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1. ºÞãáÚÞéêãÜ 

1.1. ÀçÚ×è Þã ¹ÚêéèØÝáÖãÙ 

Ein Blick auf die Sterbefälle nach Todesursachen in Deutschland (Tabelle 1) zeigt, dass Krebs 

(Neubildungen) neben Herz-Kreislauferkrankungen die häufigste Todesursache in Deutschland 

darstellt. In Deutschland erkrankten im Jahr 2016 insgesamt 492.090 Menschen neu an Krebs, 

229.827 verstarben.[ 1] Die Gesellschaft epidemiologischer Krebsregister in Deutschland e.V. 

(GEKID e.V.), berichtet zusammen mit dem Robert Koch-Institut, in ihrer gemeinsamen 

Ns`jgi_rgml8 ´Vor allem aufgrund der demografischen Entwicklung ist zwischen 2015 und 2030 in 

Deutschland mit einem Anstieg der Krebsneuerkrankungen um rund 23 % zu rechnen§,[ 1]  

Tabelle 1: Todesursachen in Deutschland im Jahr 2020, sortiert nach Sterbefällen.[2] 

ICD10 Sterbefälle   

Sterbefälle 

je 100.000 

Einwohner   

A00-T98 Alle Krankheiten und Folgen äußerer Ursachen  939,520 1,130.7 

I00 -I99 Krankheiten des Kreislaufsystems  331,211 398.6 

C00-D48 Neubildungen  239,591 288.3 

J00-J99 Krankheiten des Atmungssystems 67,021 80.7 

F00-F99 Psychische und Verhaltensstörungen  57,839 69.6 

S00-T98 Verletzungen, Vergiftungen und bestimmte andere Folgen äußerer 

Ursachen 
41,779 50.3 

K00-K93 Krankheiten des Verdauungssystems  41,421 49.8 

R00-R99 Symptome und abnorme klinische und Laborbefunde, die andernorts 

nicht klassifiziert sind  
37,412 45.0 

G00-H95 Krankheiten des Nervensystems und der Sinnesorgane  34,225 41.2 

E00-E90 Endokrine, Ernährungs - und Stoffwechselkrankheiten  33,626 40.5 

N00-N99 Krankheiten des Urogenitalsystems  24,740 29.8 

A00-B99 Bestimmte infektiöse und parasitäre Krankheiten  16,194 19.5 

M00-M99 Krankheiten des Muskel -Skelett -Systems und des Bindegewebes 5,367 6.5 

D50-D90 Krankheiten des Blutes und der blutbildenden Organe sowie bestimmte 

Störungen mit Beteiligung des Immunsystems  
3,794 4.6 

Q00-Q99 Angeborene Fehlbildungen, Deformitäten und 

Chromosomenanomalien  
2,084 2.5 

L00-L99 Krankheiten der Haut und der Unterhaut  1,719 2.1 

P00-P96 Bestimmte Zustände, die ihren Ursprung in der Perinatalperiode haben  1,472 1.8 

 

Daher werden große Anstrengungen unternommen, um die Krebsentstehung und die Prozesse 

in Krebszellen zu verstehen, sowie die Therapiemöglichkeiten zu verbessern und zu erweitern. 

Der Stand der Technik in der Tumortherapie besteht aus der operativen Entfernung des Tumors, 
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der zielgerichteten Schädigung des Tumors mittels Strahlentherapie, der Chemotherapie und 

der Immuntherapie. [ 3, 4]   

 

1.1.1. ¹ÞÚ ºãéèéÚÝêãÜ ëäã ÀçÚ×è 

Als Krebs wird die unkontrollierte Vermehrung von Zellen bezeichnet. Krebs entsteht durch 

Fehler in den Mechanismen, die das Zellwachstum, die Zellteilung und/oder den Zelltod 

kontrollieren. Fehler in diesen Mechanismen können zu anhaltender Proliferation, replikativer 

Immortalisierung , Umgehung der Wachstumsunterdrückung und Widerstand gegenüber dem 

Zelltod führen. [ 5, 6]  Um aus einer einzelnen Zelle zu einem soliden Tumor wachsen zu können, 

muss weiterhin die Bildung neuer Blutgefäße (Angiogenese bzw. Neovaskularisation) angeregt 

werden können und Mechanismen entwickelt werden, um der Immunantwort zu entkommen. 

Des Weiteren kennzeichnet einen malignen Tumor die Fähigkeit, in andere Gewebe 

einzudringen und dort neue Kolonien zu bilden ( Bildung von Metastasen). [ 5, 7]   

Im Allgemeinen spielen Mutationen in den sogenannten Onkogenen, also Tumor-treibende 

Gene, und in den Tumor-Suppressoren, also Tumor-unterdrückende Gene, eine wichtige Rolle 

in der Krebsentstehung (Onkogenese). Überexpression oder konstitutiv-aktivierende 

Mutationen in Onkogenen, wie zum Beispiel Ras, Myc oder Raf führen zu erhöhter 

Proliferation. [ 7]  Die Aufgabe von Tumor-Suppressoren ist dagegen, Mutationen durch DNA-

Reparatur, Zellzyklusarrest oder die Einleitung von Apoptose zu verhindern. Loss-of-function-

Mutat ionen in dem Tumor-Qsnnpcqqmp n31* _saf ´Uòafrcp bcq Eclmkq§ genannt, führen zu 

einer erhöhten Mutationsrate und so zu einer Entstehung/Selektion maligner Klone.[ 8]  

Bei der Analyse von Sequenzierungen von Tumorzellen zeigen sich im Allgemeinen Häufungen 

von Mutationen in bestimmten Genen. Beispielsweise enthalten etwa 40% aller humanen 

Melanome aktivierende Mutationen in dem Gen für Braf, davon enthalten 89% die Mutation 

V600E, welche zu einer Erhöhung der katalytischen Aktivität von Braf und dadurch eine 

konstitutive Aktivierung des M ek- und Mapk- Signalwegs auslöst.[ 9]  Allerdings ist diese 

Mutation alleine nicht ausreichend, um einen Tumor zu bilden, da Melanozyten mit dieser 

Mutation in einen Zellzyklusarrest gehen und sich nicht vermehren.[ 10]   

Mutationen in Rezeptoren und deren Liganden, die das Zellwachstum steuern, wie zum Beispiel 

platelet-derived growth factor receptor (Pdgfr) und epidermal growth factor receptor (Egfr) 



 

3 

 

können zu einer dauerhaften konstitutiven Aktivierung des Zellwachstums und der Proliferation 

und damit zu einer unkontrollierten Vermehrung führen. [ 5]  Auch Mutationen, die zu einer 

Erhöhung der Anzahl von Wachstumsrezeptoren auf der Zelloberfläche führen, können zu 

hypersensibel auf Wachstumsfaktoren reagierenden Zellen führen.[ 7]  Mutationen, die den 

Proliferationsmechanismus downstream der Wachstumsrezeptoren betreffen, können zu einer 

Wachstumsfaktor-unabhängigen Aktivierung der Proliferation führen. [ 7]  

 

1.2. ¹Ã¶¢ÇÚåÖçÖéêçâÚØÝÖãÞèâÚã 

Um die genomische Stabilität zu gewährleisten und damit solche Mutationen vermeiden zu 

können, haben Zellen eine Reihe von Mechanismen entwickelt, die als DNA-Schadensantwort 

zusammengefasst werden können.[ 11, 12]  Es können verschiedene Schäden wie z. B. Hydrolyse, 

Alkylierung von Basen, Mismatch Insertionen und Deletionen, Adduktbildung,  UV induzierte 

Nukleotiddimere,  Einzelstrang- und Doppelstrangbrüche (DSB) stattfinden, welcher auch den 

gefährlichsten Schaden darstellt. [ 13-15]  Den DNA-Schäden wird mit verschiedenen 

Reparaturmechanismen wie z. B. Nukleotidexzisionsreparatur, Basenexzisionsreparatur, Nicht-

homologe Endverknüpfung (NHEJ) und Homologe Rekombination (HR) begegnet, die 

abhängig von dem Schaden selbst und der Phase des Zellzyklusses der betroffenen Zelle sind.[ 16, 

17]   

Normalerweise erkennen die Zellen DNA-Schäden, wie z. B. Doppelstrangbrüche und gehen in 

den G1/S bzw. G2/M-Zellzyklusarrest oder treten in die Seneszenz ein, um genügend Zeit für 

eine Reparatur zu ermöglichen.[ 18, 19]  Wenn die Reparatur nicht möglich ist, gehen die Zellen in 

Seneszenz oder leiten die Apoptose ein, um den Organismus vor Mutationen und Tumorgenese 

zu schützen.[ 19, 20]  Dieser Effekt wird auch bei einer Chemotherapie beobachtet.[ 19]  

Wenn jedoch die Checkpoints/Zyklusarrest geschwächt werden, kann der G2/M-Arrest nicht 

lange genug aufrecht gehalten werden, um die Reparatur abzuschließen. Dies kann zu einer 

potentiell tumorerzeugenden Aneuploidie (inkorrekten Anzahl von Chromosomen) in den 

Tochterzellen führen, die idealerweise eine Mitotische Katastrophe einleitet.[ 21, 22]  Die 

Mitotische Katastrophe ist ein tumorunterdrückender Mechanismus, der wie auch die Apoptose 

und Nekrose zu einem Zelltod führt.[ 21]   
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1.2.1. ¹ÞÚ ½äâäáäÜÚ ÇÚàäâ×ÞãÖéÞäã 

Um die besonders kritischen Doppelstrangbrüche (DSB) zu reparieren, stehen eukaryotischen 

Zellen die beiden hauptsächlich genutzten Reparaturmechanismen Non-homologous-end-joining 

(NHEJ) und Homologe Rekombination (HR) zur Verfügung. [ 23]  Etwa 80% der 

Doppelstrangbrüche werden nach ionisierender Bestrahlung mittels NHEJ repariert, jedoch ist 

dieser Prozess fehlerbehaftet, was z. B. zu Informationsverlust und zu Translokation durch 

Verknüpfung der falschen Enden führen kann.[ 16, 24]   

Die Homologe Rekombination nutzt die in der späten S- und G2-Phase vorhandene zweite DNA-

Kopie als Vorlage zur Neusynthese der beschädigten DNA.[ 25]  Daher gehen durch die Reparatur 

keine Informationen verloren und sie kann als fehlerfrei betrachtet werden. [26, 27]  Da ein zweiter 

DNA-Doppelstrang benötigt wird, kann die HR nur in Zellen stattfinden, die sich in der 

Zellteilung befinden und daher eine zweite Kopie der DNA vorliegt.[ 25]  Dies macht den Prozess 

der HR für die Krebstherapie interessant, da dies im Besonderen auf Krebszellen zutrifft, die 

sich (weitgehend) in ständiger Zellteilung befinden, während sich gesunde Zellen sehr viel 

seltener teilen.[ 28]  Die HR ist ein vergleichsweise langsamer Prozess, so das nach 

Röntgenbestrahlung nur ca 20% der Doppelstrangbrüche und erst bei komplexen Schäden, wie 

sie bei einer Bestrahlung mit Kohlenstoffionen entsteht, bevorzugt mittels HR repariert 

werden.[ 26, 27, 29]  Der Prozess der Homologen Rekombination ist in Abbildung 1 schematisch 

dargestellt. 
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Abbildung 1: Schematische Übersicht über die Homologe Rekombination. Die Homologe Rekombination kann über das 

double-strand break repair (DSBR) oder das synthesis-dependent strand annealing (SDSA) abgeschlossen werden. In 

Anlehnung an Kaniecki et al. und Baumann.[25, 30] 
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Wie in Abbildung 1 schematisch dargestellt, werden in der Homologen Rekombination an dem 

DNA-Qaf_bcl xslòafqr bgc 3^ Clbcl bcp BL? pcqcirgcpr* _jqm cgl Rcgj bcp BL? clrdcplr, Bgc

dabei entstehende einzelsträngige DNA (ssDNA) wird umgehend durch Bindung von replication 

protein A (Rpa) vor Nukleasen geschützt und dabei eine etwaige Sekundärstruktur der DNA 

abgebaut. Gebundenes Rpa erleichtert weiterhin die Bindung der Rekombinase, wirkt als DNA-

Schadenssignal und fördert die Rekrutierung von Faktoren, die downstream aktiv sind. Human 

breast cancer type 2 susceptibility protein (Brca2) regt den Austausch von Rpa durch Rad51 

Rekombinase an. Das ATP-abhängige Protein bildet ein helikales Filament um die ssDNA, 

ucjafcq _jq npòqwl_nrgqafcp Imknjcv `cxcgaflcr ugpb, Bgcqcp Imknjcv ´qsafr§ cglcl n_qqclbcl

homologen Abschnitt in der zweiten DNA-Kopie und bindet an diesen. Dabei katalysiert der 

Komplex die Bildung einer Stranginvasion und ein sogenannter D-loop wird gebildet. Das 

1-̂Ende des beschädigten DNA-Strangs fungiert nun als Primer für die DNA-Polymerase, welche 

die durch die DNA-Qafòbgesle dcfjclbcl @_qcl _ldĈer, Ucll `cgbc 1^-Enden an die zweite 

DNA-Kopie binden, fährt der Reperaturprozess als double-strand break repair (DSBR) fort. Es 

bildet sich eine double Holliday junction , je nach Abspaltung können sich crossover oder non-

crossover Produkte bilden (Abbildung 1 slrcl', Ucll lsp cgl 1^ Clbc _l bgc Imngc `glbcr*

findet ein synthesis-dependent strand annealing (SDSA) statt. Dieses fungiert wieder als Primer 

und wird vervollständigt. Nach der Ablösung von der Donor-DNA wird der noch beschädigte 

Strang vervollständigt, ein Überhang entfernt und der Strang ligiert. [ 25]   

Das Motorprotein Rad54 löst Rad51 ab, damit der Komplex aus dsDNA, Rad51 und ssDNA 

aufgelöst werden kann. Wenn Rad54 nicht phosphoryliert wird, kann Rad51 nicht abgelöst 

werden und die DNA-Reparatur kann nicht abgeschlossen werden. Julian Spies hat in seiner 

Dissertation in der Arbeitsgruppe Prof. Löbrich an der TU Darmstadt gezeigt, dass die zu der 

NimA-Familie gehörende Kinase Nek1 für die Phosphorylierung von Rad54 verantwortlich 

ist.[ 12, 31]  

 

1.3. ¹ÞÚ »ÖâÞáÞÚ ÙÚç ÃÞâ¶¢çÚáÖéÚÙ àÞãÖèÚè 

Die NimA-Familie sind die humanen Orthologe des in Aspergillus nidulans vorkommenden 

Proteins never in mitosis A (Nim A), teilen sich mit diesem homologe Strukturelemente 

(Abbildung 2) und sind nach diesem benannt.[ 32]  Morris et al. haben temperatursensitive 

Aspergillus nidulans Mutanten untersucht und nach never-in-mitosis (nim) und blocked-in-
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mitosis (bim) eingeteilt. [ 33]  Das Protein NimA leitet bei starker Überexpression eine vorzeitige 

Mitose ein.[ 34]  Es ist essenziell für die Einleitung der Mitose, bei erhöhter Temperatur blockiert 

es den Zellzyklus in dem G2/M Checkpoint.[ 35]   

Die schematische Struktur der NimA-Kinase und der 11 humanen Nek-Kinasen sind in 

Abbildung 2 gegenübergestellt. 

 

Abbildung 2: Übersicht über die Strukturen der NimA-Kinase aus dem Organismus Aspergillus nidulans und den humanen 

Orthologen Nek1-11. Die katalytische Kinasedomäne ist in blau, die regulator of chromosome condensation 1 (Rcc1) in 

grau, die Dead-Box in schwarz, Coiled-coil-Domänen in gelb, Pest-Sequenzen in grün, Armadillo-Regionen in rot und das 

Tyrosin-down Motiv (Tyr-Down) mit einem pinken Pfeil dargestellt. Erstellt in Anlehnung an Moniz et al. und Fry et al.[36, 37] 

 

Alle elf humanen Nek-Kinasen enthalten eine katalytische Kinasedomäne. Nur Nek9 und Nek10 

zeigen funktionelle Strukturen N-terminal der Kinasedomäne. Auffällig ist die in Abbildung 2 

grün dargestellte, mehrfach auftretende Pest-Sequenz, die reich an Prolin (P), Glutaminsäure 

(E), Serin (S) und Threonin (T) ist und zu einer raschen Ubiquitin -abhängigen Proteolyse und 

damit Degradierung der Proteine führt. Damit können Zellen die Proteine rasch herunter  

regulieren.[ 36, 38]  Während die Rcc1-Domäne in Nek9 die Kinaseaktivität herunter reguliert , wird 

sie in Nek8 zur Lokalisierung an Zilien und Phosphorylierung des Substrats benötigt.[ 36, 39]  

Weiterhin befindet sich eine einzigartige Dead-box helicase-like domain (Dead-box) in Nek5, 

deren Funktion noch unbekannt ist.[ 36, 40]  In Nek10 sind mehrere Armadillo-Wiederholungen, 

eine Serie von ɻ-Helices, die für Protein-Protein Bindungen verwendet werden.[ 36, 41, 42]  Bis auf 
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Nek3 und Nek 11 besitzen alle Nek-Kinasen eine auffällige Tyr-down Sequenz. In Nek7 ist das 

Tyrosin in die aktive Tasche geklappt und inhibiert dadurch die Kinase. Ein ähnlicher 

Mechanismus wird auch für Nek6 vermutet. [ 43]  Die Nek1-Kinase hat in ihrer Kinasedomäne mit 

41% die höchste Identität mit der Nim A Kinasedomäne.[ 44]  

 

1.3.1. ÏÚááêá:çÚ »êãàéÞäãÚã êãÙ ÇÚáÚëÖãï ÙÚç ÀÞãÖèÚã ÃÚà§¢ÃÚà¦¦ Þã ÀçÚ×èÚçàçÖãàêãÜÚã 

Die Familie der NimA-related kinases Nek1-Nek11 hat vielfältige Funktionen und spielt unter 

anderem eine bedeutende Rolle in der Zellzykluskontrolle, Mitose, Zentrosom- und 

Mikrotubuliregulation, in den Funktionen der primären Zilien und der DNA -Schadensantwort, 

aber auch der Gametogenese (Bildung von Spermien und Eizellen), mRNA Splicing, myogene- 

Differenzierung (Muskelzellen), Inflammasombildung (Aktivierung von 

Entzündungsreaktionen), intrazellulären Proteintransport und der Homöostase der 

Mitochondrien .[ 32]  Mit der Zellzykluskontrolle, der Mitose und der DNA -Reparatur regulieren 

sie gleich mehrere kritische Prozesse, die in der Krebsentstehung entscheidend sind. 

