCN-02, zwei EDiastereomere des Staurosporins, zu wirksamereriiuin
therapeutische Zwecke besser geeigneten Verbinduli§&N-01, das wirksamere der beiden
Derivate, befindet sich in den USA zurzeit in Phisker klinischen Testung [Senderowicz,
2002; Kortmansky et al., 2005].
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Abbildung 3-1 Einige bekannte Inhibitoren Cyclin athdngiger Kinasen
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Das Flavonderivat Flavopiridol zeigt neben einerbund CDK4-hemmenden Wirkung
auch eine signifikantm vivo - Antitumorwirkung an Xenograft-Lungen, -Kolon-din
Brustkrebs-Tumoren [Fischer und Lane, 2000]. AuBer@rwies es sich als ein potenter
Wirkstoff gegen Prostata-Tumoren [Sedlacek etl&l96), Drees et al. (1997)] und befindet
sich ebenso wie UCN-01 in der klinischen Testuritagde | und II).

Olomoucin gilt als einer der ersten auf einem R@randgerust basierenden selektiven
CDK-Inhibitoren. Weitere Modifikation in der Struktder Seitenketten fihrten dann zu
Roscovitin, das eine 10-fach h6here CDK-Inhibitib@ ahnlicher Selektivitat aufweist. Die
bis dato héchste CDK-hemmende Wirksamkeit in deh&der Purin-Analoga zeigen
Purvalanol A und B. Sie verfiigen mitd@Nerten im ein- bis zweistelligen nanomolaren
Bereich uber eine bis zu 1000-fach starkere Wirksainals Olomoucin.

Auch die zur Gruppe der Benzazepine gehdrendendpayldie als Inhibitoren der CDK1, 2
und 5 identifiziert wurden, weisen mit KenpaullamduAlsterpaullon 1G-Werte im

nanomolaren Bereich auf.

Von den hier aufgefuhrten Verbindungen haben stalr®sporin, Flavopiridol, Kenpaullon
und Alsterpaullon auch als potente Inhibitoren@&KK-3 erwiesen [Meijer et al., 2004].

Fur Purvalanol und Roscovitin stellt die GSK-&lerdings kein Target dar.
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4. Ausgewahlte Targets von Indirubin-Derivaten

4.1. CDK

Die Zelle durchlauft wahrend ihres Lebens eineresagnten Zellzyklus, welcher in mehrere
Phasen (&Phase, S-Phase,Bhase und Mitose) unterteilt ist. Diese sind wiadedurch
verschiedene Kontrollpunkte (Checkpoints) voneimairngktrennt, an denen gepruft wird, ob
alle notwendigen Vorraussetzungen fur den Eintmittlie jeweils nachste Phase erfullt sind.
Ist dies nicht der Fall, so wird der Ubergang ia dichste Phase so lange verzogert, bis die
Fehler behoben sind, oder —bei irreparablen Fehfgroptose eingeleitet.

In der G-Phase synthetisiert die Zelle zahlreiche Baustédmneteine), die flr den Eintritt in
die néchste Phase bendétigt werden. Mit dem Eintrittie S-Phase wird dann die DNA-
Synthese eingeleitet, so dass der fir eine spéafeideilung bendétigte tetraploide
Chromosomensatz vorhanden ist. In der sich an&giden @Phase wird das vorhandene
Material auf Vollstandigkeit gepruft, bevor in deévitose die endgiltige Zellteilung
durchgefuhrt wird (siehe Abbildung 4-1).

T

£\ 72N

Abbildung 4-1: Die Phasen des Zellzyklus.

Eine entscheidende Rolle bei der Regulation degykhlis spielen Cyclin abhéngige Kinasen
(CDKs, gsclin dependent kases). Dabei handelt es sich um Serin/Threonmas@n, von
denen bisher zehn verschiedene (CDK1-10) bekandt/&iannis et al., 2003].

Kinasen sind Enzyme, die Phosphat-Reste auf spelzéi Substrate Ubertragen. Bei den
Ubertragenen Phosphat-Resten handelt es sich neiste diegPhosphat-Gruppe des ATP,

das zusammen mit dem Substrat in der Bindungstadeh&inase gebunden wird. Durch
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Phosphorylierung ihrer Substrate regulieren dieaké@m deren Aktivitat, wobei sowohl eine
Aktivierung als auch eine Deaktivierung mdglich ist

Cyclin-abhangige Kinasen konnen ihre volle Aktivigist erlangen, nachdem sie mit einem
weiteren Protein, dem Cyclin, assoziiert sind. iesdm binaren Enzymkomplex fungiert die
CDK als katalytische und das Cyclin als regulatdres Untereinheit. Fiur Séugerzellen
wurden bisher mindestens 16 verschiedene Cyclindleanrbeschreiben [Fischer und Lane,
2000], wobei die Komplexbildung nur zwischen bestitan CDK/Cyclin-Kombinationen
beobachtet wird, z.B. CDK2/Cyclin E, CDK4/Cyclin ilhd CDK1/Cyclin B. In jeder Phase
des Zellzyklus sind unterschiedliche CDK/Cyclin-Kplexe aktiv (siehe Abbildung 4-2).

Unter dem Einfluss mitogener Stimuli werden wahretet frihen G-Phase D-Cycline
synthetisiert, welche dann mit CDK4 und CDK6 as®&oen. Der entstandene Proteinkomplex
phosphoryliert daraufhin das Retinoblastom-Prof#Rb, welches im hypophosphorylierten
Zustand Transkriptionsfaktoren der E2F-Familie bindind diese dadurch inaktiviert. Wird
pRb phosphoryliert, so werden die gebundenen Traotglnsfaktoren freigesetzt und fihren
zur Expression entsprechender Gene, z.B. fir digddofolatreduktase, die Thymidinkinase
und die DNA-Polymerasa-[Johnson und Walker, 1999]. Auch die ExpressianQieline A
und E wird durch die E2F Transkriptionsfaktorermstiiert. Dadurch entsteht im weiteren
Verlauf der G-Phase unter anderem der CDK2/Cyclin E-Komplex,ched wiederum pRb
phosphoryliert und so zu einem positiven Feedbébktf Der CDK2/Cyclin E-Komplex ist
essentiell fur den Ubergang aus der G1-Phase irsdase [Fischer, P.M., 2000], wobei
Cyclin E in zahlreichen Tumorzellen stark Uberexpeit ist. So wurde in einigen Brustkrebs-
Zellinien sowohl auf mRNA- als auch auf Protein-Ebeine bis zu 64-fache Uberexpression
nachgewiesen [Wingate et al., 2005].

Wahrend der S-Phase spielt dann der CDK2/Cyclino&lilex eine zunehmend wichtigere
Rolle, da dieser die freien E2F-Transkriptionsfaé&to bindet, phosphoryliert, und somit
wieder inaktiviert [Morgan, 1997]. Die Mitose winbn den Komplexen CDK1/Cyclin B1,
B2 und B3 reguliert. Diese sorgen z.B. fur die Rasylierung von Laminen, Histon H1 und
verschiedenen Komponenten des Spindelapparatedié&/iMitose zu verlassen, miussen die
Cycline A und B zuerst abgebaut werden; ein Prgzésssen Regulation selbst von der
CDK1/Cyclin B Aktivitat abhangt [Fischer und Lar{€000)].
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Abbildung 4-2: In den verschiedenen Phasen des Zajklus sind unterschiedliche
CDK/Cyclin-Komplexe aktiv. R1 bis R3 markieren Kontrollpunkte im Zellzyklus;
.P* steht fur eine Phosphatgruppe

4.1.1. Regulation der CDK-Aktivitat

Um den korrekten Ablauf des Zellzyklus zu sichevarflgt die Zelle Uber verschiedene
Mechanismen, mit Hilfe derer die Aktivitat der CDkegyuliert wird.

Ein bereits oben erwahnter Regulationsschritt fér @DK-Aktivitat ist die Assoziation mit
Cyclinen. Dadurch erfahren die CDKs meist strukter®erdnderungen, durch die z.B. das
zu phosphorylierende Substrat einen besseren Zugandem katalytischen Zentrum des
Enzymkomplexes erhalt. Weiterhin wird in Abhéngigkder assoziierten Cycline eine
veranderte Substratspezifitat der CDKs vermuteelflano und Moreno, 1997]. Wahrend des
Zellzyklus sind die Level der verschiedenen CDK&era konstant, wahrend die Cyclin-
Konzentrationen stark oszillieren. Als Beispiel s@&r Cyclin D genannt, dessen Synthese
durch mitogene Wachstumsfaktoren stimuliert wirés daber spater wieder durch eine
Ubiquitin-vermittelte Proteolyse abgebaut wird.

Auch uUber posttranslationale Veradnderungen kannAdteritdt der CDKs reguliert werden.

So koénnen CDKs durch Phosphorylierung sowohl adtivials auch inaktiviert werden,
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abhangig von der phosphorylierten Aminoséaure. DBK@WCyclin H Komplex, auch CAK
(CDK activating knase) genannt, phosphoryliert z.B. die CDK2 am dssaurenrest Thr
160, wodurch diese eine Aktivierung erfahrt. Augr Eomplex CDK4/Cyclin D erhalt erst
durch eine CAK-vermittelte Phosphorylierung seim#ier Kinase-Aktivitat. Ein Beispiel fur
eine inaktivierende Modifikation ist die Phosphaying an Thrl4 und Tyrl5 der CDK1
durch wee/mytl Kinasen. Diese hemmende Phosphamtiewird erst nach Uberschreiten
des G2/M — Kontrollpunktes durch die Phosphatase2&dvieder rlickgangig gemacht, so
dass die CDK1/CycA/B - Komplexe nun schrittweiseiva&rt werden, und letztendlich die
fur die Zellteilung notwendigen Veranderungen intapfasma und im Zellkern herbeiftihren.
CKils (gyclin dependent ikase nhibitors) stellen eine dritte Mdglichkeit dar, digDK-
Aktivitat zu regulieren. Dabei handelt es sich uleirke Proteine, die in zwei Familien
unterteilt werden: Die p21 (oder KIP-)Familie (p2127, p57) und die p16 (oder INK4-)
Familie (p15, p16, p18, p19). Wéahrend die CKils p2t-Familie sowohl mit CDK- als auch
Cyclin-Untereinheiten interagieren ist die p16-Harauf die CDK4/6 beschrankt.

4.2. GSK-3b

Die Glykogen-Synthase Kinase-3 (GSK-3) ist eine @&Ks phylogenetisch nahe verwandte
Kinase. Vor Uber 20 Jahren entdeckt, war sie lategelediglich als ein Enzym bekannt, das
die Glycogen-Synthase phosphoryliert und dadurekktimiert. In den letzten Jahren rickte
sie jedoch wieder verstérkt in das Interesse dess@vischaft; namlich als ein Enzym, das in
zahlreiche biochemische/physiologische Signalkattealviert ist. Bei der GSK-3 handelt es
sich um eine Ser/Thr - Kinase mit zwei Isoformerskz3a und GSK-®). Zwischen diesen
beiden Isoformen besteht im Bereich der katalygsctboméane eine 97%ige Sequenz-
Homologie, lediglich aul3erhalb der katalytischemiaoe bestehen signifikante Unterschiede
(im Gegensatz zur GSKb3hat die GSK-a einen Glycin-reichen N-Terminus) [Frame S.,
Cohen, P., 2001]. Die beiden Isoformen sind beetigihrer Funktionen nicht vollstandig
redundant. So sterben Mause-Embryos mit einem hggoten Defekt am GSKE Gen
nach etwa 16 Tagen durch eine massive & tEmor necrosis facta)-induzierte Apoptose
der Hepatocyten. Der Grund dafur liegt in der esiplsSK-3 - abhéngigen Aktivierung von
NF-kB (nuclear factokB), welche dem TN& - induzierten Apoptose-Signal entgegenwirkt
[Hoeflich et al., 2000]. Dass die Mehrheit der $ud(sowie auch die vorliegende Arbeit)
sich mit derb-lsoform der GSK-3 befassen, liegt unter anderemmhaim der Tatsache

begrindet, dass diese Isoform in einem Experimeiit dar Fruchtfliege (Drosophila
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Melanogaster ) alle Funktionen von ,Shaggy“, demcktfliegen — Homologen der GSK-3,
ersetzen konnte. GSKa3war dazu nicht in der Lage [Manoukian und Wood@s02].
Andererseits gibt es auch Funktionen, die nachgetz Stand der Wissenschaft nur auf die
GSK-3a beschrankt sind. So wird die Produktion der nealem Ab-Peptide (amyloido),
deren Aggregation zu den sog. ,amyloid plaques“dmi Alzheimer Erkrankung eine Rolle
spielt, nur durch die GSKa3 nicht aber durch die GSKs3eguliert [Phiel et al., 2003].

Im Vergleich zu anderen Proteinkinasen weist di&8 einige Besonderheiten hinsichtlich
ihrer regulatorischen Eigenschaften und ihrer Sabsiezifitdt auf. In unstimulierten,
ruhenden Zellen ist sie aktiv und halt den Grof3tgiter Target—Enzyme durch
Phosphorylierung in einem inaktiven Zustand. Im &€ugner zellularen Antwort auf ein
entsprechendes Signal wird sie inaktiviert, wa® ddephosphorylierung (und dadurch eine
Aktivierung) ihrer Substrate zur Folge hat. lhr ko also die Funktion einer Art
~Suppressor-Protein” zu, das in der ruhenden Zélalie Inaktivierung seiner Targets sorgt.
Hinsichtlich ihrer Substratspezifitat ist die GSK-8ine der wenigen Kinasen, die geprimte
Substrate bevorzugt, also solche Proteine, dieitbestne oder mehrere Phosphatgruppen
tragen. Im Falle der GSKE3sollte diese Primer-Phosphatgruppe im Abstand viem
Aminosauren zu der eigentlichen zu phosphorylieeen@iminosaure liegen, wonach eine von
der GSK-® bevorzugte Priming-Sequenz wie folgt aussieht:/T®erXaa-Xaa-Xaa-Ser-
p/Thr-p, wobei Xaa fur eine beliebige Aminosaurer/Shr flr die von der GSKEB zu
phosphorylierende Aminosaure, und Ser-p/Thr-p #m deprimten Serin- bzw. Threonin —
Rest steht [Fiol et al., 1987]. Eine solche Sequeaale z.B. in der Glycogen-Synthase und
in der e-Untereinheit des elF2B gefunden, zwei GSK-3 Targets, die Uber den PI3K-
Signalweg (Rosphatidyl4nositol-3-phosphat — iKase ) reguliert werden. Neben dem PI3K -
Weg ist die GSK-B auch in den Wnt-Signalweg involviert, welcher ungaderem die
embryonale Entwicklung von Vertebraten regulieriir lie hier angesiedelten GSK-3
Targets konnte bisher nicht gezeigt werden, dassediebenfalls Uber eine Primer—

Phosphatgruppe verfiigen missen [Frame und Coheh].20
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4.2.1. Regulation der GSK-3 b - Aktivitat

Eine Mdglichkeit zur Regulation der GSK>3vurde mit der Primer - Phosphatgruppe bereits
im vorhergehenden Abschnitt beschrieben. Die G8K-Bktivitat wird in diesem Fall quasi
durch jene Kinasen reguliert, welche diese Phogpliape Ubertragen. Im Falle der Glycogen
Synthase ist die CK Il (casein kinase 1l) die ,peimde“ Kinase [Harwood, A.J, 2001]. Neben
dieser ,indirekten* Regulation sorgt eine post-slationale Phosphorylierung an $ésef*
bei GSK-&) fur eine Inaktivierung (siehe auch Kap. 4.2.2 O@I3K-Weg“), und die
Phosphorylierung an T3 (Tyr?"® bei GSK-&) fiir eine Aktivierung der GSK{8 Auch die
Kontrolle Uber die intrazellulare Verteilung der K5Sb stellt einen Regulationsmechanismus
dar. Denn obwohl die GSKB3im allgemeinen als cytosolisches Enzym betrachted, ist
sie auch im Nukleus oder den Mitochondrien zu fmdeo sie eine - im Vergleich zur
cytosolischen GSK{3 - hohere Aktivitat aufweist [Jope und Johnson,400m Laufe des
Zellzyklus andert sich z.B. der Gehalt an nukle&@&K-3J, mit einem Maximum in der S-
Phase, wodurch die Phosphorylierung von Cyclin iicll die GSK-B erleichtert wird
[Diehl et al., 1998].

Ein im Zusammenhang mit dem Wnt - Signhalweg wichtiBegulationsmechanismus ist die
Interaktion der GSK{3 mit anderen Proteinen. So dienen z.B. Axin (beir de
Phosphorylierung voh-catenin) und Presenilin (bei der Phosphorylierdeg tau - Proteins)
als eine Art ,Docking-Proteine”, die das Zusammaeeglspon Substraten mit der GSK»3und
gegebenenfalls mit primenden Kinasen) erleichteiehé auch Kap. 4.2.3 ,Der Wnt-Weg").

4.2.2. Der PI3-Kinase-Weg

Uber den Phosphatidyl-inositol-3-phosphat — Kina¥¢eg (PI3K-Weg) ist die GSKiBan
der Regulation der Glykogen-Homdoostase und an deeiRbiosynthese beteiligt. Stimulus-
Signale fur den PI3K-Weg sind z.B. Insulin und wbisdene Wachstumsfaktoren (u.a. EGF
(epidermal_gowth factor), IGF-1 (nsulin-like gowth factor 1)).

In Abbildung 4-3 ist dieser Weg schematisch skizzidach dem Binden von Insulin oder
IGF-1 an den Insulin-Rezeptor kommt es zur Phosgpieoung von Insulin-Rezeptor-Substrat
(IRS)-Proteinen, auf Grund derer sich die PI3 Kénas der Plasma-Membran anlagert und
das Second-Messenger-Molekul PIP2 zu PIP3 (Ptd!h&(B phosphoryliert. PIP3 bindet
und lokalisiert die beiden Kinasen PDK1 (3-phospbsitide-dependent protein kinasel) und
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PKB (protein kinase B), welche durch die PDK1 aktivwird, an der Plasma-Membran. Die
aktive PKB inhibiert schlieRlich die GSKe3durch Phosphorylierung an 8eiSef* bei
GSK3a). Als Resultat dieser GSK3-Hemmung kommt es zuereir(partiellen)
Dephosphorylierung —und dadurch Aktivierung- derykBgensynthase und des elF2B
(eukaryontic initiation factor 2B), welches beidebStrate der GSK-3 sind. Dadurch kommt

es letztendlich zu einer verstarkten Glykogen- Brmteinsynthese.

PIP3

PIP2 J_
. UDP-Glucose

Glykogensynthasg

(aktiv)
elF2B
> (aktiv)

Glykogensynthase
(inaktiv)

elF2B
(inaktiv)

Abbildung 4-3: Uber den PI3K-Weg ist die GSK3 an deRegulation der Glykogensynthese und der
Proteinbiosynthese beteiligt (Frame et al., 2001).

4.2.3. Der Wnt-Signal-Weg

Der Wnt-Signal-Weg spielt eine zentrale Rolle bell@achstum und -Differenzierung. Es
hat sich aul3erdem gezeigt, dass in zahlreichen fFidelten solche Gene mutiert sind, die an
diesem Signal-Weg beteiligt sind. Eine haufige Gesmnkeit dieser Gen-Defekte ist, dass
sie zu einer verstarkten Transkription uwwrCatenin fuhren [Polakis, 2000].

