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Inhibitoren Cyclin-abhéngiger Kinasen

F iir multizellulidre Organismen ist die Zellteilung (Mitose) eine
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grundlegende Voraussetzung. Erst durch die Fihigkeit einer Zelle, sich

zu replizieren, konnen komplexe Zellverbande entstehen. Fehl-
regulationen in den Kontrollmechanismen des Zellzyklus fiihren zu
einer iibermdfigen Zellproliferation und sind die Ursache fiir Krebs.
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2. Niedermolekulare Inhibitoren
Cyclin-abhdngiger Kinasen 2174

Die Schliisselstellung der Cyclin-abhdngigen Kinasen (CDKs) und

ihrer direkten Mitspieler sowie die Tatsache, dass bei vielen malignen

3. Zusammenfassung und Ausblick 2183

Erkrankungen Komponenten dieser zentralen Schrittmacher des
Zellzyklus defekt sind, hat ein grofies Interesse fiir die Entwicklung
von niedermolekularen CD K-Inhibitoren geweckt. Im Folgenden wird
ein Uberblick iiber die verschiedenen Strukturklassen ATP-kompeti-

tiver Inhibitoren fiir CDKs gegeben, die mit der Absicht entwickelt
wurden, maligne Erkrankungen zu bekidmpfen. Der Aufsatz zeigt, wie
weit die Entwicklung von selektiven CDK-Inhibitoren ist und inwie-
fern sich die Erwartungen in solche Wirkstoffe bisher erfiillt haben.

1. Einleitung

Fiir den Aufbau und das Uberleben eines vielzelligen
Organismus ist die Zellteilung (Mitose) eine essenzielle
Voraussetzung. Zum einen kann erst durch die Fihigkeit
einer Zelle, sich selbst zu replizieren, ein komplexer Zellver-
band entstehen, zum anderen miissen stidndig absterbende
Zellen durch neue ersetzt werden. Da sich ein Lebewesen
meist aus vielen Milliarden dieser kleinsten Bausteine
zusammensetzt, wird eine strenge Koordination und Regula-
tion dieses Prozesses benotigt. Die Zellteilung ist meist die
Reaktion auf mehrere mitogene Signale benachbarter Zellen.
Bevor sich die Zelle jedoch teilen kann, muss sie eine
ausreichende Grofle erreicht haben. AuB3erdem muss sie ihre
DNA verdoppeln und die duplizierten Chromosomen rdum-
lich trennen, damit jede Tochterzelle eine vollstindige Kopie
der genetischen Information erhilt. Der Vorgang, von der
Reaktion auf extrazellulire Wachstumssignale bis zur Bil-
dung beider Tochterzellen, wird als Zellzyklus bezeichnet.

Der Zellzyklus ldsst sich in vier Phasen unterteilen
(Abbildung 1). Zu Beginn der ersten Phase (G1-Phase, G
steht fiir gap = Liicke) ist die Zelle noch von der Stimulation
durch extrazellulire Wachstumsfaktoren abhingig und das
Fortschreiten des Zyklus kann immer noch durch Zugabe von
antiproliferativen Wirkstoffen gehemmt werden. Das end-
giiltige Signal zur Zellteilung wird in der spiten G1-Phase
durch Uberschreiten des Restriktionspunkts gegeben. Ab
diesem Zeitpunkt ist die Progression des Zellzyklus von
dufleren Finfliissen unabhingig und die Zelle trifft grund-
legende Vorbereitungen, z.B. werden Enzyme und andere
Proteine synthetisiert, die an der DNA-Replikation beteiligt
sind. Mit Beginn der DNA-Synthese geht die G1- in die
Synthese(S)-Phase tiber, in der die Chromosomen repliziert
werden. An das Ende der S-Phase schlief3t sich die G2-Phase
an. Wiéhrend dieser Phase wird die neu synthetisierte DNA
auf Fehler gepriift und gegebenenfalls repariert. Im Weiteren
bereitet sich die Zelle auf den Ubergang in die Mitose(M)-
Phase vor, in der die duplizierte DNA getrennt wird und sich
die Tochterzellen abschniiren. Nach der Trennung der beiden
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Tochterzellen konnen diese wieder in
die G1-Phase iibergehen und in einen
weiteren Teilungszyklus eintreten oder
in einem Ruhezustand, der als GO-
Phase bezeichnet wird, verweilen.

Ein erfolgreicher Teilungszyklus
setzt voraus, dass die einzelnen
Phasen geregelt und nacheinander durchlaufen werden.
Dies wird durch eine Reihe von Kontrollmechanismen
gewihrleistet, die einen Ubergang in die nichste Passage
erst zulassen, wenn bestimmte Kritische Faktoren erfiillt sind.

Wachstumsfaktoran

\ Rastriktionspunkt

g

Abbildung 1. Die vier Phasen des eukaryontischen Teilungszyklus: In
den beiden Phasen G1 und G2 kénnen morphologisch keine wesentli-
chen Verinderungen beobachtet werden, in der S-Phase wird der Chro-
mosomensatz verdoppelt und in der M-Phase bilden sich die beiden
Tochterzellen. Die M- und S-Phase sind durch die beiden G-Phasen
voneinander getrennt. Fiir das Durchlaufen eines Teilungszyklus bené-
tigt eine eukaryontische Zelle ca. 10-20 h. Die Ruhephase einer Zelle,
in der sie, je nach Zelltyp, iiber mehrere Jahre verweilen kann, bezeich-
net man als GO-Phase. Der korrekte Ablauf der einzelnen Phasen wird
durch die CDKsT, 2, 3, 4 und 6 geregelt, deren enzymatische Aktivitit
durch spezifische regulatorische Untereinheiten, die Cycline A, B, D, E
gesteuert wird. Die Konzentration der individuellen Cycline wahrend
des Zellzyklus wird durch die Dicke der gleichfarbigen Striche symboli-
siert.

Diese Kontrollstationen werden auch als Checkpoints
bezeichnet.'?l Fiir das Uberschreiten dieser Checkpoints
sind im Wesentlichen die Cyclin-abhingigen Kinasen (CDKs,
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cyclin dependant kinases) verantwortlich. Die zeitliche
Regulierung der CDK-Aktivitdt wird gesteuert durch die
Assoziation mit Cyclinen und spezifischen proteinogenen
CDK-Inhibitoren sowie durch deren Phosphorylierungsstatus
und durch Ubiquitin vermittelten Abbau.?-9 Die Schliissel-
stellung der CDKs und ihrer direkten Mitspieler sowie die
Tatsache, dass bei vielen malignen Erkrankungen Kompo-
nenten dieser zentralen Schrittmacher des Zellzyklus mutiert
sind, haben ein grofles Interesse an der Entwicklung von
CDK-Inhibitoren geweckt.[!

Bisher wurden zehn CDKs (CDK1-CDK10) entdeckt,
von denen im Wesentlichen nur die CDKsl, 2, 3, 4 und 6
direkt in den Zellzyklus eingreifen, wihrend die CDK?7 als
Aktivator dieser CDKs nur indirekt beteiligt ist.[*!%) Zudem
fungiert CDK7, wie auch die CDKS8 und CDKO9, als Trans-
kriptionsregulator.''-1 CDKS5 ist fiir die neuronale Entwick-
lung und fiir die Funktion von Driisen- und Nervenzellen von
Bedeutung.!'-1%1 Uber die erst kiirzlich identifizierte CDK10
ist bisher nur bekannt, dass sie mit dem Transkriptionsfaktor
Ets2 interagiert und vermutlich dhnlich wie die CDKs7, 8 und
9 in die Steuerung der Transkription eingreift.??! CDKs
erhalten erst nach Bindung ihrer positiv regulatorischen
Untereinheit, der Cycline, ihre basale enzymatische Aktivi-
tét.? Bisher wurden mindestens 15 Cycline identifiziert.?>24
Jede Phase des Zellzyklus ist durch die Expression bestimm-
ter Cycline charakterisiert. Die Cycline selbst unterliegen
einer strengen Kontrolle durch proteolytischen Abbau,
wohingegen die CDKs im Allgemeinen in gleich bleibender
Konzentration biosynthetisiert werden und gegeniiber dem
Abbau vergleichsweise stabil sind.?>-31

Als Antwort auf extrazelluldre mitogene Signale reagie-
ren ruhende Zellen mit Expression der Cycline D1, D2 und
D3, welche dann mit den (miteinander eng verwandten)
CDKs4 und 6 assoziieren (Abbildung 2).?>34 Das Expres-
sionsmuster der verschiedenen D-Typ-Cycline variiert dabei
von Zelltyp zu Zelltyp. Der Komplex aus Cyclin D und
CDK4, 6 ist in der Lage, in den Zellkern zu translozieren, in
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Abbildung 2. Die Translozierung der Komplexe aus D-Typ-Cyclinen und
CDK4, 6 in den Zellkern wird durch INK4 inhibiert und durch Cip/Kip
geférdert. Fiir Einzelheiten siehe Text.