 

1.3.1.1 ÃÚà§ 

Nek2 ist unabhängig von der Phase des Zellzyklusses an Zentrosomen lokalisiert. Eine 

Überexpression führt zu einer Aufspaltung der Zentrosome. Bei andauernder Überexpression 

wird Material von den Zentrosomen abgespalten und die Aktivität als Keimpunkt für 

Mikrotubulibildung wird verringert. Überraschenderweise können die Zellen trotzdem die 

Mitose einleiten.[ 45]  Der Zusammenhang zwischen dem Verlauf einer Krebserkrankung und 

Störungen in Zentrosomen bzw. deren Regulation konnte in vielen Studien gezeigt werden.[ 46]  

Dies ist wenig verwunderlich, da der Spindelapparat während der Zellteilung für die korrekte 

Orientierung und Aufteilung der Chromosomen auf die beiden Tochterzellen verantwortlich 

ist.[ 47]  Dies zeigt sich auch bei der Entwicklung von Embryonen des tropischen Krallenfrosches 

(Xenopus tropicalis): Überexpression wie auch der knock-down von Nek2 in Embryonen führt zu 

einer Störung der Links-Rechts-Entwicklung, Reduktion der Zilienanzahl, -beweglichkeit und 

Phänotypen wie einem abnormal gekrümmten Herzen.[ 48]  

In Hepatozellulärem Karzinom wird Nek2-Überexpression beobachtet. Bei Gabe von Nek2 

siRNA wird der G2/M -Arrest ausgelöst und erhöhte Apoptose verursacht. Auch werden die 
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Proliferation, das Wachstum und die Koloniebildung von HepG2 Zellen unterdrückt . Die Nek2 

Überexpression wird auch mit bösartiger Entwicklung des Tumors in Verbindung gebracht.[ 49]  

Nek2 wird auch in bösartigen Gliomen (Hirntumor mit schlechter Prognose und niedriger 

Lebensqualität) überexprimiert, wobei die Überexpression mit der Bösartigkeit, Proliferation 

und Prognose der Tumore korreliert. [ 50, 51]  Auch in Darmkrebs, Nasenrachenkrebs, 

Lungenkrebs, Brustkrebs und Melanomen wurde Nek2 Überexpression gefunden und mit 

schlechter Prognose in Verbindung gebracht.[ 52-57]  Daher, und weil bestimmte Nek2-

überexprimierende Tumoren besonders therapieresistent sind, wurde das humane Nek2 als 

target für die Krebstherapie identifiziert. [ 51, 57, 58]  Es wurde in mehreren Projekten versucht, 

selektive Kinaseinhibitoren zu entwickeln, darunter auch kovalent an Ser22 bindende 

Inhibitoren. [ 59]  In diesen Fall war der Startpunkt ein Co-Kristall von Nek2 mit SU11652, welches 

von dem zur Behandlung von metastasierendem Nierenkrebs zugelassene SU11248 

(Handelsname: Sunitinib , Abbildung 19 rechts in Kapitel 3.1) abgeleitet ist.[ 60]  Nek2 

phosphoryliert und stabilisiert Pd-L1 (programmed cell death 1 ligand 1), was in 

Pankreastumoren zu einer verminderten Wirksamkeit von anti -PD-L1 Antikörperbehandlung 

führt . Diese verhindert die Unterdrückung des Immunsystems durch den Tumor.[ 61]  Es konnte 

gezeigt werden, dass die Kombination des anti-PD-L1 Antikörpers mit einem Nek2 Inhibitor zu 

einer deutlich verstärkten Wirkung auf Pankreastumorzellen führt. [ 62]   

 

1.3.1.2 ÃÚà¨ 

Nek3 zeigt, wie auch Nek2 Zellzyklus-abhängige Konzentrationen in Zellen, ohne jedoch bei 

Überexpression oder inhibierender Mutation einen Effekt auf den Zellzyklus zu haben.[ 53]  Es 

konnte gezeigt werden, das Nek3 eine Rolle in der Entwicklung von Brustkrebs hat. Stimulation 

von T47D Brustkrebszellen mit Prolaktin führt zur Aktivierung von Nek3, welches zur 

Phosphorylierung von Vav2 beiträgt.[ 63]  Die Aktivierung der Vav-Familie bedingt eine 

Aktivierung des Prolaktinrezeptors (PRLr), welcher eine Rolle in der Entwicklung von 

Brustkrebs spielt.[ 53, 64]  Ebenfalls spielt Nek3 eine Rollen in der Prolaktin-vermittelten 

Reorganisation des Zytoskeletts, so wie der Zellmigration von und -invasion durch 

Brustkrebszellen.[ 65]  Überexpression korreliert zudem mit schlechter Prognose bei Magenkrebs 

und bestimmten Schilddrüsenkrebsarten.[ 65, 66]   
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1.3.1.3 ÃÚà© 

Nek4 bildet zwei funktionale Isoformen, Nek4.1 und Nek4.2 aus.[ 67]  Nek4 ist an dem Aufbau 

des primären Zilium, der DNA damage response (DDR) und RNA Splicing beteiligt und reguliert 

die Stabilität der Mikrotubuli. [ 67-69]  Das Gen für Nek4 ist häufig in non-small cell lung cancer 

(NSCLC) Zellen deletiert.[ 68]  Überexpression von Nek4 spielt eine Rolle in der Resistenz von 

Lungen- und Dickdarmkrebs gegen tumor necrosis factor-related apoptosis-inducing ligand 

(Trail ), ein Funktionsverlust führt dagegen zu einer Sensibilisierung gegenüber dem Zelltod.[ 53, 

70]  In Lungenkrebszellen konnte gezeigt werden, das Nek4 den Übergang zwischen 

Epithelzellen zu Zellen mit mesenchymalen Eigenschaften epithelial to mesenchymal transition 

(EMT) reguliert. Die EMT spielt eine wichtige Rolle in der Tumorzellmigration und Invasion 

von Krebszellen (Metastasenbildung). Damit ist Nek4 ein interessantes Ziel zur Behandlung von 

metastasierendem Lungenkrebs.[ 71]   

 

1.3.1.4 ÃÚàª 

Nek5 ist nur wenig erforscht. [ 53, 72]  Es spielt eine Rolle in der Caspase-3 regulierten Myogenen 

Differenzierung der glatten Skelettmuskulatur. [ 73]  Es lokalisiert am proximalen Ende von 

Zentriolen und reguliert die Zentrosomstabilität in der Interphase, womit es e ine Rolle in der 

Erhaltung der chromosomalen Integrität spielt. [ 72]  Zudem bildet es bei DNA-Schäden durch den 

als Zytostatikum eingesetzten Topoisomerase II-Inhibitor Etoposid ein en Komplex mit 

Topoisomerase IIɼ. Depletion von Nek5 führt hier zur Erhöhung der DNA-Schäden und 

beeinträchtigt die DDR.[ 74]  In Zellproben von Patienten mit benigner Prostatahyperplasie (BPH, 

gutartige Prostatavergrößerung) und Prostatakrebs konnte eine Überexpression von Nek5 

festgestellt werden.[ 75]  In Brustkrebs und Schilddrüsenkrebs steigert Nek5 Überexpression die 

Migration und Invasion der Zellen und ist ein Marker für Tumorprogression und schlechte 

Prognose.[ 66, 76]  Überexpression von Nek5 reduziert die Apoptose in Brustkrebszellen. Des 

Weiteren reguliert es Cyclin A2 hoch und dafür Cyclin D1, Cyclin D3 und Cyclin E1 Expression 

herrunter. [ 76]  Cyclin A reguliert positiv die DNA-Synthese und den Eintritt in die Mitose. [ 77]   
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1.3.1.5 ÃÚà« 

Nek6 und Nek7 sind zu 76% identisch und binden an den C-terminalen, nicht -katalytischen Teil 

von Nek9. Nek6 wird durch Nek9 an Ser209 phosphoryliert.[ 78]  Nek6 wird von den beiden 

Checkpointkinasen Chk1 und Chk2 phosphoryliert und spielt damit eine direkte Rolle in der 

DDR. Zellen in G2/M Zellzyklusarrest, der durch ionisierende Strahlung induziert wurde, 

entkommen bei Nek6 Überexpression dem Arrest.[ 79]  Veränderte Expression von Nek6 wurde 

mit verschiedensten Krebsarten, aber auch mit der chronisch-entzündlichen Colitis ulcerosa in 

Verbindung gebracht. [ 53]  In Fast 80% der untersuchten Proben von Zhang et al. von Patienten 

mit hepatozellulärem Karzinom wurde Überexpression von Nek6 gefunden.[ 80]  Nek6 

Überexpression in Tumoren ist zudem ein Marker für Proliferation und Koloniebildung [ 80-83] , 

sowie schlechte Prognose[ 82, 84-86] . Damit ist auch Nek6 ein interessantes Ziel zur Behandlung 

von Tumoren.[ 82, 87]  Nek6-Überexpression scheint dabei keinen direkten Einfluss auf die 

Progression oder den Zellzyklus zu nehmen, sondern (zumindest im speziellen Kontext der in 

vivo, nicht aber in vitro , untersuchten kastrationsresistenten Prostatakrebszellen) zu 

verringertem Zellsterben zu führen.[ 87]  Ein gegenüber Nek7 selektiver Inhibitor zeigt 

antiproliferativen Effekt auf MD A-MB-231 Brust-, HCT15 Dickdarm-, PEO1 Eizell- und NCI-

H1299 Lungenkrebszellen.[ 88]   

 

1.3.1.6 ÃÚà¬ 

Die Serin/Threoninkinase Nek7 ist in die Zellteilung, intrazelluläre n Proteintransport und die 

DNA-Reparatur involviert. [ 89]  Es wird wie Nek6 von Nek9 aktiviert. [ 78]  Überexpression führt zu 

erhöhter Proliferation, während Inhibition mitotischen Arrest, Spindeldefekte, abnormale 

Chromosomenteilung und Apoptose auslöst.[ 78, 88, 90]   

Nek7 Überexpression in Tumoren ist ein Marker für Proliferation, Koloniebildung und schlechte 

Prognose.[ 91, 92]  UNC-45 myosin chaperone A (Unc45A) fördert die transkriptionelle Aktivität des 

Glucocorticoidrezeptors und fördert dadurch die Expression von Nek7. UNC45A ist essenziell 

für das Zellwachstum in Brustkrebs. UNC45A defiziente Brustkrebszellen zeigen umfangreiche 

perizentrosomale Disorganisation, Defekte in der zentrosomalen Trennung und 

Chromosomenpositionierung in der Mitose, das Fortschreiten der Zellteilung  gerät ins Stocken 

und die Zellen gehen in die Mitotische Katastrophe. Dieser Phänotyp zeigt sich nicht mehr nach 

heterologer Expression von Nek7 (zusätzliche Expression, durch Einbringung von DNA des 
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Proteins an eine Stelle, an der dieses Protein normalerweise nicht codiert ist) in HeLa 

Gebärmutterhalskrebszellen und MDA-MB-231 Brustkrebszellen.[ 93]  Nek7 aktiviert das Nlrp3, 

Asc und pro-Caspase-1 enthaltende Nlrp3 Inflammasom. Dies führt zu einer Aktivierung von 

Caspase-1 und der Freisetzung von Interleukin 1ɼ und Interleukin 18. [ 94-96]  Nek7 spielt auch in 

anderen entzündlichen Krankheiten wie z. B. Diabetes, Endometritis (Entzündung der 

Gebärmutterschleimhaut) und systemische Lupus erythematodes (Autoimmunkrankheit die 

alle Organe betreffen kann).[ 53, 97-99]  Nek6 und Nek7 werden durch Bindung an eine nicht-

katalytische Domäne von Nek9 aktiviert, dies ist für Nek7 schematisch in Abbildung 3 

gezeigt.[ 43]   

 

Abbildung 3: Nek7 liegt autoinhibiert (grau) vor und zeigt eine langsame Autoaktivierung (grün) unter Herausklappen des 

Tyrosins (Y, blau) aus der aktiven Tasche und Reorganisation des aus der YLLH (blau) bestehenden Sequenz des 

regulatorischen Rückgrats (R-Spine). Bindung der nicht-katalytischen Nek9-Domäne (braun) führt zu einer Dimerisierung 

(hellgrün), Reorganisation des R-Spine und einer schnellen Aktivierung durch Autophosphorylierung (dunkelgrün). 

Modifizierte Nachbildung von Richards et al.[43] 

 

Nek6, wie auch Nek7 besitzen ein einzigartiges autoinhibitorisches Tyrosin-Motiv, welches in 

die aktive Tasche ragt. Wie in Abbildung 3 angedeutet, interagiert diese bei Nek7 mit der 

Aktivierungsschleife (activation loop) und blockiert die ɻC-Helix. Tyrosinmutanten von Nek6 
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und Nek7 sind dagegen konstitutiv aktiv. Isoliert zeigt Nek7 langsame Autophosphorylierung. 

Bei Bindung einer nicht-katalytische Domäne von Nek9 bildet sich ein voraktiviertes Dimer, 

welches rasch durch Autophosphorlierung aktiviert wird. Die Struktur von Nek6 ist nicht 

aufgeklärt, jedoch wird ein ähnlicher Mechanismus vermutet. Obwohl fast alle Nek-Kinasen ein 

Tyrosin an dieser Stelle besitzen, wurde ein solcher Mechanismus bisher nur in Nek7 gezeigt 

und in Nek6 beobachtet.[ 43]  

 

1.3.1.7 ÃÚà­ 

Nek8 lokalisiert neben dem Zytosol an den proximalen Enden der Zentrosomen und trägt 

wahrscheinlich zur Ausbildung des mitotischen Spindelapparats und der Zentrosomspaltung 

bei.[ 100]  Andererseits verursacht ein siRNA knockdown von Nek8 in IMCD-3 Zellen keine 

Reduktion der Zilien. Nek8 wird demnach nicht für die Ziliogenese benötigt. [ 101]  Eine 

Punktmutation in Nek8, bei der die Aminosäure Valin 448 durch Glycin ersetzt wird, verursacht 

Polyzystische Nieren im juvenile cystic kidney (jck) Mausmodell. In Zebrafischen verursacht 

Nek8 antisense Morpholino -Oligomer ebenfalls Polyzystischen Nieren bzw. Zysten im 

Pronephron.[ 102]  Das von-Hippel-Lindau tumor suppressor protein (pVhl) reguliert Nek8 herunter 

und stimuliert den Abbau von Nek8 über verstärkte Ubiquitin ylierung.[ 103]  Nek1 wiederum 

phosphoryliert pVhl und stimuliert so den Abbau von pVhl über verstärkte 

Ubiquitin ylierung.[ 104]  Nek8 wird zur Bildung von Rad51-Foci nach DNA-Schäden benötigt und 

stabilisiert die Replikationsgabel.[ 105]  Nek8 interagiert an der Replikationsgabel mit Atr und 

reguliert dort den Replikationsprozess. Nek8-Defizit führt zu verlangsamter DNA-Replikation 

und spontanen DNA-Doppelstrangbrüchen während der Replikation. Es interagiert mit Cyclin A 

und reduziert so die Aktivität von Cdk2 nach DNA-Doppelstrangbrüchen in der S-Phase. Nek8 

wird jedoch nicht benötigt , um den Zellzyklusarrest nach DNA Schäden einzuleiten und 

aufrecht zu halten.[ 106]  Eine Überexpression von Nek8 korreliert mit schlechter Prognose bei 

Magenkrebs. Nek8-knockdown inhibiert die Proliferation, Koloniebildung und Migration in 

SGC-7901 Magenkrebszellen.[ 103]   
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1.3.1.8 ÃÚà® 

Nek9 oder (auch Nercc1) wird durch Phosphorylierung von Threonin 210 in der 

Aktivierungsschleife autoaktivier t. Das aktivierte Nek9 lokalisiert in der frühen Mitose an 

Zentrosomen und Spindelpolen. Nek9-Defizienz führt zu verzögertem Spindelaufbau, weniger 

bipolaren Spindeln und veränderten Mikrotubulistrukturen. [ 53, 107]  Nek9 und Plk1 

phosphorylieren Nedd1, welches für die Rekrutierung von chromosomalem ɾ-Tubulin benötigt 

wird. [ 108]  Nek9 reguliert die Chromosomenpositionierung und -trennung in der Mitose. Es 

bindet an Nek6 und über die katalytische und die erste, Serin, Threonin und Prolin-reiche Rcc1 

Domäne an Ran GTPase. Es existiert als Homooligomer und kann sich in vitro autoaktivieren. 

Nek9-Defizienz führt in Ptk2 Zellen zu Prometaphase-Zellzyklusarrest, inkorrekter 

Chromosomenplatzierung und Aneuploidie (abweichende Zahl der Chromosomen). Es ist ein 

zytoplasmisches Protein und wird in der Mitose durch p34Cdc2 phosphoryliert und r eguliert die 

die mitotische Progression.[ 109]  Dimeres Nek9 aktiviert N ek7 durch Bindung der ɻC-Helix und 

folgender Autophosphorylierung, dies ist näher in dem Kapitel 1.3.1.6 über Nek7 

beschrieben.[ 110]  Nek6 wird ebenfalls durch Bindung an Nek9 phosphoryliert.[ 43]  In etwa 5% der 

non-small lung cancer (NSCLC) Zellen wird das onkogene Fusionsprotein Eml4-Alk exprimiert. 