Als Bestandteil des Wnt-Signal-Weges liegt die GBEKin einem Multiproteinkomplex vor,

welcher unter anderem noch Axin, APC (adenomatalgpsis coli) undo—Catenin enthalt.
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Im aktiven Zustand, in Abwesenheit eines Wnt-Sigaaphosphoryliert die GSKb3diese
Proteine, wodurch es letztendlich zum Ubiquitinmgtelten Abbau vonb—Catenin im
Proteasom kommt. Die Phosphorylierung des Axin isthgabei den Protein-Komplex zu
stabilisieren und als eine Art Gerust zu dieners d& Phosphorylierung vob—Catenin
durch die GSK-B erleichtert. Einigein vitro Studien deuten namlich darauf hin, dass
Catenin alleine kein geeignetes Substrat fur di&-GB ist [Kim und Kimmel, 2000]. Durch
die GSK-d-vermittelte Phosphorylierung wirthb—Catenin fur den Ubiquitin-vermittelten
proteosomalen Abbau markiert. Die Phosphorylierdeg APC durch die GSKb3scheint

dessen Interaktion mit—Catenin zu erleichtern [Frame und Cohen, 2001].

Unstimulated cell Stimulated cell

F

rizzled

Lbiguitire

/’ =y f-catenin
i
e

Transcription

Active ‘destruction complex’ ® Inactive ‘destruction complex’

Abbildung 4-4: Beteiligung der GSK-3 am Wnt-Signalveg [Doble et al., 2003] Dvl = Dishevelled; Div =
Diversion; CK | = Casein Kinase |; APC = Adenomatos polyposis coli.

Bindet ein Wnt-Protein an den Frizzled-Rezeptor,keommt es zur Phosphorylierung des
Proteins Dishevelled, welches anschlie3end mit Aagsoziiert und die GSKE3- Aktivitat
hemmt [Polakis, 2000] (siehe Abbildung 4-3). Untefsungen haben ergeben, dass diese
Hemmung jedoch nicht wie beim PI3K-Weg durch eim@dphorylierung an Strustande
kommt, sondern Uber einen anderen Mechanismusuwenlamuss. Eine mdgliche Rolle
konnten dabei die zur Familie der GBPSK3-bnding protein) gehérenden Frat-Proteine
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(frequently earranged in@vanced_Tcell lymphomas) spielen. Diese stéren vermutlicdhn
nur durch die Interaktion mit der GSKy3sondern auch durch die Interaktion mit Dishewklle
die Bildung des stabilisierenden Multi-Proteinkords, wodurchb-catenin nicht mehr
phosphoryliert wird, sich anreichert, und nach §takation in den Nukleus verschiedene
Transkriptionsfaktoren der LEF/TCF Familie aktitieNeben einer Hemmung durch die
GBPs ware auch eine Phosphorylierung der GBKu3 einer bisher noch unbekannten Stelle

denkbar.
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4.3. STAT-Inhibition

Signal fransducers andctivators of tanscription (STAT) sind cytosolische Proteine, fiie
eine Signaltransduktion von der Zelloberflache zbmkleus sorgen. Die transduzierten
Signale konnen durch Wachstumsfaktoren oder Cy#okiiber die entsprechenden
Oberflachenrezeptoren ausgelost werden und flletetehdlich zu einer Bindung der STAT
Proteine an die entsprechende Konsensus-SequemNderwodurch es zur Expression der
entsprechenden Gene kommt. In Saugerzellen wurddhrerbsieben verschiedene STAT-
Familien identifiziert (STAT1, STAT2, STAT3, STATHTATS5a, STATS5b und STAT6),
denen unterschiedliche Rollen bei der Zelldifferenmmg, dem Zellwachstum, der
embryonalen Entwicklung, der Organentwicklung ukdirktion, und bei der Regulation der
Apoptose und des Immunsystems zukommen [Buettredr, 2002].

Trotz ihrer unterschiedlichen Funktionen besitzere &STAT Proteine strukturelle
Gemeinsamkeiten (siehe Abbildung 4-4).

Oligom erisisming DHA-Bmdmg Dim erizierunz  Transabtivienang

- 5 L | |
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STATZ I [ SRR W R i
BTATS — [ N P
STATY I P [ SEERRR000 M 0
ATAT® [ t [ & S0 M A S
ATATSRE LI I SESRTREE I
BTATa [ [ [ & L Ry ]

Abbildung 4-5: Schematischer Aufbau der verschiedesn STATS, Erlauterungen siehe Text. [nach
Bowman et al, 2000]

Die SH2-Domane (Src-homology 2) am C-Terminus ss$eatiell fir die Dimerisierung

zweier STAT Proteine. Nur in dieser Form binden 8€ATs an die DNA-Konsensus-

Sequenz. Die Dimerisierung wird durch die Phosplienmyng eines in der Region der SH2-
Domane gelegenen Tyrosinrestes stabilisiert. Weei@emeinsamkeiten der STAT-Proteine
sind die Region fir die Bindung an die DNA, sowie d@m N-Terminus gelegene Region fur
die Tetramerisierung von STAT-Proteinen. Diese dragrisierung stabilisiert die Bindung
von STATs an einigen schwachen Promotoren und gicti@durch eine ausreichende
Aktivitat.
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Unterschiede bestehen im Aufbau der Transaktivigdoméne, die am auf3eren Ende des C-
Terminus gelegen ist und letztendlich fiir die Aldrung der Transkription notwendig ist.
Hier muissen einige STAT-Proteine zusatzlich zuro$yrphosphorylierung in der SH2-
Region noch an einem Serinrest phosphoryliert werden ihre volle Aktivitat zu erlangen
(z.B. STAT1, 3 und 5) [Bowman et al., 2000].

Die bei allen STAT-Proteinen notwendige Phospherying am Tyrosinrest erfolgt in
Abhangigkeit des ausldsenden Signals durch intth& Tyrosinkinasen des entsprechenden
Rezeptors (z.B. EGF-Rezeptor) oder durch Rezesorasrte Tyrosinkinasen (z.B. JAK am
IL-6 Cytokin-Rezeptor). In vielen Tumorzellen edbleine STAT-Aktivierung auch durch
nicht-Rezeptor Tyrosinkinasen wie z.B. Src und Abl.

Der Weg von dem auslésenden Signal bis zur Gendsgon ist in Abb. 4-5 dargestellt.
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Abbildung 4-6: Mdgliche Verlaufswege der Signaltrasduktion durch STAT-Proteine; Erlauterungen
siehe Text. [Buettner et al. 2002]

Bindet z.B. IL-6 an einen Cytokinrezeptor ohneirgische Kinaseaktivitat, so dimerisiert der
Rezeptor und es kommt zur Phosphorylierung undvideting rezeptorassoziierter Kinasen
der JAK-Familie (Jaus Tyrosinknasen). Diese phosphorylieren wiederum Tyrosierest

den cytosolstandigen Enden des Rezeptors, woduirtiuBgsstellen fir monomere, nicht
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phosphorylierte STAT-Proteine entstehen. Die geboed STAT-Proteine werden
anschlieBend von den JAKs an den SH2-Tyrosinrespéiosphoryliert, was zur
Dimerisierung, Translokation in den Nukleus unddging an die DNA fuhrt.

Der EGF-Rezeptor als Beispiel fir einen Rezeptdr intrinsischer Tyrosinkinaseaktivitét
kann die STAT-Proteine direkt binden und phosphergh oder ebenfalls indirekt Uber
Kinasen der Src oder Jak Familie [Bowman et al0020

Onkogene Tyrosinkinasen wie z.B. Src und Abl konmdiea STAT-Monomere auch
unabhangig von einem Rezeptorsignal aktivieren {Bee et al., 2002]. So kann es zu
unkontrollierter STAT-Aktivierung kommen, welche welen Tumorzellen beobachtet wird.
Aktuellen Studien zufolge ist eine abnorme Erh6huey STAT-Aktivitat, insbesondere
STAT3 und STAT5, an der Tumorentstehung und —pssjo@ insofern beteiligt, als dass sie
die Apoptose verhindert und / oder eine erhdhtépemiferation induziert. Interessanterweise
ist in einigen Tumorzellen auch die STAT1-Aktivit@bnorm erhdht. Dieser STAT-Familie
wird eine eher tumorsuppressive Wirkung zugeschrneln STAT1-Knockout Mausen
konnte z.B. ein Verlust der angeborenen Immuniggeg verschiedene virale Krankheiten
sowie eine spontane Tumorentwicklung beobachtetever AuRerdem konnte fir STAT1
eine negative Regulation der c-Myc Expression newlgsen werden, einem Kkritischen
Regulator des Zellzyklus [Buettner et al., 2002]s Bvird vermutet, dass diese
tumorsuppressive Wirkung durch die erhéhte STATISd STATS-Aktivitat Gberdeckt wird
[Bowman et al., 2000].

Fur die Indirubinderivate E564, E728 und E804 kennach 24-stindiger Inkubation mit
einer Konzentration von jeweils 10 uM mittels EM$&ectrophoretic Mbility Shift Assay)
eine starke Hemmung der STAT3-DNA-Bindung in demboen Brustkrebszellen MDA-
MB-435 und MDA-MB-468, in src-transformierten Mauiieroblasten NIH 3T3 und in der
humanen Prostatakrebs-Zelllinie DU145 nachgewiegsnen. In einenn vitro kinase assay
konnte fir E804 aulerdem eine direkte Hemmung deKBase Aktivitat mit einem 16 —
Wert von 0,43 uM gezeigt werden, sowie eine Reduktdes Gehaltes an phosphoryliertem
STAT3 in MDA-MB-468 Zellen (Western-Blot; 30 minnKubation; 10 puM). Weiterhin
wurde mittels Immunoblot nach 24-stindiger Inkutratimit E804 bei Konzentrationen
zwischen 5 uM und 10 uM eine verringerte Expressienantiapoptotischen Proteine Mcl-1
und Survivin nachgewiesen, deren Transkription ldUsdAT3 veranlasst wird. Aul3erdem

konnte eine sich anschlielBende Apoptose-Induktembachtet werden. [Nam et al., 2005].
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4.4, Inhibition von VEGF-Rezeptor Tyrosinkinasen

Bei dem VEGF (vascular endothelial groth factomdhelt es sich um einen Wachstumsfaktor,
der eine grolRe Bedeutung fur die Gefal3neubildurtg Da die meisten Tumore flr ihr
Wachstum auf eine ausreichende Blutversorgung aegew sind, spielt der VEGF auch eine
entscheidende Rolle beim Tumorwachstum. In vielelidesn Tumoren wird eine
Uberexpression des VEGF-Rezeptors beobachtet fLals, 005].

Der VEGF bindet an die transmembranen Tyrosinkirasptoren VEGFR-1 und VEGFR-2,
die auf der Oberflache von Gefal3endothelzellen iexert werden. Ein dritter VEGF-
Rezeptor, der VEGFR-3, wird auf embryonalen undtadu_ymphendothelzellen exprimiert
und ist somit fir die Betrachtung der Gefal3neubitgdwahrend des Tumorwachstums von
geringerem Interesse.

Bindet ein von einem Tumor exprimierter VEGF areeientsprechenden VEGFR, kommt es
zu einer erhohten Durchlassigkeit der Kapillarend uau einem Wachstum von
GefalRendothelzellen bzw. KapillargefaRen. Eine Hamgndes VEGFR unterbindet diese
GefalRneubildung und vermindert somit die Versorgaeg Tumors mit Sauerstoff und
Nahrstoffen, was in einem verringerten Tumorwaahstesultiert [Wedge et al., 2000].

Fur verschiedene Indirubinderivate konnte eine hende Wirkung auf den VEGFR-2
gezeigt werden, was in Tabelle 4-1 anhand einemddte Auswahl an Verbindungen
veranschaulicht werden soll. Die Tabelle zeigt awdss durch entsprechende Substitution
eine Selektivitdt zwischen der Hemmung des VEGRR der CDK2/CycE erreicht werden
kann (z.B. Nr.3 und 4).
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Tabelle 4-1: Vergleich der Hemmung des VEGF-Rezepts 2 und des CDK2/CyclinE-Komplexes durch
verschiedene Indirubin-Derivate anhand des I1G-Wertes [Siemeister et al., 2002]

Hemmung des Hemmung des
Nr. Verbindung VEGFR-2 CDK2/CycE -
[IC50, NM] Komplexes [I1Go, NnM]
1 80 20
2 80 300
3 50 2500
4 300 30
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5. Kristallstrukturen

Fur die Wirkstoffentwicklung ist es hilfreich, awristallstrukturen der entsprechenden
Targets bzw. der Target-Wirkstoff-Komplexe zurtieifgn zu kdnnen. Daraus lassen sich oft
strukturelle Eigenschaften oder physikochemischeewirkungen herauslesen, die fur die
Wirksamkeit der Stoffe mdglicherweise von Bedeutws®n konnten. So kann z.B. die
Ausbildung von Wasserstoffbriicken erkannt und deh¥§cheinlichkeit von van-der-Waals -
oder elektrostatischen Wechselwirkungen in der nabmgebung des Wirkstoffes im Target
abgeschatzt werden.

Im Folgenden soll die Kristallstruktur der CDK2 hzwer Komplexe CDK2/E231 und
CDK2/E226 und die Kristallstruktur der GSK3 kuraetert werden.

5.1. CDK2

Die CDK2 besteht aus einer etwa 80 Aminosauren (fassenden N-terminalen Domane,
welche vorwiegend aub-Strangen aufgebaut ist, und einer etwas grofieaer2t0 AS
umfassenden C-terminalen Domane, welche vorwieglemch a-Helices gebildet wird. Die
beiden Doméanen sind durch eine sogenannte ,hingjesre (engl. hinge = Scharnier) so
miteinander verbunden, dass sie sich relativ zoei@a in geringem Umfang bewegen
konnen.

Wie in Abbildung 5-1 zu erkennen, verfiigt die CD#lzer zwei flexible Schleifen, von denen
die glycinreiche Schleife tber der ATP-Bindungshesgelegen ist, und die sog. T-Loop die
Aminosaure Thr 160 enthéalt, die zur vollstandigektiierung des Enzyms phosphoryliert
sein muss. Die sog. PSTAIRE-Helix (siehe die ,EweBstaben-Abkirzungen® im
Abkirzungsverzeichnis der Aminosauren) enthalt dminosaure Glu51, die in der
aktivierten CDK2 eine Interaktion mit Lys33 eingetodurch die korrekte Einlagerung von
ATP in die Bindungstasche erleichtert wird [Brownaé, 1999]. Eine Co-Kristallisation der
CDK2 mit den Indirubinderivaten E226 (Indirubin-6H®nat) und E231 (Indirubin-3’-oxim)
veranschaulicht den Wirkmechanismus der VerbindanBee Indirubine binden in die ATP-
Bindungstasche des Enzyms, wodurch der eigentlRhesphatgruppen-Donor, das ATP,
nicht mehr aufgenommen werden kann, und dadurch Eeibstrat mehr phosphoryliert

werden kann.
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Abbildung 5-1: Links: CDK2 mit ATP [Brown et al., 1999]; rechts: CDK2 mit E226 [Davies et al., 2001]

Mit ihrer durch die 3,2’-VerknlUpfung bedingte, leiggeschwungenen Form komplementieren
E226 und E231 sehr gut die geschwungene Form déxBimdungstasche. Dort bilden sich
H-Brucken zwischen Enzym und Inhibitor, wobei digctam-NH-Gruppe als H-Donor zum
peptidischen Carbonyl-Sauerstoff von GIlu81 und Hactam-carbonyl-Sauerstoff als H-
Akzeptor fur die Leu83-NH-Gruppe fungiert. EinettiriH-Briicke bildet sich zwischen dem
NH’-Proton des Inhibitors und dem Backbone-Sauéirsteon Leu83 (Abbildung 5-2).
Aufgrund ungunstiger Winkelverhéaltnisse ist diesgtel H-Bricke allerdings sehr schwach

und tragt nur einen sehr geringen Teil zur Bindanglas Enzym bei [Davies et al, 2001].

Abbildung 5-2: H-Briickenbindungen zwischen CDK2 unde231 (a) bzw. E226 (b) [Hoessel et al., 1999]
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Einen groRen Beitrag zur Bindungsaffinitat tragémgbgen die hydrophoben van-der-Waals
Wechselwirkungen bei, welche sich zwischen dem ®istgm des Inhibitors und den
Aminosauren Vall8, Ala31 und Leul34 ausbilden. @8 G7 des Inhibitors befinden sich in
raumlicher Néhe zu Phe80, wéahrend die Ringatome €4C6 ein Stuck aus der
Bindungstasche hinaus in einen hydrophoben Turestebhend aus den Aminosauren Phe82,
lle10 und dem Alkyl-Rest von Lys89 ragen [Daviegslet2001].

Ein Vergleich der Position von E226 mit der Positimn ATP in der CDK2 zeigt, dass die
Sulfonat-Gruppe in dem Bereich liegt, in welcheghsauch diea-Phosphat-Gruppe des ATP
befindet (Abbildung 5-3). Dort interagiert sie Ubalektrostatische Wechselwirkungen mit
Lys33, Asn132 und Aspl45. Dadurch kommt es zu eeénderung in der Lage des sog.
DFG-Motivs (Aspl45, Pheld46 und Glyl47), einer beot&in-Kinasen weit verbreiteten
Aminosauren-Sequenz. Durch diese Bewegung des DBBsbefindet es sich in einer
ahnlichen Position wie in der aktiven, mit Cyclina&soziierten Form der CDK2. Durch das
Fehlen eines entsprechenden Substituenten in Sidfogilhrt die Bindung von E231 zu
keiner Verdnderung dieses DFG-Motivs. Dies konnie@&und dafiir sein, dass E226 im
Vergleich zu E231 an der isolierten CDK2 eine wésdnhdhere Aktivitat (IGy E226: 0,035
UM; ICs0 E231: 0,44 uM) aufweist [Hossel et al., 1999].

Der Vergleich der Positionen von E231 und ATP i @@DK2-Bindungstasche zeigt
weiterhin, dass die Oxim-Gruppe in der Region ddsost-Restes des ATP liegt, jedoch
keinerlei Wechselwirkungen mit dem Enzym eingé&.in diesem Bereich des Enzyms also
naturgemald genug Raum fur ein Molekul mit ahnlicBedRe der Ribose vorhanden ist,
scheint dies eine geeignete Position zu sein, utrstBuenten einzuflhren, die zu einer
besseren Wasserloslichkeit des von Natur aus sglnophoben Indirubin-Grundgeristes

fuhren kénnten, z.B. OH-Gruppen tragende ResteZwaker oder Alkohole.

Abbildung 5-3: Bindungstasche der CDK2 mit
eingelagertem ATP (weiss) und E226 (gelb)
[Davies et al., 2001]
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Der Vergleich des Komplexes CDK2/Inhibitor (monosreKomplex) mit dem Komplex
CDK2™M)Cyclin A/Inhibitor (binarer Komplex) zeigt, das&ls die beiden Doméanen der
CDK2 durch die Assoziation mit Cyclin A leicht ausander bewegen. Dies hat jedoch auf
die Lage der Aminosauren in der direkten UmgebusrgBindungstasche keinen Einfluss, so
dass auch die Wechselwirkungen des Inhibitors et &nzym durch die Assoziation nicht
beeinflusst werden. Lediglich die Lage der Amings@uaul3erhalb der Bindungstasche
verandert sich in geringem Umfang [Davies et #1013 (Abbildung 5-4).

