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EINLEITUNG

Da Protein-Kinasen bei zahlreichen  Tumor-
Erkrankungen eine Uberfunktion zeigen, werden
Kinase-Inhibitoren erfolgreich als Therapeutika zur
Behandlung von Krebs eingesetzt. Seit Kurzem sind
dazu auch Multikinase-Inhibitoren zugelassen, wie
z.B. Sorafenib, Sunitinib und Dasatinib, die mehrere
tumorrelevante Kinasen gleichzeitig hemmen.?

Anilinopyrimidin- und 1-Benzazepin-2-on-Struktur-
elemente sind haufig Elemente etablierter Kinase-
Inhibitoren. Durch Kombination dieser beiden
Komponenten wurden die 2-Anilino-5,7-dihydro-6H-
pyrimido[5,4-d][1]benzazepin-6-one 1 als neue
Strukturklasse  erschlossen.  Vertreter  dieser
Verbindungsgruppe hemmen tumorrelevante
Proteinkinasen und zeigen in vitro antiproliferative
Aktivitat an Tumorzelllinien des ameikanischen

National Cancer Instituts.
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SYNTHESE

Die  Synthese der  2-Anilino-5,7-dihydro-6H-
pyrimido[5,4-d][1]benzazepin-6-one 1 erfolgte durch
eine 5-Stufen-Reaktion:

Anthranilsdureester (2) wird mit Bernsteinsaure-
ethylesterchlorid (3) zu dem Amid 4 umgesetzt,
welches anschlieRend in einer Dieckmann-
Kondensation mit Kaliumhydrid zum Benzazepin-
carbonséaureetylester 5 reagiert. Eine
Dealkoxycarbonylierung in wassrigem DMSO flhrte
zum  3,4-Dihydro-1H-[1]benzazepin-2,5-dion  (6).
Daraus wurde das 4-[(Dimethylamino)methyliden]-
3,4-dihydro-1H-[1]-benzazepin-2,5-dion (7) durch
Erwarmen in Uberschissigem DMF-DMA erhalten.
Aus der Umsetzung von 7 mit aromatischen
Guanidiniumsalzen entstanden schlielich ~ die
gewinschten 2-Anilino-5,7-dihydro-6H-pyrimido-
[5,4-d][1]benzazepin-6-one 1.
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Schema 1: Synthese der 2-Anilino-5,7-dihydro-6H-pyrimido[5,4-d][1]benzazepin-
6-one 1. Reaktionsbedingungen: (i) Pyridin, Toluol, A; (ii) KH, DMF,
Toluol, 80 °C, N,; (iii) DMSO, H,0, 150 °C, N,; (iv) DMF-DMA,
110 °C; (v) 2-Propanol, NaOH, A.
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KINASE-INHIBITORISCHE AKTIVITAT

Zur Testung der Kinase-inhibitorischen Aktivitat der
dargestellten 2-Anilino-5,7-dihydro-6H-pyrimido[5,4-
d][1]benzazepin-6-on-Derivate 1 wurde jeweils ein
IC5o-Profil (Inhibitory Concentration 50 %) an 23
verschiedenen, tumorrelevanten Kinasen erstellt.
AuRerdem wurde untersucht, ob eine Hemmung der
essentiellen Insulin-Rezeptor Kinase (INS-R) eintritt,
was zu unerwiinschten Nebenwirkungen fiihren
wirde.

Die Kinaseaktivititen =~ wurden anhand der
Phosphorylierungsaktivititen an den entsprechen-
den Substraten ermittelt. Bestimmt wurde dazu die
Einlagerung von radioaktiv markiertem 33P-Phosphat
in die Substrate. Ein typisches Kinase-Profil ist
exemplarisch fiir Verbindung 1 e in Fig. 1 dargestellt.
Abb. 2 zeigt die Wirksamkeit von 1 a-e an den
Kinasen Aurora A, VEGF-R2 und FAK.
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Abbildung 1:  pICy,-Werte von 1e fiir 24 getestete Kinasen (ATP-Konzentration 1 uM).

Nicht dargestellte Balken zeigen pICg,-Werte < 4.0 an.

75

Dargestellte Kinasen: [l Aurora A [0 VEGF-R2 B FAK

Abbildung 2:  pIC,;-Werte der 2-Anilino-5,7-dihydro-6H-pyrimido[5,4-d][1]benzaz-
epin-6-one la-e fir die Kinasen Aurora A, VEGF-R2 und FAK.
la  R'=H, R2=OCH,

H 0
C@i
N =
b R =H R =OH
N 1c  R'= OH, R? = OCH,
R2 H 1d R'=OH RZ=H
le Ri=cCl, R=OH

R'

\

1

Schema 2: Die synthetisierten 2-Anilino-5,7-dihydro-6H-pyrimido[5,4-d][1]benzaze-
pin-6-on-Derivate la-e.
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ANTIPROLIFERATIVE AKTIVITAT

Die Verbindungen la - e wurden auf antipro-
liferative Aktivitdt im In Vitro Cell Line Screening
Project (IVCLSP) des National Cancer Instituts
(NCI, Bethesda, USA) getestet. 60 verschiedene
humane Tumorzelllinien wurden mit 1a - e inkubiert
und fiir jede Substanz wurden Gls-Werte (Growth
Inhibition 50 %) ermittelt. Der Meangraph-Midpoint
(MG-MID) stellt dabei die durchschnittliche
antiproliferative Aktivitat jeder einzelnen Substanz
gegenuber allen 60 Zelllinien dar.
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Abbildung 3: pGlso-Werte fiir 2 Tumorzell-Linien und —log10 MG-MID von 1a - e.
Von 1a - d sind Durchschnitts-Werte dargestellt.

In  Ubereinstimmung mit der antiproliferativen
Wirkungsweise zeigen die Substanzen 1 ein
charakteristisches Selektivitatsprofil im IVCLSP.
Durch eine Matrix-COMPARE-Analyse (Abb. 4)
kénnen Rickschlisse auf die Signifikanz dieses
Profils gezogen werden. Von den paarweisen
Korrelationen der Verbindungen 1a - e lagen dabei
3 Pearson-Korrelationskoeffizienten (PCCs) > 0,8
und 5 PCCs zwischen 0,7 und 0,8. In anderen
Substanzklassen konnte gezeigt werden, dass
bereits bei PCCs > 0,35 Wirkstoffe mit
gemeinsamem Wirkmechanismus gruppiert werden
kénnen.4

Abbildung 4: Matrix-COMPARE-Analyse von 1a-e. Abgebildet sind die
Pearson-Korrelationskoeffizienten, die aus dem IVCLSP-
Selektivitatsprofil der Kinase-Inhibitoren ermittelt wurden.

ZUSAMMENFASSUNG

2-Anilino-5,7-dihydro-6H-pyrimido[5,4-d][1]benzaze-
pin-6-one 1 sind Multikinase-Inhibitoren, die
antiproliferative Aktivitdt an in vitro kultivierten
Tumorzelllinien und ein charakteristisches
Selektivitatsprofil im IVCLSP des National Cancer
Instituts zeigen.
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