In Nek9-überexprimierenden Zellen bindet die Variante Eml4-Alk V3 an Nek9. Es rekrutiert 

Nek7 und Nek9 an Mikrotubuli und stabilisiert diese. Die Zellmigration wird erhöht und das 

progressionsfreie Überleben der Patienten ist reduziert.[ 111]  Nek9 wird auch in Meningeom 

(Tumor der Gehirn- oder Rückenmarkhaut) gegenüber dem gesunden Gewebe 

überexprimiert. [ 112]  In bestimmten Varianten des fortgeschrittenen Melanoms wird Nek9 

überexprimiert und korreliert mit einer schlechten Prognose für die Patienten. Der Braf 

Inhibitor Dabrafenib unterdrückt das Tumorwachstum in Braf-Wildtyp Zelllin ien, in denen 

Nras- und Kras-mutiert ist unter anderem durch Inhibition von Nek9. [ 113]  Eine trunkierte stop-

gain Mutation (R497*)  verursacht zudem verschiedene Fehlentwicklungen des Skeletts und 

Verzögerungen im Zellzyklus.[ 114]   

 

1.3.1.9 ÃÚà¦¥ 

Nek10 bildet Komplexe mit Pcm1 und RIIɼ, Chip und Hsp70, sowie Pka und Chip. Nek10 

lokalisiert an den zentriolaren Satelliten und entlang der Axonem-Mikrotubulistrukturen. Auch 

ist es in der Ziliogenese involviert. Pka phosphoryliert cAMP-abhängig Nek10 an T812. So 
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phosphoryliertes Nek10 wird durch Chip polyubiquit ylinier t zur Proteolyse markiert, was zu 

einem Abbau der primären Zilien führt. [ 115]  Nek10 wird benötigt , um nach UV-Bestrahlung Erk1 

und Erk2 zu aktivieren und die Zellzyklusprogression durch den G2/M-Zellzyklusarrest zu 

blockieren.[ 116]  Die Mutation NEK10 E379K wurde in metastasierenden Melanomen als 

Treibermutation  identifiziert, also eine Mutation , die direkt an der Onkogenese beteiligt ist.[ 117]  

Zudem erhöht die Punktmutation L513S die Wahrscheinlichkeit an Brustkrebs zu 

erkranken.[ 118]   

 

1.3.1.10 ÃÚà¦¦ 

Nek11 existiert als lange Nek11L und kurze Isoform Nek11S. Die katalytische Domäne ist Nek3 

und Nek4 am ähnlichsten. Die Expression von Nek11L steigt zwischen der S und G2/M Phase. 

Nek11 lokalisiert während der Interphase im Zellkern und der Prometaphase an den 

Mikrotubulipolen, was auf mehrere Rollen von Nek11 hindeutet. [ 119]  Die Kinaseaktivität steigt 

nach Behandlung mit DNA-schädigenden Agenzien und Replikationsinhibitoren. Nek11 

reguliert den Zellzyklusarrest in der S-Phase. Die Aktivierung von Nek11 in HeLaS3 Zellen wird 

indirekt durch Koffein unterdrückt, wahrscheinlich über Inhibition von Atr und Atm. [ 119]  Nek11 

lokalisiert während des G1/S-Arrests an den Nucleoli und interagiert mit Nek2A. Nek2 

phosphoryliert Nek11 in der c-terminalen nicht -katalytischen Region und steigert so die 

Kinaseaktivität von Nek11. Die nicht-katalytische Region wirkt autoinhibitorisch auf die 

Kinasedomäne. Die Phosphorylierung durch Nek2 stört diese Interaktion.[ 120]  Nek11 Defizienz 

verringert die Lebensfähigkeit der Zellen. Die Defizienz verhindert zudem den G2/M-

Zellzyklusarrest nach DNA-Schädigung und fördert p63-anhängige Apoptose. Bei Darmkrebs ist 

Nek11 entscheidend für das Überleben der Krebszellen, insbesondere bei exogenen DNA-

Schäden.[ 121]  In 586 Proben aus Zystadenokarzinomen und Cisplatin-resistenten A2780 

Eierstockkrebszellen war Nek11 herunterreguliert. Nek11 interagiert direkt mit den Proteinen 

Nek2, Met, Jun, Erbb2, Egfr, Akt1, Akt2 und Ikbke, die bei Eierstockkrebs in die Resistenz 

gegenüber Chemotherapeutika involviert sind .[ 122]   
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1.3.2. ÃÚà¦ Þã ÙÚç ¹Ã¶¢ÇÚåÖçÖéêç êãÙ ÃÚà¦ Öáè éÖçÜÚé ÛMç ÙÞÚ ÀçÚ×èéÝÚçÖåÞÚ 

Nek1-Defizit führt zu erhöhter Apoptose, Hypersensitivität gegenüber DNA-schädigenden 

Agenzien, wie Methylmesylat  (MMS) , Bleomycin , UV-Licht aber erniedrigter Sensitivität 

gegenüber dem Crosslinker Cisplatin . Nek1-Defizient führt zu reduzierter Mitophagie (Abbau 

von Mitochondrien), Erhöhung der Anzahl der Mitochondrien, Erhöhung von ROS (Reaktiven 

Sauerstoffspezies), beeinträchtigter Mitochondrial respiratory complex I Aktivität und erhöhter 

Anzahl von DNA-Schäden in Mitochondrien. [ 123]   

Renale tubuläre Epithelzellen aus Nek1-defizienten kat2J Mäusen zeigen mehrere Mikrokerne, 

verbrückte Chromosomen, einzigartige, hohle Zellkerne und letztlich chromosomale 

Instabilität.  Diese Zellen zeigen zudem deutliche Abweichungen in der Mitose (Abbildung  

4). [ 124]  

 

Abbildung 4: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahme von renalen tubulären Maus-Epithelzellen (a-e) und Nek1 -/ - -defizienten 

renalen tubulären Maus-Epithelzellen (f-n) in der vierten Passage während der Mitose. Die DNA ist mit blau fluoreszierendem 

DAPI und ɻ-Tubulin mit einem rot fluoreszierenden Antikörper gefärbt. Die Graustufendarstellungen sind 

Hochkontrastbilder der entweder ɻ-Tubulin oder DAPI Färbung der jeweils darüberliegenden Bilder. Abbildung verwendet 

aus Chen et al., unter Verwendung der Creative Commons Lizenz Attribution 2.0 Generic (CC BY 2.0).[124] 

 

Wie in Abbildung 4 a gezeigt, werden bei Wildtypzellen nur zwei (rot gefärbte) Spindeln 

gebildet. Nek1-defiziente Zellen jedoch bilden oft multipolare Spindeln ( Abbildung 4 f). In der 
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Metaphase werden die Chromosomen wie in Abbildung 4 b gezeigt, in der sogenannten 

Metaphaseplatte organisiert. Dies gelingt in Nek1-defizienten Zellen nicht immer , so das sich, 

wie in den Graustufendarstellungen für DAPI in Abbildung 4 g und h durch Pfeile 

hervorgehoben, Chromosomen außerhalb der Metaphasenplatte befinden. Dementsprechend 

werden die Chromosomen in der Anaphase nicht korrekt in die beiden entstehenden 

Tochterzellen transportiert, es entstehen aneuploide Zellen (Zellen mit inkorrekter Anzahl von 

Chromosomen). Auch die Zytokinese ist gestört, es wird unvollständige Zytokinese beobachtet 

(Abbildung 4 m - n). Während in Wildtypzellen >90% der Zellen eine korrekte Verteilung 

beobachtet wurde, war dies bei Nek1-defizienten Zellen lediglich bei 25% der Zellen der Fall. 

Während in der überwiegenden Mehrheit der Wildtypzellen 40 Chromosomen zu finden sind, 

haben Chen et al. im Median 62 Chromosomen in Nek1-defizienten Zellen gezählt. Weiterhin 

sind Chromosomenpaare unterschiedlicher Größe zu beobachten, was auf chromosomale 

Translokation schließen lässt.[ 124]  Nach mehreren Passagen entkamen die Zellen der Seneszenz 

(Stopp des Wachstums trotz Wachstumsfaktoren) und wurden spontan immortalisiert, eine 

notwendigen Eigenschaft von Krebszellen.[ 5, 6, 124]  Auch zeigen sie andere Eigenschaften, die 

typisch für Krebszellen sind, wie der Verlust der Zellkontakthemmung, mehrschichtiges 

Wachstum, Wachstum in weichem Agar und die Fähigkeit, bei hoher Zelldichte zu wachsen. 

Nach Injektion der Zellen in kat2J-Mäuse bildeten sich zystenhaltige Tumore. In kat2J Mäusen 

werden stark gehäuft spontane Tumore beobachtet. Während Wildtypmäuse im Alter von 

17 - 24 Monaten 30% Tumore entwickelt haben, wurden in 89% der gleichaltrigen Nek1 +  /  - 

defizienten kat2J Mäusen Tumore gefunden.[ 124]   

Nach DNA-Schäden durch ionisierende Strahlung wird Nek1 hochreguliert. [ 125]  Die 

Checkpointkinase Atr  (Atm and Rad3-related) und Atrip  (ATR-interacting protein) bilden in der 

DNA-damage response (DDR) einen Komplex. Nek1 reguliert die Stabilität des Komplexes und 

ist kritisch für die A tr-Aktivierung. Nek1-defiziente Zellen können mehrere Atr-Substrate nicht 

korrekt phosphorylieren. Auch die Autophospohorylierung von Atr  an Threonin 1989 (einer der 

frühesten Reaktionen der Zelle auf DNA-Schäden) kann nicht effizient erfolgen.[ 126]   

Nek1 ist wichtig für d en effizienten Zellzyklusarrest nach DNA-Schäden und um eine korrekte 

DNA-Reparatur sicherzustellen. Nek1(-/ -)-defiziente Zellen aus kat2J-Mäusen gehen nach 

DNA-Schädigung nicht korrekt in den G1/S- und G2/M-Checkpoint-Arrest. In humanen HK2-

Nierenzellen nach siRNA silencing und Nek1(-/ -)-defizienten Mäusezellen werden die 

Checkpointkinasen Chk1 und Chk2 nach DNA-Schädigung durch ionisierende Strahlung nicht 
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korrekt aktiviert. Die DNA -Doppelstrangbrüche bleiben nach niedriger Bestrahlung mit 

ionisierender Strahlung länger bestehen und es sind vermehrt Chromosomenbrüche zu 

beobachten.[ 127]  Allerdings ist nicht klar, ob dies auf Defizite in der DNA-Reparatur oder die 

Rolle von Nek1 in der Zellzyklus Checkpointkontrolle zurückzuführen ist. [ 31, 127]  

Auch in der DNA-Reparatur spielt Nek1 eine wichtige Rolle. In der Homologen Rekombination 

(Kapitel 1.2.1) schützt das Rad51-Filament die einzelsträngige DNA.[ 25]  Nach dem der Komplex 

aus dsDNA, Rad51 und ssDNA gebildet ist, befördert die ATPase Aktivität des Motorproteins 

Rad54 die Rad51 Ablösung von der DNA. Es bildet sich die Heteroduplex-DNA aus dem 

beschädigten DNA-Strang und dem intakten DNA-Strang. Der intakte Strang dient als Vorlage 

für die DNA-Polymerase um die fehlenden Basen an die beschädigte DNA anfügen zu können. 

In Abwesenheit von Rad54 kann Rad51 nicht abgelöst werden und die Reparatur durch die 

Homologe Rekombination kann nicht abgeschlossen werden.[ 31, 128-130]   

Spies et al. konnten zeigen, dass Nek1 die Kinase Rad54 in Ser572 phosphoryliert. So 

phosphoryliertes Rad54 löst das die single stranded DNA-schützende Rad51 Filament nach der 

Reparatur von der DNA ab. Wenn Nek1 nicht Rad54 phosphoryliert, kann die Homologe 

Rekombination ebenfalls nicht abgeschlossen werden.[ 31]  Interessanterweise schützt Rad51 

ebenfalls blockierte Replikationsgabeln vor dem Abbau. In der S-Phase phosphoryliert Rad54 

nicht Rad51 an blockierten Replikationsgabeln, so dass die Replikationsgabel geschützt bleibt. 

Funktionelles Nek1 phosphoryliert Rad54 in diesem Fall nicht.[ 31, 131]  

Auch haben Kobarg et al. die Proteine zinc finger and BRCA1-interacting protein with a KRAB 

domain (Zbrk1), meiotic recombination 11 homologue A (Mre11) und p53 binding protein 1 

(53Bp1) als Interaktionspartner von Nek1 identifiziert. Zbrk1 interagiert mit Brca1, welches die 

Transkription des Tumorsuppressorgens Gadd55 unterdrückt, Mre11 ist Teil des Mrn 

Komplexes, welches im Auftaktschritt der Homologen Rekombination auftritt und 53Bp1 ist ein 

Mediator von DNA-schadensinduziertem Zellzyklusarrest.[ 132, 133]  Damit ist Nek1 auch über 

diese drei Proteine in die DDR involviert.[ 134]   

Interessanterweise könnte Nek1 nicht nur in der Homologen Rekombination, sondern auch in 

der NHEJ eine Rolle spielen. Ku80 wurde zusammen mit Fez1 in einer Immunopräzipitation als 

Interaktionspartner von Nek1 identifiziert. [ 135]  Ku80 bindet zusammen mit Ku70 als 

Heterodimer an DNA-Enden und spielt eine wichtige Rolle in dem NHEJ-Mechanismus der 

DNA-Reparatur.[ 136]   
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Fortgeschrittener lokaler Prostatakrebs und metastasierender Protatakrebs werden systemisch 

mit Antiandrogenen behandelt. Nach etwa 2-3 Jahren entwickelt sich jedoch häufig 

metastasierender, kastrationsresistenter Prostatakrebs. Dieser wächst Androgen-unabhängig 

und hat eine schlechte Prognose mit einer durchschnittlichen Überlebenszeit von nur 16-18 

Monaten. In der Entwicklung zu dem kastrationsresistenten Prostatakrebs ist die Aktivierung 

des Zellzyklusarrests über eine Aktivierung der DDR wichtig, die über Atr-Chk1 oder Atm-Chk2 

vermittelt wird. Singh et al. schlagen daher die Umgehung des Zellzyklusarrest über eine 

Inhibition von Atm oder Atr vor, was zu einer Mitotischen Katastrophe führen sollte. [ 137]  Diese 

Strategie wurde bereits erfolgreich bei Atm angewandt, sensitiviert jedoch auch gesunde Zellen 

gegenüber DNA-Schäden.[ 138]  Die Tousled like kinase 1 (Tlk1) wird durch Nek1 phosphoryliert 

und aktiviert wiederum über Atr die DDR. [ 137, 139]  Thioridazin  ist ein Tlk-Inhibitor und blockiert 

die DDR.[ 140]  Die Behandlung von LNCaP Prostatakrebszellen mit dem Antiandrogen 

Bicalutamid  und Thioridazin  führt zu Apoptose der Zellen und verhindert die Bildung von 

kastrationsresistenten Zellen. In Mauszellen führt die Behandlung mit Bicalutamid  zu einer 

Phosphorylierung von Nek1 an T141 durch Tlk1. Die Zugabe von Thior idazin  verhindert diese 

Phosphorylierung. Im Maus-Xenograft blockiert die Gabe beider Substanzen das 

Tumorwachstum vollständig.[ 137]  

Nek1 ist in bestimmten Nierenkrebszellen (A498, 786-O und ACHN) zwei bis dreifach 

überexprimiert. Da die Proteinkonzentration nach Blockade der Proteinsynthese durch 

Cycloheximid nicht abgenommen hat, vermuten Chen et al. einen Defekt im Proteinabbau. In 

HK2-Zellen beträgt die Halbwertszeit von Nek1 ca. 3 Stunden, in den genannten 

Nierenkrebszellen aber über 24 Stunden. A498 Zellen zeigen eine deutlich höhere Toleranz 

gegenüber MMS, 5-Fluorouracil  (5-FU), dem Topoisomerase II-Hemmer Etoposid  und UV-

Licht, als normale HK2-Zellen. Werden die Zellen durch Gabe von siRNA Nek1-defizient, 

werden A498 Zellen deutlich sensitiver gegenüber MMS und die beiden A498 und 786-O Zellen 

deutlich sensitiver gegenüber ionisierender Strahlung. Die Nek1-Überexpression deuten Chen 

et al. als mögliche Ursache von Therapieresistenzen bei der Behandlung von Nierenkrebs mit 

Chemotherapeutika.[ 141]  

Während die Nek1-Expression in gesunden Glia-Gehirnzellen niedrig ist, wird Nek1 in Gliomen 

überexprimiert. Die Überexpression korreliert mit dem Proliferationsmarker Ki -67, dem 

Tumorgrad, dem Wohlbefinden der Patienten (Karnofsky performance scale) und einer 

schlechten Überlebensprognose der Patienten. Diese Beobachtung ist besonders wichtig, da 
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Patienten mit Gliomen generell eine sehr schlechte Überlebenswahrscheinlichkeit haben und 

die Behandlungsmethoden dringend verbessert werden müssen. Nek1-Depletion mit siRNA 

inhibiert das Tumorwachstum. Bei Behandlung von Gliomzellen mit dem Chemotherapeutikum 

Temozolomid  zeigen U118 Zellen mit niedriger Nek1-Überexpression hohe Sensibilität, 

während U87-MG Zellen mit hoher Nek1-Überexpression eine hohe Resistenz zeigen. Die Gabe 

von Nek1-siRNA sensibilisiert U87-MG und U251-MG Zellen gegenüber Temozolomid  und 

steigert massiv die Apoptose. Daraus schließen die Autoren Zhu et al. das Nek1 ein wertvolles 

Ziel zur Behandlung von Gilomen und Behandlungsresistenzen sein könnte.[ 142]  

In sporadischen Nephroblastomen (auch Wilms-Tumor), ein bösartiger Nierentumor bei 

Kindern, könnten Deletionen, die Nek1 betreffen, eine (Mit -)Ursache für die Tumorgenese 

sein.[ 143]  

In Proben von Patienten mit Schilddrüsenkrebs und Speiseröhrenkrebs wurde eine 

Überexpression von Nek1 beobachtet. Diese zeigt bei Schilddrüsenkrebs einen Zusammenhang 

mit Parametern, die die Aggressivität beschreiben, wie Multifocalität, Invasivität, Tumorgrad 

und Tumorgröße. Interessanterweise war die Nek1-Expression in Lungentumoren im Vergleich 

zu normalem Gewebe stark verringert.[ 66]  

Da die Nek1-Kinase, wie in diesem Kapitel beschrieben, für viele Krebszellen überlebenswichtig 

ist und nur Zellen in der Proliferation die notwendige zweite DNA -Kopie besitzen, um die 

Homologe Rekombination nutzen zu können (Kapitel 1.2.1), stellt die Nek1-Kinase ein 

attraktives Ziel zur Krebstherapie dar. 