Abbildung 5-4: Veréanderung der Position von
Aminoséauren im Vergleich monomere und
binédre CDK2 mit E226:

Blau: Veranderungen < 0,5 A
Rot: Veranderungen > 2,5 A
[Davies et al., 2001]

Die Ergebnisse der Rontgenstrukturanalyse des COKA Komplexes deuten darauf hin,
dass die Positionen 5 und 3’ in besonderem Malel dgeignet sind, das Indirubin-
Grundgerist durch das Einbringen geeigneter Substén zu variieren und dadurch z.B.
deren Wasserldslichkeit zu erh6hen.

5.2. GSK-3b

Wie auch die CDK2 besteht die GSK-aus einer N-terminalen Domane mit vorwiegénd
Faltblatt—Struktur und einer C-terminalen Doménd nwrwiegend a-helicaler Struktur
(Abbildung 5-5). Dazwischen liegt die Substratbingstasche, die von einer gylcinreichen
Schleife und der hinge region umgeben ist. Diesht stie bei der CDK2 das Scharnier dar,
um das sich die beiden N- und C-terminalen Teile Bazyms bewegen kdénnen, um dem

Substrat den Weg in die Bindungstasche zu 6ffnen.
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Abbildung 5-4: Die GSK3-b ist analog der CDK2 aufgebaut: Die N-terminale Dérane besteht vorwiegend
ausb-Faltblatt-Strukturen, wahrend die C-terminale Doméne vorwiegenda-helicale Strukur hat. Uber
der Bindungstasche liegt die glycinreiche Schleifend die Activation Loop [ter Haar et al., 2001]

Entlang dieser Bindungstasche erstreckt sich daiv@ion loop” mit der Aminosaure
Tyr216, deren Seitenkette den Zugang zur Bindusgbtablockiert. Die Phosphorylierung
von Tyr216 fuhrt zu einer tUber 200-fach hoherenyEnAktivitat, da sie eine Bewegung der
activation loop bewirkt, welche dem Substrat eifmsseren Zugang zur Bindungstasche
ermdglicht. Dieser strukturelle Zustand wird beigiveise auch bei der aktivierten,
substratgebunden CDK2 vorgefunden. So stimmen dgtiBnen der Amisosauren Arg96,
Arg180 und Lys205 der GSKb3mit den Positionen der entsprechenden Aminosadesn
aktivierten CDK2 gut Gberein [ter Haar et al., 2D01

Anhand einer Co-Kristallisation der GSKx»-3nit 6-Brom-indirubin-3’-oxim (BIO) konnten
Meijer et al. zeigen, dass der Inhibitor analog ABimdungsmuster in der CDK2 auch hier in
die ATP-Bindungstasche bindet [Meijer et al., 20a3je Bindungs-Affinitat der Indirubine
beruht auch bei der GSKa3zum Grol3teil auf apolaren van-der-Waals-Wechskilmigen,
welche zwischen 66% und 92% der gesamten Bindueggen ausmachen
[Polychronopoulos et al., 2004]. H-Briickenbindundpdden sich jeweils aus zwischen dem
NH’ des Indirubins und dem Carbonyl-O von Aspl13Biszhen dem NH des Lactam-Ringes
und dem Carbonyl-O von Vall135 und zwischen dem @afbO des Lactam-Ringes und der
amidischen NH-Gruppe von Vall35 [Meijer et al., 3DQAbbildung 5-6). Diese H-
Bruckenbindungen sowie eventuell vorhandene elstatische Wechselwirkungen spielen
aber im Vergleich zu den erwdhnten van-der-Waalschaelwirkungen eine wesentlich
geringere Rolle. Lediglich bei Indirubinoxim-Dertea vermutet man eine stabilisierende
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elektrostatische Wechselwirkung der Oxim-Gruppedaif Enzym/Inhibitor-Komplex, da bei
diesen Derivaten eine durchgadngig hohere Hemmwikais bei den entsprechenden
Derivaten ohne Oxim-Gruppe beobachtet werden k&ahy¢hronopoulos et al., 2004]. Dies

wurde sowohl an der GSKh3als auch an dem CDK1/CycB-Komplex beobachtet [Talie

1].

Tabelle 5-1: Vergleich der IGg-Werte von Indirubin-Derivaten und deren entsprecheden 3’-oxim-
Derivaten an GSK3 und dem CDK1/CyclinB-Komplex [Polychronopoulus etal., 2004

Verbindung ICs0an GSK-3 [uM] | ICspan CDK1/CycB [uM]
Indirubin 1,000 10,00
Indirubin-3’-oxim 0,022 0,180
6-Bromindirubin 0,045 >100
6-Bromindirubin-3’-oxim 0,005 0,320
6-Chloroindirubin 0,140 >100
6-Chloroindirubin-3’-oxim 0,020 0,650

Abbildung 5-5: 6-Bromo-indirubin-3’-oxim (BIO) im K omplex mit GSK3-b. Rechts: BIO (rot) liegt in der
ATP Bindungstasche der GSK3b. Links: H-Bricken zwischen BIO und Aminosauren der

Bindungstasche [Polychronopoulus et al., 2004]

Fur BIO konnte eine im Vergleich zum CDK2/CycA-Kokap (ICso: 0,30 puM) sehr viel

starkere Hemmung an der GSK-3ICsy: 0,005 pM) nachgewiesen werden. Dies liegt

39
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vermutlich darin begrindet, dass die Umgebung irekter Nachbarschaft des Brom-
Substituenten durch unterschiedliche Aminosaurdrildgt wird: Wahrend in der GSKbB3
die Aminoséure Leul32 in direkter Nachbarschaft Brom des BIO liegt, wird dieser Raum
in der CDK2 durch die sterisch anspruchsvollere Wonaure Phe80 eingenommen (siehe
Abbildung 5-7). Somit bleibt hier weniger Platz fden sterisch ebenfalls anspruchsvollen
Brom-Substituenten. Diese Erkenntnis kénnte furEhéwicklung selektiver Inhibitoren von

grof3er Bedeutung sein.

Abbildung 5-7: Uberlagerung der Komplexe
CDK2/CycA/E226 (griin) und GSK3b/BIO (weil?).
Anstelle von Leul32 befindet sich im CDK2/CycA-
Komplex das sterisch aufwendigere Phe80 in direkter
Nachbarschaft zum Brom-Substituenten [Meijer et al.
2003

5.3. Intermolekulare Wasserstoffbriicken

Intermolekulare Wasserstoffbriickenbindungen zwischedirubinmolekilen spielen eine

wichtige Rolle fir die Loslichkeit dieser Substaladse. Aufgrund der planaren Struktur der
Verbindungen konnen durch Wasserstoffbrickenbildamgschen den Lactam-Sauerstoff
und Wasserstoff-Atomen Schichten-Strukturen engstgRandraud, 1961]. Diese ordnen sich
durch hydrophobe Wechselwirkungen der aromatisdtiegsysteme und durch Ausbildung
weiterer Wasserstoffbrickenbindungen auch schidbevdibereinander an. Dies fihrt
letztendlich zu einer Kristallstruktur, in der ptae Molekulschichten aneinander haften,
woher auch der hohe Schmelzpunkt des Indirubing fd@utelat, 2005].
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6. Problemstellung

In bisherigen Arbeiten im Arbeitskreis wurden beyeizahlreiche Indirubin-Derivate
synthetisiert. Diese wurden zunachst auf die Hengrwam CDKs und - um die Wirkung auf
Tumorgewebe abschatzen zu kénnen - auf Wachstunmstieghan Tumorzellen untersucht
[Hoessel 1999, Thommet 2001 und Schwahn 2004], wotgest an der MCF-7 Zelllinie

untersucht wurde, einer humanen Mammakarzinomidiell Tabelle 6-1 zeigt einige
ausgewahlte Verbindungen, die als potente CDK-itdrbn aus diesen Arbeiten

hervorgingen.

Tabelle 6-1: Einige bereits im Arbeitskreis entwicklte Indirubin-Derivate und ihre inhibitorische
Aktivitat am CDK2/CycE-Komplex bzw. an der Tumorzellinie MCF-7, sowie ihre Wasserldslichkeit

E- Strukturformel 1Go [LM] ICs0 [UM] | Wasserldslichkeit
Nummer CDK2/CycE MCF-7 [mg/l]
E226 0,6 > 30 k.D. *
E233 0,03 >10 <2

* keine Daten vorhanden
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Tabelle 6-1 (Forts.) Einige bereits im Arbeitskreis entwickelte Indirubin-Derivate und ihre inhibitorische
Aktivitat am CDK2/CycE-Komplex bzw. an der Tumorzellinie MCF-7, sowie ihre Wasserldslichkeit

E684 \ 0,1 7 1,2

E681 cl 0,3 0,6 k.D.*

E246 HO 0,3 2,3 <1

E565 HO 0,3 1,5 3

E671 | 1,7 4 23
H
}&(

* keine Daten vorhanden

Um fir einen therapeutischen Einsatz als Antituiirkstoff geeignet zu sein, muss fur die

entwickelten Indirubin-Derivate neben den inhibgohen Eigenschaften auf Enzymaktivitat
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und Tumorzellwachstum auch eine adaquate Biovediligit erreicht werden, so dass sie im
Kdrper an ihren Wirkungsort gelangen kénnen.

Eine Mdglichkeit zur Verbesserung der Bioverflglairkoesteht in einer Erh6hung der
Wasserldslichkeit, was im Rahmen dieser Arbeit uarederem durch das Einbringen von
Hydroxylgruppen-haltigen Substituenten in das laldiin-Gerist erreicht werden soll.

Tabelle 6-1 zeigt, dass die Wasserloslichkeit les dufgeflihrten Verbindungen mit Werten
von meist 1 mg/l bis 3 mg/l gering ist. LedigliclkeMindung E671 zeigt mit einem Wert von
23 mg/l eine hohere Ldslichkeit. Jedoch zeigt E6iter den aufgefiihrten Verbindungen mit
einem IGy-Wert von 1,7 uM die schwachste Inhibition des CDB®E — Komplexes.

In der vorliegenden Arbeit sollen nun durch dasbEmgen geeigneter Substituenten oder
einer Kombination zweier Substituenten in Posit®drund 5 des Indirubin-Gerlstes (siehe
Abbildung 6-1) solche Derivate entwickelt werderne thei starker biologischer Aktivitat

gleichzeitig Uber eine verbesserte Wasserloslithezfligen.

Abbildung 6-1: Die Positionen 5 und 3’ sind fir dieEinfihrung von Substituenten besonders geeignet
(siehe auch Kapitel 5 ,Kristallstrukturen®)

Einige geeignete Arten von Substituenten kbnneritseaus Tabelle 6.1 abgeleitet werden.
So verfugen E233 und E684 mit einem Sulfonamid-Buiesten in Position 5 lber eine
potente Hemmwirkung am CDK2/CycE — Komplex, zeiggstoch nur eine vergleichsweise
geringe Cytotoxizitat. Die Verbindungen E681, E2d46d E565, die Uber eine Alkyl-
oximether Funktion in Position 3’ verfiigen, zeiggwohl eine starke Hemmung der CDK2
als auch eine starke Cytotoxizitat. Dies scheiné gjeeignete Position, ahnlich grofl3e, jedoch
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mehrfach hydroxylierte Substituenten einzufiihrem lbei gleichbleibender inhibitorischer

Aktivitat moglicherweise eine erhdhte Wasserlodahzu erzielen.

Die im Vergleich zu den aufgefiihrten Verbindungehv&chere Inhibition der CDK2 bei

E671 konnte evtl. durch Kombination mit einer Snlimidgruppe in Position 5 kompensiert

werden.

Die neu synthetisierten Derivate sollen auf ihtabitorische Wirkung auf den CDK2/Cyc E
Komplex untersucht werden, da dieser, wie beraitKapitel 4.1 erwahnt, essentiell fir den
Ubergang aus der G1- in die S-Phase ist.

Da sich viele Indirubine auch als potente GSKhshibitoren erwiesen haben und dieses
Enzym an zahlreichen biochemischen Signalwegeriligetist, welche in unterschiedlichen
Tumorzellen dereguliert sind, sollen die synthetigin Verbindungen auch auf Wirksamkeit
an diesem Protein untersucht werden.

Weiterhin sollen die neuen Verbindungen auf ihres¥éaloslichkeit und ihre cytotoxischen

Eigenschaften an der MCF-7 Zelllinie untersuchtdeer
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7. Ergebnisse und Diskussion

7.1. Grundlegende Syntheseverfahren

Im Rahmen dieser Arbeit wurden neue Indirubin-Detiévmit Substituenten in den Positionen
3’ und 5 entwickelt. Im Arbeitskreis wurden bis adtereits zahlreiche Indirubinderivate
synthetisiert. FlUr die in dieser Arbeit dargestellDerivate haben sich dabei die folgenden

grundsatzlichen Syntheseverfahren als geeigneesemni

7.1.1. Kondensation von Isatin und Indoxylacetat

Adolf von Baeyer beschrieb 1881 die Bildung vonidadin durch die Kondensation von
Indoxyl und Isatin in alkoholischer Natroncarboiating [Baeyer, 1881]. Die im Arbeitskreis
angewandte Methode (Abb. 7-1) beruht auf einerarde dieses Verfahrens, welche 1969
von Russell und Kaupp verdffentlicht wurde [Russell Kaupp, 1969].

0’4 o]
O
N\ Na,CO,
+ (0] S

24h

Abbildung 7-1: Synthese von Indirubin aus Indoxyl und Isatin

7.1.2. Synthese von Indirubin-3’-oxim

Die Synthese von Indirubin-3’-oxim wird nach eirfeatentvorschrift der Farbwerke, vorm.
Meister, Lucius & Brining, durchgefuhrt [Farbwerk813]. Dabei wird das entsprechende
Indirubinderivat in Pyridin mit Hydroxylaminhydroldrid versetzt und zum Sieden erhitzt
(Abb. 7-2).
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H,NOH * HCI

Pyridin
DT

Abbildung 7-2: Synthese von Indirubin-3’-oxim

7.1.3. Synthese von Indirubin-3’-oximether — Deriva  ten

Die Synthese von Indirubin-3’-oximether — Derivatasiert auf einem Verfahren von Li et
al. (1996), bei dem Indirubin-3’-oxim in wassrigéaOH-L6sung mit Chloralkanolen in der
Siedehitze umgesetzt wurde. In unserem Arbeitskvarsle die Synthese so modifiziert, dass
als Base nun das organische TetramethylguanidifQ)lMnd als Solvens Ethanol dient.

|

EtOH
T™MG
DT

Abbildung 7-3: Synthese von Indirubin-3’-oximetherDerivaten
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7.2. Ergebnisse der Synthesen

7.2.1. Synthese der Indirubin-sulfonsaure-Derivate

Als geeignete Methode fur die Synthese der Indirighilfonsdure-Derivate hat sich ein von
Schwahn entwickelter Syntheseweg erwiesen [Schwab®4]. Den Ausgangspunkt bildet
das Natriumsalz der Indirubin-5-sulfonséure, dashliKondensation von Indoxylacetat und

dem Natriumsalz der (kauflich erwerblichen) Isdihisulfonsdure in Methanol mit
Natriumcarbonat erhalten wird.

{ .
o o
\ -
\ X, Na,CO,
+ 0 _—
NH NH MeOH

RT

Abbildung 7-4: Kondensation von Indoxylacetat und satin-5-sulfonat zum Indirubin-5-sulfonat

Der néchste Schritt besteht in der Bildung desddgkiurechlorids. Dafur wird das Sulfonat

unter Zusatz einer katalytischen Menge Dimethylimmmd (DMF) mehrere Stunden in
siedendem Thionylchlorid gerihrt.

+ ~0
Na
1.0
S/

o=

socl,

DMF, 80T, 5h

Abbildung 7-5: Chlorierung des Indirubin-5-sulfonats zum Indirubin-5-sulfonséaurechlorid
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Zur Synthese der Sulfonamide werden die SauredaaschlielRlich mit einem Uberschuss
einer wassrigen, 15-20%-igen Losung des entspréeimenAmins versetzt und bei
Raumtemperatur gertihrt. Die Verwendung einer wgessriAmin-Losung stellt sicher, dass
das schwerldsliche Produkt ausféllt. Das Saureichlist dabei auch in wassriger Lésung

stabil genug, um die Reaktionsdauer von etwa 2drbhadustehen.

Abbildung 7-6: Darstellung der Indirubin-5-sulfonsdureamide aus Indirubin-5-sulfonsaurechlorid

In der vorliegenden Arbeit wurden nach dieser Vbhagsweise das 5-(Piperidino-sulfonyl-)

indirubin und das 5-(Pyrrolidino-sulfonyl-)indirubsynthetisiert.

Tabelle 7-1: Synthese-Ausbeuten der 5-Amino-sulfofyndirubin- -Derivate

Substanz Ausbeute
5-(Piperidino-sulfonyl-)indirubin (E800) 39%
5-(Pyrrolidino-sulfonyl-)indirubin (E801) 51%

7.2.2. Synthese der 3’-Hydroxyimino-5-sulfonamid-De  rivate

Die Synthese der 3’-Oxim-Derivate von in Positionsébstituierten Indirubin-Derivaten
wurde bereits von Schwahn im Arbeitskreis etabli@thwahn, 2004]. Dabei wird das
entsprechende Indirubin-Derivat in Pyridin bei ¢80°C mit Hydroxylamin-Hydrochlorid

zum entsprechenden Oxim umgesetzt.
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H,NOH * HCI

Pyridin
DT

Abbildung 7-7: Darstellung der Indirubin-3’-oxim-De rivate aus dem entsprechenden Indirubin-Derivat
und Hydroxylamin-Hydrochlorid

Tabelle 7-2: Synthese-Ausbeuten der Oxim-Derivateedl Sulfonsaureamide

Substanz Ausbeute
5-(Piperidino-sulfonyl)-indirubin-3’-oxim
82%
(E812)
5-(Pyrrolidino-sulfonyl)-indirubin-3’-oxim
80%
(E802)
7.2.3. Synthese der Indirubin-3’-oximether-Derivate

Zur Synthese der Indirubin-3’-oximether-Derivaterden die entsprechenden Oxim-Derivate
in Ethanol mit den entsprechenden Halogen-Alkanemgasetzt. Als Hilfsbase wird TMG

(Tetramethylguanidin) verwendet.

EtOH
T™MG
DT

Abbildung 7-8: Darstellung der Indirubin-3’-oximeth er-Derivate durch Kondensation der Oxime mit
Halogen-Alkanen
Tabelle 7-3: Synthese-Ausbeuten der Indirubin-3’-obknmether-Derivate

Substanz Ausbeute

68%

o

Indirubin-(4-hydroxybutyl)-oximether (E803
Indirubin-(2,3-dihydroxypropyl)-oximether

( ydroxypropyl) 44%

(E804)
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Die schlechtere Ausbeute bei dem (2,3-Dihydroxyphegther lasst sich vermutlich durch
dessen bessere L&slichkeit in Ethanol erklaren. uidd fallt nach Abkihlung des
Reaktionsansatzes entsprechend weniger Produkt aus.