dem er durch CDK7/Cyclin H (CAK, CDK activating kinase)
an einem spezifischen Threoninrest in der Ndhe der ATP-
Bindetasche des Enzyms phosphoryliert wird und damit seine
volle Kinaseaktivitit erhilt.?>?"l Die wichtigste Funktion des
aktiven Holoenzyms ist nun die Phosphorylierung des
Retinoblastoma-Proteins (pRb) wihrend der G1-Phase.[!
pRb blockiert in seiner unphosphorylierten Form Mitglieder
der E2F/DP-Transkriptionsfaktor-Familien durch Komplexie-
rung. E2F/DP-Heterodimere konnen sowohl als Gen-Akti-
vatoren wie auch als Gen-Repressoren fungieren.? Letztere
Aktivitdt ist in der Lokalisierung von pRb und der damit
verbundenen Rekrutierung von Transkriptions-Repressoren
wie Histon-Desacetylase (HDAC) an den Promotoren
bestimmter Gene begriindet.***] Im freien Zustand ist
E2F/DP fiir die Transkription von Genen verantwortlich,
deren Produkte fiir den G1-S-Ubergang und fiir die DNA-
Synthese bendtigt werden.™ Die pRb-Phosphorylierung
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durch CDK4,6/Cyclin D fiihrt zu einer Abspaltung der
HDAC und erméglicht die Transkription von Cyclin E, das
im Folgenden von CDK2 gebunden wird. Das hypophospho-
rylierte pRb komplexiert jedoch weiterhin E2F und hélt die
Repression des Cyclin-A-Promotors aufrecht.* Der kataly-
tisch aktive CDK2/Cyclin-E-Komplex kann nun pRb an
zusitzlichen Stellen phosphorylieren und damit vollstidndig
inaktivieren. Das hyperphosphorylierte pRb ist nicht mehr in
der Lage, E2F/DP zu binden, wodurch die pRb-bedingte
Inhibierung vollstindig aufgehoben wird.[*>%! Dies hat zur
Folge, dass sich die Konzentration an freiem E2F noch stéarker
erhoht, was wiederum zu einer weiteren Anhédufung von
Cyclin E fiihrt. AuBerdem stimuliert nun E2F auch seine
eigene Transkription.!! Beides resultiert in einer positiven
Riickkopplung und fiithrt den Zellzyklus aus der Wachstums-
faktor-abhingigen Phase (Cyclin-D-gesteuert) irreversibel
tiber den Restriktionspunkt in die Wachstumsfaktor-unab-
hingige Phase (Cyclin-E-gesteuert).

Die frithe S-Phase ist nicht nur durch den Beginn der
DNA-Synthese, sondern auch durch den schnellen, Ubiqui-
tin-vermittelten Abbau von Cyclin E charakterisiert.?”-?8 Die
Position von Cyclin E wird nun von Cyclin A eingenommen.
Der Cyclin A/CDK2-Komplex bindet anders als das Cyclin-
E-Analogon an die unterschiedlichen E2Fs und phosphory-
liert deren DP-1-Untereinheit, wodurch ihre DNA-Bindef4-
higkeit inhibiert wird.”*! Zudem bewirkt der Cyclin A/
CDK2-Komplex durch Phosphorylierung von cdc6, einem
essenziellen Initiator der DNA-Replikation, dessen Export
aus dem Zellkern und verhindert so die Re-Replikation der
DNA . AuBer den erwihnten Regulatoren wurden weitere
Cyclin A/CDK2-spezifische Substrate identifiziert, die an der
Regulation der DNA-Replikation beteiligt sind.’'! Cyclin A
kann durch Assoziation nicht nur CDK2, sondern auch CDK1
aktivieren.’>% Uber die genaue Funktion von Cyclin A/
CDK1 ist bisher jedoch erst wenig bekannt. Eine Bedeutung
fiir die Progression des Zellzyklus ist jedoch unumstritten.[5

Nach Komplettierung der S-Phase beginnt die Aktivie-
rung des Cyclin B/CDK1-Komplexes, der wihrend der G2-
Phase und spdten S-Phase als inaktives Dimer gebildet
wird.’>>7] Die Inaktivierung wird durch die Phosphorylierung
spezifischer Tyrosin/Threonin-Reste (Tyr15, Thr14) durch
die difunktionellen Proteinkinasen Weel und Mytl gewéhr-
leistet und verhindert den Eintritt in die Mitose, bevor die
DNA-Synthese abgeschlossen ist und die DNA auf Replika-
tionsfehler untersucht wurde.’**! Die Aktivierung erfolgt
durch die Abspaltung dieser Phosphatreste durch Mitglieder
der cdc25-Phosphatasen.'%%2  Zu den Substraten von
Cyclin B/CDKI1 zihlen sowohl Strukturproteine, die fiir die
Ausfiihrung der Mitose benétigt werden, als auch regulato-
rische Proteine, die fiir den =zeitlichen Ablauf und die
Steuerung dieses Prozesses verantwortlich sind.®*l Cyclin B/
CDKI1 gewihrleistet auch die globale Inhibierung der Pro-
teinbiosynthese sowie der DNA-Replikation und -Transkrip-
tion.[**¢”1 Zudem ist Cyclin B/JCDK1 an der Aktivierung
proteolytischer Abbaumechanismen beteiligt, die es der Zelle
ermoglichen, M-Phase-Proteine zu eliminieren und so wieder
den anfinglichen Zustand einzunehmen.[®®:%! Nicht nur die
Aktivierung und Inaktivierung der einzelnen CDKs durch
Anderung ihres Phosphorylierungsstatus und die sequenzielle
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Expression und Degradation von Cyclinen, sondern auch
proteinogene Inhibitoren (CKlIs) sind entscheidend an der
Regulation der Kinaseaktivitit beteiligt."”! Diese Inhibitoren
lassen sich basierend auf ihrer Spezifitit und Sequenzhomo-
logie in zwei Familien einteilen: die CIP/KIP- und die INK4-
Familie.”*72

Die CIP/KIP-Familie besteht aus p21CPLWAFL n27KIPL ynd
5752 und bildet die erste Klasse von CDK-Inhibitoren.[>-%I
Anders als fiir p21 und p27 ist tiber die exakte biologische
Funktion von p57 noch wenig bekannt. Zunichst wurde
diesen Proteinen die Eigenschaft zugeschrieben, alle Cyclin-
D-, -E- und -A-abéngigen Kinasen zu blockieren. Neuere
Untersuchungen zeigen jedoch, dass das einfache Bild einer
pauschalen Inhibierung von CDKs durch die CIP/KIP-Pro-
teine durch eine differenziertere Betrachtung ersetzt werden
muss.*81-831 Tatséchlich inhibieren p21 und p27 CDK2 im
Komplex mit Cyclin E und Cyclin A durch Trimerisierung
und eine Uberexpression von CIP/KIP-Inhibitoren fiihrt zu
einer Arretierung des Zellzyklus in der G1-Phase.® Auch
Cyclin-D-abhingige Kinasen werden von p21 und p27
gehemmt, allerdings erst bei weitaus hoheren Konzentratio-
nen.®5! Uberraschenderweise agieren p21 und p27 aber auch
als positive Regulatoren fiir die Cyclin-D-abhéngigen Kina-
sen. So sind die CIP/KIP-Proteine fiir die Komplexbildung
von Cyclin D mit CDK4, die metabolische Stabilitdt des
Cyclin D/CDK4,6-Komplexes und dessen Translokation in
den Kern verantwortlich.$3 Dementsprechend sollten diese
CKIs als Aktivatoren von CDK4 und als Inhibitoren von
CDK2 betrachtet werden.

Die zweite Klasse von CDK-Inhibitoren wird wegen ihrer
Spezifitit fir CDK4 und 6 als INK4-Familie (Inhibitors of
CDK4) bezeichnet. Sie umfasst vier strukturverwandte Mit-
glieder: p16INK4a, plSINK4b, plSINK4C und p191NK4d.[8&90] INK4-
Proteine konnen anstelle von Cyclin D an CDK4 und 6
binden oder einen trimeren Komplex bilden und so die
enzymatische Aktivitit des Enzymkomplexes blockieren.
Da INK4-Proteine bei ihrer Bindung an CDK4 und 6 auch
eventuell gebundenes CIP/KIP freisetzen, wird CDK2 indi-
rekt ebenfalls durch INK4 inhibiert. Damit gewéhrleisten
diese endogenen Inhibitoren den Stopp des Zellzyklus in der
G1-Phase. Die Eigenschaft von INK4-Proteinen, Zellen in
dieser frithen Phase zu arretieren, setzt jedoch ein funk-
tionelles pRb voraus. Tatsdchlich weisen iiber 60% der
menschlichen Tumore Defekte in p16™%4 oder pRb auf.[®’

Erstaunlicherweise codiert der INK4a-Genlokus in einem
alternativen Leseraster (ARF, alternative reading frame) fiir
einen zweiten potenten Tumor-Suppressor, pl9ARE. Uber-
schreiten mitogene Signale einen kritischen Schwellenwert,
wird die Expression von p194RF induziert, der wiederum den
p53-vermittelten Zellzyklusarrest stimuliert.”® Das p53-Pro-
tein ist bei Tumoren das am héufigsten mutierte Gen, was
seine zentrale Bedeutung fiir die Steuerung des Zellzyklus
unterstreicht.’*+%1 p53 ist in normalen Zellen ein sehr
kurzlebiges Protein und wird nur in geringem Umfang
exprimiert. Bei einer Schddigung der DNA wird p53 jedoch
stabilisiert und in den Zellen akkumuliert.®®* p53 induziert
die Expression von p21°®LWAFL ynd bewirkt auf diesem Wege
eine Arretierung des Zellzyklus, wodurch der Zelle die
Moglichkeit gegeben wird, die DNA-Defekte zu reparieren.
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Ist die Schiadigung irreparabel, kann p53 auch den kontrol-
lierten Zelltod (Apoptose) einleiten.”*1%]

Die meisten, wenn nicht alle Tumore weisen in mindes-
tens einer dieser zentralen Komponenten des Zellzyklus, die
im gesunden Organismus den reibungslosen Ablauf der
Zellteilung gewihrleisten, genetische Defekte auf.l®191 Zu
den héufigsten Mutationen zdhlen neben der Fehlregulation
von p53 vor allem die Inaktivierung endogener Inhibitoren
wie pl6, die konstitutive Aktivierung von CDK4 oder die
Uberexpression ihrer aktivierenden Partner Cyclin D1 und
Cyclin E, A und nicht zuletzt der Verlust an funktionellem
pRDL.FI Diese Mutationen machen die Zelle unabhingig vom
Einfluss extrazellulirer Wachstumssignale und resultieren
letztendlich in einer unkontrollierten Zellproliferation.