 

1.3.3. ¹ÞÚ ÇäááÚ ëäã ÃÚà¦ Þâ ÂÚâ×çÖãåäéÚãéÞÖá ëäã ÂÞéäØÝäãÙçÞÚã 

Nek1 phosphoryliert voltage dependent anion channel 1 (Vdac1) an Serin193. Ein Teil des 

zellulären Nek1 lokalisiert an den Mitochondrien. Fehlende Phosphorylierung des Vdac1 führt 

zum Zelltod. Die mitochondrial permeability transition pore (Mptp) öffnet sich und das 

Mitochondrial membrane potential (MMP) bricht abrupt ein. Der Einbruch des MMP tritt bei 

oxidativer Schädigung und DNA-Schaden-induziertem Zelltod ein. [ 134]  

Bei einem schädigenden Ereignis kann sich die Mptp öffnen, indem Cyclophilin D das sich in 

der inneren Mitochondrienmembran befindliche  adenine nucleotide translocase (Ant) durch 

Bindung aktiviert. Normalerweise transportiert Ant ATP aus den Mitochondrien in das Zytosol. 
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Das aktivierte Ant bindet an Vdac1 in der äußeren Mitochondrienmembran und bildet damit 

den Komplex der Mptp. Die geöffnete Pore führt zu einem Anschwellen der Mitochondrien, 

einem Platzen der äußeren Membran und der Freisetzung von Cytochrom c.[ 144]  Das freigesetzte 

Cytochrom c aktiviert den apoptosis protease activating factor (Apaf-1), welcher eine Serie von 

Caspasen spaltet, was zu einer Entmantelung der Zelle durch Bruch der Zell-Zellkontakte, dem 

Abbau von Elementen des Zytoskeletts und Strukturen des Zellkerns führt.[ 134]  Bei einer 

vorübergehenden Öffnung der Mptp wird weiter ATP produziert und die Zelle stirbt durch ATP-

abhängige Apoptose. Wenn die Mptp geöffnet bleibt, wird  das ATP verbraucht und die Zelle 

stirbt durch Nekrose. Diese Prozesse werden bei Reperfusionsschäden (oxidativer Stress nach 

plötzlich verfügbarem Sauerstoff nach Sauerstoffarmut) nach einem Schlaganfall beobachtet. 

[ 144]  Phosphorylierung von Vdac1 durch Phospho-Mimic konstitutiv -aktives Nek1 verhindert den 

Zelltod nach DNA-Schädigung nur vorrübergehend. Tatsächlich führt sowohl konstitutiv 

geschlossenes Vdac1, vermutlich durch ATP-Mangel der Zelle, als auch konstitutiv offenes 

Vdac1 durch Einbruch des MMP zum Zelltod. Für das Überleben der Zelle ist daher eine 

Regulation nach den Bedürfnissen der Zelle nötig. [ 134]   

Wenn Nek1-defiziente Zellen mit ionisierender Strahlung geschädigt werden, führt dies zu 

einem Verlust der Phosphorylierung an Serin193, bevor die Zellen sterben. Nek1-defiziente 

Zellen haben eine ungewöhnlich hohe mitochondrial membrane permeability.[ 134]  Nach Zugabe 

von sub-letalen Dosen von H2O2 oder MMS zu A498 Nierenkrebszellen dissoziiert Nek1 von 

Vdac1 ab und reassoziiert nach der Reparatur. Zellen mit letalen Dosen hingegen zeigen keine 

Reassoziation von Nek1 an Vdac1.[ 141]  Dies untermauert die von Chen et al. formulierte 

Hypothese, das die fehlende Phosphorylierung ein von der Apoptose und Nekrose unabhängiger 

Mechanismus ist, der zum Zelltod führt.[ 134]  

 

1.3.4. ¹ÞÚ ÇäááÚ ëäã ÃÚà¦ Þã ÙÚç ¶âîäéçäåÝÚã ÁÖéÚçÖáèàáÚçäèÚ 

Amyotrophe Lateralsklerose (ALS) ist eine bisher nicht heilbare degenerative Erkrankung des 

motorischen Nervensystems, welche bei Menschen mit höherem Alter ausbricht. Die Patienten 

sind bei Ausbruch in der Regel zwischen 50 und 75 Jahre alt.[ 145]  ALS ist eine neurodegenerative 

Funktionsstörung, resultierend aus dem Verfall und Absterben von Motoneuronen im 

Hirnstamm und Rückenmark. Zu den frühen Symptomen zählen Muskelschwäche, Zuckungen 

und Krämpfe.[ 146]  
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Im Durchschnitt beträgt die Lebenszeit vom Auftreten der Krankheit bis zum Tod 3-4 Jahre.[ 147]  

Obwohl es sich um eine seltene Krankheit handelt wird geschätzt, dass die Anzahl der 

Betroffenen bis 2040 auf ca. 400 000 weltweit ansteigt.[ 145]   

Die Erkrankung ist der breiten Öffentlichkeit durch die sogenannte Ice Bucket Challange bekannt 

geworden, bei der sich Personen einen Eimer mit Eiswasser über den Kopf gießen und zum 

Spenden an eine Organisation auffordern, die ALS Patienten unterstützt oder deren 

Erforschung ermöglicht. Eine der finanzierten Organisationen ist Project MinE, die einen Teil 

der Forschung von Veldink et al. finanziert haben. Veldink et al. haben Genomsequenzen von 

ALS Patienten und gesunden Personen untersucht und Loss-of-function-Mutationen im Nek1 

Gen als Risikofaktor für fALS identifiziert.  Auffällig ist die hohe Trefferquote von ca. 3% aller 

ALS Fälle.[ 148-151]  In ca. 90% aller Fälle tritt die Krankheit  sporadisch (sALS) aus, lediglich in ca. 

10% der Fälle handelt sich um die autosomal-dominant vererbte familiäre Form (fALS). [ 152]   

Brenner et al. konnten eine statistisch signifikante Häufung an Nek1 Loss-of-function-Varianten 

an den fALS Patienten feststellen und Naruse et al., dass Nek1 Loss-of-function-Varianten mit 

höherem ALS Risiko in Verbindung gebracht werden können.[ 153, 154]  Die signifikante 

Verbindung von ALS und Nek1 Loss-of-function-Varianten bei Populationen in verschiedenen 

Regionen lassen vermuten, dass die Haploinsuffizienz von Nek1 einen Beitrag zur ALS 

Pathogenese leistet.[ 153]   

Die signifikante Häufung von heterozygoten Loss-of-function-Mutationen, aber das Fehlen von 

Missense Mutationen in familiären und sporadischen ALS-Kohorten spricht für Nek1 

Haploinsuffizienz als molekulargenetischen Mechanismus.[ 154, 155]  

Neben Nek1 wurden unter anderem auch Sod1, Matr3, Tbk1, C9orf71 und C21orf2 als 

Risikofaktoren identifiziert .[ 145, 153]  C21orf2 bindet an F box only protein 3 (Fbxo3) und wird von 

diesem ubiquitinyliert , worauf C21orf2 protesomal abgebaut wird . Nek1 stabilisiert C21orf2 

durch Phosphorylierung, Fbxo3 kann nicht mehr binden. C21orf2 stabilisiert wiederum Nek1 

und damit mittelbar sich selbst. Die V58L Mutante von C21orf2, die in Verbindung mit ALS 

gebracht wird, wird verstärkt von Nek1 phosphoryliert. Dadurch wird die Mutante nicht durch 

Fbxo3 ubiquitinyliert und akkumuliert zusammen mit Nek1. Die Expression dieser Mutante in 

murinen Stammzellen beeinträchtigt das Auswachsen von Neuriten. Wanatabe et al. spekulieren 

daher, dass eine Inhibition der Nek1-Kinase eine mögliche Therapieoption für Patienten mit 

C21orf2 Mutation sein könnte. [ 156]  
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1.3.5. ¹ÞÚ ÇäááÚ ëäã ÃÚà¦ Þã ÙÚç ºãéìÞØàáêãÜ ëäã ÅäáîïîèéÞèØÝÚã ÃÞÚçÚã 

In dem beiden Mausmodellen für Polyzystische Nieren (polycystic kidney disease, PKD) kat und 

kat2J wurde Nek1-Defizienz festgestellt. In kat Mäusen ist eine Deletion der Nucleotide 791-

2105 und in kat2J-Mäusen eine Insertion an +996 nt festgestellt worden, die einen Frameshift 

und ein verfrühtes Stopcodon verursacht. Das Stopcodon ermöglicht ein theoretisches 

Restprotein von 154 Aminosäuren, wobei die letzten 13 Aminosäuren durch den Frameshift 

verändert wären. In den Mäusen zeigen sich Polyzystische Nieren mit langsamer Progression, 

die der renalen Pathologie wie in der humanen autosomal-dominanten PKD ähnelt. Weiterhin 

zeigen die Mäuse Fehlbildungen im Gesicht, Minderwuchs, männliche Sterilität, Anämie und 

Zysten in der Gehirnstruktur des Plexus chorioideus.[ 157]  Nek1 zeigt eine hohe Expression in 

mitotischen Zellen.[ 44]  Die Hoden von kat2J-Mäusen sind stark verkleinert, zeigen viele 

apoptotische Zellen und produzieren keine Spermien.[ 158]  

Polyzystische Nieren sind die häufigste Nierenerkrankung in Menschen.[ 159]  Sie ist 

gekennzeichnet durch eine starke Volumenvergrößerung der Niere und dem Wachstum von 

flüssigkeitsgefüllten Zysten.[ 157]  Ein Beispiel zweier Polyzystischer Nieren ist in Abbildung 5 

gezeigt. 

 

Abbildung 5: Fotographie von Polyzystischen Nieren, welche die starke Veränderung der Nieren darstellt. Dieses Bild ist unter 

der Public Domain veröffentlicht (gemeinfrei) und stammt von dem Centers for Disease Control and Prevention's Public 

Health Image Library (PHIL), und hat die Identifikationsnummer 861 und wurde aufgenommen von Dr. Edwin P. Ewing.[160] 
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Veränderungen in den humanen Genen PKD1 und PKD2 verursachen autosomal-dominante 

PKD. PKD1 codiert Polycystein-1, ein Membran-Glycoprotein, dass eine hohe Homologie zu 

Membranproteinen zeigt, die in Zell/Zell - und Zell/Matrix interaktionen involviert sind. PKD2 

codiert Polycystein-2, ein Membranprotein, dass eine hohe Homologie zu voltage-activated Ca2+  

channel ɻ1E und den Na+  voltage-dependent channels zeigt.[ 157, 161, 162]  Kobarg et al. haben Kif3a, 

ɻ-Catulin and Tuberin als Interaktionspartner der nicht -katalytischen coiled-coil-Domäne des 

Nek1-Proteins identifiziert. Mutationen in Kif3a wurden mit der Entstehung von PKD in 

Verbindung gebracht. Tuberin spielt eine Rolle in der Regulierung von Zellwachstum und 

Proliferation.  Tuberin reguliert die Lokalisation von Polycystein-1 in der Membran und ist damit 

direkt in der Entstehung von PKD involviert. Polycystein-1 interagiert direkt mit ɻ-Catulin. 

Kobarg et al. spekulieren daher, dass humanes Nek1 eine direkte Rolle im polycystin-1-related 

signaling pathway spielt.[ 132, 135, 163-165]   

Taz ist ein Adapterprotein in SCFɼ-Trcp E3 ubiquitin ligase complex, der Pc2 zum Abbau markiert. 

Taz wird von Nek1 an Serin 309 phosphoryliert, einer in Maus, Zebrabärbling und Menschen 

hochkonservierten Phosphorylierungsstelle. So phosphoryliertes Taz vermittelt den Ubiquitin-

abhängigen Abbau von Polycystein 2 (Pc2). Taz-Defizienz führt zu einer Akkumulation von Pc2 

und löst in Mäusen und Zebrabärblingen PKD aus. Umgekehrt führt phosphoryliertes Taz zur 

Ubiquitinylierung von Nek1 und reguliert so dessen Abbau. Yim et al. schließen daraus auf einen 

negativen feedback loop, um die Konzentration von Pc2 zu regulieren, um die korrekte 

Ziliogenese zu ermöglichen.[ 166-168]   

Wegen der bedeutenden Rolle von Nek1 in der Entwicklung von Polyzystischen Nieren haben 

Baumann et al. spekuliert, dass eine Inhibition durch Nek1-Inhibitoren auch ähnliche 

Phänotypen in Zebrabärblingen hervorrufen kann. Das Assayschema und ausgewählte 

Ergebnisse sind in Abbildung 6 gezeigt. 
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Abbildung 6: In der von Baumann et al. durchgeführten fluoreszenzmikroskopischen Untersuchung wurden nach Schema 

(A) Zebrabärbling-Embryonen in Nek1-Inhibitor, Fluoreszenzfarbstoff PT-Yellow und wieder in Nek1-Inhibitor inkubiert, bevor 

sie in Agarosegel kopfüber positioniert und fluoreszenzmikroskopisch untersucht wurden. (B) Schematische Darstellung der 

Stammniere in einem entwickelnden Zebrabärbling-Embryo (28 Somiten). Abkürzungen: C, Cloaca; CS, corpuscles of 

Stannius; DE, distal early tubule; DL, distal late tubule; N, neck region; P, Podocytes of the glomerulus; PCT, Proximal 

convoluted tubule; PD, Pronephric duct; PST, Proximal straight tubule. (C) Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen der 

Zebrabärbling-Embryonen nach Inkubation in (i) Negativkontrolle, (ii) DMSO-Kontrolle, und (iii) 10 µM bzw. (iv) 20 µM Nek1-

Inhibitor 10f. Reprinted (in part) with permission from Baumann, G.; Meckel, T.; Böhm, K.; Shih, Y.-H.; Dickhaut, M.; 

Reichardt, T.; Pilakowski, J.; Pehl, U.; Schmidt, B., Illuminating a Dark Kinase: Structure-Guided Design, Synthesis, and 

Evaluation of a Potent Nek1 Inhibitor and Its Effects on the Embryonic Zebrafish Pronephros. Journal of Medicinal Chemistry 

2021. (in press) DOI: 10.1021/acs.jmedchem.0c02118. Copyright 2021 American Chemical Society.[169] 

 

Daher wurden mit Zebrabärbling-Embryonen während der Entwicklung mit Nek1-Inhibitoren 

nach dem in Abbildung 6 A gezeigten Schema inkubiert. Eine kurze Inkubation mit PT-Yellow  

führt zu einer Aufnahme des Farbstoffes durch die Embryonen. 48 h nach Inkubation mit dem 

Farbstoff ist bei der Negativkontrolle und der DMSO-Kontrolle ( Abbildung 6 C) nur wenig 

verbleibender Farbstoff in den Pronephrons zu erkennen. Nach Inkubation mit dem Nek1-

Inhibitor 10f  (Abbildung 7) sind jedoch signifikante und dosisabhängige Vergrößerungen des 

Pronepronvolumens und der Fluoreszenzintensität zu beobachten.[ 169]   
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Abbildung 7: Struktur des in Baumann et al. verwendeten Nek1-Inhibitors 10f.[169]  Hinweis: Die Bezeichnung 10f ist aus der 

Veröffentlichung übernommen, um Missverständnisse zu vermeiden wird in dieser Dissertation keiner anderen Struktur die 

Nummerierung 10 zugewiesen. 

 

Demnach hat der Nek1-Inhibitor 10f  in Zebrabärbling-Embryonen die Entwicklung von 

Polyzystischen Nieren verursacht.[ 169]  Das gleiche Assay wird zur Evaluation der Nek1-

Inhibitoren BSc5341 und BSc5367 in Kapitel 3.8.5 verwendet. 