7.2.4. Synthese der Indirubin-Derivate mit einer Ac  etamid-Gruppe
in Position 3’

Die zur Synthese dieser Indirubin-Derivate notwgedi Chloracet-alkanolamide wurden
durch die Reaktion von Chloressigsaurechlorid mithaBolamin bzw. Diethanolamin
erhalten. Bei der Gestaltung der Synthese wurdéchksichtigt, dass sich die Ethanolamine in
Wasser gut losen, Chloressigsaurechlorid jedocWasser nicht sehr stabil ist. Somit wird
diese Reaktion in einem 2-Phasen-System durchdefivelches aus einer wassrigen
NaHCQO-Losung und CHCI, besteht. Das Ethanolamin wird in der wassrigerseluyglost,
die Mischung nach Zugabe von g, mit Eis abgekihlt, und Chloressigsaurechlorid
langsam zugetropft. Nach mehreren Stunden RuUhremd wilas Produkt mit
Essigsaureethylester aus der wéassrigen Phaseiextrah

Die Ausbeuten dieser Reaktion sind allerdings minr gering. Dies liegt vermutlich daran,
dass sich das Chloressigsaurechlorid in dem 2-RHag&tem zersetzt, und/oder sich das

Produkt auRerdem schlecht aus der wassrigen Pkizahieren lasst.

(6]
OH < (0]
/ al cl / < _/_OH
H—N _— Cl N
\ CH,Cl,
OH NaHCOj, (ca. 15%)
4C HO

Abbildung 7-9: Darstellung des Chloracet-ethanol bw. -diethanolamids

Tabelle 7-4: Synthese-Ausbeuten der Chloracetamide

Substanz Ausbeute

Chloressigsaure-ethanolamid 8%

Chloressigsaure-diethanolamid 6%
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Die Chloracetamid-Substituenten werden analog daor@lkanole mit Indirubin-3’-oxim

verknupft.

EtOH
TMG
DT

Abbildung 7-10: Kondensation der Chloracetamide mitindirubin-3’-oxim

Tabelle 7-5: Synthese-Ausbeuten der Acetamid-verkmften Indirubin-3’-oxim-Derivate

Substanz Ausbeute
3’-[(2-Hydroxyethyl) aminocarbonyl methyl- 3%
oxyimino]-indirubin (E805)
3’-[Bis-(2-hydroxyethyl) aminocarbonyl
methyl-oxyimino]-indirubin 66%

(E806)

Auch hier konnte der Grund fir die schlechtere Augb von E806 wieder die bessere

Wasserloslichkeit des Diethanolamid-Derivates sein.

7.2.5. Synthese der 5-(Amino-sulfonyl)-indirubin-3’  -(2-b-D-
glucopyranosyloxyethyl-)oximether-Derivate

Als praktikable Mdglichkeit, das Indirubin-3’-oximmit einem Glucoserest zu verkniupfen, hat
sich die Verwendung eines halogenierten Spaceresew, an den die Glucose gebunden ist
[Schwahn, 2004]. Durch den Spacer kann die Verkmigpfmit dem Indirubin-3’-oxim auf
die gleiche Weise erfolgen, wie mit den vorher besbenen halogenierten Alkoholen. In der

vorliegenden Arbeit wurde ein Ethyl-Spacer verwénde
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7.2.5.1. Synthese des 2-Bromethydtra-O-acetylb-D-glucopyranosids

Die Synthese des 2-Bromethwgtra-O-acetylb-D-glucopyranosids verlauft nach dem Prinzip
der Konigs-Knorr-Methode, das auf der Verknlpfuran \halogenierten Zuckerresten mit
Nukleophilen (meist Alkoholen) beruht. Die halogaten Zucker werden am C1-Atom durch
den Einsatz verschiedener Schwermetall-Salze vide Quecksilbercyanid, Silbernitrat oder
Silbercarbonat aktiviert, wodurch dieses leicht \d@m Nukleophil angegriffen wird. Eine
Stereoselektivitat wird bei dieser Reaktion dureeignete Nachbargruppen zum C1-Atom
erreicht, welche einen Angriff des Nukleophils viber ,Unterseite”, also der-Position des
Zuckermolekuils verhindern sollen. Haufig werden edad-Acyl-Substituenten wie die
Acetatgrupe eingesetzt [Paulsen, 1982]. Abbildwid ¥erdeutlicht dieses Prinzip.

OAC OAc
HO—R
oac M OAc \!/
O > O
Br o
AcO AcO
OAc o] +
OAC
oAc CO—R

AcO
OAc

Abbildung 7-11: Bildung von -glycosidischen Verbindungen aus -D-Bromacetoglucose nach der Kénigs-
Knorr Methode

Die im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrte Verkniagfaer Glucose mit dem Ethyl-Spacer
verlauft nach einer Vorschrift von Thomas und lyan[d.999]. Dabei wird tetra-acetylierde
D-Bromglucose in 2-Bromethanol gel6st, welchesdieser Reaktion sowohl als Solvens als

auch als Reaktionspartner fungiert. Als Katalysdient Silbercarbonat.

OAc OAc _/_ Br
)

OAc Br OAc
HO AN

Br
O O

o

AcO Ag,CO, AcO
OAc OAc

Abbildung 7-12: Darstellung der 2-Bromethyl —D-tetraaceto-glucopyranose
Ausbeute: 48%
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7.2.5.2.  Verknupfung des 2-Bromethytetra-o-acetylb-D-
glucopyranosids mit Indirubin-3’-oxim-Derivaten

Die anschlieRende Verknipfung mit dem Indirubire®im verlauft dann analog zu dem

bereits vorher beschriebenen Verfahren in Ethanmol MG als Hilfsbase.

R
[e) ! OAc
\\ /N\R OH
S

AcO
OAc HO

EtOH
T™MG
DT

Abbildung 7-13: Kondensation der Indirubin-3’-oxim- Derivate mit bromoethyl-verknupfter Glucose

Tabelle 7-6: Synthese-Ausbeuten der glucosidischémdirubin-3’-oxim-Derivaten

Substanz Ausbeute

5-(Piperidino-sulfonyl)- 46 %
indirubin-3'-
(2- -D-glucopyranosyl-oxyethyl)-oximether (E808)
5-(Pyrrolidino-sulfonyl)- 42%
indirubin-3'-
(2- -D-glucopyranosyl-oxyethyl)-oximether (E811)

7.2.6. Synthese des Indirubin-5-  -D-glucopyranosids (E807)

Die Synthese des Indirubin-5D-glucopyranosids erfolgte durch die Kondensatiam
Indoxylacetat mit Isatin-5-glucosid. Die VorstufesdLetzteren war das 5-Hydroxy-isatin,
welches nicht kauflich erwerblich war und dahertbgtisiert werden musste. Zahlreiche in
Position 5 durch Alkylreste substituierte Isatinerden bereits von Thommet dargestellt
[Thommet, 2002]. Das dabei verwendete Verfahrer ndarvel und Hiers [1941], bei dem
4-Alkyl-aniline mit Chloralhydrat und Hydroxylamigtrochlorid in Gegenwart von
wasserfreiem Natriumsulfat zum entsprechendBi(4-Alkyl-phenyl)-2-hydroxyimino-
acetamid kondensiert wurden, und anschlie3end ge@eart von konz. Schwefelsdure ein
Ringschluss zum Isatin stattfand, erwies sich fés &infihren einer Hydroxy-Gruppe als
nicht gangbar, weshalb ein anderer Weg gewahlt evuediukt war dabei 4-Hydroxy-anilin,
welches an der Amino-Gruppe mit einer BOC-, unddlanHydroxy-Gruppe mit einer TIPS-
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Schutzgruppe versehen war. Dieses wurde'Buiti behandelt. Bei der dabei stattfindenden
DOM-Reaktion wird das in der ortho-Position zu démino-Stickstoff stehende Proton

durch Lithium ersetzt. Die BOC-Schutzgruppe hateilanen dirigierenden Effekt auf die

Lithilerung, da der Carbonyl-Sauerstoff den Lithiftamplex stabilisiert [Sniekus (1990),

Stanetti et al (1992)]. Nach Zugabe von Diethylakadilommt es zu einem nucleophilen
Angriff des negativierten, ortho-standigen arondien Kohlenstoff-Atoms auf ein Carbonyl-

Kohlenstoff des Oxalats. Nach Abspaltung der Sadwuizpen durch Erhitzen in ethanolischer
HCI findet der Ringschluss durch nucleophilen Afigilier nun freien Aminogruppe auf die

Carbonylgruppe des Oxalat-Restes statt (Abbildutg)7
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Abbildung 7-14: Synthese von 5-Hydroxy-isatin
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Das lIsatin-5--D-glucopyranosid wurde durch die Verknipfung veRiyaroxy-isatin unda-
D-Tetra-O-acetefluor-glucose dargestellt. Nach einer Synthesesloit von Yamaguchi
wurden die beiden Reaktanden in L8 mit TMG und BR*OEt, versetzt [Yamaguchi,
1990] (Abbildung 7-15).

OAc
OAc
F
0
0 OAc OAc o
OH OAc
_ oac  °
o]
| TMG, CH,Cl, 0 | o]
N
\ BF,*OEt, OAc N
H OAc \
H

Abbildung 7-15: Glucosidierung von 5-Hydroxy-isatinmittels peracetylierter Fluorglucose

Dabei dient BE*OEt, zur Aktivierung des C1-Kohlenstoff des Zuckershvaind TMG das
Anomerengleichgewicht der entstehenden ProduktedafSeite ded-Anomers drangt.
Durch Arretierung der C2-Acetyl-Gruppe des Zuckeexh Entfernung des Fluorid-ions
mittels BF, greift das Hydroxy-isatin in dep-Position an C1 an. Der dabei entstehende
Komplex kann an C1 nun zwischan undb- Stellung konvertieren. In Gegenwart von TMG
wird das phenolische Proton jedoch direkt abgefangmd das Phenol bleibt in déer
Position (grun unterlegt in Abbildung 7-17). Die gheute betrug 38,8%, wobei der Anteil

desb—Anomeren bei tber 90 % liegt.

Das entstandene Isatin-5D-glucopyranosid wird dann nach der Methode vorsdRl und
Kaupp (1969) mit Indoxylacetat in methanolischer,G@&;-L6sung zum Indirubin-5-D-
glucosid umgesetzt (Abbildung 7-16). Die Ausbewtrig 70,8%

HO

»4 o
o OAc o
o
N\ QA Na,CO,
+ O | O _———
NH oke N MeOH
OAc \
H

RT

Abbildung 7-16: Darstellung des Indirubin-5- -D-glucopyranosids
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Abbildung 7-17: Reaktionsmechanismus zur Bildung dglsatin-5- -D-glucopyranosids: Da eine Base wie
TMG das phenolische Proton schnell aufnimmt, wird ds Anomeren-gleichgewicht in
Richtung des -Anomer verschoben (griin unterlegt).
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7.2.7. Synthese von 5-Carboxy-indirubin (E810)

Die Carboxy-Gruppe an Position 5 des Indirubingébidhnlich der Sulfonat-Gruppe des
E226 die Moglichkeit, neue Amide und Carbonsauresierzustellen. Die aromatische
Carbonsaure liegt im neutralem pH-Bereich teilwed@issoziiert vor. Somit konnte 5-
Carboxy-Indirubin —verglichen mit dem vollstandiggbziierten Indirubin-5-sulfonat E226 -
eine ahnlich gute Hemmwirkung an der isolierten @D&ufweisen, jedoch besser in die
Tumorzelle aufgenommen werden. E226 zeigte wegédredter Zellpermeabilitat an
Tumorzellen keine cytotoxischen oder wachstumshemdere Eigenschaften.

Die Synthese des 5-Carboxy-indirubin wurde nach Methode von Russell und Kaupp

(1969) durchgefuhrt. Das verwendete 5-Carboxynsatir im Arbeitskreis vorhanden.

0/4 o 0
o |
\ HO Na,CO,
+ | o) —_—
NH N MeOH
\
H

RT

Abbildung 7-18: Darstellung von 5-Carboxy-isatin

Die Ausbeute der Kopplung betrug 76% und ist mit dasbeute an Indirubin-5-sulfonat
(73%) vergleichbar.
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7.2.8. Diskussion ausgewahlter NMR-Spektren

Zahlreiche Indirubin-Derivate wurden bereits anhahcer NMR-Spektren charakterisiert
[Hossel (1999a), Thommet (2001), Schwahn (2004)it Milfe dieser Daten und durch
Inkrementberechnung wurden in der vorliegenden iArbee Signale den entsprechenden
Kernen zugeordnet. Es soll an dieser Stelle angeémarden, dass sich die Lage der Signale
der Protonen im NMR-Spektrum von Indirubin und mbin-3’-oxim nur in geringem
Ausmal’ unterscheiden. Lediglich der UnterschiedeinSignallage der Protonen an C4 und
C4’ ist von deutlicherem Ausmali. Letzteres ist ipel&rum des Indirubin-3’-oxims weiter
ins Tieffeld verschoben (ca. 8.24 ppm anstelle @n7,65 ppm beim Indirubin), was auf dem
Anisotropieeffekt des Oxim-Sauerstoffatoms berdhbt, sich nahe am C4’-Proton befindet.
Beim Indirubin bewirkt der Anisotropieeffekt des rBanyl-Sauerstoffatoms an 3’-Position
den starken Tieffeldshift des Signals des H4 (¢& ®pm). Beim Indirubin-3’-oxim ist dieser
Effekt deutlich abgeschwacht (ca. 8.65 ppm), dal@nStelle des Carbonylsauerstoffatoms
nun ein Stickstoffatom positioniert ist [Hoesseb99a)]. Abbildung 7-19 veranschaulicht
diesen Sachverhalt.

Indirubin-3’-oxim Indirubin

Abbildung 7-19: Einfluss des Substituenten an C3'@f die Protonen an C4 und C4’

Es sollen in diesem Kapitel nur die Spektren ein@gsgewahlter Verbindungen diskutiert
werden. Die tabellarische Zusammenfassung der NMR4D aller dargestellten

Verbindungen befindet sich im Kapitel 9 ,Experimgter Teil“.
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7.2.8.1. Indirubin-3’-(4-hydroxybutyl-)oximether (E803)

Abbildung 7-20 zeigt datdH-NMR-Spektrum des Indirubin-3'-(4-hydroxybutyl-)omethers.
Die Singuletts bei 11.68 und 10.74 stammen vonRi@tonen des Stickstoffs N1’ und dem
Lactam-Stickstoff N1. Die Protonen an C4 und C4teén bei 8,61 ppm und 8,11 ppm in
Resonanz, wahrend die restlichen aromatischen aotawischen 6,7 ppm und 7,5 ppm in
Resonanz treten und sich teilweise Uberlagern (Al unten).

Wie in Abbildung 7-21 oben zu erkennen, treten Blietonen des Hydroxybutyl-Restes in
dem Bereich zwischen 1,5 und 4,7 ppm in Resonanbgivdas Triplett bei 4,50 ppm der
Hydroxy-Gruppe, das Triplett bei 4,61 ppm der M&hyGruppe A direkt am Oxim-
Sauerstoff, und das Quartett bei 3,48 ppm der Meth@ruppe D zugeordnet wird. Die
beiden mittleren Methylen-Gruppen B und C tretem jmieinem Quintett bei 1,93 und 1,62

ppm in Resonanz.

Abbildung 7-20: : *"H-NMR-Spektrum von E803
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Abbildung 7-21: VergréRerte Teilausschnitte desH-NMR-Spektrums von E803
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7.2.8.2. Indirubin-(2,3-dihydroxypropyl-)oximether (E804)
1,7
6,7
5,5
6 77

Abbildung 7-22: Oben: *H-NMR-Spektrum von E804; unten

. . gezoomter Bereichvon 6,5 ppm — 8,6 ppm
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Ein Vergleich der Spektren von E803 und E804 zeigss die beiden Substituenten praktisch
keinen Einfluss auf die restlichen Protonen daseMiglls haben (Bereich 6,5 bis 12,00 ppm).
Sowohl die Stickstoff-Protonen an N1 und N1’ alsladie aromatischen Protonen treten bei
anndhernd gleichem Feld in Resonanz. Die Spekinéerscheiden sich daher lediglich im

Kopplungsmuster der Substituenten selbst.

OHg

Abbildung 7-23: Ausschnitt aus demH-NMR-Spektrum von E804; ,H“ = Proton hinter der Bl attebene,
,V* = Proton vor der Blattebene

Dabei treten die Hydroxy-Gruppen an ,B* und ,,C* &siblett bei 5,11 ppm und als Triplett
bei 4,80 ppm in Resonanz. Das Proton an B bildeden diastereotopen Protonen an A und
C jeweils ein ABM-System. Daher tretem¥dund Hyy jeweils als Doppeldublet bei 4,64
ppm und 5,50 in Resonanz¢klund H: y treten als Pseudotriplett bei 3,52 ppm in Resonanz

wéhrend das Signal des; ldls Multiplett bei 4,00 ppm in Erscheinung tritt.
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7.2.8.3. 3'-[(2-Hydroxyethyl) aminocarbonyl methylexyimino-]
indirubin (E805)
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Abbildung 7-24: Oben: *H-NMR-Spektrum von E805; unten: gezoomter Bereich on 6,5 ppm — 8,6 ppm



7. Ergebnisse und Diskussion 64

Auch der Vergleich defH-NMR-Spektrums von E805 mit dérl-NMR-Spektren von E803
und EB04 zeigt wiederum, dass der Oximether-Suigstitan der 3’-Position nahezu keinen
Einfluss auf die restlichen Protonen das Molekis(Bereich 6,5 bis 12,00 ppm; Abbildung
7-24). Sowohl die Stickstoff-Protonen an N1 und Mis auch die aromatischen Protonen
treten bei anndhernd gleichem Feld in ResonanzerUshem Signal des 4’-Protons liegt
allerdings das Signal des amidischen NH des Substén, welches bei 8,18 ppm in
Erscheinung tritt. Die Spektren unterscheiden dliediglich im Kopplungsmuster der
Substituenten selbst. So erscheint das Signal d¢hWéngruppe ,A" als Singulett bei 4.98
ppm, wéahrend die Signale der beiden Methylengruppémind ,,C* bei hdherem Feld in den
Bereichen 3,21 — 3,25 ppm und 3,40 — 3,45 ppm jevads Pseudo-Quartett erscheinen. Die
OH-Gruppe an ,,C* tritt als Triplett bei 4,69 ppmHkmnscheinung.
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Abbildung 7-25: Ausschnitt aus demH-NMR-Spektrum von E805 von 3,0 bis 5,5 ppm
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7.2.8.4. 5-(Pyrrolidin-1-sulfonyl-)indirubin-3'-(2- -D-glucopyranosyl-
oxyethyl-)oximether (E811)

Abbildung 7-26: *H-NMR-Spektrum von E811

Auffallig am *H-Spektrum von E811 ist die starke Tieffeldversbhieg des C4-Protonen-
Signals (Abbildungen 7-26 und 7-27). Dies ist a@in dEinfluss der Sulfonamidgruppe
zurtckzufihren, welche im aromatischen Ring eineff@idverschiebung des Signals des
orthostandigen Protons bewirkt. Die Signale detlicb®n Protonen des Indirubingeriistes
erscheinen im Bereich von 6,5 bis 12,00 ppm begleahbarem Feld wie die Signale der
bisher besprochenen Molekile, wobei das Kopplungsenwaufgrund der Substitution des
Protons an C5 variiert. Die Signale im Bereich oiven 3 und 5 ppm sind den Protonen der
Zucker+Spacer-Einheit zuzuordnen, wobei in dem iBeram 3,10 ppm auch die vier ,A*-
Protonen des Pyrrolidins in Resonanz treten. Damabider 4 restlichen Protonen des
Pyrrolidins erscheint bei 1,63 ppm (Abbildung 7-28)

Tabelle 7-7 veranschaulicht die Tieffeldverschiepaies Signals des C4-Protons durch eine
Sulfonsaure- bzw. Sulfonamidgruppe in 5—Positioar Brsatz der Sulfonamidgruppe durch

eine Carboxygruppe fiihrt zu einem noch starkereffald-Shift.
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Tabelle 7-7: Chemische Verschiebung [ppm] des Prats an Position 4 verschiedener Indirubin-Derivate

Verbindung C4-H [ppm]
Indirubin (E211) 8,76
Indirubin-5-sulfonat (E226) 9,13
5-Piperidino-sulf.-indirubin (ES800 9,17
5-Pyrrolidino-sulf.-indirubin (E801 9,25
Indirubin-3’-(2-b-D-
glucopyranosylethyl)oximether 8,59
(E671)
5-Pyrrolidino-sulfonyl-indirubin-3'-
(2-b-D-glucopyranosylethyl) 9,17
oximether (E811)
Indirubin-5- -D-glucopyranosid 8.56
(E807)
Indirubin-5-carbonséaure (E810) 9,42

6.7 5,7

Abbildung 7-27: Bereich von 6,5 bis 9,3 ppm de$i-NMR-Spektrums von E811
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Abbildung 7-28: Ausschnit aus demtH-NMR-Spektrum von E811

7.2.8.5. Isatin-5 etra-O-acety)-b-D glucopyranosid (E807)

Das Signal des amidischen Protons tritt im tiefetddFoei 10,93 ppm in Erscheinung. In
Abbildung 7-29 ist das fir 1,2,4 - substituierteeRyiringe charakteristische Signalmuster zu
erkennen, das aus zwei Dubletts und einem Doppleiiulbbesteht, wobei Letzteres beim
Isatin dem Proton an C6 zuzuordnen ist, welche®bbmit dem Proton an C7, als auch tber
eine*J-Kopplung mit dem Proton an C4 koppelt.