Entsprechend dieser Vielzahl moglicher Ursachen fehl-
geleiteter Zellproliferation gibt es mehrere Moglichkeiten,
von auBBen regulierend in den Zellzyklus einzugreifen.”) Die
unterschiedlichen Strategien zielen dabei entweder direkt auf
die CDKs oder versuchen, durch indirekte Manipulation die
CDK-AKktivitdt zu inhibieren. Zu den indirekten Methoden
zahlen neben der Modulation des Phosphorylierungsstatus
der CDKs, z.B. durch Blockierung aktivierender Enzyme
(CAK, cdc25) oder Stimulation inhibierender Kinasen wie
Weel/Mytl, auch die Aktivierung des proteolytischen
Abbaus der CDKs und ihrer Cycline.

Direkte Inhibitoren sind meist niedermolekulare Verbin-
dungen, welche die enzymatische Aktivitit der CDKs blo-
ckieren. Im Folgenden wird ein Uberblick iiber die Struktur-
klassen ATP-kompetitiver Inhibitoren fiir CDKs gegeben, die
zur Bekdmpfung maligner Erkrankungen entwickelt und
synthetisiert wurden. Dieser Aufsatz zeigt, wie weit die
Entwicklung selektiver Verbindungen fortgeschritten ist und
inwiefern sich die Erwartungen in solche Wirkstoffe bisher
erfiillt haben.

2. Niedermolekulare Inhibitoren Cyclin-abhdngiger
Kinasen

Die ATP-kompetitiven CDK-Inhibitoren lassen sich ent-
sprechend ihrer Selektivitdt in zwei Klassen einteilen. Die
erste Klasse bilden die unspezifischen Kinase-Inhibitoren.
Darunter sind alle Verbindungen zu verstehen, die nicht nur
CDKs, sondern auch unselektiv andere, nicht verwandte
Serin/Threonin- und Tyrosin-Kinasen in dhnlichen Konzen-
trationen inhibieren. Hierzu zdhlen unter anderem die
Wirkstoffe Staurosporin (1) und dessen Analoga wie UCN-
01 (2). Die zweite Klasse ist in ihrer Struktur etwas
komplexer. Sie umfasst selektive CDK-Inhibitoren, die alle
Untergruppen der CDK-Familie mit gleicher Potenz blo-
ckieren (z.B. Flavopiridol (4)), und solche, die eine starke
Priferenz fiir eine Gruppe innerhalb der CDK-Familie
aufweisen.

Man sollte sich bei der Betrachtung und dem Vergleich
von ICs-Werten immer vor Augen halten, dass es sich um
ATP-kompetitive Wirkstoffe handelt. Die ICs;-Werte sind
dementsprechend von der in den Testsystemen verwendeten
ATP-Konzentration abhingig und daher nicht immer direkt
vergleichbar. Zudem sollte beim Vergleich mit In-vivo-Daten
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auch beachtet werden, dass die zellulire ATP-Konzentration
im unteren millimolaren Bereich liegt, wihrend die meisten
In-vitro-Assays Konzentrationen zwischen 2 und 40 um ver-
wenden. Dennoch ist die Verwendung niedriger ATP-Kon-
zentrationen aus zweierlei Griinden durchaus sinnvoll. Zum
einen konnen auch schlecht l6sliche oder weniger aktive
Verbindungen bei der Suche nach neuen Leitstrukturen
identifiziert werden, zum anderen liegen die Limitierungen
in der Natur des Assays begriindet. Da die meisten Assays
mangels geeigneter Antikérper zum Nachweis radioaktiv
markiertes ATP einsetzen, versucht man die Belastung so
gering wie moglich zu halten.

2.1. Staurosporine

Staurosporin (1), ein Metabolit aus Streptomyces sp., ist
einer der wenigen ATP-kompetitiven Naturstoffe. Das
Indolo[2,3-a]carbazol wurde urspriinglich bei einem Scree-
ning nach Inhibitoren der Proteinkinase C (PKC) als potenter

0 i
6} HO 0}

Wirkstoff (ICs,=1nwm) identifiziert.l'”l Spitere Untersu-
chungen ergaben jedoch, dass 1 ein unspezifischer Inhibitor
ist und unter anderem auch Cyclin B/CDK1 mit einem ICsy-
Wert von 3.2 nM hemmt.'™ Die geringe Selektivitdt von 1
lasst sich gut anhand der Strukturen von verschiedenen
Enzym-Inhibitor-Komplexen erkldren.'®1%] Die Uberlage-
rung von ATP mit 1 zeigt, dass 1 ATP einfach ,,zu gut*
nachahmt. Das heterocyclische Ringsystem von 1 iiberlappt
beinahe deckungsgleich mit der Adenylgruppe von ATP,
wobei der Lactamteil die gleichen Wasserstoffbriickenbin-
dungen wie Adenin zum Enzym bildet, wéhrend die Glyco-
sylgruppe in der Ribose-Tasche gebunden wird (Abbil-
dung 3a und b). Wie die Strukturanalyse und Vergleiche mit
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Abbildung 3. Schematische Darstellung der ATP-Bindetasche von CDK2 im Komplex mit verschiedenen Liganden. Die Wasserstoffbriickenbindun-
gen zum Peptidriickgrat sind in Blau und Rot gekennzeichnet. Der hydrophobe Bereich der Bindetasche ist in Griin dargestellt. Die seitliche
Abgrenzung der ATP-Bindetasche ist in Gelb wiedergegeben. a) ATP, b) Staurosporin (1), c) dechloriertes Flavopiridol (5), d) Purvalanol B (21),

e) NU6027 (22), f) Indirubin-5-sulfat (32), g) Hymenialdisin (49), h) Diarylharnstoff 52.

verschiedenen Derivaten weiter verdeutlichen, sind vor allem
die hydrophoben Wechselwirkungen mit dem Enzym fiir die
hohe Affinitdt von 1 verantwortlich.

Trotz der geringen Selektivitit wurde Staurosporin (1) zu
»der Leitstruktur fiir die Entwicklung neuartiger PKC-
Inhibitoren, die eine bessere Selektivitit fiir PKC aufweisen
sollten. Einige dieser Derivate, wie UCN-01 (2, 7-Hydroxy-
staurosporin, ICs(PKC)=6.9nm) und CGP41251 (3, N-
Benzoylstaurosporin; ICs(PKC)=50nM), wirken cytoto-
xisch gegeniiber einer Vielzahl humaner Krebszell-
linien.'-1®l Dass diese antiproliferativen FEigenschaften
jedoch nicht nur auf eine Inhibierung der PKC zuriickgefiihrt
werden konnen, wurde durch nachfolgende Experimente
gezeigt. UCN-01 (2) reduziert bei einer Konzentration von
100 nm in A549-Lungenadenocarzinomzellen die Menge an
phosphoryliertem pRb und blockiert den G1/S-Ubergang.
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Diese Ergebnisse sind in Einklang mit der Eigenschaft dieser
Verbindung, die Aktivitit von CDK2, 4 und 6 bei Kon-
zentrationen von 42, 32 bzw. 58 nM um 50 % zu reduzieren.['?”]

Jedoch hat 2 nicht nur eine inhibierende Wirkung auf den
Zellzyklus. Nach Orlandi et al. léasst sich durch 2 ein durch
DNA-Schédigung induzierter G2-Arrest aufheben, indem 2
die CDK1 auf indirektem Weg stimuliert.''l Die Stimulation
ist dabei auf die Inaktivierung der negativ regulierenden
Kinase Weel und der gleichzeitigen Aktivierung der Phos-
phatase cdc25 zuriickzufiihren und wird bereits bei Kon-
zentrationen deutlich unterhalb der 1Cs,-Werte der einzelnen
CDKSs beobachtet.