 

1.3.6. ÃÚà¦ Þã ìÚÞéÚçÚã ÀçÖãàÝÚÞéÚã 

Mutationen in Nek1 werden in verschiedenen Ziliophatien beobachtet. Mutationen in Nek1 

können zum Beispiel das pränatal lethale, autosomal-rezessive Short-Rib Polydactyly Syndrome 

Type Majewski auslösen. Die Föten zeigen dabei schwere Missbildungen wie stark verkürzte 

Rippen, einen engen Brustkorb, Lippen-Kiefer-Gaumenspalte, Polydaktylie (überzählige Finger 

und Zehen), gekrümmte und zusammengewachsene Nieren, persistierenden Foramen ovale des 

Herzens (Loch im Herzen), breite/gewölbte Stirn. Es wurden auch Polyzystische Nieren 

beobachtet.[ 170, 171]  Auch eine Verbindung zu oral-facial-digital syndrome type II (Mohr 

syndrome), short-rib polydactyly syndrome type III und short-rib thoracic dystrophies wurde 

gezeigt.[ 172-174]  

In einer funktionale n Netzwerkanalyse einer Datenbank von Personen mit Autismus-Spektrum-

Störungen wurden die vollständig sequenzierten Genome untersucht. Die Analyse legt nahe, 

das Nek1 mit Exportin 1  (Xpo1 auch Crm1) interagiert , welches Proteine aus dem Nucleus in 

das Zytoplasma transportiert und eine Rolle in Autismus-Spektrum-Störungen spielt.[ 175, 176]  Ein 

direkter Zusammenhang konnte bisher nicht gezeigt werden. 
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1.4. ¶êÛ×Öê ÙÚç ÀÞãÖèÚÙäâ:ãÚ êãÙ ÀÞãÖèÚã Öáè ÙçêÜ éÖçÜÚéè 

Kinasen sind Proteine, die katalytisch die terminale Phosphatgruppe von Adenosintriphosphat 

ATP auf Serin, Threonin oder Tyrosin übertragen.[ 177]  Bereits 1978 wurde die Kinase v-Src des 

Rous sarcoma virus als Onkogen identifiziert, der Krebs in Hühnern auslösen kann.[ 178] Im Jahr 

1981 wurde die Sequenz der Protein Kinase A (Pka) bestimmt und schließlich 1991 die Struktur 

von Pka mit einer Kristallanalyse aufgeklärt.[ 178, 179] Stand Dezember 2021, sind in der Protein 

Data Base (PDB) fast 185,000 Makromolekularstrukturen hinterlegt. [ 180]  1995 erfolgte die erste 

Zulassung eines Kinaseinhibitors, Fasudil, in Japan zur Behandlung von Zerebralem 

Vasospasmus.[ 178]  Der Zerebrale Vasospasmus ist eine durch Subarachnoidalblutungen 

verursachte Verengung der Hirnarterien. Blutungen des Hirns, bei denen sich das Blut mit der 

Hirnflüssigkeit ( Liquor cerebrospinalis) mischt, werden als Subarachnoidalblutungen 

bezeichnet. Dies kann einen ischämischen Schlaganfall auslösen.[ 181] Erst die Entdeckung in 

1986, das Staurosporin , ein Fungizid der Bakterien der Klasse der Streptomyces, ein 

nanomolarer Inhibitor der Protein Kinase C (Pkc) ist, führte zur intensiven Beschäftigung der 

Pharmaindustrie mit Kinasen als Zielen für therapeutische Zwecke.[ 178] Die Zulassung der 

Kinaseinhibitoren Rapamycin  als Immunsupressiva für Organtransplantationen in 1999 und 

von Gleevec (Imatinib ) in 2001 als Therapeutikum gegen die chronische myeloische Leukämie 

(CML) stellten große Durchbrüche in der Entwicklung dar. [ 178] Dies führte zu der 

TcpĂddclrjgafsle cglcq npmtmi_rgtcl ?prgicjq kgr bck Rgrcj ´Protein kinases Ç the major drug 

targets of the twenty-first century?§,[ 178, 182]  

Über 518 Kinasen sind im humanen Genom codiert, Splicing Varianten nicht mitgezählt.[ 183]  

Die Kinasen können im KINOME Tree in Abbildung 8 anhand der Verwandtschaft 

zusammengefasst dargestellt werden. 
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Abbildung 8: Darstellung der Kinasen im KINOME Tree. Mit roten Punkten sind die in ChEMBL data (Stand: März 2016) und 

Drug Bank (Stand: Dezember 2015) erfassten Hauptziele von Kinaseninhibitoren mit klinischer Zulassung markiert.[184] Nek1 

ist mit einem blauen Punkt markiert. Erstellt mit KinMap.[185] Verwendet mit freundlicher Genehmigung von S. Fuelle.  
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Die Mehrheit der 538 in Abbildung 8 gezeigten eukaryotischen Proteinkinasen (ePK) werden 

in  sieben typische und sieben atypische Familien untergliedert.[ 186]  Während die Sequenz der 

eukaryotischen Proteinkinasen hoch konserviert ist, trifft dies nicht auf die 58 atypischen 

Kinasen zu. Allerdings zeigen sie trotz abweichender Sequenz eine sehr ähnliche Struktur.[ 177] 

Die Mehrheit der ePK sind Serin/Threoninkinasen, was sich auch in dem Verhältnis der 

phosphorylierten Aminosäuren von etwa pSer: pThr : pTyr = 1000:100:1 in Zellen 

wiederspiegelt.[ 186]  Während die Tyrosinkinasen in Rezeptor- und nicht -Rezeptorkinasen 

unterteilt werden, werden die Serin/Threoninkinasen in die Familien der Tyrosin kinase like 

(Tkl), cyclin-dependent kinase, MAP kinase, Glycogen synthase kinase, Casein kinase 2 (Cmgc), 

Protein kinase A, -G und -C (Agc), Calcium/Calmodulin-dependend kinases (Camk), Homologues 

of yeast sterile 7, -sterile 11, -sterile 20 kinase (Ste), Casein Kinase 1 (Ck1) und atypische Kinasen 

unterteilt .[ 186]  Diese Unterteilung wird auch in Abbildung 8 verwendet. Nicht alle Kinasen 

passen in diese Familien, so wird z. B. die Nek1-Kinase als other kinase eingeordnet.[ 185]  Trotz 

der immensen Bemühungen, Kinaseinhibitoren als therapeutische Wirkstoffe zu entwickeln, ist 

tatsächlich nur ein kleiner Bruchteil der Kinasen therapeutisch adressiert.[ 184, 185]  Hauptziele der 

für therapeutische Zwecke zugelassene Kinaseinhibitoren sind in Abbildung 8 mit einem roten 

Punkt und die Nek1-Kinase mit einem blauen Punkt markiert. 

Die generelle Struktur von Kinasen ist in Abbildung 9 exemplarisch an der Kristallanalyse der 

Insulin receptor kinase als Co-Kristall mit einem zwischen dem ɼ- und ɾ-Phosphat nicht 

hydrolysierbaren ATP-Mimetik um dargestellt.  
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Abbildung 9: Kristallanalyse der Kinasedomäne der Insulin receptor kinase (PDB Code: 1IR3) mit co-kristallisiertem, zwischen 

dem ɼ und ɾ-Phosphat nicht-hydrolysierbarem ATP-Mimetikum. In der oberen Bildhälfte ist der N-Lobe mit der dunkelgrünen 

Glycin-reichen Schleife und der violetten ɻ-C-Helix. Sie werden durch die gelbe Hinge- oder Gelenk-Region verbunden. 

Dazwischen liegt die ATP-Bindetasche, in der ein ATP-Mimetikum (Oberfläche cyan) co-kristallisiert ist. Darunter befindet sich 

der C-Lobe, welcher auch die Aktivierungsschleife (Cyan) und die katalytische Schleife (Rot) enthält. Das Substrat ist mit 

grüner Oberfläche dargestellt.  

 

Der N-Lobe enthält die Glycin-reiche Schleife mit einer konservierten Sequenz GxGxxG. Die 

Schleife ist sehr flexibel, legt sich über das Adenin und positioniert das ɔ-Phosphat für die 

Katalyse. Da Kinasen Katalysatoren sind und in einer Kinase gebundenes ATP unmittelbar 

hydrolysiert werden würde, ist es nicht möglich ATP direkt in einer Kristallanalyse zu 

analysieren. Daher wurde für die in Abbildung 9 gezeigte Kristallanalyse das nicht-

hydrolysierbare ATP-Mimetik um 1 co-kristallisiert.  

 

Abbildung 10: In Kristallanalyse 1IR3 co-kristallisiertes, zwischen dem ɼ und ɾ-Phosphat nicht-hydrolysierbares ATP-

Mimetikum 1. 
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Im Gegensatz dazu ist der N-Lobe an sich besonders in der aktiven Konformation wenig flexibel. 

Die ɻ-C-Helix interagiert mit der Aktivierungsschleife und muss korrekt platziert werden, um 

die Kinase aktivieren zu können. Je nach Abstand der ɻ-C-Helix und der Aktivierungsschleife 

wird von einer offenen oder geschlossenen Konformation gesprochen.[ 187]  

Der C-Lobe wird durch eine hoch-hydrophobe F-Helix stabilisiert . Die Aminosäureseitenketten 

der Kinase bilden ein katalytisches (C-Spine) und regulatorisches Rückgrat (R-Spine), welche 

sich von dem C-Lobe in den N-Lobe organisieren. Das C-Spine interagiert direkt mit dem 

C-Terminus und das R-Spine mit dem N-Terminus der F-Helix. Die Basis wird durch das HRD-

Motiv gebildet, das Histidin (H) kann aber auch durch Tyrosin (Y) ersetzt sein.[ 187]   

 

Abbildung 11: Kristallanalyse der Kinasedomäne der Insulin receptor kinase (PDB Code: 1IR3) mit co-kristallisiertem, nicht-

hydrolysierbarem ATP-Mimetikum 1 (Oberfläche cyan). Die als Kofaktor fungierenden Magnesiumionen sind als rote Kugeln 

dargestellt und koordinieren die Phosphate des ATP-Mimetikums (Oberfläche cyan). Die Magnesiumionen (rote Kugeln) 

werden ihrerseits durch die Aspartat-Seitenkette des DFG-Motivs (Braun) in der Aktivierungsschleife (Cyan) koordiniert. Die 

katalytische Schleife ist rot, die ɻ-C-Helix violett und die Glycin-reichen Schleife dunkelgrün dargestellt. Die gelb dargestellte 

Hinge- oder Gelenk-Region enthält den gelb dargestellten Gatekeeper. Das Substrat ist mit grüner Oberfläche dargestellt. 
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Der C-Lobe enthält auch die Aktivierungsschleife mit dem konservierten DFG-Motiv und die 

katalytische Schleife, welche zusammen Magnesiumionen als Kofaktor binden. Dies ist auch in 

Abbildung 11 dargestellt. Diese werden komplexiert durch  die Phosphate des ATPs. Die 

Aktivierungsschleife enthält ebenfalls eine Phosphorylierungsstelle, die die Aktivität der Kinase 

steuert. Zusammen mit dem darauf folgenden P+1-Loop bildet sich die Substratbindestelle, die 

für die korrekte Positionierung des Substrats sorgt.[ 187]  Ebenfalls in Abbildung 11 dargestellt 

ist der in der Hinge-Region befindliche Gatekeeper. In der Entwicklung können Inhibitoren an 

diese Aminosäure angepasst werden, um die Selektivität zu erhöhen.[ 186]  Je nach Art und 

Position werden verschiedene Inhibitionstypen unterschieden, eine Übersicht ist in Abbildung 

12 gezeigt.  

 

Abbildung 12: Unterscheidung verschiedener Inhibitionstypen bei Kinasen. Kinaseinhibitoren werden in reversible und 

irreversible Inhibitoren unterschieden. Weiter wird je nach Bindungsort in ATP-kompetitive, substratkompetitive und 

außerhalb der aktiven Tasche bindende allosterische Inhibitoren unterschieden. Die Position allosterischer Bindestellen ist 

nicht konserviert und hier nur zur Illustration nahe der Substratbindetasche dargestellt. Die Phosphatbindetasche ist Teil der 

Substratbindetasche und kann ebenfalls belegt werden. Abbildung erstellt in Anlehnung an Neumann.[188]  
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Inhibitoren lassen sich in nicht-kovalente und kovalente und diese wiederum in reversible und 

irreversible Inhibitoren unterteilen. Kovalente Inhibitoren binden zum Beispiel an Serin, 

Threonin oder Tyrosin und bilden stabile kovalente Bindungen mit der Kinase aus.[ 189, 190]  

Weiterhin werden sie anhand der Position der Bindung unterschieden. Bindet ein Inhibitor an 

der ATP-Bindestelle, wird er als ATP-Kompetitiv bezeichnet. Wird an die Substratbindestelle 

(inklusive der Phosphatbindestelle) gebunden, wird von Substratkompetitiven Inhibitoren 

besprochen. Allosterische Inhibitoren binden außerhalb der aktiven Tasche.[ 191]  

Kinaseinhibitoren werden zudem in verschiedene Typen unterteilt. Diese Klassifikation von 

Inhibitoren ist jedoch nicht immer eindeutig, auch da unterschiedliche Autoren verschiedene 

Definitionen nutzen. [ 186, 192-194]  Dar und Shokat haben Typ-1 Inhibitoren definiert als kleine 

Moleküle, die in die ATP-Tasche einer aktiven Kinasekonformation binden.[ 192]  Sie nutzen 

typischerweise die Größe, Form und Polarität des Gatekeepers, um die Selektivität zu 

erhöhen.[ 186]  Im Gegensatz dazu binden Typ-2 Inhibitoren an eine inaktive Konformation, 

typischerweise an eine DFG-out Konformation. [ 192, 193]  Inhibitoren des Typ-2 stabilisieren die 

inaktive Konformation. Bei der DFG-out Konformation ist das Aspartat des DFG-Motivs aus der 

aktiven Tasche gedreht. Die Kinase befindet sich dadurch in der inaktiven Konformation.[ 193] Ist 

das Aspartat in die aktive Tasche gedreht, liegt die DFG-in Konformation vor und die Kinase ist 

in der aktiven Konformation (sofern nicht andere Konformationsänderungen vorliegen). [ 186]  

Häufig wird dabei das DFG-Phenyl in die aktive Tasche gedreht, für die Position des Phenyls 

sind auch Zwischenformen zwischen DFG-out und DFG-in bekannt. Um die Konformation 

genauer zu beschreiben, werden daher auch Klassifizierungen, wie z. B. ɻ-C-Helix-in-DFGin, ɻ-

C-Helix-in-DFGout, ɻ-C-Helix-out-DFGin und ɻ-C-Helix-out-DFGout verwendet.[ 195]  So wird auch 

bei Vorliegen einer C-Helix-out (ɻ-C-Helix ist zu weit entfernt von der aktiven Tasche, um eine 

Katalyse zu ermöglichen) oder anderem Vorliegen von Merkmalen, die mit einer inaktiven 

Konformation (z. B. Bruch der helikalen Struktur in der ɻ-C-Helix)  einhergehen, von einer 

inaktiven Konformation gesprochen.[ 186, 192, 193]  Alternativ schlagen Zuccotto et al. die 

Klassifikation anhand von Pharmakophor-Modellen vor. Zuccotto et al. haben auch eine weitere 

Zwischenklasse, die Typ-1.5-Inhibitoren vorgeschlagen, bei denen die Kinase eine DFG-in und 

C-Helix-out Konformation hat. [ 193]  Allosterische Inhibitoren, die außerhalb der aktiven Tasche 

binden, werden als Typ-3 bezeichnet. Gavrin und Saiah haben allosterische Inhibitoren weiter 

unterteilt in zwischen N - und C-Lobe bindende Inhibitoren der Klasse Typ-3 und außerhalb der 

ATP-Bindetasche bindende Inhibitoren des Typ-4.[ 196]  Bivalente Inhibitoren, die an mehr als 

eine Region binden, wurden von Lamba und Ghosh als Typ-5 klassifiziert. [ 194, 197]    
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1.4.1. ·ÚàÖããéÚ ¾ãÝÞ×ÞéäçÚã ÙÚç ÃÚà¦¢ÀÞãÖèÚ 

Zum Beginn dieser Arbeit waren keine selektiven Nek1-Inhibitoren veröffentlicht. Allerdings 

inhibieren manche Kinaseinhibitoren off-target Nek1. Ein solcher Inhibitor ist Tamatinib , ein 

ATP-kompetitiver (Typ I) Syk Inhibitor . Er wurde 2018 zur Behandlung von idiopathischer 

thrombozytopenischer Purpura zugelassen, einer Autoimmunkrankheit, bei der ein Mangel an 

Blutplättchen (Thrombozyten) ent steht. Tamatinib  zeigt einen Ki von 0.7 nM gegenüber fms 

related receptor tyrosine kinase 3 (Flt3) und gegenüber spleen associated tyrosine kinase (Syk) 

einen Kd von 19.0 nM. Tamatinib  inhibiert Nek1 auch mit einen Ki von 170 nM.[ 198]  Aufgrund 

der deutlichen Selektivität, ist Tamatinib  kein geeigneter Startpunkt für eine 

Inhibitorentwicklung.  

Ein weiterer Inhibitor ist Staurosporin , dieser inhibiert Nek1 in dem in Kapitel 5.51 

verwendeten Assay mit 9 - 16 nM.  

 

Abbildung 13: Grafische Darstellung der Selektivität von Staurosporin. Image generated using TREEspotɀ Software Tool 

and reprinted with permission from KINOMEscan®, a division of DiscoveRx Corporation, © DISCOVERX CORPORATION 

2010.[199] 

Wie in Abbildung 13 gezeigt, inhibiert Staurosporin  sehr viele Kinasen mit einem Ki im 

niedrigen nanomolaren Bereich. Aufgrund der mangelnden Selektivität, eignet sich dieser 

Inhibitor nicht zur Entwicklung von selektiven Nek1-Inhibitoren.  
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Kobarg et al. haben in einem Temperaturshiftassay einen Screen von 85 Verbindungen 

durchgeführt. Nur der JNK Inhibitor  II  (Abbildung 14) zeigt eine signifikante, aber niedrige 

Inhibition. [ 200]  

 

Abbildung 14: Struktur des von Kobarg et al. in einem Temperaturshiftassay identifizierten Nek1-Inhibitors JNK Inhibitor 

II.[200] 

 

Nach Abschluss der praktischen Arbeiten dieser Dissertation haben Drewry et al. den in 

Abbildung 15 gezeigten Nek1-Inhibitor UNC5452 publiziert. [ 201]   

 

Abbildung 15: Struktur des von Drewry et al. publizierten Nek1-Inhibitors UNC5452.[201] 

 

Auf Basis dieses Inhibitors, der in der eigenen Testung einen IC50 von 4.3 µM zeigte, haben 

Baumann et al. 7-Azaindole weiter entwickelt  und unter anderem den in Abbildung 7 gezeigten 

Inhibitor 10f  mit einem IC50 von 330 nM entwickelt .[ 30, 169]  Wie auch die in dieser Arbeit 

entwickelten 7-Azaindole binden die von Baumann et al. entwickelten Inhibitoren in Docking-

Cvncpgkclrcl gk qmecl_llrcl ´djgnncb§ @glbckmbsq (Abbildung 16).  
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Abbildung 16: ȧNormalȥ und ȧflippedȥ Bindungsmodus von 7-Azaindolen in Kristallstrukturen nach Irie und Sawa. 

Angelehnt an Irie und Sawa.[202] 

 

Irie und Sawa haben bei der Analyse verschiedener Kristallanalysen von auf 7-Azaindolen 

basierenden Kinaseinhibitoren, wie z. B. der Braf Inhibitor Vemurafenib , beobachtet, dass die 

meisten 7-Azaindole mit dem Pyrrol-Stickstoff an den Carbonylsauerstoff der Aminosäure nach 

dem gatekeeper (GK+1), und mit dem Pyridin -Stickstoff an das Amid NH der Aminosäure GK+3 

in der Hinge-Region `glbcl, Bgcqcp @glbsleqkmbsq ugpb b_fcp _jq ´normal§ `cxcgaflcr,

Demgegenüber wird eine Bindung des Pyridinstickstoffs an das Amid NH der Aminosäure GK+3 

slb bcq Nwppmjqrgaiqrmddq _l bcl A_p`mlwjq_scpqrmdd bcp ?kglmqòspc EI)1 _jq ´flipped§

bezeichnet. Eine kleine Zahl von Inhibitoren bindet nicht an die Hinge-Region und wird daher 

als ńon-hinge§ bezeichnet.[ 202]  

Ein weiter selektiver Nek1- und Nek6-Inhibitor ZINC05007751  (Abbildung 17) wurde 2018 

von Donato et al. identifiziert.  