Im hohen Feld zwischen 2,0 und 6,0 ppm treten daoBRen der acetylierten Glucose in
Resonanz, wobei die Signale der 4 Acetylgruppemijsvals Singulett in dem Bereich um 2,0
ppm erscheinen. An dem Dublett bei 5,70 ppm iseedén zu erkennen, dass etwa 10% des
Zuckers alsa-Anomer vorliegt: Dies ist das Signal des anomezeAtoms dera-Glucose,
wéhrend das Dublett bei 5,48 ppm das Signal desyarem C-Atoms deb-Glucose ist. Die
Zuordnung zu dem jeweiligen Anomer erfolgt anhaed idopplungskonstanten, welche fir
zwei axial-gegenstandige Protonen grof3er ist adsfigi axial-equatorial-stdndige Protonen
(siehe Abbildung 7-30).
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NH

Abbildung 7-29: Oben: 'H-NMR-Spektrum von Isatin-5-glucosid; unten: Zoomarsicht des Bereiches von
6,6 bis 7,5 ppm
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Abbildung 7-30: Ausschnitt aus demH-NMR-Spektrum von Isatin-5-glucosid
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7.3. Ergebnisse der biochemischen Analytik

7.3.1. CDK2/CyclinE — Assay

Die inhibitorische Wirkung der synthetisierten Viediungen auf den CDK2/CyckE -
Komplex wurde mittels CDK2 - Filter Assay bestimrBei diesem Assay wird das isolierte
Enzym mit der zu testenden Substanz, radioaktikimdem ATP §3?P — ATP) und dem
entsprechenden Substrat, einem Histon H1 Protaikubiert. Das entsprechend der
Enzymaktivitat phosphorylierte uidP—markierte Substrat wird anschlieRend auf Phospho-
Cellulose Sheets immobilisiert und im Szintillatsaéhler auf Strahlungsaktivitat untersucht.

Tabelle 7-8 fasst die Hemmdaten zusammen:

Tabelle 7-8: IC-Werte der Indirubin-Derivate fir die Hemmung am CDK2/CycE-Komplex

IC50 an CDK2/CycE
Substanz
[LM]
R1 R2
E803 R YW N N H 3,32+ 0,54
ES04 Mo N Non H 0,21+ 0,04
OH
E805 NS . A, H 0,60+ 0,07
E806 Ny (; H 0,87+ 0,16
E807 CoH O 2,00+ 0,33
0 HL
ES08 $or c;”o_ __O 1,78+ 0,33
HO OH o)
ES10 o P 0,21+ 0,02
C\OH
E813 o L 0,27+ 0,05
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Die starkste inhibitorische Wirkung auf den CDK2¢Ey- Komplex haben E804 (#¢= 0,21
uM), E810 (IGo = 0,21 uM) und dessen Tris-Salz E813s(€ 0,27 uM). Ahnlich effektiv
zeigte sich bei friheren Untersuchungen der Argeitgpe das Indirubin-5-sulfonat E226 mit
einem IGo-Wert von 0,60 puM [Daten aus der Arbeitsgruppe isand]. Aus der
Rontgenstrukturanalyse (Kapitel 5 ,Kristallstrulénf) geht hervor, dass die Sulfonatgruppe
des Indirubin-5-sulfonats in der Bindungstasche @BK2 eine Position einnimmt, in der
auch diea-Phosphatgruppe des ATP liegt. Ahnlich der Sulfgngipe kénnen auch durch die
Carboxylatgruppe bei E810 und E813 zusatzlichetstatische Wechselwirkungen mit der
Seitenkette von Lys33 stattfinden und so zu daksetaHemmwirkung der Verbindungen
beitragen.

Gegenuber dem Dihydroxypropyloximether E804 zeigdie Aminocarbonylmethyl-
oximether E805 und E806 mit 0,60 uM und 0,87 uMastwabhere I€g-Werte, wobei diese
offenbar mit der Grél3e des Substituenten zunehii@nnoch groRerer Substituent, nadmlich
eine Glucopyranosylethylgruppe fuhrt bei der Vedoing E671 zu einem noch hdherenglC
Wert von 1,7 uM [Daten aus der Arbeitsgruppe Eisand)].

Jedoch hemmt der 4-Hydroxybutyl-oximether mit einé@i,Wert von 3,32 uM, was
verdeutlicht, dass nicht nur die Grol3e, sonderrh alie Beschaffenheit des Substituenten
Einfluss auf die inhibitorische Wirkung der Indirokoximether-Derivate hat. Eine
verhaltnismaRig hydrophobe Gruppe wie der n-But&test scheint weniger geeignet fur die
Bindung in der ATP-Bindungstasche des CDK2/CycE-iKtaxes. In dieser Region der
Bindungstasche befindet sich bei ATP-Bindung diboRe-Einheit, so dass also eine eher
hydrophile Gruppe (z.B. der Propandiol-Rest vong&ffenbar favorisiert wird.

Fur das 5-Piperidinosulfonyl-indirubin E808 wurd@ ¢éCse-Wert von 1,78 UM gemessen.
Ein Vergleich mit der korrespondierenden Verbindug§71 ohne Sulfonamidgruppe in
Position 5 zeigt, dass diese Gruppe nicht zu atégkeren Enzymhemmung fihrt fE671:
1,7 uM).

Auch das -D-Glucosid E807, mit dem Zuckersubstituenten irsiffan 5 zeigt mit einem
ICs¢-Wert von 2,00 uM eine mit E808 und E671 vergleatebHemmwirkung. Im Gegensatz
zu E671 ist der Zucker bei E807 zwar ohne Spacekidan das Indirubin gebunden, digdC
Werte deuten jedoch darauf hin, dass es offenbae lggol3e Bedeutung fur die inhibitorische
Aktivitat am Enzym hat, ob sich der Zuckerrest awsiffon 3’ oder an Position 5 des

Indirubins befindet.
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7.3.2. GSK-3b-Assay

Der GSK-3®-Assay wird analog dem CDK2/CycE-Assay durchgefils Substrat dient
hierbei eine Peptidkette der Sequenz RRAAEELDSRA=PQL, wobei ,pS* fur einen
phosphorylierten Serin-Rest steht. Diese Sequealtt #in von der GSK bevorzugtes
Substratmuster dar (siehe Kapitel 4.2).

Tabelle 7-9 zeigt die Ergebnisse der Untersuchungen

Tabelle 7-9: ICs-Werte fir die Hemmung der GSK-3d

RZ
R Q
— |C5o an GSK-3
Substanz N NH
[UM]
(o]
R1 R2
ES04 NN o H 0,11+ 0,02
OH
ES07 Con O 0,76+ 0,1
0 S
ES08 aras Q >5
A )
E810 ° < 0,05
0] —c
OH

E810 mit der Carboxylatgruppe an Position 5 erwa&dt mit einem Ig-Wert < 0,05 uM als
aul3erst potenter GSKa3nhibitor. Ein Grund hierflr konnte die Aminosaurgs85 in der
Bindungstasche der GSKa3sein. Diese liegt in einer der Aminosaure Lys33 G®K2
vergleichbaren Position [Polychronopoulos, 2004}s33 geht mit der Sulfonatgruppe von
E226 elektrostatische Wechselwirkungen ein, die starken Hemmung von E226 an der
CDK2 beitragen (siehe Kapitel 5 ,KristallstruktujeAnalog dazu ist zu vermuten, dass auch
die Carboxylatgruppe von E810 mit Lys85 der GSKeme elektrostatische Wechselwirkung
eingeht, welche zu der starken Hemmwirkung beitragt

E8B08 hat mit einem I§g-Wert von > 5 pM an der GSKE3m Gegensatz zur CDK2 eine nur
schwache Hemmwirkung. Vergleicht man digV/erte der Verbindungen an den beiden

Enzymen untereinander, so hat ES08 an der Gisleile signifikant schwachere Aktivitat.
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Offenbar verringert die Kombination des Piperidswfonyl-Restes und des Glucopyranosyl-
oxyethyl-Restes die Bindungsfahigkeit von E808en Bindungstasche der GSK-3

E807 und E804 mit nur einem Substituenten an Posiibzw. 3’ erweisen sich hingegen mit
ICso-Werten von 0,76 uM und 0,11 uM als potente GRK4Bhibitoren.

7.4. Wasserloslichkeit

Um fir einen therapeutischen Einsatz als Antituiirkstoff geeignet zu sein, muss fur die
entwickelten Indirubin-Derivate neben der biologsn Aktivitdt an den erwéhnten Targets
auch eine entsprechende Bioverfligbarkeit erreidrden, so dass sie im Korper an ihren

Wirkungsort gelangen kénnen.

Wie in Kapitel 5.3 ,Intermolekulare Wasserstoffbkéa“ beschrieben, sind Indirubine i. A.
schlecht I6slich, und verfiigen nur tber eine geriBgpverfigbarkeit.

Eine Mdoglichkeit zur Verbesserung der Bioverfuglesirkbesteht in der Erhdéhung der
Wasserldslichkeit, was im Rahmen dieser Arbeit kdutas Einbringen von Hydroxylgruppen-
haltigen Substituenten in das Indirubin-Gerustielnteverden sollte.

Die Wasserloslichkeit der entwickelten Verbindungemrde UV/VIS — photometrisch
bestimmt. Dazu wurde von jeder Verbindung eine tgsé Losung in Wasser hergestellt,
welche anschlie3end gegen eine Eichgerade vermeasede. Zur Erstellung der Eichgerade
wurde eine methanolische Stammldsung der betregf&eatbindung hergestellt, welche dann
entsprechend verdinnt wurde. In Tabelle 7-10 sinde dErgebnisse der

Loslichkeitsuntersuchung zusammengefasst.
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Tabelle 7-10: Wasserloslichkeiten der untersuchtelndirubin-Derivate

Substanz [mg /1]
R1 R2
E803 AN H 0,1
E804 NN o H 1,9
OH
E805 N*o ; NH\/\OH H 0,5
E806 ~OH 4,0
NN o H

E807 :OH 4 4,7
O HO O% c;

E808 o 0 3,0

OH le)
E810 o A 41 *
o
E813 0 on 32,8
O —C: H. Nf\ ’
E671 O o o 23 *
b:o?‘H H
E690 o _ CH, 5 *
HOMZ;H N‘CH3

* vorhandene Daten aus dem Arbeitskreis

Aus Tabelle 7-10 wird ersichtlich, dass die dargiéish Indirubin-Derivate trotz hydrophiler
Substituenten immer noch schwer wasserloslich $ded.Propandiol- sowie die Ethanol- und
Diethanolacetamid-Substituenten der Oximether E&®! E806 fuhren nicht zu einer
wesentlichen Verberbesserung der Wasserloslichkeg,durch die gemessenen Werte von 1
mg/ml bis 4 mg/l verdeutlicht wird. Die Einfuhrumgnes Zuckermolekuls hingegen fihrt zu
einer deutlich héheren Wasserloslichkeit. Diesdelfist jedoch scheinbar auf die Position
3’ beschrankt, was aus den stark differierendent&ester Verbindungen E671 (23 mg/l) und
E807 (4,7 mg/l) ersichtlich wird. Eine zusatzlich@methylsulfonamid- (E690) oder
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Piperidinosulfonylgruppe (E808) fuhrt wiederum zmeg deutlich verringerten Loéslichkeit
der Verbindungen.

Die hochste Loslichkeit wird erwartungsgemal duttes Einfligen einer ionischen Gruppe
erreicht, wie an Verbindungen E810 und E813 zurerka ist. Mit 41 mg/l und 33 mg/l

erreicht diese die hochste Wasserl6slichkeit uhdergezeigten Verbindungen.

7.5. Cytotoxizitats-Test (SRB-Test)

Fir den SRB-Test werden Tumorzellen mit der zu sothenden Substanz fur eine Dauer
von drei Tagen inkubiert. Anschliel3end wird dasbliebene Lebendprotein mit 10 %-iger
Trichloressigsaure (TCA) fixiert, und die abgesw@rbn Zellen mit kaltem Wasser
weggespllt. Das verbliebene Lebendprotein wird mindem Farbstoff Sulforhodamin B
gefarbt.

Tabelle 7-11 fasst die Ergebnisse des SRB-Testsdiér untersuchten Verbindungen
zusammen.

Die Verbindungen E800 und E801, die Uber eine Riped-sulfonyl- bzw. Pyrrolidin-1-
sulfonylgruppe in Position 5 verfligen, zeigen n@tWerten > 10 uM eine nur geringe
Cytotoxizitdt. Auch E808 und E811, welche zusalvlieur Sulfonamidgruppe eine
Glucopyranosyl-oxyethyl-Einheit in Position 3’ teag zeigen Igg-Werte > 10 pM.
Vergleicht man diese Werte mit dem entsprechen@gpWert von E671, welcher bei 4 uM
liegt, so scheint das Einfiihren des Sulfonamid-fulesiten zu verringerten cytotoxischen
Eigenschaften der Verbindungen zu fuhren.

E804, E805 und E806 sind mit §&Werten von 0,1 uM, 0,3 pM und 0,9 uM potente
Hemmstoffe der Zellproliferation an der MCF-7 Zelik, wobei die ansteigenden Betrage der
ICso-Werte mit denen der CDK2-Hemmung korrelieren (siglapitel 7.3.1).

E810 weist trotz des ionischen Charakters der Gathtgruppe mit 2,7 pM einen
geringflgig niedrigeren l§g-Wert als Verbindung E807 auf, derens¢g@Vert 3,5 uM betragt,
und die statt der Carboxylatgruppe eine Glucoséwttiran Position 5 tragt. Scheinbar wird
die Zellpermeabilitat des Indirubins durch die Qexdatgruppe deutlich weniger
beeintrachtigt als durch die Sulfonatgruppe, welbke E226 zu einem KgWert fir den
SRB-Test an MCF-7 Zellen von mehr als 30 uM flhrt.
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Tabelle 7-11: IG-Werte fur die Bestimmung der Cytotoxizitat von Indirubinderivaten an MCF-7 Zellen
mittels SRB-Test

Substanz ICs0 [MM] an MCF-7

R1 R2
E800 o _.‘SE_N< > > 10
g
E801 o Q G >10
—S—N
g
E804 A H 0,1
OH
E805 Mo NN H 0,3
(@]
E806 N /\/N\/;‘)“ H 0,9
E807 O 3,5
O OH O 1
HO OOHH
E808 fHOH & o- g D > 10
HO OHH ES; "
E810 o 4° 2,7
_C\OH
E811 O%H o Yo— _8_ <j >10
E813 o _ A HNJCO\H > 10(Zelllinie: LXFL)
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8. Zusammenfassung

Anfangs als potente Inhibitoren Cyclin abhangigenasen identifiziert, erweisen sich
Indirubin und dessen Derivate im Zuge zahlreichertetsuchungen immer mehr als
biologisch aktive Verbindungen, die in der Lagedsimehrere flr die Tumorgenese relevante
Targets zu inhibieren. Neben der Hemmung der Cwthiméangigen Kinasen und der GSK-3
konnte so fur einige Indirubin-Derivate auch einentinung der durch STATs vermittelten
Transkription verschiedener antiapoptotischer Rmet@achgewiesen werden, wobei fur das
im Rahmen der vorliegenden Arbeit synthetisierteO&£8ine direkte Hemmung der
Nichtrezeptor-Tyrosinkinase c-src gezeigt werdemrite [Nam et al., 2004]. Auch eine
Hemmung der VEGF-Rezeptor-Aktivitat konnte fur gmindirubin-Derivate gezeigt werden
[Jautelat, R, 2002].

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit sollte zunactest Einfluss von Hydroxygruppen bei
Substituenten in 3’- und 5-Position des Indirubsog die Enzymaktivitat und die Loslichkeit
untersucht werden. So wurde an der 3’-PositionBaitanol- ein Propandiol-, ein Ethanol-
acetamid- und Diethanol-acetamid- Rest als OximeBudbstituent eingefuhrt, wahrend an
der Position 5 eine glycosidisch gebundene Glugoskeit eingefihrt wurde. Weiterhin
wurde in Position 5 eine Carbonsauregruppe eingefiloraus 5-Carboxy-indirubin E810
und dessen Tris-Salz E813 resultierten. Letzteigenemit einem Wert von 41 und 33 mg/I
die beste Wasserloslichkeit, wohingegen fir di¢icben Derivate mit Werten von 1 bis 5
mg/l die Wasserloslichkeit durch Einfihrung von Stithenten mit Hydroxygruppen
gegenuber dem Indirubin mit einer Loslichkeit vawa 0,1 mg/l nur geringflgig verbessert
werden konnte.

Bei der Hemmung des CDK2/CycE-Komplexes liegen Iifig-Werte der entwickelten
Verbindungen zwischen 0,2 und 3,3 uM, wobei E8@8stihwachste und E804 die starkste
Hemmung zeigt.

Auch an der GSK-3zeigt sich E804 mit einem ¥gWert von 0,1 uM als potenter Inhibitor,
jedoch verfigt E810 mit einem 4&Wert < 0,05 uM an diesem Enzym Uber die starkste
Hemmwirkung der getesteten Substanzen. E808 mineihGeWert > 5 uM vermag
hingegen das Enzym nur in geringem Maf3e zu hemmen.

Ebenso wie in den Untersuchungen an der CDK2 umdG&K-3 , erwies sich E804 mit
einem IGg-Wert von 0,1 uM auch im Cytotoxizitatstest an ELF-7 Zelllinie als potente
Verbindung, gefolgt von E805 und E806, dereg{@Werte bei 0,3 bzw. 0,9 uM liegen. Eine
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etwas geringere Cytotoxizitat zeigten hingegenviiiebindungen E807 und E810, derendC
Werte bei 3,5 bzw. 2,7 uM liegen. Die Sulfonamiggren enthaltenden Substanzen E800,
E801 und E808 zeigen in diesem Test mgg{@erten von >10 uM die weitaus schwachste
Cytotoxizitat.