Das Beispiel Staurosporin (1) belegt die Schwierigkeit,
selektive Inhibitoren einer bestimmten Kinase oder Kinase-
familie zu entwickeln, zeigt aber auch, dass eine vollstédndige
Selektivitédt nicht unbedingt erforderlich ist.
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2.2. Flavone

Ebenfalls zu den Abkommlingen eines Naturstoffs zéhlen
Flavopiridol (4) und Dechlorflavopiridol (5), die sich beide
von dem Alkaloid Rohitukin (6) ableiten.['''-'3] 4 wirkt, wie

auch die strukturell verwandten Flavone Genistein (7) und
Quercetin (8), gegeniiber einer Reihe von Tumorzelllinien
inhibierend und cytotoxisch und ist der erste CDK-Inhibitor,
der in die klinische Priifung gelangte.['!4]

Flavopiridol (4) wurde urspriinglich als schon im
mikromolaren Bereich wirksamer Inhibitor fiir eine
Reihe von Proteinkinasen identifiziert, unter anderem
fiir Rezeptor-Tyrosin-Kinasen (RTKs) (EGF-Rezeptor-
Familie 1Cs,=21-25 pm),['511  Rezeptor-assoziierte
Kinasen (src-Kinasen 50 pm)''71 und cytosolische
Signaltransduktionskinasen (Proteinkinase A
122-145 um, PKC 6 pM, Erk-1 16 pum).[M>1618] Die
groBte Aktivitit zeigte der Wirkstoff jedoch gegentiber
den CDKs, wie auch der evolutiondr verwandten
Glycogen-Synthase-Kinase 33  (GSK-3f, 450 nm).[]
Dabei ist 4 moderat selektiv fiir Cyclin D/CDK4 (20—
40 nm), Cyclin D/CDK6 (60 nm) und Cyclin B/CDK1 (30—
40 nm) im Vergleich Cyclin A/CDK2 und Cyclin E/CDK2
(100 nm) sowie Cyclin H/CDK7 (100-300 nm).l"5171 Die an
den isolierten CDKs gemessenen ICs,-Werte korrelieren gut
mit den Ergebnissen zelluldrer Assays.'?) Weitere Studien
belegen, dass 4 den Zellzyklus in der G1- oder G2/M-Phase
arretiert, was mit der Fihigkeit zur Inhibierung von CDK1
und CDK?2 in Einklang ist.l"!

Kiirzlich wurde zudem gezeigt, dass 4 auch P-TEFb
(Positive Transcription Elongation Factor b) mit einem ICs-
Wert von 6 nM hemmt.l'?]l P-TEFb, ein Komplex aus CDK9
und Cyclin T1, ist unter anderem zelluldrer Cofaktor fiir den
HIV-Transaktivator Tat. Interessanterweise hemmt 4 P-TEFb
im Gegensatz zu den anderen CDKs beziiglich ATP nicht-
kompetitiv. Auflerdem kann 4 die Transkription von
Cyclin D1 unterdriicken.'”” Damit greift 4 auf mindestens
drei Arten in den Zellzyklus ein: durch direkte Inhibierung
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der CDKs, durch Inhibierung des Cyclin H/CDK7-Komple-
xes, der fiir die Aktivierung der anderen CDKs notwendig ist,
und durch Suppression der Cyclin-D1-Expression.

Ein detailliertes Verstdndnis der Selektivitét von 4 fiir die
unterschiedlichen CDKs gegeniiber den anderen Kinasen
ermoglicht die Rontgenstrukturanalyse von CDK2 im Kom-
plex mit dem dechlorierten Analogon 5.2 Dieses nimmt im
Wesentlichen die Position von ATP ein (Abbildung 3a, c).
Das flavonoide Ringsystem und Adenin liegen in etwa in der
gleichen Ebene, sind aber um etwa 60° gegeneinander
verdreht. Die Bindung an CDK2 beruht vor allem auf
hydrophoben Wechselwirkungen. Von besonderem Interesse
ist dabei die Region der Kinase, die durch den Phenylring von
5 besetzt wird. Dieser zeigt aus der ATP-Bindetasche und
besetzt einen Bereich des Enzyms, der von ATP nicht genutzt
werden kann. Diese zusitzliche Interaktion scheint fiir die
hohe Affinitdt und Selektivitidt von § fiir CDK1 und CDK2
verantwortlich zu sein, da die wechselwirkenden Aminosiu-
reseitenketten in dieser Region anders als bei anderen
Proteinkinasen wie PKA nahezu vollstindig homolog sind.
Der Effekt wird durch die Einfithrung des Chlorsubstituenten
(4—5) um den Faktor 10 verstirkt. Die gesteigerte Affinitit
wird auf die verbesserte Interaktion mit einer Isoleucin-
Seitenkette zuriickgefiihrt.'” Zur Gewinnung von Struktur-
Aktivitdts-Beziehungen haben Murthi et al. einige Derivate
synthetisiert. Die Ergebnisse bestdtigen dabei die Erwar-
tungen und sind in Abbildung 4 zusammengefasst.['’]

Kleinere Modifikationen am Phenylrest werden toleriert,
tragen aber nicht zu einer gesteigerten Aktivitiat bei. Die

Methylether sind
inaktiv. OH

Andere Substitutionsmuster werden
toleriert, aber die Aktivitat ist
geringer.

!

Isocumarine und Chinolone sind weniger aktiv.
Me

Abbildung 4. Struktur-Aktivitits-Beziehungen von Flavopiridol-Analoga.

Hydroxyfunktionen und das Piperidin-Stickstoffatom sind fiir
eine hohe Affinitdt unverzichtbar. Auch die Substitution des
Chromon-Grundgeriistes durch Isocumarin oder Chinol-4-on
fithren zu einer verminderten Aktivitét. Die Einfithrung eines
Schwefel- (9) oder Sauerstoff-Linkers (10) in die Bindung
zum Phenylring erhoht die Selektivitit fiir CDK1/B gegen-

OH O OH O
I !
HO O S HO (e)
OH Cl OH Cl
) ;
Me Me
9 10
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iiber CDK2/E und CDK4/D1 (Tabelle 1).1?4 Allerdings ist fiir
diesen Selektivitatsgewinn die Reduktion der Affinitédt zu den
beiden anderen Enzymen verantwortlich.

Tabelle 1: Aktivititsprofil von Flavopiridol (4) und seinen Analoga 9 und
10 (ICsp-Werte in um).

Inhibitor CDK1/B CDK2/E CDK4/D1
9 0.11 2.10 16.2

10 0.13 2.11 6.15

4 0.03-0.04 0.1 0.02-0.04

Da die cytotoxischen Eigenschaften von Flavopiridol (4)
nicht nur auf proliferierende Zellen beschriankt sind, tragen
neben der Inhibierung von CDKs sicherlich auch andere
Mechanismen zu seiner Aktivitdt bei. Zudem kann 4 den
Effekt anderer Chemotherapeutika durch eine Sensibilisie-
rung der Tumorzellen fiir die jeweiligen Wirkstoffe verstar-
ken. Dieser Effekt soll unter anderem auch in neueren
klinischen Studien genutzt werden, in denen 4 nicht mehr nur
alleine, sondern auch in Kombination mit anderen Chemo-
therapeutika zum Einsatz kommt.['2¢]

Wie Schoepfer et al. kiirzlich zeigen konnten, lédsst sich
das 5-Hydroxychromon-Grundgeriist von Flavopiridol (4)
sehr gut durch ein 4-Hydroxybenzofuranon-Geriist erset-
zen'”1 Sie entwarfen, ausgehend von der Struktur von CDK2
im Komplex mit § im Kristall, entsprechende Mimetika von 4.
Als potenteste Verbindung erwies sich das Sulfonamid 11.

Die Einfithrung eines Chlorsubstituenten in die ortho-Posi-
tion des Phenylrings bewirkte fiir 5§ im Vergleich zu 4 eine
verminderte Aktivitit. Die Verbindungen dieser neuen
Klasse von CDK-Inhibitoren zeigen bei gleichzeitiger Aktivi-
tédtssteigerung eine beachtliche Préferenz fiir CDK1 und
CDK2 gegeniiber CDK4 und GSK3 (Tabelle 2 belegt dies fiir
11). Auch nicht verwandte Rezeptor-Tyrosin-Kinasen (RTKs)
wie der vaskulare Endothelzell-Wachstumsfaktor-Rezeptor 2
(VEGFR2) und der Rezeptor fiir den epidermalen Wachs-
tumsfaktor (EGF) werden erst bei deutlich héheren Kon-

Tabelle 2: Aktivitatsprofil von Verbindung 11.

1Cso [UM] % Inhibierung bei 10 pum
CDK1/B CDK2/A CDK4/D1 GSK3 PKCa KDR EGFR
0.009 0.03 1.87 3.7 42 25 36
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zentrationen gehemmt. Die Inhibitoren wurden auf ihre
antiproliferativen Eigenschaften in einem zelluldren Assay
(humane Colonkarzinom-Zellen, HCT-116) getestet. Leider
war die Aktivitit in diesem Testsystem nur gering.