 

Abbildung 17: Struktur des von Donato et al. publizierten Nek1-Inhibitors ZINC0500775.[203] 

 

ZINC05007751  zeigt im FRET-basierenden Kinaseassay bei 10 µM Inhibitor bei Nek1 eine 

Restaktivität von 47% und bei Nek1 von 42.5%. Damit ist der Inhibitor vergleichbar zu den in 

Kapitel 3.5.3 vorgestellten 7-Azaindolfragmenten. 
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Eine weitere Verbindung, Compound 31  (Abbildung 18), wurde von Whelligan et al. 

beschrieben.[ 204]  

 

Abbildung 18: Struktur des von Whelligan et al. beschriebener Nek1-Inhibitor Compound 31.[204] 

 

Compound 31  zeigt einen IC50 von 170 nM gegen Nek1 und von 230 nM gegen Nek2. Leider 

konnte er nicht für eine Kristallanalyse co-kristallisiert werden. [ 204]   

2012 wurde die Kristallanalyse der Nek1-Kinasedomäne mit co-kristallisiertem Cdk2/9 

Inhibitor CK7 veröffentlicht, auf deren Basis sie Inhibitoren in dieser Arbeit entwickelt 

wurden. [ 205]  2017 wurde das dazugehörige Manuskript veröffentlicht. CK7 wurde in einer in 

der Aktivierungsschleife inaktivierenden Mutation T162A kristallisiert, da die nicht mutierten 

Proteine keine für die Röntgenstrahlungsdiffraktionsexperimente geeigneten Kristalle bildeten. 

Kobarg et al. diskuteren, dass die Seitenkette T162 in eine Tasche gedreht ist, was eine Barriere 

für die Phosphorylierung darstellen sollte. Jedoch vermuten sie, dass sich diese Konformation 

kaum von einer für eine Autophosphorylierung benötigten Konformation unterscheidet. Es 

müssten nur die Schleifen Gly165-Tyr169 und Gly148-Leu153 bewegt werden, um eine cis 

Autophosphorylierung zu ermöglichen. Auch kommt eine Bewegung der Ŭ-C-Helix in Frage, die 

mit einem domain swap Dimer eine trans-Autophosphorylierung ermöglichen sollte. Beide 

Varianten existieren auch für Nek2.[ 206]  Weitere Aspekte der Inhibitorbindung werden in Kapitel 

3.4.1 diskutiert.  
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2. ¶êÛÜÖ×ÚãèéÚááêãÜ êãÙ ÏÞÚáèÚéïêãÜ ÙÚç ¶ç×ÚÞé 

Nek1 ist als attraktives Ziel zur Behandlung von Krebs identifiziert worden. Auch für 

biochemische Untersuchungen stellen Nek1-Inhibitoren ein interessantes Werkzeug dar. SiRNA 

führt zu Depletion des vollständigen Proteins, so das Effekte durch den Wegfall der 

Kinaseaktivität nur schwer von denen durch fehlende nicht-katalytische Wechselwirkungen 

abgegrenzt werden können. Mit Nek1-Inhibitoren können die Funktionen der Kinase besser in 

vivo untersucht, Modelle zur Untersuchung der Polyzystischen Niere und mögliche 

Krebstherapien entwickelt werden. 

Zum Start dieser Dissertation war nur die mit der Nek1-Kinasedomäne co-kristallisierte 

Verbindung CK7, nicht jedoch deren inhibitorische Aktivität publiziert. Die für ein anderes 

Projekt im Arbeitskreis Prof. Schmidt entwickelte Verbindung BSc4854 wurde zuvor intern als 

(vermeintlicher, siehe Kapitel 3.1) selektiver Nek1-Inhibitor identifiziert. Auf der Basis dieser 

beiden Verbindungen sollen im Rahmen dieser Dissertation Inhibitoren  rational  in silico designt 

und synthetisiert werden. Deren inhibitorische Aktivität und Selektivität soll in einem 

kommerziellen in vitro Phosphorylierungsassay getestet und optimiert werden. 

Um die in vivo Evaluation der Inhibitoren in weiteren Arbeiten zu ermöglichen, sollen die 

Inhibitoren physikalisch-chemisch und toxikologisch untersucht werden. In einem 

toxikologischen Zebrabärbling-Embryonenassay können die Inhibitoren auf auffällige Toxizität 

untersucht werden. So kann die Anzahl der problematischen Verbindungen in aufwändigen in 

vivo Experimenten reduziert werden. Um dieses Assay und weitere zellkulturbasierte Tests 

durchführen zu können, muss die Löslichkeit der Inhibitoren in Zebrabärbling-Kulturmedium 

(E3-Medium) und Zellkulturmedium (DMEM) bestimmt werden, damit eine maximale 

Dosierung ermittelt werden kann. Um zu vermeiden, dass während der Inkubation die 

Inhibitorkonzentration zu stark abfällt und die niedrigere Konzentration, sowie Abbauprodukt e 

die Ergebnisse verfälschen, soll die Stabilität der Inhibitoren gegenüber beiden Medien bei 

Kulturbedingungen bestimmt werden. Begleitend soll der logP-Wert als ergänzender 

Surrogatparameter für die Löslichkeit und Zellpermeabilität bestimmt werden (Rule  of 

Five[ 207]). Die Zellpermeabilität ausgewählter Verbindungen soll zudem in einem 

kommerziellen Assay getestet werden. 
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Die aussichtsreichsten Inhibitoren sollen im Arbeitskreis Prof. Löbrich in in vivo Zellkulturen 

evaluiert werden. Dabei liegt der Fokus auf dem proof of concept, ob die Inhibitoren in vivo Nek1 

inhibieren und vergleichbare Phänotypen wie bei einer Behandlung mit siRNA auftreten.  
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3. ºçÜÚ×ãÞèèÚ êãÙ ¹ÞèàêèèÞäã 

3.1. ·ÚãïäéÝÞÖïÞãÚ Öáè èÚáÚàéÞëÚ ÃÚà¦¢¾ãÝÞ×ÞéäçÚã 

Da zum Projektstart keine selektiven Nek1-Inhibitoren bekannt waren, wurden aus 

vorhergehenden Arbeiten stammende Kinase-Inhibitoren in einem Screening getestet. In dem 

Kinaseaktivitätsassay (Ergebnisse nicht gezeigt) zeigten sich verschiedene Indolinone als inaktiv 

und Benzothiazine, wie BSc4854, als aktive Inhibitoren von Nek1. Indo linone sind dem 

zugelassenen Kinaseinhibitor Sunitinib  ähnlich. Sunitinib  inhibiert verschiedene 

Rezeptortyrosin-kinasen wie Vegfr1 und -2, Pdgfr-ɻ und -ɼ, Kit , Ret, Csf1r und die im 

Arbeitskreis Schmidt in vorherigen Forschungsarbeiten im Zentrum stehende FMS-like tyrosine 

kinase-3 (Flt3), aber auch Nek2.[ 198, 208]  

Aufgrund der vielversprechenden, selektiven Adressierung von Nek1, nicht aber der 

verwandten Kinase Nek2, wurde im Rahmen einer Master-Arbeit und dieser darauffolgenden 

Arbeit versucht, BSc4854 zu optimieren (siehe digitaler Anhang Masterarbeit J. Pilakowski).  

  

Abbildung 19: Strukturen von BSc4854 (links) und Sunitinib (rechts). 

 

Zum einen sollte die Methoxygruppe derivatisiert werden um die Substanz aktiver zu machen 

(bei Cerep bestimmte Restaktivität 17% bei 10 µM) und um die sehr schlechte Löslichkeit zu 

verbessern (siehe digitaler Anhang Masterarbeit J. Pilakowski).  Zum anderen sollte der Ester zu 

einem Aldehyd reduziert werden, um über Homologisierung auf ɻ-Jodketon basierende 

Inhibitoren zu synthetisieren, die kovalent an Cys83 binden.[ 209]  Ein solches Beispiel ist in 

Abbildung 20 exemplarisch dargestellt. 
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Abbildung 20: Durch MOE vorgeschlagener Bindungsmodus des ɻ-Iodketon-Derivats 2 von BSc4854 an Cys83 in der ATP-

Bindungsstelle. Links: dreidimensionale Struktur; das ɻ-Iodketon-Derivat von BSc4854 ist grün hervorgehoben. Die 

Wasserstoffbrückenbindungen des Aminopyrazols zu der Hinge-Region (gelb) und zwischen dem Aminopyrimidin und Lys90 

wie auch Asp87 sind durch gestrichelte Linien in cyan dargestellt. Die Begrenzung der aktiven Tasche ist durch eine Van-der-

Waals-Oberfläche (grau: lipophiler Bereich, rot: H-Brücken Donor, blau: H-Brücken Akzeptor, cyan: optimale geometrische 

Position für eine H-Brücke) unterlegt. Rechts: Struktur des ɻ-Iodketon-Derivats von BSc4854.  

 

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde weiter an der Reduktion von BSc4854 zu einem 

Aldehyd gearbeitet. Die Reduktion von BSc4854 stellte eine Herausforderung dar, da die 

direkte Reduktion von Estern zu Aldehyden mit DiBAlH aprotische Lösemittel benötigt, die 

zudem nicht selbst reduzierbar sein dürfen. Dadurch engt sich das verwendbare Spektrum 

gängiger Lösungsmittel stark ein. Jedoch schlugen diese Versuche vor allem deshalb fehl, da 

BSc4854 durchweg sehr schlechte Löslichkeiten aufweist oder sich bei den 

Reaktionsbedingungen zersetzt. Als einziges laborübliches Lösemittel mit einer Löslichkeit von 

ca. 0.5 mg/L kommt hier getrocknetes Pyridin in Frage. Jedoch findet in Pyridin auch 

Zersetzung des Edukts statt. Um die Problematik der schlechten Löslichkeit zu umgehen, wurde 

versucht, BSc4854 in der Siedehitze mit LiAlH 4 um zu setzen, was ebenfalls zu Zersetzung 

führte.  

Nach dem im Rahmen eines Selektivitätstests auch die IC50 von BSc4854 getestet wurde, stellte 

sich auf Grund von schwankenden Ergebnissen die Frage, ob die Substanz während der Testung 

teilweise ausgefallen ist. Daher wurde ein Stabilitätstest von BSc4854 in Wasser mit 1% DMSO 

durchgeführt. Wie Abbildung 21 zeigt, hat sich die Verbindung nach 8 Tagen in 1% DMSO 

nahezu vollständig zersetzt, auch in trockenem DMSO ist nach 9 Tagen weitgehende Zersetzung 

zu erkennen. Da die Proben in DMSO gelöst an den Dienstleister Cerep gesendet wurden, ist 
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davon auszugehen das zum Zeitpunkt des Tests bereits kein BSc4854 mehr in der Lösung 

vorhanden war. 

 

 

Abbildung 21: DAD-HPLC Messungen bei 254 nm von (A) frisch angesetzter Lösung von BSc4854 in VE-Wasser mit 1% 

DMSO (B) Lösung aus (A) nach 8 Tagen bei Raumtemperatur (C) BSc4854 gelöst in DMSO nach 9 Tagen bei 

Raumtemperatur. 

 

Daher werden die Proben für die Testung ungelöst versendet. Nach dem der Anbieter Cerep das 

Nek1-Kinaseassay eingestellt hatte, wurde BSc4854, wie auch alle folgenden Verbindungen, 

bei dem Anbieter Reaction Biology getestet. Dort zeigt BSc4854 keine messbare Inhibition von 

Nek1 (Tabelle 2).  Daher wird angenommen, dass die gemessene Inhibition durch BSc4854 

(und möglicherweise auch die anderen strukturverwanden Verbindungen) ein falsch-positives 

Ergebnis darstellt, weshalb die Entwicklung von Benzothiazinen nicht weiter vorangetrieben 

wird.   

? 

@ 

A 
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3.2. ÈØçÚÚãÞãÜ ãÖØÝ ãÚêÚã ËÚç×ÞãÙêãÜèàáÖèèÚã 

Da die Benzothiazine als Ausgangsbasis für Inhibitoren nicht mehr in Frage kommen, wurden 

im Rahmen verschiedener Projekte in der Arbeitsgruppe Prof. Schmidt hergestellte Substanzen 

mittels des Programms MOE in die Kinasedomäne von Nek1 gedockt und vielversprechende 

Hits in einem Phosphorylierungsassay bei dem kommerziellen Anbieter Reaction Biology 

getestet. Ebenfalls wurde die in der Nek1 Kristallanalyse co-kristallisierte Verbindung CK7 

getestet.[ 205]  Die Screening Ergebnisse sind in Tabelle 2 dargestellt. 

Tabelle 2: Überblick der bei Reaction Biology bestimmten Nek1-Kinase-Restaktivitätenaktivitäten der ausgewählten 

Verbindungen. Der clogP- und der tPSA-Wert wurde mittels MOE berechnet. Die verbleibende Nek1-Kinaseaktivität nach 

Zugabe von 1 µM oder 10 µM Inhibitor wurde in dem radiometrischen Phosphorylierungsassay HotSpot von Reaction 

Biology als Duplikat bestimmt. Es wurde 10 µM ATP verwendet und als Kontrollsubstanz Staurosporin verwendet. Die 

genauen Assaybedingungen sind in Kapitel 5.50.1 beschrieben. 

Verbindung Struktur  clogP tPSA M in 

g/mol  

Restaktivität in % 

10 µM 

Inhibitor  

1 µM 

Inhibitor  

BSc4854 

 

2.20 80.23 421.47 >100 a n. b. 

BSc5221 

 

3.50 15.60 194.24 91.7a n. b. 

BSc5231 

 

3.56 78.52 292.35 4.4a n. b. 

BSc5292 

CK7 

 

2.86 126.94 328.35 n. b. 28.2b 

aSubstanz wurde kurz vor der Analyse gelöst, um eine Zersetzung auszuschließen. 
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Das Imidazopyridin BSc5221 wurde im Rahmen der Dissertation von D. Bensinger synthetisiert 

und zur Testung zur Verfügung gestellt.[ 210]  BSc5221 zeigt kaum Inhibition der Nek1 -Kinase 

und wird daher nicht weiterverfolgt. Wie erwartet, zeigt der in der Kristallanalyse 

co-kristallisi erte Cdk2/9-Inhibitor CK7 (intern als BSc5292 geführt) eine sehr starke Inhibition 

der Nek1-Kinase (28% Restaktivität bei einer Inhibitorkonzentration von 1  µM). Durch die 

drehbaren Pyrimidin-NH-Phenyl Bindungen kann sich das Molekül flexibel an verschiedene 

Kinasetaschen anpassen. Des Weiteren zeigen primäre Amine ausgeprägte First-Pass-Effekte, z. 

B. durch den metabolischen Abbau durch MAO.[ 211, 212]  Daher scheint eine weitere Entwicklung 

ohne umfangreiche Modifikationen unvorteilhaft. [ 213]  Allerdings kann der Bindungsmodus als 

Orientierung bei der Entwicklung von Inhibitoren dienen. Auffällig ist vor allem die strukturelle 

Ähnlichkeit zu BSc5231, dass ebenfalls ein 3-substituiertes N-Phenylaminopyrimidin enthält. 

Jedoch bindet das co-kristallisierte  CK7 in der Kristallanalyse mit dem Aminopyrimidin an die 

Hinge-Region (Abbild ung 31), während BSc5231 in Docking-Experimenten mit dem 

Aminopyrazol an die Hinge-Region bindet (Abbildung 23).  

Tabelle 3: Bindungskonstanten des CDK2/9 Inhibitors CK7 an verschiedene Kinasen.[213] 

Target  Ki in nM  

ABL1 - ABL proto-oncogene 1, non-receptor tyrosine kinase (human) 160 

ABL2 - ABL proto-oncogene 2, non-receptor tyrosine kinase (human) 160 

AURKA - aurora kinase A (human) 73 

AURKB - aurora kinase B (human) 57 

CCNB1-3 - cyclin B1-3 (human)  80 

CCND1 - cyclin D1 (human)  53 

CCNE1-2 - cyclin E1-2 (human)  2 

CCNH - cyclin H (human)  70 

CCNT1 - cyclin T1 (human)  4 

CDK1 - cyclin dependent kinase 1 (human) 80 

CDK2 - cyclin dependent kinase 2 (human) 2 

CDK4 - cyclin dependent kinase 4 (human) 53 

CDK7 - cyclin dependent kinase 7 (human)  70 

CDK9 - cyclin dependent kinase 9 (human) 4 

Chain A, Cell division protein kinase 2 (human) 2 

GSK3B - glycogen synthase kinase 3 beta (human) 20 

Cdk2/ cyclin E 2 
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Das Pyrazol BSc5231 wurde im Rahmen der Dissertation von T. Neumann synthetisiert und für 

die Testung zur Verfügung gestellt.[ 188]  Es zeigt mit 4.4% Restaktivität bei 10 µM 

Inhibitorkonzentration eine sehr starke Inhibition. Trotz der zu erwartenden Herausforderung, 

durch die voraussichtlich mangelnde Selektivität der Derivate (siehe Diskussion in Kapitel 3.3), 

scheint es auf Grund der starken Inhibition und der geringen Anzahl von Startpunkten für die 

Entwicklung von Inhibitoren sinnvoll, die Strukturklasse der Aminopyrazole weiter zu 

entwickeln. [ 214]  Die Entwicklung von Inhibitoren auf Basis der Strukturklasse der 

Aminopyrazole wird in Kapitel 3.3 behandelt. 

 

3.3. ¶âÞãäåîçÖïäáÚ Öáè ÃÚà¦¢¾ãÝÞ×ÞéäçÚã 

Der im Kapitel 3.2 beschriebene Hit  BSc5321 (Abbildung 22) wird in diesem Kapitel 

untersucht und weiterentwickelt.  

 

Abbildung 22: Struktur des Inhibitors BSc5231. 