Fazit/Ausblick

Indirubine greifen an verschiedenen Punkten inRkgulation zellularer Prozesse ein. Diese
Eigenschaft kann einen entscheidenden Vorteil fiirere eventuellen Einsatz in der
Antitumor-Therapie darstellen, da ein Ausweichem @emorzelle auf andere Signalwege
erschwert, und die Wahrscheinlichkeit der Ausbilgl@mer Resistenz des Tumors gegen das
Therapeutikum verringert wird.

Ein kritischer Punkt bei der Entwicklung von Inddfnderivaten als Antitumorwirkstoffe ist
die Bioverfugbarkeit, welche tber die Erhéhung Wéasserldslichkeit durch das Einfuhren
Hydroxygruppen-haltiger Substituenten im RahmenseatieArbeit nur bedingt verbessert
werden konnte. Analog zur Untersuchung der Strukldivitats-Beziehungen muss auch der
Zusammenhang zwischen Struktur und Wasserloslithleiersucht werden. Ansonsten
mussten Verfahren entwickelt werden, welche dieubsierung von schlecht l6slichen

Substanzen, z.B. durch Micellenbildung, ermoglichen
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9. Experimenteller Tell

9.1. Gerate und Materialien
9.1.1. Chemikalien/Gerate/Materialien fir die Synth  ese
Vakuumpumpe: Drehschieber-Vakuumpumpe (Fa. Vacuabra
Ultraschallbad: Sonorex RK 102H (Fa. Bandelin)
Waage: Satorius laboratory

Rotationsverdampfer: Rotivapor R110 und Vakuumadietr B161 (beides Fa. Biichi)

Dunnschichtchromatographie
DC-Kieselgel-Folien: DC-Alufolien, Kieselgel 6Qdz (Fa. Merck)

Séaulenchromatographie
Saulenmaterial: Kieselgel 60 (0,063-0,2mm) (Fa. héaey & Nagel)

Die fur die Synthese verwendeten Chemikalien wurden den Firmen Fluka, Aldrich,
Merck, Lancaster und Acros bezogen. Die Ldosungsinitatten p.a.-Qualitat oder wurden
wenn notig getrocknet und frisch destilliert.

Als Schutzgas wurde Argon 4.8 der Firma Messershaen verwendet, Reinheit >99,998%,
getrocknet tiber Phosphorpentoxid.

Zur analytischen Untersuchung der synthetisiertambmMdungen wurden folgende Geréte

eingesetzt:

b-counter: Mulit-channel beta Spectrometer, Beckman

Photometer: Cary 1 Bio UV-Visible Spectrophotomet&arian
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NMR-Spektroskopie: AC200 und AMX400 der Firma Bruke

Die chemischen Verschiebungen sind entsprechend-8&ala angegeben, die Angabe der
Kopplungskonstanten erfolgt in Hertz (Hz).

Zur Angabe der Spinmultiplizitaten werden folgeddkirzungen verwendet:

s = Singulett, d = Dublett, t = Triplett, pd = pdedublett, pt = pseudotriplett, g = Quartett,
quint = Quintett, sext = Sextett, sept = Septet;, Multiplett

Als Standard werden die fur die eingesetzten demten Losungsmittel charakteristischen

Signale verwendet:

DMSO-ds. 'H d=2,49ppm °C  d=39,7ppm

CDCls: 'H  d=7,26ppm **C  d=77,0ppm
9.2. Synthesevorschriften und analytische Daten
9.2.1. Synthese der Indirubin-5-sulfonamid- Derivat e

9.2.1.1. Synthese von Natrium-indirubin-5-sulfonat

Ausgangspunkt der Synthese der Indirubin-5-sulfadanst das Natriumsalz von Indirubin-
5-sulfonat.

o

}4
o Na*
o @) N -
sg<o
\ . Na,CO,
+ o _— -
NH NH MeQOH

RT

Abbildung 9-1: Synthese des Indirubin-5-sulfonats

700 mg (2,8 mmol) Isatin-5-sulfonat (Natriumsalzerden unter Schutzgas in 25 ml
Methanol geldst. Nach Zugabe von 418 mg (2,38 mrmapxylacetat und 545 mg (5,14
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mmol) NaCO; wird 24 h bei RT gerthrt. Danach wird der entstar® Niederschlag
abgenutscht, mit wenig Methanol gewaschen und gatied (Ausbeute: 73%)

9.2.1.2. Synthese von Indirubin-5-sulfonsaurechlod

2 g (8,02 mmol) Indirubin-5-sulfonat (Natriumsalagrden in 40 ml Thionylchlorid erhitzt.
Nach Zugabe einer katalytischen Menge Dimethylfarmda(DMF) wird 5 h bei 80 °C
geruhrt. Danach wird auf Raumtemperatur abgekilals, Reaktionsgemisch auf Eiswasser
geschittet und anschlieRend abgenutscht (Ausi®Qie).

cl
\

40

O;S

socl,

DMF, 80T, 5h

Abbildung 9-2: Synthese des Indirubin-5-sulfonséurehlorids

9.2.1.3. Synthese von 5-(Piperidin-1-sulfonyl-)indibin

500 mg (1,38 mmol) Indirubin-5-sulfonsaurechloridrden in 200 ml eines Wasser-Piperidin
Gemisches (Piperidin-Anteil: 17 %) 18 h bei Raunpgenatur gerihrt. AnschlieRend wird
abgenutscht und mit Methanol und Wasser gewasdgsbeute: 39%).

Ri-Wert: 0,55 (EE:Hex = 3:1)

e

//O

O
I
N H
NH NH N NH

Abbildung 9-3: Synthese des 5-(Piperidin-1-sulfony)indirubin
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Tabelle 9-1:'H-NMR-Daten des 5-(Piperidin-1-sulfonyl-)indirubin

dlppm] Signalform, Kopplung Zuordnung
11,33 s, 1H N1H oder N1'H
11,18 s, 1H N1H oder N1'H
9,17 d, 1H Jy = 1,8Hz C4H
7,69 d, 1H )y = 7,7Hz C4'H
7,59-7,61 m, 2H C6'H, C7’H
7,43 d, 1H'Jy 4 = 8,1Hz C6H
7,08 d, 1H 4 = 8,1Hz C7H
7,04 t, 1H Jqn = 7,7Hz C5'H
2,90 Breites Singulett, 4H WA
1,55 Breites Singulett, 4H B
1,33 Breites Singulett, 2H .C*

Tabelle 9-2:*C-{*H}-NMR-Daten des 5-(Piperidin-1-sulfonyl-)indirubin

d[ppm] Zuordnung

189,5 C3
1711 C2
152,6 Cc2
1441 Cr7a
139,9 Cra
137,6 C6’
128,7 C4
128,1 C5
124,9 Cc4
123,8 C6
122,1 C3a
121,9 C3a’
119,2 C5
113,9 Ccr
109,7 C7
104,5 C3
46,8 A
24,9 B
23,1 C

9.2.1.4. Synthese von 5-(Pyrrolidin-1-sulfonyl-)ingdubin

500 mg (1,38 mmol) Indirubin wurden in 100 ml eind&sser-Pyrrolidin Gemisches
(Pyrrolidin-Anteil: 20 %) 5 h bei Raumtemperaturrigat, und anschlieRend abgenutscht

(Ausbeute: 51 %).
Ri-Wert: 0,44 (EE:Hex = 3:1)
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o)
Abbildung 9-4: Synthese des Indirubin-5-sulfonséureyrrolidinamid
Tabelle 9-3:'H-NMR-Daten des 5-(Pyrrolidin-1-sulfonyl-)indirubin
dlppm] Signalform, Kopplung Zuordnung
11,31 S, 2H N1H , N1'H
9,25 s, 1H C4H
7,66-7,70 m, 2H C4'H, C6'H
7,57-7,16 m, 1H C7H
7,43 d, 1H C6H
7,03-7,09 m, 2H C7H, C5H
3,15-3,18 m, 4H JA
1,65 quint, 4H 2B

Tabelle 9-4:*C-{*H}-NMR-Daten des 5-(Pyrrolidin-1-sulfonyl-)indirubi n

dlppm] Zuordnung

189,0 C3
170,9 C2
152,5 cz2
143,8 C7a
139,7 Cra’
137,4 ce’
128,6 C4
128,4 C5
124,7 c4
123,4 Cé6
121,9 C3a
121,8 C3a’
119,0 Cco
113,7 cr
109,5 c7
104,4 C3
46,8 A
24,9 B
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9.2.2. Synthese der Indirubin-3’-oxim — Derivate

Die Indirubin-3’-oxim-Derivate werden ungeachtet nes eventuell vorhandenen

SubstituentenR) in Position 5 immer nach folgendem Schema heegjest

H,NOH * HCI

Pyridin
DT

Abbildung 9-5: Synthese von Indirubin-3’-oxim-Derivaten

9.2.2.1. Synthese von Indirubin-3’-oxim

500 mg (1,91 mmol) Indirubin und 350 mg (5,04 mnidydroxylamin-Hydrochlorid werden
in 20 ml Pyridin etwa 1,5 h unter RickfluR geriidas Reaktionsgemisch wird dann nach
Abkiuhlung auf Raumtemperatur in 100 ml 1 N HCI desgge die entstehenden roten Flocken
abfiltriert, und erneut in 150 ml 1 N NaOH geld3te erhaltene Losung wird filtriert, und das
Filtrat bis zur sauren Reaktion mit 1 N HCI versefzie erneut ausfallende Substanz wird
abfiltriert, mit Wasser gewaschen, und getrockAespeute: 79 %).

DC: (Hexan:Essigester 1:1)}-®/ert: 0,55

9.2.2.2. Sythese von 3’-Hydroxyimino-5-(piperidin-isulfonyl-)
indirubin

Analog zu 9.2.2.1
(Ausbeute: 82 %)
DC: (Hexan:Essigester 1:1}-®/ert: 0,63
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Tabelle 9-5:'H-NMR-Daten des 3'-Hydroxyimino-5-(piperidin-1-sulfonyl-) indirubin

dlppm] Signalform, Kopplung Zuordnung
13,69 s, 1H (sehr breit) N-OH
11,98 s, 1H N1H
10,18 s, 1H N1'H
8,92 s, 1H C4H
8,26 d, 1H; 7,54Hz C4'H

7,39-7,49 m, 3H C6'H, C7’H, C6H

7,05-7,08 m, 2H C7H, C5H
2,91 s, 4H (breit) A+A’
1,53 s, 4H (breit) B+B’
1,31 s, 2H (breit) C

Tabelle 9-6:*C-{*H}-NMR-Daten des 3'-Hydroxyimino-5-(piperidin-1-sulfonyl-) indirubin

dlppm] Zuordnung

171,8 Cc2
152,7 c3
147.,8 cz
145,4 C7a
142,1 Cra’
133,0 C6’
129,1 C4
128,3 C5
126,4 Cc4
123,8 C6
123,0 C3a
122,5 C3a’
117,5 Co%
112,7 cr
109,4 c7
98,2 C3
47,6 A
25,7 B
23,9 C
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9.2.2.3. Sythese von 3’-Hydroxyimino-5-(pyrrolidini-sulfonyl-)
indirubin

Analog zu 9.2.2.1
(Ausbeute: 80 %)

DC: (Hexan:Essigester 1:1):-R/ert: 0,58

Tabelle 9-7:'H-NMR-Daten des 3'-Hydroxyimino-5-(pyrrolidin-1-sul fonyl-) indirubin

dlppm] Signalform, Kopplung Zuordnung
13,69 s, 1H N-OH
11,88 s, 1H N1H
11,18 s, 1H N1'H
8,98 s, 1H C4H
8,27 d, 1H; 7,70Hz C4’'H
7,57 d, 1H, 8,09Hz C6H,

7,41-7,44 m, 2H C7'H, C6H

7,04-7,08 m, 2H C7H, C5'H
3,16 S, 4H A+A
1,60 S, 4H B+B’

Tabelle 9-8:**C-{*H}-NMR-Daten des 3'-Hydroxyimino-5-(pyrrolidin-1-su [fonyl-) indirubin

d[ppm] Zuordnung
1711 C2
152,1 C3
147,0 cz
144,7 Cra
143,9 Cra’
132,4 ce’
128,4 C4
127,9 C5
126,7 c4
123,2 C6
123,2 C3a
122,3 C3a’
116,8 C5’
112,1 cr
108,8 c7
97,5 C3
48,1 A
24,7 B
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9.2.3. Synthese der Indirubin-3’-hydroxyalkyl-oxime  ther

9.2.3.1. Synthese von Indirubin-3’-(4-hydroxybutylloximether

150 mg (0,54 mmol) Indirubin-3’-oxim werden in 3 Mathanol suspendiert. Nach Zugabe
von 587 mg (5,4 mmol) 4-Chlorbutanol und 498 md (dhmol) TMG wird 1,5 h in der
Siedehitze geruhrt. Nach Abkihlung auf Raumtemperaird der erhaltene Niederschlag
abgenutscht, und mit wenig Ethanol gewaschen.

(Ausbeute: 68 %)

OH

DC: (Hexan:Essigester 1:1}-®R/ert: 0,42

EtOH
T™MG
DT

Abbildung 9-6: Synthese von Indirubin-3’-(4-hydroxybutyl-)oximether

Tabelle 9-9:'H-NMR-Daten des Indirubin-3'-(4-hydroxybutyl-)oxime ther

dlppm] Signalform, Kopplung Zuordnung
11,68 s, 1H N1H
10,74 s, 1H N1'H
8,61 d, 1H ; 7,80Hz C4H
8,11 d, 1H; 7,63Hz C4H
7,38-7,44 m, 2H C7H, C6'H
7,12-7,16 m, 1H C6H
6,96-7,05 m, 2H C5', C5
6,90 d, 1H; 7,63Hz C7H
4,61 t, 2H WA
4,5 t, 1H OH
3,48 g, 2H ,B"
1,93 g, 2H D"
1,62 g, 2H ,C*
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Tabelle 9-10:C-{*H}-NMR-Daten des Indirubin-3'-(4-hydroxybutyl-)oxim ether

d[ppm] Zuordnung
171,1 C2 PoH
151,3 c3 D
145,6 cz2 c
144,2 C7a B
138,9 Cra’ A
133,0 ce’
128,3 C4
126,6 C5
123,5 c4
122,6 Cé6
121,7 C3a
120,9 C3a’
116,4 Cco
112,0 cr
109,2 c7
100,2 C3
76,7 C
60,7 D
29,2 B
25,7 A

9.2.3.2. Synthese von Indirubin-3’-(2,3-dihydroxypopyl)oximether

250 mg (1,1 mmol) Indirubin-3’-oxim werden in 6 Ethanol suspendiert. Nach Zugabe von
984 mg (8,9 mmol) 3-Chlor-1,2-propandiol und 887 (g8 mmol) TMG wird 1 h in der
Siedehitze geruhrt. Nach Abkihlung auf Raumtempenand Zusatz von etwa 0,8 ml 2,5 N
HCI, wird der Reaktionsansatz 45 min. in den Kilinaok gestellt. Der entstandene
Niederschlag wird abgenutscht und mit wenig Ethgieevaschen (Ausbeute: 44 %).

DC: (Hexan:Essigester 1:1)s-R/ert: 0,11
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HO

DT

OH

Abbildung 9-7: Synthese von Indirubin-3’-(2,3-dihydoxypropyl-)oximether

Tabelle 9-11:'H-NMR-Daten des Indirubin-3'-(2,3-dihydroxypropyl)o ximether

dlppm] Signalform, Kopplung Zuordnung
11,68 s, 1H N1H

10,75 s, 1H N1'H

8,62 d, 1H ; 7,80Hz C4H

8,18 d, 1H; 7,63Hz C4'H
7,39-7,45 m, 2H C6'H, C7H
7,12-7,16 m, 1H C6H
6,96-7,05 m, 2H C5H, C5
6,90 d, 1H; 7,79Hz C7H

511 d, 1H; 5,14Hz ,B“OH
4,80 t, 1H ,C"OH
4,63-4,68 m, 1H A H
4,49-4,53 m, 1H LAY H
3,97-4,04 sext, 1H .B“H

3,52 t, 2H ,C“H

Tabelle 9-12:C-{*H}-NMR-Daten des Indirubin-3'-(2,3-dihydroxypropyl- Joximether

dlppm] Zuordnung
1711 C2
151,4 c3
145,6 cz2
144,2 C7a
138,8 Cra’
133,0 Ce’
128,6 C4
126,5 C5
123,6 c4
122,5 Cé6
121,6 C3a
120,9 C3a’
116, 5 Co’
111,9 cr
109,1 c7
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100,3 C3
78,9 A
70,2 B
63,0 C
9.2.4. Synthese der Indirubin-3’-(essigsdureamid)ox

9.2.4.1. Synthese von Chloracet-ethanolamid

0
OH <
/ cl cl
H—N
\

H

-

Abbildung 9-8: Synthese von Chloracetethanolamid

imether

O
o
Cl /N—/_
H

90

3 g Ethanolamin (49,1 mmol) werden in 45 ml einB%!ligen wassrigen NaHGQ.6sung
gel6st. Nach Zugabe von 30 ml E, wird die Lésung mit Eis gekdhlt, und 4,5 ml (56,5
mmol) Chloressigsaurechlorid innerhalb von 10 Mamutzugetropft. Unter Rihren (ca. 5 h)
wird die Reaktionsmischung auf RT erwarmen gelasBamn wird die wassrige Phase mit
Essigester extrahiert, und das Losungsmittel anatRoisverdampfer entfernt (Ausbeute: ca.
6% ; 3,1 mmol).

Tabelle 9-13:'H-NMR-Daten des Chloracet-ethanolamid

dlppm] Signalform, Kopplung Zuordnung
8,16 1H NH
4,70 s, 1H OH
4,04 s,2H CH (Acetyl-)
3,39 t ,2HJ=5,98Hz CHOH
3,15 q, 2HJ=5,92Hz N-CH

Tabelle 9-14:C-{*H}-NMR-Daten des Chloracet-etahnolamid

(6]
1 3
d[ppm] Zuordnung d zN_/_OH
167,7 C=0 .
61,1 CHOH
44,3 NCH
43,5 CHCI
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9.2.4.2. Synthese von Chloracet-dietahnolamid

o /_{O 0
H— N/_/ ° ° CI/_<N —/_ >
S

OH

C

HO
Abbildung 9-9: Synthese von Chloracet-diethanolamid

Die Darstellung erfolgt analog zu 9.2.4.1.
Statt 3g Ethanolamin werden 5,2 g Diethanolaminl(48mol) eingesetzt (Ausbeute: ca. 6% ;

2,8 mmol).