2.3. Butyrolacton |

Kitagawa etal. testeten die Kulturen verschiedener
Mikroorganismen auf ihre Fihigkeit, Cyclin B/CDK1
(Maus-Cyclin B/cdc2) zu inhibieren, und fanden, dass der
Aspergillusstamm F-25799 eine Substanz mit starker inhibi-
torischer Aktivitdt produziert. Der Metabolit Butyrolacton I
(12) wurde schlieBlich als aktive Verbindung isoliert und als
Inhibitor von CDK1 (ICs5,=0.68 um) und CDK2 (ICs,=

12

0.82 um) identifiziert.'??! Der ATP-kompetitive Naturstoff
blockiert beide Kinasen bereits im submikromolaren Bereich,
ohne dabei andere Kinasen (inkl. MAPK, PKC, Casein-
Kinase I und II, EGFR) zu inhibieren. 12 kann auBerdem die
vollstdndige Phosphorylierung von pRB und Histon H1 ver-
hindern. Eine Arretierung des Zellzyklus wird sowohl wih-
rend der Progression in die S-Phase als auch wihrend des
G1M1-Ubergangs beobachtet, was mit der Blockierung von
CDK1 und 2 konsistent ist.' Das Lacton 12 zeigt allerdings
im zelluliren Assay (Lungenkrebszellen) erst bei deutlich
hoheren Konzentrationen (ICs, ca. 50 uygmL~!) antiprolifera-
tive Eigenschaften, was wohl auf die geringe Membranper-
meabilitit der Substanz zuriickzufiihren ist.['3]

2.4. Purine

Die erste Substanz, die als CDK-Inhibitor bekannt wurde,
war 6-Dimethylaminopurin (13).131 Urspriinglich war diese

HN/\)\ HN"">Ph
N

NMe,
z N Z - N
N Q >
l\\N [ N> k\ | N> 'HO\/\ N/]\\N N‘
H H H Me
13 14 15

Verbindung als Analogon von Puromycin — einem Inhibitor
der Proteinbiosynthese — geplant, es stellte sich jedoch heraus,
dass sie die Mitose von Seeigel-Oocyten inhibiert, ohne dabei
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die Proteinbiosynthese zu blockieren. Demnach musste ein
anderer Wirkmechanismus existieren, und schlielich wurde
CDK1 (ICs,=120 um) als eigentliches Target identifiziert.
Weitere aktive Purinderivate wurden nach Etablierung eines
In-vitro-Kinase-Assays in grof§ angelegten Screening-Kam-
pagnen gefunden, darunter Isopentenyladenin (14, I1Cs,=
55um) und Olomoucin (15).[%132] Insbesondere 15, ein
moderater Inhibitor von CDKI1, 2 (IC5,=7 um) und 5
(IC5y =3 um), erwies sich als bemerkenswert selektiv gegen-
iiber anderen Kinasen (inklusive CDK4,6 und PKC) und
diente als Leitstruktur bei der Suche nach weiteren 2,6,9-
trisubstituierten Purinen.

(R)-Roscovitin (16),3*134] ein leicht modifiziertes Derivat
von Olomoucin (15), zeigte dasselbe Selektivitétsprofil und
war um ca. einen Faktor 10 aktiver als die Stammverbindung

16 17

(Tabelle 3). Die Strukturen von 14, 15 und 16 im Komplex mit
CDK?2 verdeutlichten, dass alle drei Substanzen mit der ATP-
Bindetasche des Enzyms wechselwirken.['33139] Interessanter-
weise stimmt die Orientierung des Purin-Bicyclus der Inhibi-
toren nicht mit der des Adeninrests von ATP iiberein. Beide
Heterocyclen befinden sich zwar in derselben Ebene, sind
jedoch um fast 160° gegeneinander verdreht. Dennoch findet
sich bei der Wechselwirkung mit dem Peptidriickgrat ein
Donor-Acceptor-Motiv dhnlich dem fiir ATP wieder. Im
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Tabelle 3: Aktivititsprofil ausgewihlter Purin-basierter CDK-Inhibitoren
(ICsp-Werte in pm).

Inhibitor  CDK1/B  CDK2/A CDK2/E CDK4/D CDK5/p35
15 7.0 7.0- 7.0 >1000 3.0

16 0.45 0.7 0.7 >100 0.16

17 0.06 - - - -

18 42 0.5 0.5 215 -

19 0.025 - - - -

20 0.004 0.07 0.035 0.850  0.075

21 0.006 0.006 0.009 >10 0.006

Gegensatz zu ATP, das mit Glu81 und Leu83 wechselwirkt
(Abbildung 3 a), bildet 16 zwei Wasserstoffbriickenbindungen
mit Leu83 aus. Als H-Acceptor dient nicht das Pyrimidin-
Stickstoffatom (N1), wie im Fall von ATP, sondern das
unsubstituierte Imidazol-Stickstoffatom (N7), wie in Abbil-
dung 3d fiir Purvalanol B (21) gezeigt ist.

Die Kristallstrukturdaten erméglichten eine detaillierte
Charakterisierung der Ligand-Protein-Interaktionen, was fiir
die Planung verbesserter Derivate von Vorteil war. Unter
Zuhilfenahme kombinatorischer Methoden"**! und des Hoch-
durchsatz-Screenings wurden weitere Purine entwickelt, dar-
unter 2-alkinylierte Derivate wie 17,3713 CVT 313 (18),1*"]
das diaminierte 19,11 Purvalanol A (20) und Purvalanol B
(21) (Tabelle 3).[36]

Purvalanol A (20) verursacht einen Stopp des Zellzyklus
von menschlichen Fibroblasten in der G1/S- und der G2/M-
Phase, was mit einer Inhibierung von CDK1 und CDK2
tibereinstimmt. Wie Untersuchungen an den Krebszelllinien
des National Cancer Institute (NCI) zeigten, wirkt 20 (mit
einem durchschnittlichen ICs-Wert von 2 um) wahrscheinlich
wegen seiner besseren Membranpermeabilitidt stirker anti-
proliferativ als Purvalanol B (21), obwohl dieses am isolierten
Enzym aktiver ist.

2.5. Pyrimidine

Das Pyrimidin NU 6027 (22) wurde als Analogon zu den
Purin-basierten Derivaten (siche Abschnitt 2.4) entwor-
fen.'!1 22 blockiert ATP-kompetitiv CDK1 und CDK2,

P
RN

22 23

ghnlich wie Olomoucin (15), im unteren mikromolaren
Bereich (K;=2.5 bzw. 1.3 um). Wie die Struktur im Kristall
verdeutlicht, ist das H-Donor-Acceptor-Donor-Motiv von 22
in der Lage, drei Wasserstoffbriickenbindungen zum Peptid-
riickgrat von CDK2 zu bilden (Abbildung 3e). Die 5-Nitro-
sogruppe, die die Wechselwirkung der 6-Aminogruppe mit
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Glu81 gewihrleistet, ist dabei fiir die konformative Fixierung
des Pyrimidins essentiell. In Zelltests zeigte sich, dass 22 sogar
aktiver als das Purin Roscovitin (16) ist, was fiir eine bessere
Bioverfiigbarkeit des Pyrimidins spricht.

Soni et al. konnten in einem Hochdurchsatz-Screening
Verbindung 23 (CINK4: Chemical Inhibitor of CDK4) als
Inhibitor von CDK4 identifizieren.['l Neben CDK4 (ICs, =
1.5 um) und CDKG6 (ICs, =5.6 um) blockiert 23 in geringerem
MaBe auch CDKS5 (IC5, =25 um). Andere getestete Kinasen
(IGF-1R, Insulin-R, v-abl, c-met) werden erst bei Konzen-
trationen > 10 um beeintrédchtigt, wéhrend zur Inhibierung
von CDK1 und CDK2 Konzentrationen > 50 um notwendig
sind. Das Pyrimidinderivat kann die pRb-Phosphorylierung
blockieren und verursacht bei pRb(+)-Zellen einen Stopp
des Zellzyklus wihrend der G1-Phase. Im Maus-Xenograft-
Modell verlangsamte 23 wie der endogene Inhibitor p16 das
Tumorwachstum und fiihrte zu statistisch signifikant kleine-
ren Tumoren.

2.6. Pyrido[2,3-d]pyrimidinone

Pyrido[2,3-d]pyrimidinone wurden zunichst als Inhibito-
ren fiir Tyrosin-Kinasen bekannt. Insbesondere 6-Arylderi-
vate wie Verbindung 24 zeigen eine hohe Affinitét fiir eine
Reihe von RTKs (EGFR, FGFR,
PDGFR) und Rezeptor-assoziierte
Kinasen (c-Src), sind jedoch inaktiv
gegeniiber CDKs.'1 Um einen Ein-
blick in die molekularen Wechsel-
wirkungen der Inhibitoren mit den
Kinasen zu erhalten, wurde von
Hollis Showalter und Mitarbeitern
ein Bindungsmodell erstellt,!'* wel-

o\/\N/\ ches die Selektivitit gegeniiber

K CDKs auf den sperrigen 6-Arylsub-
stituenten zuriickfiihrt.