 

Auf Grund der Struktur kann BSc5321 vermutlich ein breites Spektrum von Kinasen 

inhibieren. [ 214]  Sie besitzt 5 drehbare Bindungen und je 3 H-Brücken-Donatoren und H-

Brücken-Akzeptoren. Der durch Docking ermittelte, voraussichtliche Bindungsmodus 

(Abbildung 23) kann nur je 2 Donatoren und Akzeptoren für Bindungen in der aktiven Tasche 

der Nek1-Igl_qc lsrxcl, ´Sleclsrxrc§ Bml_rmpcl slb ?ixcnrmpcl qrcgecpl bgc Fwbpmnfgjgc slb

damit tendenziell die Löslichkeit in Wasser. Jedoch können sie potentiell Wechselwirkungen in 

anderen Kinasen als der Zielkinase eingehen und so die Selektivität verschlechtern, ohne einen 

Beitrag zu der Bindung an Nek1 beizutragen. Dies deutet sich auch in einem kleinen 

Selektivitätspanel in Tabelle 4 an. 
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Tabelle 4: Bei Reaction Biology mit dem HotSpot Kinaseinhibitionsassay bestimmte Restaktivitäten von 5 repräsentativen 

Kinasen bei einer Inhibitorkonzentration von 1 µM und einer ATP-Konzentration von 10 µM. Die genauen 

Assaybedingungen sind in Kapitel 5.50.1 beschrieben. 

Kinase Cdk2/cyc E Chk1 Kdr/Vegfr2  Nek5 Wee1 

Restaktivität  

in % 

2.0 48.6 43.7 37.4 80.3 

 

Während Nek1 bei einer Inhibitorkonzentration von 1  µM zu etwa 49% (berechnet aus der IC50-

Bestimmung) inhibiert wird, werden Chk1, K dr/Vegfr2, Nek5 und Wee1 in ähnlichem Maße 

inhibiert, Cdk2/cycE wird dagegen fast vollständig inhibiert. Daher muss die Selektivität in 

weiteren Versuchen deutlich verbessert werden. 

Die Autoren der in der PDB hinterlegten Nek1-Kristallanalysen 4APC[ 215]  und 4B9D[ 205] , Prof. S. 

Knapp und Prof. J. Kobarg haben in persönlichen Gesprächen und Publikationen darauf 

hingewiesen, dass überraschend viele promiskuitive Kinaseinhibitoren Nek1 nicht oder nur sehr 

schwach inhibieren.[ 200, 216]  Ebenfalls berichten Drewry et al. eine niedrige hit rate.[ 201]  Daher 

wurde BSc5231 als Startpunkt (Lead-Struktur) gewählt, obwohl eine unvorteilhafte 

Selektivität zu vermuten ist, um eine Struktur -Aktivitäts -Beziehung (SAR) aufstellen zu können. 

In weiteren Schritten soll geprüft werden, ob die Leitstruktur durch gezieltes Modeling mit MOE 

optimiert werden kann. Idealerweise kann die Aktivität und Selektivität durch Variieren des 

Aminophenols und des Cyclopropylrings verbessert werden.  

 

Abbildung 23: Durch MOE vorgeschlagener Bindungsmodus von BSc5231 an die ATP-Bindungsstelle. Links: 

dreidimensionale Struktur; der Inhibitor BSc5231 ist grün hervorgehoben. Die Wasserstoffbrückenbindungen des 

Aminopyrazols zu der Hinge-Region (gelb) und zwischen dem Aminopyrimidin und Lys90 wie auch Asp87 sind durch 
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gestrichelte Linien in cyan dargestellt. Die Begrenzung der aktiven Tasche ist durch eine Van-der-Waals-Oberfläche 

(grau: lipophiler Bereich, rot: H -Brücken Donor, blau: H-Brücken Akzeptor, cyan: optimale geometrische Position 

für eine H-Brücke) unterlegt. Rechts: Vereinfachte zweidimensionale Darstellung des Bindungsmodus. 

Wasserstoffbrückenbindungen sind durch gepunktete Pfeile dargestellt. Blaue Kreise deuten unbesetztes Volumen in 

der Tasche an, an der der Inhibitor vergrößert werden könnte. 

 

Wie das in Abbildung 23 dargestellte Dockingexperiment zeigt, interagiert das Aminopyrazol 

wahrscheinlich mit der Hinge-Region und liefert damit einen entscheidenden Beitrag zu der 

hohen Aktivität. Die Docking Experimente liefern sowohl Ergebnisse, bei denen das Pyrazol-NH 

mit der Hinge-Region interagiert, dafür aber das Pyrimidin nicht mit Lys90 und umgekehrt. Sie 

binden, ähnlich dem in Kapitel 1.4.1 `cqafpgc`cl ´normal§ @gldungsmodus mit dem Pyrazol-

NH (instabil) an GK+1 (Asp87), sowie mit dem Pyrazol-N und dem Aminopyrimidin -NH an 

GK+3 (Cys83). 

Dabei ist die Position des Inhibitors nur leicht verändert. Dies könnte zur Steigerung der 

Selektivität gegenüber Cdk2 genutzt werden, da an dieser Stelle ebenfalls ein Lysin (Lys89) 

vorhanden ist, wobei die Kopfgruppe etwas näher an der Tasche liegt. 

Es ist nicht unüblich, dass Inhibitoren mehrere Bindungstypen zeigen.[ 217]  Daher könnte eine 

leichte Anpassung der Struktur den Bindungsmodus in Cdk2 stören und damit so unvorteilhaft 

machen, dass dieser Bindungsmodus weniger populiert und damit der Inhibitor gegenüber 

Cdk2 selektiver wird.  

Eine solche Anpassung kann zum Beispiel sein, gezielt ein Stickstoffatom gegen Kohlenstoff zu 

ersetzen und statt dem Heteroaromaten Pyrimidin ein Pyridin oder ein Benzol zu verwenden, 

dazu sind zwei Strukturvorschläge 3a und 3b in Abbildung 24 gezeigt.  
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Abbildung 24: Vorgeschlagene Strukturen 3a und 3b, die auf Grund der fehlenden H-Brücken Akzeptoren keine H-Brücke 

mit Lys33 bzw. dem Analogen Lysin Lys89 in Cdk2 aufbauen sollten. Dadurch sollte die Bindung zu Cdk2 sinken und damit 

die Selektivität steigen. 

 

Eine zweite Strategie, um die Selektivität zu steigern ist, den Inhibitor an die Gate-Keeper 

Aminosäure, anzupassen. Üblicherweise wird versucht, bei kleinen Gatekeepern große 

voluminöse Gruppen in Inhibitoren zu verwenden, damit diese mit großen Gatekeepern 

kollidieren und die Inhibitoren durch den sterischen Anspruch nicht mehr binden können. [ 218]  

In der Nek1-Kinasedomäne ist mit Met80 ein großer Gatekeeper vorhanden. Daher führt die 

Anpassung an den großen Gatekeeper möglicherweise nicht zu einer höheren Selektivität. Eine 

solche Anpassung kann aber in Kombination mit anderen Maßnahmen zum Ziel führen. Denn 

andererseits bedeutet ein optimal passender Inhibitor eine größere Van-der-Waals-

Kontaktfläche und damit eine höhere Affinität.  

Als dritte Strategie ist eine Variation der Aminoarylgruppe naheliegend. Durch die Variation 

der Arylgruppe kann eine optimierte Anpassung an den G-Loop und die in Abbildung 25 

gezeigte, darunter liegende Tasche zwischen Phe135, Asp87 und Gly11 und erfolgen. 
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Abbildung 25: Durch MOE vorgeschlagener Bindungsmodus von BSc5231 an die ATP-Bindungsstelle mit Blick auf die 

Tasche zwischen Phe135, Asp87 und Gly11. Der Inhibitor BSc5231 ist grün hervorgehoben. Die 

Wasserstoffbrückenbindungen des Aminopyrazols zu der Hinge-Region (gelb) und zwischen dem Aminopyrimidin 

und Asp87 sind durch gestrichelte Linien in cyan dargestellt. Die Begrenzung der aktiven Tasche ist durch eine Van-

der-Waals-Oberfläche (grau: lipophiler Bereich, rot: H-Brücken Donor, blau: H-Brücken Akzeptor, cyan: optimale 

geometrische Position für eine H-Brücke) unterlegt. 

 

Im Docking zeigt sich, dass das Pyrimidin-Gerüst bei Entfernung des Phenylrings und 

anschließender Energieminimierung in Richtung des C-Lobe (in  Abbildung 25 oben) bewegt. 

Bcp Nfclwjpgle ´tcpi_lrcr§ os_qg gl bcp R_qafc slb fc`r qm b_q NwpgkgbglecpĈqr tmk A-Lobe 

áb§* umbspaf bcp t_l-der-Vaals Kontakt abnimmt und damit die Bindungsenthalpie sinkt. 

Bspaf bcl ´Kmjcisj_pcl Fc`cj§ tcpòlbcpr qgaf bgc Bmlmp-Akzeptor-Donor-Bindung an die 

Hinge-Region und führt zu einer deutlichen Konformationsänderung des Inhibitors. 

Üblicherweise bedingt ein solches Verhalten einen suboptimalen Inhibitor, daher wird versucht, 

bgcqcq ´Vcpi_lrcl§ bspaf djcvg`jcpc Pcqrc xs kglgkgcpcl slb b_`cg gbc_jcpucgqc bgc

Bindungsenthalpie zu steigern.  

 

3.3.1. ÇÚéçäèîãéÝÚèÚ ÙÚç ¶âÞãäåîçÖïäáåîçÞâÞÙÞã¢×ÖèÞÚçéÚã ÃÚà¦¢¾ãÝÞ×ÞéäçÚã  

Bei der Retrosynthese des Inhibitors BSc5231 bietet sich die Strategie an, möglichst früh in der 

Retrosynthese Komplexität ab, bzw. möglichst spät in der Synthese Komplexität aufzubauen. 

Daher wird wie in Schema 1 gezeigt, zunächst das Aminoaryl abgespalten. 
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Schema 1: Retrosynthetische Zerlegung des Nek1-Kinaseinhibitors BSc5231. 

 

Im Weiteren wird ein 5 -Aminopyrazol abgespalten, was auch mit der natürlichen Reaktivität 

von 2,4-Dichlorpyrimidin übereinstimmt. So kann die molekulare Komplexität in nur zwei 

Synthesestufen drastisch reduziert werden. Das 5-Aminopyrazol 5a wird über ein 3 -

Oxopropionitril 6a aufgebaut, welches aus einem Ester 7a hergestellt werden kann. Damit 

erfolgt die Synthese analog dem Patent von Damborsky et al. [ 219]  ausgehend von einer 

Carbonsäure oder dem korrespondierenden Ester.  

Diese Strategie ist zudem eine besonders vorteilhafte Option, da durch Variation des Amins in 

der letzten Synthesestufe eine optimal-divergente Synthese zugänglich ist. So kann ausgehend 

von dem Chloropyrimidin 4a eine Vielzahl von Verbindungen in einer Stufe synthetisiert 

werden, was die Optimierung an die in Abbildung 25 gezeigte Tasche deutlich beschleunigt. 

 

3.3.2. ÈîãéÝÚèÚ ÙÚç ¶âÞãäåîçÖïäáåîçÞâÞÙÞã¢×ÖèÞÚçéÚã ÃÚà¦¢¾ãÝÞ×ÞéäçÚã 

Die in dieser Arbeit synthetisierten aminopyrazolbasierten Inhibitoren verwenden das 

kommerziell erhältliche 5 -Methyl-3-aminopyrazol 5b oder das deutlich kostspieligeren 

5-Cyclopropyl-3-aminopyrazol 5a, welches nach Schema 2 und 5-Phenyl-3-aminopyrazol 5c, 

welches nach Schema 3 aus dem deutlich günstigeren Cyclopropylcarbonsäuremethylester 7a 

bzw. Benzoesäure 8c hergestellt wurden. 
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Schema 2: Darstellung von 5-Aminopyrazol 5a. Reagenzien und Bedingungen: (a) ACN, NaH, THF, 75 °C, ü. N., Rohprodukt; 

(b) NH2NH2 Ȫ H2O, EtOH, 85 °C, ü. N. 82%. 

 

 

Schema 3: Darstellung von 5-Aminopyrazol 5c. Reagenzien und Bedingungen: (a) H2SO4, MeOH, 70 °C, ü. N., 

Rohprodukt; (b) ACN, NaH, THF, 75 °C, ü. N., Rohprodukt; (c) NH2NH2 ɠ H2O, EtOH, 85 °C, ü. N. 17%. 

 

Die Ester 7a und 7c werden in trockenem THF mit Acetonitril in Anwesenheit von 

Natriumhydrid zum 3 -Oxonitril 6a und 6c umgesetzt. Das Natriumhydrid wurde als 60% ige 

Suspension in Paraffin eingesetzt. Da das Paraffin die Umsetzung nicht zu beeinträchtigen 

scheint, eine Extraktion vor der Umsetzung jedoch mit unverhältnismäßigem Aufwand 

verbunden ist, wurde es erst durch Kristallisation in der folgenden Stufe entfernt.  

Es wurde vermutet, dass die Umsetzung bei 65 °C über Nacht zur Bildung von Nebenprodukten 

führt. Daher wurde in einer im Rahmen dieser Dissertation betreuten, studentischen Arbeit 

versucht, die entsprechenden Säurechloride bei Raumtemperatur umzusetzen (siehe digitaler 

Anhang Bachelorarbeit T. Heymann und Forschungspraktikumsprotokoll T. Schäfer). Dazu 

wurden die Säuren mit Thionylchlorid umgesetzt, da nur gasförmige Koppelprodukte entstehen 

und das überschüssige Thionylchlorid leicht destillativ zu entfernen ist. Dies führte jedoch 

häufig nicht zum gewünschten Produkt (siehe digitaler Anhang Forschungspraktikumsprotokoll 

T. Schäfer). Daher wurden die Synthesen mit der ursprünglichen Variante durchgeführt. 

Da viele 3-Oxonitrile nur schwach oder nicht im Bereich von 254 nm absorbieren und eine 

Reinigung in der nächsten Stufe deutlich vereinfacht ist, wurde auf eine Reinigung weitgehend 

verzichtet. So wurden die Öle in Dioxan aufgenommen und mit Hydrazin zu den 

3-Aminopyrazolen 5a und 5c umgesetzt. Die Umsetzung zum 3-Amino-5-phenylpyrazol 5c 

verläuft unter Reflux nur schleppend und ist auch nach mehreren Tagen nicht abgeschlossen, 
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dagegen gelingt die Umsetzung in der Mikrowelle innerhalb von nur 2 h bei 140 °C (siehe 

digitaler Anhang Bachelorarbeit T. Heymann). 

Da die 3-Aminopyrazole 5a und 5c teilweise mittels Kristallisation und sehr gut mittels 

Chromatographie zu reinigen sind, wurde erst auf dieser Stufe gereinigt. Dies erhöht die 

Effizienz der Synthese maßgeblich, da so zwei, bzw. falls von einer Carbonsäure ausgegangen 

wird , sogar drei, Synthesestufen innerhalb von zwei Arbeitstagen durchführbar sind. Die 

weitere Umsetzung zu den substituierten Pyrimidinen erfolgt bei moderaten Bedingungen nach 

Schema 4 in Gegenwart von DiPEA. 

 

Schema 4: Darstellung der 5-Aminopyrazol-basierten Inhibitorvorstufen 4a-c. Reagenzien und Bedingungen: (a) 2,4-

Dichlorpyrimidin, DiPEA, DMSO, 50-60 °C, 2 d, 4a R = Cyclopropyl 74%, 4b R = Methyl 84%, 4c R = Phenyl 18%. 

 

Mit dem gereinigten 3-Aminopyrazolen gelingt die nucleophile aromatische Substitution mit  

guten Ausbeuten (74-84%), nur die Umsetzung mit dem phenylsubstituierten 3-Aminopyrazol 

4c liefert mit 18% eine niedrige Ausbeute. Auch wenn die 2-Position deutlich reaktiver ist [ 220] , 

wird der Reaktion Diisopropylethylamin DiPEA zugesetzt, damit die Weiterreaktion zu dem 

disubstituierten Pyrimidin durch Herabsetzung der Reaktivität (fehlende Protonierung) 

unterbunden wird. Dementsprechend wird die folgende Substitution durch Zugabe von 

Salzsäure unterstützt. Die Reaktion wird durch Ausfällen mit Eiswasser aufgearbeitet, dabei 

bleibt das möglicherweise gebildete, besser wasserlösliche 2-substituierte Isomer gelöst und 

wird durch Waschen vollständig entfernt (siehe digitaler Anhang Bachelorarbeit T. Heymann). 

In dem letzten Syntheseschritt werden die Pyrimidine nach Schema 5 divergent mit 

verschiedenen Aminen umgesetzt. 
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Schema 5: Darstellung der 5-Aminopyrazol-basierten Inhibitoren BSc5286 ȟ BSc5338, BSc5340, BSc5342 und BSc5370. 

Reagenzien und Bedingungen: (a) 1.2 eq Arylamin, iPrOH, 70-85 °C, 1-2 d, (b) 1.2 eq Arylamin, BuOH, 110 °C, 1 h, (c) 1.2 eq 

Arylamin, iPrOH, 120-140 °C, 1-2 h, MW, (d) >10 eq Arylamin, neat, 120-140 °C, 1-2 h, MW. 

 

Die finale Umsetzung mit den Aminen ist sowohl in Lösungsmitteln unter Rückfluss, als auch 

neat in der Mikrowelle beschrieben. Die synthetisierten Verbindungen wurden vor allem in 

Isopropanol mit 1.2 eq, als auch neat ohne Lösungsmittel bzw. mit dem Edukt als Lösungsmittel 

in der Mikrowelle umgesetzt.  