Tabelle 9-15:'H-NMR-Daten des Chloracet-diethanolamid

dlppm] Signalform, Kopplung Zuordnung
4,89 T, 1H ’J=5,22Hz OH
4,67 T, 1H ’J=5,39 OH
4,41 S, 2H CHl (Acetyl-)
3,52 Q, 2H 2J=5,75 CH-OH
3,46 Q, 2H 2J=5,97 CH-OH
3,40 T, 2H °J=5,39 N-CH
3,34 T, 2H 2J=5,06 N-CH
Tabelle 9-16:C-{*"H}-NMR-Daten des Chloracet-diethanolamid 1 :/o 3
OH
dppm] Zuordnung c| N_/_
166,4 C=0 » 2
59,0 CHOH g .
58,6 CHOH S
50,8 N-CH
48,8 N-Ch
42,7 CHCI
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9.2.4.3. Synthese von 3’-[(2-Hydroxyethyl-)aminocdonylmethyl-
oxyimino-] indirubin

N/H

Abbildung 9-10: Synthese von 3'-[(2-Hydroxyethyl-)aninocarbonylmethyl-oxyimino-]indirubin

120 mg (0,52 mmol) Indirubin-3’-oxim werden in 1 Ethanol geldst. Nach Zugabe von 315
ul (2,5 mmol) TMG werden 420 mg (3 mmol) Chloratedémolamid (geldst in 2 ml Ethanol)
zugegeben und bei einer Temperatur von 90-100 t€r driickfluld gerthrt. Nach Abkuhlen
auf RT wird abgenutscht (Ausbeute: 73%).

Ri-Wert: 0,52 (CHCI, + 10% MeOH)

Tabelle 9-17:'H-NMR-Daten des 3'-[(2-Hydroxyethyl-)aminocarbonylmethyl-oxyimino-Jindirubin

dlppm] Signalform, Kopplung Zuordnung
11,65 s, 1H N1H
10,75 s, 1H N1'H
8,45 d, 1H ; 7,80Hz C4H
8,19-8,20 m, 2H ; 7,47Hz C4'H , NH Acetamid
7,39-7,46 m, 2H C6'H, C7H
7,11-7,15 m, 1H C6H
7,01-7,05 m, 1H C5H
6,87-6,94 m, 2H C7H, C5
4,98 S, 2H CHdes Acetamid ,A*
4,69 t, 1H OH
3,42 g, 2H ,C"
3,22 q, 2H B
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Tabelle 9-18:C-{*H}-NMR-Daten des 3'-[(2-Hydroxyethyl-)aminocarbonylmethyl-oxyimino-]indirubin

dlppm] Zuordnung
171,0 Cc2
167,9 C=0 (Acetamid)
152,4 C3
145,8 Cc2
143,8 C7a
138,9 cra’
133,2 C6’
129,1 C4
126,7 C5
123,7 Cc4’
122,3 C6
121,5 C3a
120,8 C3a’
116,4 C%
111,9 C7
109,1 C7
100,8 C3
74,6 CH(Acetgruppe)
59,9 CHOH
41,5 CHNH

9.2.4.4. Synthese von 3’-[Bis-(2-hydroxyethyl-)amotarbonylmethyl-
oxyimino-] indirubin

L

EtOH
T™MG
DT

Abbildung 9-11: Synthese von 3'-[Bis-(2-hydroxyethjyaminocarbonylmethyl-oxyimino-Jindirubin

Die Herstellung erfolgt analog zu 9.2.4.3 unter Wamdung von 105 mg (0,46 mmol)
Indirubin-3’-oxim, 500 mg (2,8 mmol) Chloracet-ch@nolamid und 290 pl (2,3 mmol) TMG
in 2ml Ethanol (Ausbeute: 66%).

Ri-Wert: 0,41 (CHCI,+ 10% MeOH)
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Tabelle 9-19:'H-NMR-Daten des 3'-[Bis-(2-hydroxyethyl-)aminocarbaylmethyl-oxyimino-]indirubin

94

dlppm] Signalform, Kopplung Zuordnung
11,65 s, 1H N1H
10,73 s, 1H N1'H
8,45 d, 1H; 7,71Hz C4H
8,23 d, 1H; 7,71Hz C4'H
7,39-7,45 m, 2H C6'H,C7H
7,10-7,14 m, 1H C6H
7,01-7,04 m, 1H C5H
6,93-97 m, 1H C5H
6,87-6,90 m, 1H C7H
5,39 s, 2H Chldes Acetamid ,A"
4,8 s, 2H (breit, kaum zu sehen) 2XOH
3,62 t, 2H B
3,39-3,54 m, 4H C,C
3,41 t, 2H B’

Tabelle 9-20:C-{*H}-NMR-Daten des 3'-[Bis-(2-hydroxyethyl-)aminocarbonylmethyl-oxyimino-]

indirubin
dlppm] Zuordnung

1710 C2
167,8 C=0 (Acetamid)
151,8 C3
145,7 Cc2
143,9 C7a
138,8 cra’
133,1 C6’
128,9 C4
126,6 C5
123,9 C4
122,4 C6
121,6 C3a
121,0 C3a’
116,4 C%
1119 C7
109,0 C7
100,6 C3
73,6 CH(Acetgruppe)
59,5 CHNH
58,9 CHNH
49,6 CHOH
48,3 CHOH
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9.2.5. Synthese der Derivate der Indirubin-3’-(2- b-D-
glucopyranosylethyl-)oximether

9.2.5.1. Synthese von 2-Bromethyktra-O-acetyb-D-glucopyranosid

OAc O

AC
OAc Br OAc
Br o™ NS O\ _—&r
0 0
e
AcO Ag,CO AcO
Zrs OAc

OAc

Abbildung 9-12: Synthese des 2-Bromethytetra-O-acetylb-D-glucopyranosid

2 g (4,86 mmol)a-D-Acetobromglucose werden in 3,5 ml (49,6 mmobckenem 2-
Bromethanol gelést. Nach Zugabe von 3,7 g (13,5 h@itbercarbonat wird 24 h bei RT
geruhrt. AnschlieRend werden 5-10 ml £ zugegeben und abfiltriert. Das Filtrat wird im

Vakuum destillert, und der Ruckstand mit wenig Btileaufgenommen. Nach 24-stiindiger

Lagerung bei —20°C wird das Produkt in Form farbtodladeln abgenutscht (Ausbeute:

48%).

Tabelle 9-21:'H-NMR-Daten der 2-Bromethyl-tetra-O-acetylb-D-glucopyranosid (in CDCk)

dlppm] Signalform, Kopplung Zuordnung
5,22 d, 1H C3H
4,99-5,08 m, 2H C4H, C2H
4,57 d, 1H; 7,92Hz C1H
4,24-4,28 m, 1H C6H
4,12-4,19 m, 1H C6H
3,78-3,85 m, 2H S2
3,69-3,73 m, 1H C5H
3,44-3,48 m, 2H S1
2,09 s, 3H -CH
2,07 s, 3H -CH
2,03 s, 3H -CH
2,01 s, 3H -CH




9. Experimenteller Teil 96

Tabelle 9-22:C-{*H}-NMR-Daten der 2-Bromethyl-tetra-O-acetylb-D-glucopyranosid (in CDCL)

dppm] Zuordnung

170,6 C=0 OAc

170,2 C=0 C onc s2
1694 2x C=0 ITo77 0N\ —er
101,0 C1 IR st
72,6 2 OAc

71,9 3

71,0 6-CH

69,8 5

68,3 4

61,8 O-CH,-CH,-Br

29,8 O-CH-CH,-Br

20,7 2x -CH

20,6 2x -CH

9.2.5.2. Synthese von 5-(Piperidino-sulfonyl-)indubin-3'-(2- -D-
glucopyranosyloxyethyl-) oximether

AcO OAcC
HO

EOH
™G
DT

Abbildung 9-13: Synthese von 5-(Piperidino-sulfony)indirubin-3'-(2- -D-glucopyranosyloxyethyl-)
oximether

160mg (0,37 mmol) 5-piperidino-sulfonyl-indirubinewden in 5 ml Ethanol gelést. Nach
Zugabe von 100 pl TMG werden 360 mg (0,79 mmol) r@aBoethyl-tetra-acety-D-

glucose zugegeben und etwa 5 h unter Sieden geNdwh Zugabe von wenig Ethanol und
24-stundiger Lagerung im Kuhlschrank  wird das RBkbdabgenutscht und an der

Vakuumpumpe getrocknet (Ausbeute: 46%).
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Tabelle 9-23:'H-NMR-Daten des 5-(Piperidino-sulfonyl-)indirubin-3'-(2- -D-glucopyranosyloxyethyl-)

oximether
dlppm] Signalform, Kopplung Zuordnung

11,36 S, 2H N1H und N1'H
9,07 s, 1H, C4H
8,23 D, 1H. 3y = 7,74Hz C4'H

7,46-7,52 m, 3H C6'H, C7'H, C6H
7,09 D, 2H.23 1 = 8,12Hz C7H, C5'H
5,00 D, 1H Z20H

4,67 — 4,81 M, 4H Z30H, Z40H, S2
4,42 M, 1H Z60H
4,30 M, 2H,°J4n = 7,93 Hz Z1H
4,19 m, 1H Z6H(a)

4,00 - 4,13 M, 1H Z6H(b)

3,87 —-3,91 M, 1H Z20H
3,64 M, 1H Z3H

3,41 - 3,48 M, 3H Z2,S1
3,18 M, 1H Z4H
2,86 Breites singulett, 4H WA
1,55 Breites singulett, 4H B
1,33 Breites singulett, 2H ,C"

Tabelle 9-24:C-{*H}-NMR-Daten des 5-(Piperidino-sulfonyl-)indirubin-3'-(2- -D-

glucopyranosyloxyethyl-) oximether

d[ppm] Zuordnung
170,9 C2
151,8 C3
145,6 Cc2
145,4 Cra
141,8 Cra
133,1 C6’
128,8 C4
127,2 C5
126,1 c4
122,6 C6
122,5 C3a
122,3 C3a’
116,3 C5’
112,2 Cr
109,0 C7
103,1 C1”
99,1 C3
77,0 C5”
76,9 C3”
76,3 _(H>-CH,-O-C1”
73,4 c2”
70,2 C4”
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66,9 C6”
61,3 CH-CH,-O-C1”
46,7 A
24,8 B
23,0 C

9.2.5.3. Synthese von 5-Pyrrolidino-sulfonylindiruin-3’-(2-b-D-
glucopyranosylethyl-)oximether

A /D
S

OAC
OH

O

OAc
5 // \/\ Br OH
O
O
AcO OAC

HO

BOH
™G
DT

Abbildung 9-14: Synthese von 5-Pyrrolidino-sulfonyihdirubin-3'-(2- b-D-glucopyranosylethyl-)oximether

145mg (0,37 mmol) 5-Pyrrolidino-sulfonylindirubinenden in 5 ml Ethanol gelést. Nach
Zugabe von 100 pl TMG werden 360 mg (0,79 mmol) r@rethyttetra-O-acetylb-D-
glucopyranose zugegeben und etwa 5 h unter Siedeithry Nach Zugabe von wenig

Ethanol und 24-stiindiger Lagerung im Kuhlschranikdwas Produkt abgenutscht und an der

Vakuumpumpe getrocknet (Ausbeute: 42%).

Tabelle 9-25:'H-NMR-Daten des 5-Pyrrolidino-sulfonylindirubin-3'- (2-b-D-glucopyranosylethyl-)

oximether

11,75 s, 1H N1H oder N1'H

11,23 s, 1H N1H oder N1'H

9,16 d, 1H; 1,47 Hz C4H

8,23 d, 1H; 7,44 Hz C4'H ,

7,59 dd, 1H ; 8,22 Hz ; 1,95 HZz C6H
7,45-7,48 m, 2H C6'H ,C7'H
7,05-7,10 m, 2H C7H, C5H

4,99 d, 1H Z20H

4,82 —-491 m, 4H Z30H, Z40H, S2

4,44 t, 1H Z60H

4,31 d, 1H, 7,82 Hz Z1H

4,21 m, 1H Z6

3,99 — 4,05 m, 1H Z6

3,62 -3,70 m, 1H 75

3,37 — 3,50 m, 2H 73,72
3,03-3,15 m, 7H A, A’ Pyrrolidin, Z4, S1

1,62 t,4H ; 6,66 Hz B, B’
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Tabelle 9-26:C-{*H}-NMR-Daten des 5-Pyrrolidino-sulfonylindirubin-3' -(2-b-D-glucopyranosylethyl-)
oximether

dlppm] Zuordnung
170,9 C2
151,7 C3
145,6 Cc2
145,3 Cra
141,7 Cra
133,0 C6’
128,7 C4
127,7 C5
125,7 Cc4
122,5 C6
122,5 C3a
122,2 C3a’
116,2 C5
112,1 cr
109,0 C7
103,0 C1”
98,5 C3
77,0 C5”
76,8 C3”
76,6 _(H,-CH,-O-C1”
73,5 c2”
70,2 C4”
66,9 C6”
61,2 CH-CH,-O-C1”
47,8 A
24,6 B
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9.2.6. Synthese des Indirubin-5-glucopyranosid

9.2.6.1. Synthese von 5-Hydroxy-isatin

'‘BuLi

y

O OH

EtOH / 6N HCI (1:1)

@]

Abbildung 9-15: Synthese des 5-Hydroxy-isatin; Erlaterungen zum Reaktionsmechanismus im Text

In einem ausgeheizten, mit Argon beflllten Dreikalsen werden 12,43 g (34 mmol) TIPS-
BOC-geschitztes p-Aminophenol in 100 ml getrockmekgher geldst. Nach Abkuhlen auf —
18 °C (Eis-Salz Mischung) werden unter Ruhren ihakr von etwa 30 min. 50 ml einer 1,7
molaren'BuLi/Pentan Lésung (85 mmol) zugetropft, wobei @@mperatur nicht iiber —15 °C
steigen sollte. Nach 2 h Rihren bei -20 bis —158&den 6,1 ml (45 mmol) Oxalsaure-
diethylester (geldst in 15ml getrocknetem Ethemenrmalb von 10 min. zugetropft, und
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anschlieBend wieder 30 min. bei -18°C gerihrt. Maoh die Reaktionsmischung unter
weiterem Ruhren auf RT gekommen ist, wird sie \abrtsg mit 250 ml 1 N HCI versetzt und
die wassrige Phase noch zwei mal mit 250 ml Etxénakiert. Nach dem Abrotieren des
Losungsmittels wird der Rickstand in einer Mischaug 150 ml Ethanol und 150 ml 6 N
HCIl 1 h unter Rickfluss gekocht. Nach Erkalten Meschung und Zugabe von 300 ml
Essigsaureethylester wird nach Phasentrennung @snge Phase noch drei mal mit je 200
ml Essigsaureethylester extrahiert, und die vegéeni organischen Phasen Uber,$&;
getrocknet. Das Losungsmittel wird abrotiert und s deerhaltene Rohprodukt

saulenchromatographisch gereinigt.

Tabelle 9-27:'H-NMR-Daten des 5-Hydroxy-isatin

dlppm] Signalform, Kopplung Zuordnung
10,74 s, 1H NH
9,55 ; s, 1H OH
dd, 1H ; JH,H = 8,24HZ s
7,00 3= 2,74 Hz C6H
6,84 d, 1H "J3qn=2,75 C4H
6,74 d, 1H 7y = 8,59Hz C7H

Tabelle 9-28:C-{*H}-NMR-Daten des 5-Hydroxy-isatin

dlppm] Zuordnung
185,1 C3
159,7 C2
153,4 C5
143,3 C7a
125,3 C3a
118,4 C6
113,3 c7
110,7 C4
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9.2.6.2. Synthese des Isatinyl-5-D-glucopyranosids

OAc

OAc
F

O OAc

0
OAC
OH OAc O
OAc O
o]
| TMG, CH,Cl, ) | ¢
N
\ BF;*OEt, OAc N
OAc \
H

Abbildung 9-16: Synthese des Isatinyl-5-D-glucopyranosids

150 mg 5-Hydroxy-isatin (M= 163,14; 0,92 mmol) und 322 mg peracetyli@€luoro-
glucopyranose (V= 350,3; 0,92 mmol) werden in 18 ml g, unter Zugabe von 347 pl
TMG (M,=115,18; 2,76 mmol) und 462,2 ul BBEt, (M;= 141,93, d = 1,13; 3,68 mmol) 2
h bei RT in einem ausgeheizten 100 ml Kolben geriNach Zugabe von 30ml ges. NaHLO
— Lésung wird das Gemisch in einen Scheidetrichiberfiihrt und mit drei mal mit
Ethylacetat ausgeschuittelt. Die organische Phaskanschlie3end zwei mal mit geséttigter
KHSO,-L6sung und einmal mit geséattigter NaCl-Loésung geshen, bei ca. 45°C abrotiert,
und das Rohprodukt wird anschlieBend séaulenchragregthisch aufgereinigt.

R+-Wert: 0,44. (FlieBmittel: EE:Hex/2,5:1); Ausbeut&7% (ca. 126mg)

Tabelle 9-29:'H-NMR-Daten des Isatinyl-5- -D-glucopyranosids

dlppm] Signalform, Kopplung Zuordnung
10,94 S 1H NH
7,19 dd, 1H; 8,61 u 2,74 C6H
7,15 d, 1H; 2,35Hz C4H
6,85 d, 1H ; 8,22Hz C7H
5,49 d, 1H; 7,82Hz Z1H
5,37 pt, 1H Z5H
4,94-5,05 M, 2H 72,73
4,13-4,26 M, 2H Z6(2H)
3,99-4,07 M, 2H Z4H
2,03 s, 3H -CH
2,02 s, 3H -CH
2,00 s, 3H -CHl
1,96 s, 3H -CH




9. Experimenteller Teil 103

Tabelle 9-30:C-{*H}-NMR-Daten des Isatinyl-5- -D-glucopyranosids

dlppm] Zuordnung

184,5 C3
170,2 CH-C=0
169,7 CH-C=0
169,5 CH-C=0
169,3 CH-C=0
159,7 C2
152,3 C5
146,5 C4
127,5 C6
118,4 C7
113,4 C3a
112,2 C7a
97,9 C1
72,0 C2
71,1 C3
70,8 C4
68,3 C5
62,0 C6
20,6 _G‘|3-C:O
20,6 (H3-C=0
20,5 Hs-C=0
20,5 (H3-C=0

9.2.6.3. Synthese des Indirubin-5-D-glucopyranosids

HO

0
0
N\ QA Na,CO,
¥ o | o _—
NH ok N MeOH
OAc \ RT

Abbildung 9-17: Synthese des Indirubin-5--D-glucopyranosids

130 mg (0,36 mmol) Isatin-5-glucopyranosid werdertetu Schutzgas in 7 ml Methanol
geldst. Nach Zugabe von 55 mg (0,31 mmol) Indoxetiaicund 70 mg (0,66 mmol) MaO;
wird 24 h bei RT geruhrt. Danach wird der entstaedBliederschlag abgenutscht und mit

wenig Methanol gewaschen (Ausbeute: 71%).
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Tabelle 9-31:'H-NMR-Daten des Indirubin-5- -D-glucopyranosids

dlppm] Signalform, Kopplung Zuordnung
11,95 s (br), 2H N1H und N1'H
8,56 d, 1H, 3y = 2,44Hz C4H
7,64 d, 1H 3y = 7,50Hz C4'H
7,54-7,58 m, 1H C6'H
7,40 d, 1HJy 1 = 7,99Hz C7H
6,97-7,02 m, 2H, C7H, C6H
6,78 d, 1H 34 = 8,47Hz C5'H
4,79 D, 1H, 7,33Hz Z1H
3,72 M, 1H Z5H
3,56 M, 1H Z60H
3,22-3,40 M, 8H 8 Protonen des Zuckers

Tabelle 9-32:C-{*H}-NMR-Daten des Indirubin-5- -D-glucopyranosids

dlppm] Zuordnung
171,3 Cc2
152,8 C3
152,7 cz
138,7 C7a
137,4 Cra’
136,2 ce’
124,6 C4
122,3 C5
121,5 Cc4
119,2 C6
117,6 C3a
114,0 C3a’
113,7 Co%
113,6 cr
109,8 c7
107,2 C1”
101,7 C3
77,7 C5”
77,0 C3”
73,5 cz2”
69,7 c4”
60,6 C6”
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9.2.7. Synthese von 5-Carboxyindirubin

=
\ HO Na,CO,
+ | o) ————————--
NH N MeOH
\ RT
H

Abbildung 9-18: Synthese des 5-Carboxyindirubin

In einem ausgeheizten, mit Argon gefluteten Kolbeerden 400 mg (2 mmol) 5-
Carboxyisatin, 280 mg (1,6 mmol) Indoxylacetat us@0 mg (3,66 mmol) wasserfreies
Natriumcarbonat in 20 ml Methanol 24 h bei RT getiAnschlielend wird mit 6 N HCI
angesauert, woraufhin sich ein Niederschlag bil@eéser wird abgenutscht und Wasser

gewaschen (Ausbeute: 76%).