24 Spéter stellte sich heraus, dass

Verbindungen ohne 6-Arylsubsti-
tuent auch CDKs inhibieren konnen. So blockiert Verbin-
dung 25 Cyclin D/CDK4 schon im submikromolaren Bereich
(IC5y=0.62 um) und lieB dariiber hinaus erste Priferenz
gegeniiber Tyrosin-Kinasen (cSrc und FGFR) erkennen.['*]
Ermutigt durch dieses Ergebnis synthetisierten Barvian et al.
Analoga von 25 und gelangten einerseits zum sehr potenten,
recht unselektiven Kinase-Inhibitor 26 und andererseits zum
selektiven CDK4-Inhibitor 27 (Tabelle 4).11%3]

Ahnliches wie fiir die Pyrido[2,3-d]pyrimidinone gilt auch
fiir deren Desaza-Analoga, die Chinazoline. Auch Chinazo-
line wurden urspriinglich als Inhibitoren fiir RTKs identifi-
ziert.['*-19] Eine besondere Rolle wird dieser Stoffklasse vor

Tabelle 4: Aktivititsprofil der Pyrido[2,3-d]pyrimidinone 25-27 (ICs-
Werte in um).

Inhibitor ~ CDK1/B CDK2/A  CDK2/E  CDK4/D  FGFR
25 1015 0.129 0.41 0.620 3.295
26 0079  0.015 0.020 0.004 0.051
27 >40 0.209 0.165 0.008 8.62
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allem wegen der hohen Aktivitit bei gleichzeitiger Selektivi-
tit zuteil.'™”) Das 3-(Bromanilino)chinazolin 28, ein hoch-
selektiver Inhibitor fiir den EGFR, ist mit einem ICs,-Wert
von 29pm (!) einer der potentesten bekannten Kinase-
Inhibitoren.'] CDK2 wird von dieser Verbindung mit
einem ICs-Wert von 250 um nur unbedeutend gehemmt.['>]

Eine gezielte Verwendung des Chinazolin-Grundgeriistes
fiir die Entwicklung von CDK-Inhibitoren wurde von Sielecki
et al. beschrieben.['’!l Ausgehend von Verbindung 29, welche
sich in einem Screening als méfBig potenter Inhibitor fiir
CDK4/D1 (IC5y=24 um), CDK2/E (IC5y=13.5pm) und
CDK1/B (IC5y=15 um) erwiesen hatte, wurde durch syste-
matische Variation an den Positionen 2, 4 und 6 ein Struktur-
Aktivitats-Profil erstellt (Abbildung 5).

Dabei wird als Substituent in 2-Position ein kleiner,
elektronenziehender Substituent wie Trifluormethyl oder
Trichlormethyl bevorzugt. Fiir die 4-Position sind verzweigte
Alkylgruppen wie tert-Butyl oder tert-Amyl geeignet, wih-
rend an der 6-Position eine Vielzahl funktioneller Gruppen,
einschlieBlich Arenen, Heteroarenen und Amiden, toleriert
wird. Bei diesen Untersuchungen wurde Verbindung 30 als
potenter Inhibitor fiir Cyclin E/CDK2 identifiziert. Die Ver-

Br : NH

2

ls

28

NH ﬁ\NH
2
As
FiC

OMe

OMe

\

ClhC

O NH,

29 30
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R2: verzweigte Alkylgruppen wie
tert-Butyl oder tert-Amyl geeignet

R2
2
S,
R': bevorzugt kleine, elektronenziehende R®: Arene, Heteroarene
Substituenten wie CF5 und Amide werden toleriert.

Abbildung 5. Struktur-Aktivitits-Beziehungen Chinazolin-basierter CDK-
Inhibitoren.

bindung zeigt mit einem 1Cs,-Wert von 0.6 um leichte Selek-
tivitat gegeniiber CDK4 (ICs,=2.1 um). Ein Vergleich der
Aktivitit gegeniiber verschiedenen RTKs ist wegen fehlender
Daten nicht moglich. Dabei wire wegen der besonderen
Priferenz dieser Stoffklasse fiir den EGF-Rezeptor vor allem
die Affinitdt gegeniiber Rezeptoren dieser RTK-Familie von
Interesse.

2.7. Oxoindole
Die traditionelle chinesische Medizin hat sich als reich-

haltige Quelle fiir neue, biologisch wirksame Substanzen
erwiesen. Indirubin (31, Tabelle 5) ist der Wirkstoff aus

\H O H
34

Tabelle 5: Aktivititsprofil der Indirubine 31-34 (ICso-Werte in um).
Inhibitor CDK1/B CDK2/A CDK2/E CDK4/D CDK5/p35 GSK-3p

31 10 2.2 7.5 12 5.5 0.6
32 0.055  0.035 0.15 0.3 0.065 0.28
33 0.18 0.44 0.25 3.33 0.1 0.022
34 0.025 - - - 0.02 0.009

Danggui Longhui Wan, einer Mischung von Pflanzen, die
schon vor viertausend Jahren zur Behandlung chronischer
Krankheiten wie Leukdmie verwendet wurde.['"] 31 zeigte in
In-vitro-Tests eine deutliche Selektivitét fiir CDKs gegeniiber
anderen Proteinkinasen. Wegen der geringen Wasserloslich-
keit und der schlechten Bioverfiigbarkeit von 31 wurden
Derivate mit verbesserten pharmakologischen Eigenschaften
synthetisiert. Analoga wie das Indirubinsulfat 32 und das
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Indirubinmonoxim 33 waren aktiver und liefen eine Prife-
renz fir CDKI1, 2 und 5 gegeniiber CDK4 erkennen. Die
Struktur von 32 im Komplex mit CDK2 belegt, dass es sich
auch hier um ATP-kompetitive Verbindungen handelt. Das
Oxoindol 32 bildet drei Wasserstoffbriickenbindungen zum
Peptidriickgrat (Glu81 und Leu 83, Abbildung 3 f) und bindet
recht tief in die ATP-Tasche.['3] Die Wirkung der Indirubine
beruht offensichtlich auf Interaktionen mit CDKs, obwohl
auch schwache Wechselwirkungen mit der DNA bekannt
sind.* Das Oxim 33 inhibiert durch die Blockierung von
CDK1 und CDK2 die Proliferation einer Reihe von Zellen
wihrend der spiaten G1- und in der G2/M-Phase. Neuere
Studien ergaben, dass Indirubine auch potente Inhibitoren
des evolutionir eng verwandten Enzyms GSK-3f sind.['"”]
Unter den potentesten Indirubinderivaten zeigten einige
Analoga, wie das 5-lodindirubinmonoxim 34, sogar eine
hohere Affinitit fiir die GSK-3f.

Das Oxoindol 35 wurde in einem Hochdurchsatz-Scree-
ning neben dem Diarylketon 36 und den Harnstoffderivaten

o) H
37
o
: ST
A I /©/N\H/N\/\'|VJ\| CFy
0 H
cl
0 oH
36 38

37 und 38 als moderater Inhibitor von CDK4/D1 identifiziert
(Tabelle 6).131 35 war anders als die selektiveren CDK4-
Inhibitoren 36-38 in der Lage, die Proliferation menschlicher
Mammakarzinom-Zellen in submikromolarer Konzentration

Tabelle 6: Aktivititsprofil der Verbindungen 35-38 (ICyo-Werte in um).

Inhibitor CDK1/B CDK2/E CDK4/D1
35 10.2 10.0 4.9
36 >30 >30 6.7
37 >30 >30 1.9
38 >30 >30 1.2

zu inhibieren (MCF-7: ICs,=0.42 um und ZR-75-1: 1G5y =
0.1 um), zudem war 35 deutlich weniger aktiv gegeniiber der
pRb(—)-Zelllinie BT-549 (ICs,=13.9 um). Diese Beobach-
tung stimmt mit dem postulierten Wirkmechanismus iiberein
(Inhibierung von CDKI1, 2 und 4). Allerdings werfen die
Daten die Frage auf, ob ein selektiver Inhibitor von CDK4
und 6 iiberhaupt in der Lage ist, die Zellproliferation zu
blockieren.
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Das 3,5-disubstituierte Oxoindolderivat SU9516 (39)
zeigt ein dhnliches Selektivitdtsprofil wie 32 und blockiert
vorzugsweise CDK2 (ICs,=0.022 um) neben CDK1 (IC5,=
0.04 um) und CDK4 (IC5,=0.2 um).[*1 Andere Proteinkina-
sen, wie PKC, p38, PDGFR und EGFR, werden von 39 erst
bei deutlich hoheren Konzentration inhibiert (ICs, > 10 pum).
Leider wurden interessante Rezeptor-Tyrosin-Kinasen wie
die VEGF-Rezeptoren nicht beriicksichtigt, obwohl Oxoin-
dolderivate als potente Inhibitoren dieser Rezeptorfamilie
bekannt sind. SU5416 (40) befindet sich zurzeit in der
klinischen Priifung als selektiver Inhibitor des VEGFR-
215711 M AZ 51 (41), ein weiteres Oxoindolderivat, inhibiert
den VEGFR-3 bereits im submikromolaren Bereich und
wurde als erster niedermolekularer Inhibitor der Lymphan-
giogenese identifiziert.['*"]

Weitere Anstrengungen wurden unternommen, um auf
der Basis des Oxoindol-Pharmakophors neue, selektive Pro-
teinkinase-Inhibitoren zu entwickeln.['*] Das Hydrazon 42,

SOMNH, sogrﬁ/ﬁ

>/:/< >:< H J/o
n—NH S NH Ho
Br 4 4
= o
N\ N\

H H

42 43

Sozl}l
; H
//-S NH
4
¢}
N
\
H
44

welches in einem Syntheseschritt aus kommerziell erhiltli-
chen Substanzen zuginglich ist, inhibiert CDK2 schon bei
einer Konzentration von 60 nM (¢(ATP) = 1.4 um) und wurde
als Leitstruktur bei der Suche nach potenteren Analoga
herangezogen. Die Struktur von 42 im Komplex mit CDK2 im
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Kristall lieferte wertvolle Erkenntnisse iiber die Wechselwir-
kungen des Inhibitors mit dem Enzym und war Voraus-
setzung fiir die Entwicklung einer zweiten Generation von
Derivaten. Das 4,5-anellierte Derivat 43 zdhlte im Kinase-
Assay zu den potentesten Verbindungen (CDK2: ICs,=
0.54 nm) und war um den Faktor 10 aktiver gegeniiber
CDK1 (ICs,=12nm). Die Selektivitdt gegeniiber anderen
Kinasen wurde fiir Verbindung 44 gezeigt, deren Affinitit fiir
CDK1, CDK4, GSK-3 und VEGFR-2 (IC5,=100, 130, 56
bzw. 22 nm) geringer war als die fiir CDK2 (IC5,=9.7 nm).

2.8. Paullone
Das Benzazepin-Derivat Kenpaullon (45) lieB in einer

COMPARE-Suche ein dhnliches Aktivitétsprofil gegeniiber
den 60 menschlichen Krebszelllinien des NCI wie der Natur-

45 46 47

stoff Flavopiridol (4) erkennen und wurde in nachfolgenden
Kinase-Assays als selektiver Inhibitor von CDK1, 2 und 5
identifiziert (Tabelle 7). Allerdings war 45 in den zelluli-
ren Assays weit weniger aktiv als das Flavon. Zur weiteren
Optimierung und zur Erstellung von Struktur-Wirkungs-
Beziehungen wurden Analoga der Leitstruktur synthetisiert
und auf ihre inhibitorische Wirkung gegeniiber Cyclin B/

Tabelle 7: Aktivititsprofil der Paullone 45-47 (ICso-Werte in pm).

Inhibitor CDK1/B CDK2/A CDK2/E CDK4/D CDK5/p5 GSK-3
45 0.4 0.68 7.5 >100 0.85 0.023
46 0.035 0.015 0.2 >10 0.04 0.004
47 0.024 - - - 0.044 0.01

CDKI1 (Seestern p34¢<?/Cyclin B*¢1%) getestet.[%] Tatsdchlich
fand man durch Austausch des Bromsubstituenten potentere
Substanzen, wie Alsterpaullon (46) und das Cyanid 47. Das
Einfiihren weiterer Substituenten oder der Austausch der
Lactamstruktur lieferte keine aktiveren Verbindungen,
obwohl insbesondere in 2-Position des Benzazepingeriists
Substituenten toleriert werden.'®¥ Enzymkinetik und Mole-
cular-Modeling-Studien lassen vermuten, dass auch die Paul-
lone mit der ATP-Bindetasche interagieren. In nachfolgen-
den Studien wurden weitere Targets dieser Substanzklasse
identifiziert. Man stellte fest, dass nicht nur CDKs, sondern
auch GSK3o und B schon mit nanomolaren Mengen der
Paullone inhibiert werden.['%"]
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2.9. Fascaplysin

Ein weiterer Inhibitor mit deutlicher Priferenz fiir CDK4
und 6 ist der marine Naturstoff Fascaplysin (48). Dieser rote
Pigmentfarbstoff wurde urspriinglich aus dem Schwamm
Fascaplysinopsis  Berquist isoliert

und als antibiotisch aktiver Wirkstoff

W ul O identifiziert.'! In neuerer Zeit
konnte gezeigt werden, dass dieses

N X Diindol CDK4/D1 und CDK6/D1 in

hoher nanomolarer Konzentration

48 hemmt.')  Erstaunlicherweise ist

die inhibitorische Aktivitdt gegen-

tiber diesen Kinasen stark vom gebundenen Cyclinpartner
abhingig (Tabelle 8). So wird eine 50-proz. Inhibierung fiir
CDK4/D2 und CDK4/D3 erst oberhalb von 100 um beob-

Tabelle 8: Aktivitatsprofil von Fascaplysin (48) (ICso-Werte in pm).

CDK-Cyclin-Komplex 1Csp CDK-Cyclin-Komplex 1Cs

CDK1/B >100 CDK4/D3 >100
CDK2/A >50 CDK6/D1 34
CDK2/E >50 CDK6/D2 >50
CDK4/D1 035  CDK5/p35 >20
CDK4/D2 >100

achtet. Zudem werden nicht-Cyclin-abhéngige Kinasen wie
v-abl, c-met, IGF-1R und Insulin-R erst mit einem 1Cs-Wert
groBer 10 um gehemmt.

Konsistent mit der Inhibierung von CDK4,6/D1 durch
Fascaplysin (48) ist die Arretierung von asynchron wachsen-
den MRC-5- und U20S-Zellen in der G1-Phase. Wie jedoch
kiirzlich gezeigt werden konnte, interkaliert 48 in doppel-
stringige DNA ;I eine Eigenschalft, die eine therapeutische
Verwendung eher unwahrscheinlich macht. Dennoch ist 48
eine wertvolle Leitstruktur fiir die Entwicklung neuer
CDK4,6-Inhibitoren.

2.10. Hymenialdisin

Zu den erst in neuerer Zeit entdeckten Inhibitoren fiir
Cyclin-abhingige Kinasen gehort das Pyrroloazepin-Alkaloid
Hymenialdisin (49).l! 49 konnte als
Inhaltsstoff vieler Schwidmme nachgewie-
sen werden und zéhlt zur Naturstoffklasse
der Aldisine. Wie Meijer et al. zeigten, ist
49 ein potenter Inhibitor fiir CDKs, die eng
verwandte GSK-3f sowie auch fiir die
Casein-Kinase 1 (CK1). 49 ist dabei mode-
rat selektiv fiir Cyclin B/CDK1, Cyclin E/
CDK2, CDKS5/p25, GSK-3f und CK1

49 (Tabelle 9).
Hymenialdisin (49) hemmt die unter-
suchten Kinasen ATP-kompetitiv. Einen
Einblick in die Art der Bindung auf molekularer Ebene liefert
die Struktur von CDK2 im Komplex mit dem Naturstoff im
Kristall.'®] 49 wird wie erwartet in der ATP-Bindetasche des
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Tabelle 9: Aktivititsprofil von Hymenialdisin (49) (1Cs,-Werte in um).
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CDK-Cyclin-Komplex 1Csp CDK-Cyclin-Komplex 1Cs
CDK1/B 22 CDK5/p25 28
CDK2/A 70 CDK6/D2 700
CDK2/E 40 GSK-3p 10
CDK3/E 100 CK1 35
CDK4/D1 600

Enzyms gebunden, wobei das Pyrroloazepin den Platz von
Adenin einnimmt. Interessant ist hierbei, dass Hymenialdisin,
ghnlich wie Indirubin (31), im Unterschied zu ATP eine dritte
Wasserstoffbriickenbindung zum Peptidriickgrat  bildet
(Abbildung 3 g). Die Guanidinfunktion kann zudem mit der
Seitenkette von Asp145 eine ionische Wechselwirkung ein-
gehen und dadurch die Affinitdt zum Enzym weiter steigern.
Die Van-der-Waals-Wechselwirkungen zwischen Inhibitor
und Enzym sind im Wesentlichen dieselben, die auch bei
ATP beobachtet werden, wobei vor allem das bicyclische
System zur Bindung beitragt.

Kiirzlich wurden (E)- und (Z)-Hymenialdisin auch als
potente Inhibitoren der Ras/Raf/MEK-1/MAPK-Signaltrans-
duktionskaskade identifiziert.'’”! Hymenialdisin hemmt die
Phosphorylierung von MAPK durch MEK-1 im einstelligen
nanomolaren Bereich und blockiert so die Signalweiterlei-
tung (ICyy=3-9 nMm). Da die onkogene Form von Ras mit
iiber 30% aller Krebsformen assoziiert ist, konnte Hyme-
nialdisin somit auf doppelte Weise regulierend in den
Zellzyklus eingreifen.

2.11. Acridone und Benzothiadiazine

Der Verlust der Funktion von p16™¢ einem endogenen
Inhibitor von Cyclin D1/CDK4, wird bei einer Vielzahl von
Tumoren beobachtet. Auch 47 der 60 Krebszelllinien des NCI
zeigen Veridnderungen in der Aktivitit von pl6™K4, Kelley
et al. stellten die Hypothese auf, dass unter den Verbindun-
gen, die bevorzugt diese pl6-defekte Zelllinien am Wachstum
hindern, selektive Inhibitoren der CDK4 zu finden sein
sollten.'”! Mithilfe des Algorithmus COMPARE wurden
zwei neue Leitstrukturen mit dem gewiinschten Profil gefun-
den. In der Tat zeigten beide Verbindungen eine deutliche
Selektivitat fiir CDK4 gegeniiber anderen CDKs, allerdings
sind Wechselwirkungen mit anderen Proteinkinasen noch
nicht untersucht und weitere Wirkmechanismen wie DNA-
Interkalation wahrscheinlich.’?  NSC625987 (50) und
NSC645787 (51) sind die bisher potentesten Substanzen
und eignen sich als Basis zur Weiterentwicklung dieser
Substanzklassen (Tabelle 10).

s \\S"O
N
H N H”
50 51
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Tabelle 10: Aktivitatsprofil von 50 und 51 (1Csp-Werte in um).