Tabelle 9-33:'H-NMR-Daten des 5-Carboxyindirubin

dlppm] Signalform, Kopplung Zuordnung
12,69 S, br., 1H COOH
11,24 S, 1H N1H oder N1'H
11,07 S, 1H N1H oder N1'H
9,42 D, 1H; 1,57 C4H
7,87 Dd, 1HJ =8,03%J = 1,57 C4'H
7,65 D, 1H) = 7,44 C6'H
7,55-7,59 M, 1H C7H
7,41 D, 1H 23 =18,02 C7H
6,96-7,05 M, 2H C6H , C5'H

Tabelle 9-34:C-{*H}-NMR-Daten des 5-Carboxyindirubin

dlppm] Zuordnung

188,9 3
171,4 2
167,8 COOH
152,7 2
144,5 /a
139,3 7a’
137,4 6’
131,0 4
126,4 5
124,6 4
124,0 6
121,8 3a
121,5 3a’
119,3 5
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113,7 7
109,4 7
105,5 3

9.3. Biochemische Analytik

9.3.1. CDK2/CycE - Assay

Zur Bestimmung der inhibierenden Wirkung der Sulta auf die CDK2-Aktivitat wird ein
rekombinanter CDK2/CycE - Komplex sowie das entsipeade Substrat, ein Histon H1

Protein, von der Firma ,upstate” verwendet.

Folgende weitere Losungen werden fur die Durchfiiprdes Assays verwendet (sofern nicht

anders angegeben, werden alle Losungen pit bidest. hergestellt):

- Reaktionspuffer (RP)

Substanz Endkonzentration im Assay
MOPS, pH 7,0 50 mM
EDTA 2,5mM

- Assay Dilution Buffer (ADB)

Substanz

Endkonzentration im Assay

MOPS, pH 7,2 20 mM
b-Glycerophosphat 25 mM
EGTA 5 mM
NagVO, 1mM
DTT 1 mM

- Mg**-ATP-L6sung (ATP wird in Form vog->’P-ATP eingesetzt)

Substanz Endkonzentration im Assay
MgCl, x 6 HLO 75 mM
ATP 0,5mM
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Enzyme Dilution Buffer (EDB)

Substanz Endkonzentration im Assay
MOPS, pH 7,0 20 mM

EDTA 1mM

Gycerol 5 [%Vol]

Brij-35 0,01 [%Vol]
b-Mercaptoethanol 0,1 [%Vol]

BSA 1 mg/mi

Die fur den Assay verwendeten Enzym-

Konzentrationen:

- CDK2/CycE: 6pg/ul (Enzymkomplex verdinnt in EDB)
- Histon H1: 1mg/ml (in 20 mM MOPS, pH 7,0)

und Subs&tiatingen haben folgende

Die Probeldsungen haben ein Gesamtvolumen von .2BgrlAnteil der Einzelkomponenten

ist im Folgenden aufgelistet:

Lésungsmittelkontrolle

- 10pIDMSO (1,25% in RP)

- 2,5 pl Histon H1

- 2,5 ul CDK2/CycE Komplex
- 10 plg*P-ATP — Md" - Lésung

Substanzprobe

- 10 plSubstanz(als 1,25%-ige DMSO-L6sung in RP)

- 2,5 pl Histon H1

- 2,5 ul CDK2/CycE Komplex
- 10 plg*P-ATP — Md" - Lésung
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Reaktionspufferkontrolle
- 12,5 plReaktionspuffer (RP)
- 2,5 pl Histon H1
- 10 plg*P-ATP — Md" - Lésung

Enzymkontrolle
- 10 pl Reaktionspuffer
- 2,5 ul Histon H1
- 2,5 ul CDK2/CycE Komplex
- 10 plg*P-ATP — Md" - Lésung

Alle Arbeiten werden auf Eis durchgefiihrt. Pro zassender Substanzkonzentration werden
2 Ansétze durchgefuhrt, deren Mittelwert zur Bereglg der Enzym-Hemmung verwendet
wird.

Zunachst werden die entsprechende Substanzlosndgdas Histon H1 Substrat in das
Mikroreaktionsgefal? (=Eppi) pipettiert. AnschlieBewird das Enzym so an die Wand des
Eppis pipettiert, dass es nicht mit der Substand dem Substrat in Berihrung kommt.
Zuletzt wird das radioaktiver*’P-ATP so in den Eppi-Deckel gegeben, dass es iicht
Kontakt mit dem Enzym an der Eppi-Wand kommt. Umeai simultanen Start der Reaktion
zu gewahrleisten, werden alle fur die Messung s@bgenen Eppis kurz zentrifugiert und
anschlieBend 10 min. in einem Thermomixer bei 3iffklibiert. Danach werden die Eppis
wieder auf Eis gestellt und 20 pl des Inhalts abbdpho-Cellulose Sheets Uberfuhrt. Die
Aktivitat der eingesetzte>’P-ATP — Md* - Losung entspricht dabei etwa 0,4 pCi pro
Sheet. Nach dem die Phosphocellulose Sheets ge&bskd, werden sie 3 mal 5 min. mit
0,75%-iger Phosphorsaure gewaschen. Nach einetariét¢asch-Schritt mit Aceton werden
sie wieder trocknen gelassen, in ein Szintillataas mit 8 ml Szintillationsflissigkeit
gegeben und in einetm-Counter vermessen (,Mulit-channel beta SpectrorfieBz=ckman).
Zusatzlich zu den Phosphocellulose Sheets werdeim neei Kontrollwerte fir die Aktivitat
desg>*P-ATP gemessen (erwer). Hierzu werden 10 pl deg®?P-ATP — Md* - Lésung

zu 8 ml der Szintillationslésung gegeben.
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Berechnung der Enzym-Aktivitat:

Als Bezugswert fur die Messergebnisse dient detdWvert der Lésungsmittel (DMSO) —
Kontrolle, von welchem der Mittelwert der Reaktipoffer-Kontrolle (Blindwert) subtrahiert
wurde. Da die gemessene Aktivitdt nur von einent des gesamten Assay-Volumens (20 pl
von 25 pl) stammt, muss dies mit einem KorrektudaK25/20) berlcksichtigt werden. Es
berechnet sich also die Aktivitat des Bezugswehes zu:

Ag = ( (Mittelwert(DMSO) — Mittelwert(Blindwert) ) 25/20) [counts per minute (cpm)]

Bzw. die Aktivitat einer Probeldésung §And zu:

Aprobe = ( (Mittelwert(Probe) — Mittelwert(Blindwert) ) 25/20)[cpm]

10 pl der eingesetzten 0,5 mif’P-ATP — Md* - Lésung entsprechen 5 nmol ATP. Die auf
ein Nanomol bezogene spezifische Aktivitat (R) derwertes entspricht also 1/5 des

gemessenen Wertes:

R = Mittelwert(Leerwert) / 5 [cpm/nmol]

Der Quotient aus der in der Probe ermittelten Atdtv(Apiond oder (As) und der spez.
Aktivitat R gibt Aufschlu dariiber, wie viel dgs?P-ATP von der CDK2 umgesetzt wurde.
Da Uber einen Zeitraum von 10 min inkubiert wurdgilg eine Division durch 10 den

Umsatz pro Minute (P) an:

P = ((Aprobe) 0der (As) / R) * 1000/10min [pmol/min]

Die Umsatzrate wird letztlich noch auf die eingesetMenge des Enzyms bezogen (6 ug x
2,5=0,015 mg)

Prrotein = P / eingesetzte Proteinmenge [pmol / min*mg]
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9.3.2. GSK3-b Assay

Die Methode des GSKB-Assay ist analog zu der des CDK2/CycE — AssaysdiBavienge

an eingesetzter Aktivitdt, Enzym und Substrat idehtsind, andert sich auch die Berechnung
der Enzymaktivitat nicht. Als Substrat wurde jedeubht das Histon H1 Protein verwendet,
sondern eine kurze Peptidkette der Sequenz RRAAEBRAG-pS-PQL (Biosyntan GmbH,
# 3089). Dabei handelt es sich um ein Peptid, vesldiber einen Serin-Rest (an Position n)
und einen phosphorylierten Serin-Rest (Position) nsetfligt. Dieses Muster ist ein von der
GSK3b bevorzugtes Substratmuster (siehe Kapitel ,AustpdieéTlargets von Indirubin-

Derivaten®).

9.3.3. Zellkultur und Cytotoxizitaztest

9.3.3.1. Gerate

Analysenwaage AE 163(Mettler)
ElA-Platereader Biorad

Magnetrthrer Heidolph

Mikropipetten Eppendorf

pH-Meter 521 (WTW)

Ultraschallbad Sonorex RK 102H (Bandelin)
Vortex Genie (Bender & Hobein)
Zellkultur Biofreezer (Forma)

Brutschrank: Cytoperm (Heraeus)

Lichtmikroskop: Leitz Labovert

Multipette: Eppendorf

Neubauer Zahlkammer

Pipettierhilfe: Pipettus-Akku (Tecnorama)

Sterile Werkbank: Laminar-Air HLB 2448 GS (Heuag
Vakuumpumpe (KNF Neuberger)

Dampfsterilisator: Varioklav 500 E (H+P Loabaittaik)

Zellkultur-Verbrauchsmaterialen (Greiner, Satsté&alcon)
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9.3.3.2. Reagenzien

Zellkulturmedium: RPMI 1640 Medium (Firma Life dlenology)

Weiterhin verwendet: Fotales Kélberserum (FKS)g(diechnology)
Penicillin/Streptomycin (10000 I.E. / 10.00 pg)fé.i
Technology)

Trypanblau (Serva)
Weitere flr die Zellkulturen verwendete Reagenzeinden von den Firmen Aldrich, Fluka,
Riedel de Han, ICN, Boehringer Mannheim, Bio-Radrék, Promega und Calbiochem

bezogen.

9.3.3.3. MCF-7 Zelllinie

Die fur die Cytotoxizitats-Untersuchungen verweedgtCF-7 Zelllinie wurde 1973 aus dem
pleuralen Erguf3 einer 69 jahrigen Patientin gewonrgie an einem metastasierenden
Mammakarzinom litt. Die MCF-7 Zelllinie ist gut difrenziert und stellt mit einer ungefahren
Verdopplungsdauer von 50 Stunden ein etabliertestsystem dar (Gottardis & Jordan,
1988).

9.3.3.4. Zellkultivierung

Die MCF-7 Zelllinie wird bei 95 % relativer Luftfehte und 5 % C®in sterilem RPMI 1640
Medium kultiviert. Dem Medium wird vor Verwendung01% FKS und 1 %
Penicillin/Streptomycin zugesetzt werden. Das FKf&lwor der Verwendung 20 Minuten bei
56 °C inaktiviert.

9.3.3.5. Mediumwechsel

Das verbrauchte Medium wird abgesaugt, und die Mtsolayer am Flaschenboden
verbleibenden Zellen mit 25 ml — 5 ml vortempdser PBS-Puffer gewaschen.
Anschliel3end werden, abhangig von der GroRe dékutieirflasche 30 ml — 50 ml frisches
Medium hinzugegeben.

Der PBS (phosphate buffered saline) Puffer wird fwigt angesetzt:
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Tabelle 9-35: Reagenzien und deren Einwaagen zur kHgellung von 500 ml PBS-Puffer

Substanz Einwaage
NacCl 59

NaHP O, 0,72 g

KCI 0,125¢g
KH2POy 0,125 ¢

Die Substanzen werden in 500 ml bidest. Wassersgjekiuf pH 7,4 eingestellt, und

autoklaviert.

9.3.3.6. Abtrypsinieren und Zellzahlbestimmung

Haben die Zellen in der Kulturflasche einen konflig® ,Zellrasen“ gebildet, so wird das

Medium abgesaugt, die Zellen mit 5 ml PBS-Puffavggchen, und nach dem Absaugen des
PBS-Puffers mit 2,5 ml Trypsin-Losung versetzt. N8 Sekunden im Brutschrank werden
die Zellen durch vorsichtiges Aufklopfen der Kuftasche von deren Boden gel6st und nach
Zugabe von 8 — 10 ml frischem Medium resuspendiedt vereinzelt. Um die Zellzahl in der
erhaltenen Suspension zu bestimmen, werden 100 eplZéllsuspension mit 100 pl
Trypanblau versetzt, und das Gemisch auf eine Nerbaell-Zahlkammer gegeben. Unter
dem Lichtmikroskop wird dann die Zellzahl bestimmit.

Die verwendete Trypsinldsung wird wie folgt hergdist

Tabelle 9-36: Substanzen und deren Einwaagen zur Iiellung von 100 ml Trypsinldsung

Substanz Verwendete Menge
Trypsin 52,12 mg

EDTA 25mg

PBS 100 ml

Die Losung wird tber Nacht im Eisbad geruhrt unscatieRend sterilfiltriert.
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9.3.3.7. Lagerung der Zellen

Die nach dem Abtrypsinieren erhaltene Zellsuspensiod bei 4 Minuten lang bei 200 g
zentrifugiert. Das nach dem abdekantieren verbhelbeZellpellet wird so resuspendiert, dass
die Zelldichte etwa 5 x £Zellen pro ml betréagt. Je ein Aliquot von 1 ml &vin ein Gryo-
Rohrchen pipettiert, mit 0,1 ml DMSO versetzt, umach dem SchlieRen des Roéhrchens
vorsichtig vermischt. Nach Lagerung bei — 80 °C Biofreezer werden die Zellen zur

Langzeitlagerung in flissigen Stickstoff Gberfuhrt.

9.3.3.8. Auftauen der Zellen

Um die eingelagerten Zellen wieder zu verwendender® sie im Wasserbad bei 37 °C
schnell aufgetaut und mit Medium versetzt. Um dasdas Einfrieren verwendete DMSO zu
entfernen, werden die Zellen 4 Minuten bei 200 gtrafgiert, und der Uberstand
abdekantiert. Das Zellpellet wird in Medium suspertdund in eine Zellkulturflasche
Uberfuhrt.

9.3.3.9. Mykoplasmen-Test

Mykoplasmen sind sich selbst vermehrende Mykoplasstéch geringe Ausmal3es, dass sie
die Membran eines Sterilfilters passieren konnerus Adiesem Grunde missen die
Zellkulturen regelméRig nach Mykoplasmen unterswarden.

Dazu werden die Zellen auf einen Objektrager pigeettind 24 Stunden anwachsen gelassen.
Danach werden sie zur Fixierung etwa 1 Stunde mskadem Methanol inkubiert. Zur
Farbung und Detektion vorhandener Mykoplasmen wedie Zellen mit einer Lésung aus
DAPI, Proidiumiodid und Antifade-Puffer versetztedngt durch diese Farbstofflosung
erscheinen unter dem Fluoreszenzmikroskop die DM@, lund Cytoplasmaproteine rotlich.
Da Mykoplasmen Uber einen sehr hohen DNA-Gehaltiigen, erscheinen sie als kleine
Punkte im Cytoplsama und im Interzellularraum.

Die fur den Mykoplsamen-Test verwendeten Losungerden wie folgt angesetzt:
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Tabelle 9-37: Herstellung der fur den Mykoplasmen-Est verwendeten Losungen

Lésung Herstellung

Antifade-Puffer 100 mg p-Phenylendiamin-dihydroctdowerden in 10 mi
PBS gelost, der pH-Wert mit 0,5 M mit Carbonat-Diozanat
Puffer auf 8,0 eingestellt, und mit Glycerin aufO1nl
aufgefullt; Lagerung bei — 20 m°C

DAPI-LGsung 1 mg DAPI werden in 1 ml bidest. Wasgelbst
Propidiumiodid-Losung 1 mg Propidiumiodid werderiLiml| bidest. Wasser gel6st
Farbe-Losung 1 ul DAPI- und 1 pl Propidiumiodid-uag werden in 1m|l

Antifade-Puffer verdiinnt

9.3.3.10. SRB-Test

Mit einer Zelldichte von etwa 4000 Zellen pro ml diem werden die Zellen in 24-Loch-
Platten pipettiert. Nach 24 Stunden wird das Medabgesaugt, und durch Medium ersetzt,
das die zu untersuchende Substanz in entsprechedderzentration enthalt. Als
Lésungsvermittler wird diesem Medium DMSO zu einAmteil von 0,1% zugesetzt. Nach
drei Tagen Inkubation werden zur Fixierung der [denden Zellen in jedes Loch 100 pl
kalte, 10 %-ige TCA-LOsung pipettiert, und 1 Sturde 4 °C gelagert. Tote Zellen werden
danach mit kaltem Leitungswasser abgespult, undPthée an der Luft trocknen gelassen.
Zur Farbung des verbliebenen Zellproteins werdeh [25einer 0,4 %-igen Sulforhodamin-B
Losung (gelést in 1 %-iger Essigsaure) in jedeshLpipettiert, und 30 Minuten auf den
Zellen belassen. Anschliel3end werden die Platteénlndb-iger Essigsaure-Losung gesplilt,
und nach Lufttrocknung unter Lichtausschluss 1 mISFBase in jedes Loch gegeben,
wodurch der an das Protein gebunden Farbstoff wieeigesetzt wird. Die Farbstoff-Losung
wird dann in eine 96-Loch-Platte tUberfiihrt, und Rinotometer bei 570 nm vermessen. Die
gemessene Extinktion ist dabei direkt proportianalZahl der Gberlebenden Zellen.
Verwendete Losungen:

- 50 %-ige TCA-L6sung (Acros)

- 10 mM TRIS-Base (pH 10,5) (Boehringer Mannheim)

- 0,4 %-ige SRB-L6sung in 0,1 %-iger Essigsaurgr(tai)
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9.3.4. Bestimmung der Wasserloslichkeit

Zur Bestimmung der Wasserloslichkeit wurde einen&aad-Lésung der entsprechenden
Substanz in Methanol p.a. hergestellt; die Konztiainen bewegten sich dabei zwischen 4
und 6 mg/l. Von dieser Lésung wurde durch Verdumgssgchritte eine Standard-Eichreihe
angesetzt. Zur Ermittlung des Absorptionsmaximumssijchtbaren Bereich, 400 — 700 nm)
wurde ein Wellenlangen-Scan mit der héchsten StarAdanzentration durchgefuhrt. Fur die
Vorbereitung der Messprobe wurde die Substanz isséfageldst. Dazu wurde eine gesattigte
Losung hergestellt, indem die Lésung/Suspensiorefiiige Minuten in ein Ultraschallbad
gestellt wurde, und anschlieBend 3 Tage Uber eiNEgnet-Rihrer gerihrt wurde. Nach
Zentrifugation wurde der Uberstand photometrisch i bdem entsprechenden

Absorptionsmaximum vermessen.
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