Inhibitor CDK1/A CDK2/A CDK2/E CDK4/D
50 88 >100 >100 3.1
51 >100 >100 >100 0.33

2.12. Diarylharnstoffderivate

Beim Design selektiver und potenter Inhibitoren fiir
CDK4 und 6 stand man zunédchst vor dem Problem, dass
lediglich die Struktur von CDK6 mit dem endogenen
Inhibitor p16 im Kristall bekannt war. Kristallstrukturdaten
von CDK4 und 6 mit niedermolekularen ATP-kompetitiven
Verbindungen, die eine Beschreibung der ATP-Bindetasche
ermoglichen, existieren bis heute nicht.

Honma et al. entwickelten ein Modell fiir das CDK4-
Protein, indem sie sich die Sequenzhomologie zwischen
CDK4 und CDK2 (in der ATP-Bindetasche 72%) zunutze
machten.['31# Basierend auf der aktivierten Form der CDK2
war dieses Modell zunédchst Ideen-Generator zur Konzeption
neuer Leitstrukturen. Demnach kamen vier Grundgeriiste
zur Weiterentwicklung in Frage und die Autoren entschieden
sich fiir die Diarylharnstoffderivate, sicherlich nicht zuletzt
weil hier ein schneller Zugang zu strukturell diversen
Substanzbibliotheken moglich war und moglicherweise auch
wegen der bekannten Priferenz der Arylharnstoffderivate 37
und 38 (siche Abschnitt 2.7). Durch Variation der beiden
Arylsubstituenten gelangte man schlieflich zu potenten
CDK-Inhibitoren. Verbindung 52 inhibiert CDK4 schon bei

2 N

|
0] NYN\H O N N\H
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einer Konzentration von 42 nm und lieB erste Selektivitét
gegeniiber Nicht-CDKs erkennen (inkl. PKA, PKC, MEKI,
Src und EGFR). Das Pyrazolylharnstoffderivat 53 war im
Kinase-Assay noch etwas aktiver (Tabelle 11).

Zur Validierung des CDK4-Modells synthetisierte man
ein CDK2-Protein, bei dem die ATP-Bindetasche von CDK?2
durch die von CDK4 ersetzt war. Sowohl dieses ,,CDK4/
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Tabelle 11: Aktivititsprofil der Harnstoffderivate 52-54 (ICo-Werte in
um).

Inhibitor CDK1/B CDK2/A CDK4/D
52 0.120 0.078 0.042
53 - - 0.029
54 1.8 0.44 0.002

CDK?2“-Protein als auch die Wildtyp-CDK2 konnten im
Komplex mit dem Inhibitor 52 kristallisiert werden (Abbil-
dung 3h).['”*) Der Vergleich der Kristallstrukturdaten ermog-
lichte die Identifizierung CDK4-spezifischer Aminosédure-
reste rund um die ATP-Tasche und bestitigte die Giiltigkeit
des CDK4-Homologie-Modells. Nun konnten Strukturmerk-
male ermittelt werden, die weitere Modifikationen der
Leitstruktur 52 im Hinblick auf die Erhohung der Selektivitét
fiir CDK4 erméglichten. Dabei machte man sich die Existenz
des selektiven Inhibitors p16 zunutze. Man erkannte, dass der
Pyridinring von Verbindung 52 in Richtung der p16-Bindere-
gion des Enzyms zeigte. Durch das Einfiihren weiterer
Substituenten, die mit den Aminoséduren der p16-Bindetasche
wechselwirken (GIn98, Asp99 und Thr102), gelangte man zu
sehr potenten und hochst selektiven CDK4-Inhibitoren, wie
dem 5-substituierten Pyrazolylharnstoffderivat 54.174 TIm
Zell-Assay konnte Verbindung 54 die Proliferation der
pRB(+)-Krebszelllinie Molt-4 bei Konzentrationen zwischen
0.1 und 0.5 pm in der G1-Phase stoppen.

3. Zusammenfassung und Ausblick

In den letzten Jahren wurden nicht nur neuartige und
potente ATP-kompetitive CDK-Inhibitoren entdeckt, son-
dern auch bekannte Wirkstoffe durch rationales Design
weiter verbessert. So steht heute eine Vielzahl strukturell
diverser Verbindungen zur Verfiigung mit zum Teil beacht-
licher Aktivitdt und Selektivitit fiir einzelne CDK-Familien.

Leider wurde der Selektivitit fiir CDKs, die nicht unmit-
telbar am Fortgang des Zellzyklus beteiligt sind, bisher nur
wenig Beachtung geschenkt. Hierzu zdhlen neben CDKS, die
unter anderem fiir die neuronale Entwicklung von Bedeutung
ist und deren Fehlregulation mit der Alzheimer-Erkrankung
in Verbindung gebracht wird,'”>17 insbesondere CDK?7, 8
und 9, die indirekt am Zellzyklus beteiligt sind, aber vor allem
durch die Beeinflussung der Transkriptionskontrolle so
genannte ,,Housekeeping“-Funktionen erfiillen. Dabei lésst
gerade die hohe Homologie der ATP-Bindetasche, wie man
sie z.B. bei CDK1 und CDK2 im Vergleich mit CDKO findet,
vermuten, dass es nur schwer moglich sein wird, mit
entsprechenden Inhibitoren selektiv die Maschinerie des
Zellzyklus zu blockieren.'’] Zudem beobachtet man in
vielen Fillen in vitro und in vivo auch Effekte, die nicht auf
eine alleinige Inhibierung von CDKs zuriickgefiihrt werden
konnen, wie die Beispiele Flavopiridol (4) und Indirubin (31)
belegen (siche Abschnitte 2.2 bzw. 2.7).

Des Weiteren stellt sich die Frage, ob die bisher bekann-
ten CDK-Inhibitoren fiir den Einsatz als Medikamente, mit
dem Ziel in entarteten Zellen die Kontrolle des Zellzyklus
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wieder herzustellen, geeignet sind und ob sie unterstiitzend in
Kombinationstherapien eingesetzt werden konnen. So ist eine
Verwendung von Inhibitoren zum Schutz von gesunden
Zellen bei Rb-negativen Tumoren méglich. Durch die Gabe
von Inhibitoren werden gesunde Zellen in der G1-Phase
arretiert und dadurch unempfindlicher gegeniiber Chemo-
therapeutika, die ihre Wirkung wihrend der S-Phase ent-
falten, wohingegen die Tumorzellen ihre Sensitivitdt bei-
behalten.'”®! So ldsst sich durch die Gabe von CDK2-
Inhibitoren z.B. auch der Chemotherapie-bedingte Haarver-
lust vermindern.['”! Zusétzlich scheint ein Einsatz von CDK-
Inhibitoren in anderen Bereichen der Medizin denkbar.
Entsprechende Inhibitoren werden gegenwirtig auf ihre
Verwendbarkeit zur Behandlung von kardiovaskuldren
Krankheiten, Virusinfektionen und neurodegenerativen
Erkrankungen untersucht.l'®!81 Zweifellos jedoch eignen
sich die bekannten Wirkstoffe zur weiteren Aufkldrung der
komplexen Mechanismen des Zellzyklus und zur eingehen-
deren Untersuchung der Transkriptionssteuerung durch
CDK:s.

Vorausgesetzt, dass das Selektivitdtsproblem gelost
werden kann, bleibt die Frage nach der als Target fiir die
Suche nach Wirkstoffen fiir therapeutische Zwecke am besten
geeigneten CDK vorerst unbeantwortet. Obwohl die Mehr-
zahl der Mutationen CDK4 und CDKG6 sowie deren Regula-
toren betreffen, konzentrieren sich zurzeit die meisten
Anstrengungen auf die Entwicklung von pan-CDK-Inhibito-
ren oder selektiven Inhibitoren der CDK2.[¥ Dies ist aus zwei
Griinden nicht iiberraschend: Zum einen werden vom
pharmakologischen Standpunkt aus vor allem Verbindungen
mit Zelltod-induzierenden Eigenschaften gesucht, zum ande-
ren wurde bisher erst die Struktur von CDK2 im Komplex mit
kleinen Molekiilen im Kristall gelost, was das strukturbasierte
Design von neuen Wirkstoffen auf diese CDK beschrénkt.

Die bisherige Entwicklung gibt begriindete Hoffnung,
dass es auch in der Zukunft gelingen wird, die verschiedenen
Verbindungen weiter zu optimieren oder auf der Basis von
neuen Struktur-Aktivitits-Beziehungen vollkommen neuar-
tige Wirkstoffe mit geeignetem Aktivitdtsprofil zu entwi-
ckeln. Dabei wird es sicherlich auch vermehrt Anstrengungen
geben, nicht-ATP-kompetitive Inhibitoren zu entwickeln, da
diese eine ungleich hohere Selektivitdt fiir die individuellen
Kinasen versprechen. Gerade die CDKs bieten durch die
Vielfalt ihrer Regulationsmechanismen interessante Ansitze
fiir das Design entsprechender Inhibitoren.
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