Insbesondere bei preiswerten und relativ leicht flüchtigen Aminen bietet sich eine Umsetzung 

unter neat-Bedingungen an, da das überschüssige Amin im Vakuum leicht entfernt werden 

kann. Leicht flüchtige Amine verursachen jedoch einen höheren Druck in der Mikrowelle bei 

der Umsetzung, weshalb die Reaktionstemperatur ggf. gesenkt werden muss. Durch die höhere 

Konzentration steigt die Reaktionsgeschwindigkeit stark an, so dass auch reaktionsträgere 

Amine wie N,N-Methylbenzylamin gut umgesetzt werden können. Da die Amine im Vergleich 

zu den Zielverbindungen in Isopropanol und Acetonitril leicht löslich sind, kann durch 

Mazerieren mit Isopropanol und Acetonitril häufig eine ausreichende Reinheit erreicht werden, 

so dass auf eine Chromatographie verzichtet werden kann. Bei weniger flüchtigen Aminen 

wurde der Überschuss auf 1.2 eq begrenzt, da Amine häufig stark mit Kieselgel wechselwirken 

und eine starke Bandenverbreiterung stattfindet. 

In Tabelle 5 sind die in diesem Kapitel hergestellten Zielstrukturen sowie die erzielten 

Ausbeuten und Reinheiten laut HPLC zusammengefasst. 

  



 

54 

 

Tabelle 5: Überblick der in Kapitel 3.3.2 synthetisierten Zielverbindungen, deren Ausbeute und die in der HPLC gemessenen 

Reinheit, die verwendete Synthesemethode (siehe Schema 5). 

Verbindung Struktur  Methode Ausbeute 

[%] a 

HPLC-

Reinheit 

BSc5286  

 

a) 81 95 

BSc5287  

 

b) 28 96 

BSc5288  

 

a) 47 98 

BSc5289  

 

d) 91 98 

BSc5290  

 

d) 75 97 

BSc5291  

 

a) 59 99 



 

55 

 

BSc5332  

 

d) 32 95 

BSc5333 

 

d) 52 100 

BSc5334 

 

d) 38 96 

BSc5335 

 

d) 37 98 

BSc5336 

 

c) 56 96 

BSc5337 

 

c) 68 100 
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BSc5338 

 

c) 14 96 

BSc5340 

 

c) 92 96 

BSc5342 

 

c) 42 97 

BSc5370 

 

c) 17 97 

a Ausbeute bezogen auf die letzte Synthesestufe 

 

3.3.3. ¾ã ëÞéçä ¶àéÞëÞé:é êãÙ Èéçêàéêç¢¶àéÞëÞé:éè¢·ÚïÞÚÝêãÜÚã ÙÚç ÖêÛ ÙÚç ¶âÞãäåîçÖïäá¢

¼çêãÙèéçêàéêç ×ÖèÞÚçÚãÙÚã ÃÚà¦¢¾ãÝÞ×ÞéäçÚã 

Die Inhibition der Nek1 -Kinaseaktivität durch die synthetisierten Substanzen wurden durch das 

Unternehmen Reaction Biology bestimmt. Als Messergebnisse sind in die prozentuale 

Restaktivität bei Zugabe von 1 µM Substanz angegeben. 
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Tabelle 6: Überblick der bei Reaction Biology bestimmten Nek1-Kinase-Restaktivitätenaktivitäten der Aminopyrazole und der 

Referenzsubstanz CK7. Der clogP- und der tPSA-Wert wurde mittels MOE berechnet. Die verbleibende Nek1-Kinaseaktivität 

nach Zugabe von 1 µM Inhibitor wurde in dem radiometrischen Phosphorylierungsassay HotSpot von Reaction Biology als 

Duplikat bestimmt. Es wurde 10 µM ATP verwendet und als Kontrollsubstanz Staurosporin verwendet. Die genauen 

Assaybedingungen sind in Kapitel 5.50.1 beschrieben.  

Verbindung Struktur  clogP tPSA M in 

g/mol  

Restaktivität 

in % 

BSc5224 

 

3.75 73.17 266.31 74.8  

BSc5231 

 

3.56 78.52 292.35 ca. 49*  

 

BSc5282 

(CK7) 

 

3.21 75.13 283.35 28.2 

BSc5286 

 

3.57 124.98 311.31 36.6 

BSc5287 

 

5.58 124.98 328.38 65.9 



 

58 

 

BSc5288 

 

3.63 64.38 208.34 89.8 

BSc5289 

 

3.36 73.17 246.32 86.9 

BSc5290 

 

1.77 82.40 248.29 99.8 

BSc5291 

 

1.71 67.62 273.34 98.4 

BSc5332 

 

2.35 73.17 230.28 95.1 

BSc5333 

 

1.72 85.53 281.32 100 
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BSc5334 

 

3.22 73.17 280.33 95.4 

BSc5335 

 

3.63 64.39 294.36 91.8 

BSc5336 

 

4.92 73.17 316.37 90.1 

BSc5337 

 

4.25 73.17 280.34 87.5 

BSc5338 

 

3.18 91.63 324.34 97.2 

BSc5340 

 

1.72 85.53 281.32 90.8 
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BSc5342 

 

3.14 82.4 310.36 86.8 

BSc5370 

 

2.03 124.98 337.34 28.5 

*Berechnet aus der IC50-Bestimmung, ermittelter IC50 = 0.85 µM 

Im Vergleich zu dem Cyclopropylpyrazol BSc5231 (Restaktivität ca. 49%) steigt die 

Restaktivität bei dem Methylpyrazol BSc5224 (Restaktivität 74.8%) an. Im Dockingexperiment 

füllt der Cyclopropylring die Tasche bei Met80 teilweise aus, wie in Abbildung 26 gezeigt. 
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Abbildung 26: Durch MOE vorgeschlagener Bindungsmodus von oben: BSc5224 und unten: BSc5231 an die ATP-

Bindungsstelle mit Blick auf die Tasche bei Met80. Links: dreidimensionale Struktur; die Inhibitoren sind grün hervorgehoben. 

Die Wasserstoffbrückenbindungen des Aminopyrazols zu Asp81 sind durch gestrichelte Linien in cyan dargestellt. Die 

Begrenzung der aktiven Tasche ist durch eine Van-der-Waals-Oberfläche (grau: lipophiler Bereich, rot: H-Brücken Donor, 

blau: H-Brücken Akzeptor, cyan: optimale geometrische Position für eine H-Brücke) unterlegt. Rechts: Vereinfachte 

zweidimensionale Darstellung des Bindungsmodus. Wasserstoffbrückenbindungen sind durch gepunktete Pfeile dargestellt. 

Blaue Kreise deuten unbesetztes Volumen in der Tasche an, an der der Inhibitor vergrößert werden könnte. 

 

Hypothese:  Es werden größere Reste als das Cyclopropyl in der aktiven Tasche akzeptiert. 

Prüfung der Hypothese durch Variation der Kopfgruppe. 

Das Methylpyrazol BSc5224 kann die Tasche bei Met80 im Docking-Experiment (Abbildung 

26 oben) nur zu einem kleinen Teil füllen. Tatsächlich zeigt das Phenylpyrazol BSc5287 

(Restaktivität ca. 49%) eine zu dem Cyclopropylpyrazol BSc5231 (Restaktivität 74.8%) ähnlich 

starke Inhibiti on. Wie das Dockingexperiment und das Phosphorylierungsassay zeigen, ist die 

Tasche groß genug um eine Phenylgruppe zu tolerieren (Abbildung 27). 
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Abbildung 27: Durch MOE vorgeschlagener Bindungsmodus von BSc5287 an die ATP-Bindungsstelle mit Blick auf die Tasche 

bei Met80. Links: dreidimensionale Struktur; die Inhibitoren sind grün hervorgehoben. Die Begrenzung der aktiven Tasche 

ist durch eine Van-der-Waals-Oberfläche (grau: lipophiler Bereich, rot: H-Brücken Donor, blau: H-Brücken Akzeptor, cyan: 

optimale geometrische Position für eine H-Brücke) unterlegt. Rechts: Vereinfachte zweidimensionale Darstellung des 

Bindungsmodus. Wasserstoffbrückenbindungen sind durch gepunktete Pfeile dargestellt. Blaue Kreise deuten unbesetztes 

Volumen in der Tasche an, an der der Inhibitor vergrößert werden könnte. 

 

Wie das Dockingexperiment von BSc5287 in Abbildung 27 zeigt, füllt  die Phenylgruppe die 

Tasche vollständig aus. Die 2D-Ligandeninteraktionsdarstellung in Abbildung 27 deutet durch 

fehlende bzw. sehr kleine blaue Kreise kaum unbesetztes Volumen an. Die blauen Kreise in 

Abbildung 26 rechts sind im Gegensatz dazu sehr viel stärker ausgeprägt. Daher ist es 

naheliegend dieses Volumen optimal zu füllen, um eine höhere Bindungsaffinität zu erreichen. 

Zusätzlich kann so die Selektivität gegenüber anderen Kinasen erhöht werden, da sich diese 

durch unterschiedliche Gatekeeper auszeichnen.[ 218] Im Rahmen einer studentischen Arbeit 

wurden weitere Synthesen durchgeführt, um diese Optimierung durchzuführen. Jedoch 

konnten keine weiteren Inhibitoren isoliert werden. Da die in Kapitel 3.6 beschriebenen 

Diarylazaindole eine deutlich stärkere Inhibition der Nek1-Kinase zeigten, wurden die 

Synthesen im Rahmen dieser Arbeit nicht weiterverfolgt (siehe digitaler Anhang 

Forschungspraktikumsprotokoll T. Schäfer). 

Schlussfolgerung:  größere Kopfgruppen werden toleriert, eine weitere Optimierung der 

Kopfgruppe bietet sich an. 
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Hypothese:  Der unflexible Phenylrest führt zu einem Anheben der Struktur vom C-Lobe und 

verschlechtert die Bindung des Inhibitors in die aktive Tasche. 

In Kapitel 3.3 wurde die Vermutung geäußert, dass der unflexible Phenylrest in BSc5231 

möglicherweise zu einem Verkanten führt und der Inhibitor so nicht optimal in die Aktive 

Tasche der Nek1-Kinase passt. Daher wurden nicht-aromatische (aliphatische) Amine in den 

Verbindungen BSc5289, BSc5290 und BSc5291 verwendet. Diese besitzen die maximale 

Flexibilität der gesamten Reihe. Interessanterweise zeigen diese nahezu keine Inhibition der 

Nek1-Kinase. Auch BSc5332 mit dem sehr kleinen Cyclopropyl-Substituenten zeigt nahezu 

keine Inhibition. Daher kann auch keine Aussage dazu getroffen werden, ob der im Vergleich 

zu z. B. BSc5290 fehlende aminische N2-Wasserstoff von BSc5291 zu einem Unterschied in der 

Inhibition führt, da vermutet wird, dass dieser eine Wasserstoffbrücke zu Asp87 bilden kann. 

Weniger flexibel als die aliphatischen Reste, aber flexibler als phenyl-artige Substituenten sind 

die Inhibitoren BSc5334, BSc5338, BSc5342, BSc5333, BSc5340 und BSc5335 mit Benzyl-

artiger Struktur  (Abbildung 28). Diese zeigen jedoch ebenfalls eine sehr schwache Inhibition.  

 

Abbildung 28: Durch MOE vorgeschlagener Bindungsmodus von BSc5334 an die ATP-Bindungsstelle. Links: 

dreidimensionale Struktur; der Inhibitor ist grün und Wasserstoffbrückenbindungen cyan hervorgehoben. Die Begrenzung 

der aktiven Tasche ist durch eine Van-der-Waals-Oberfläche (grau: lipophiler Bereich, rot: H-Brücken Donor, blau: H-Brücken 

Akzeptor, cyan: optimale geometrische Position für eine H-Brücke) unterlegt. Rechts: Vereinfachte zweidimensionale 

Darstellung des Bindungsmodus. Wasserstoffbrückenbindungen sind durch gepunktete Pfeile dargestellt. Blaue Kreise 

deuten unbesetztes Volumen in der Tasche an, an der der Inhibitor vergrößert werden könnte. 

 

Die zusätzliche Flexibilität kann nicht den in Abbildung 28 gezeigten unvorteilhafteren Winkel 

überkompensieren, der aus der zusätzlichen Methylenbrücke entsteht. Durch das Ersetzen des 
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Phenylamins durch ein Benzylamin entsteht für das Aryl ein anderer Winkel und ein größerer 

Abstand zu dem Pyrimidin. Dadurch geht auch die Wasserstoffbrücke des Pyrrol-Wasserstoffs 

zu Asp81 verloren. Das p-Methoxybenzyl substituierte BSc5342 zeigt mit einer Restaktivität 

von rund 87% die höchste Inhibition in dieser Gruppe. Auch hier zeigt das zusätzlich N2-Methyl 

substituierte BSc5335 eine vergleichbare Inhibition, wie das nicht N2-Methyl substituierte 

BSc5334. 

Schlussfolgerung:  Die starre Phenylgruppe wirkt sich vorteilhaft auf die Bindung an Nek1 aus, 

flexible Reste sind unvorteilhaft. 

Die direkt von BSc5231 abgeleiteten phenyl-artig substituieren Verbindungen zeigen eine 

deutlich stärkere Inhibition der Nek1 -Kinasedomäne. Zwar sinkt die Inhibition, wenn der 

Cyclopropylrest durch eine Methylgruppe ersetzt wird von etwa 49% (BSc5231) Restaktivität 

auf 75% (BSc5224), jedoch wird die Synthese dadurch deutlich vereinfacht, da das 

Methylpyrazol kommerziell erhältlich ist.   

Durch die kleinere Methylgruppe sollten sich die Inhibitoren flexibler an die aktive Tasche 

_ln_qqcl iĂllcl slb qm uclgecp ckndglbjgaf _sd jcgafrc ´Tcpi_lrslecl§ bspaf T_pg_rgmlcl gl

der N2 Substitution pc_egcpcl, B_bspaf qmjjcl ´d_jqaf-lce_rgtc§ Cpec`lgqqc kgr epĂÓcpcl xsk

Gatekeeper ragenden Gruppen vermieden werden, die mit einer kleineren Gruppe, wie dem 

Methyl, bessere Ergebnisse erzielen würden. Dadurch sollten die gemessenen Restaktivitäten 

besser die veränderten Bindungen durch die N2 Substitution an die Nek1-Kinasedomäne 

reflektieren.  

Im direkten Vergleich zwischen BSc5224 und dem zusätzlich N2-methylsubstituierten BSc5288 

zeigt sich, dass die NH-Wasserstoffbrücke des N2-Aminwaserstoffs zu Asp87 einen 

entscheidenden Beitrag zur Bindungsenthalpie leistet. So steigt die Restaktivität von 74,8% auf 

fast 90%, was bei einem sigmoidalen Kurvenverlauf einen erheblichen Unterschied in der 

Bindungsenthalpie bedeutet. 

Hypothese:  Zwischen dem Pyrimidingrundgerüst und dem G-Loop befindet sich ein unbesetztes 

Taschenvolumen, das Gruppen mit etwa der Größe eines Phenylsubstituenten zulässt. 

Um die Hypothese zu überprüfen und abzuschätzen zu können, ob der G-Loop wie im Docking 

positioniert ist, wurde BSc5336 mit einem Naphthylsubstituenten deutlich voluminöser 

gestaltet. Der Naphthylsubstituenten verursacht in Docking-Experimenten sterische Kollisionen. 
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Tatsächlich scheint der Naphthylrest unvorteilhaft groß zu sein, jedoch ist eine gewisse 

Inhibition zu erkennen, wenn auch auf sehr niedrigem Niveau. Dies deckt sich mit der 

üblicherweise vorhandenen Flexibilität des G-Loop, zeigt aber auch, dass die Flexibilität nicht 

beliebig große Substituenten toleriert, was die Bindungsthese weiter unterstützt. 

Schlussfolgerung:  Die Dockingexperimente decken sich mit der gefundenen SAR. Die 

Hypothese wird bekräftigt.  

 

Hypothese:  Ortho-substituierte Aryle reduzieren die Rotationsmöglichkeiten des Aryls, die 

Entropiestrafe durch Bindung in die Kinase reduziert sich und die Inhibition wird gesteigert.  

Durch die Bindung eines Inhibitors an eine Kinase vermindert sich die Entropie des 

Gesamtsystems, vor allem die Beiträge des zuvor freien Inhibitors. Diese konkurriert mit der 

Bindungsenthalpie und senkt so die freie Bindungsenthalpie. Da die Rotationsfreiheit im 

ungebundenen System (gelöster Inhibitor) durch eine Rotationsbarriere, wie z. B. eine 

Methylgruppe, eingeschränkt wird, ist der Entropieverlust eines solchen Inhibitors im 

gebundenen Zustand (Inhibitor-Kinase-Komplex) deutlich niedriger. [ 221]  Dies geht häufig mit 

einer besseren Löslichkeit einher, da planares stacking in Kristallen erschwert wird. [ 221]  

Um diesen Effekt zu nutzen, wurde in dieser Arbeit die Grundstruktur BSc5224 mit einer 

zusätzlichen Methyl-Substitution synthetisiert. Es wurde erwartet, dass die ortho-Methyl-

Substitution in BSc5337 im Vergleich zu dem nicht-substituierten BSc5224 durch die 

Rotationsbarriere energetisch vorteilhaft ist, da dic ´Clrpmngcqrp_dc§ bspaf bgc @glbsle qglir

und damit die freie Bindungsenthalpie steigt.[ 221]  Dies ist jedoch nicht der Fall, BSc5337 hat 

eine Restaktivität von 87.5% im Vergleich zu 74.8% bei BSc5224. Dies wird vermutlich durch 

eine sterische Kollision verursacht, obwohl das Dockingexperiment (Abbildung 29) dies nicht 

so deutlich vermuten lässt.  
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Abbildung 29: Durch MOE vorgeschlagener Bindungsmodus von links: BSc5224 und rechts: zusätzlich ortho-Methyl 

substituiertes BSc5337 an die ATP-Bindungsstelle. Die Inhibitoren sind grün hervorgehoben. Die Begrenzung der aktiven 

Tasche ist durch eine Van-der-Waals -Oberfläche (grau: lipophiler Bereich, rot: H-Brücken Donor, blau: H-Brücken Akzeptor, 

cyan: optimale geometrische Position für eine H-Brücke) unterlegt.  

 

Das in Abbildung 29 rechts gezeigte, nach oben weisende H an dem Methylsubstituenten ragt 

nur sehr wenig nach oben durch die elektrostatische Oberfläche. Der Rezeptor verengt sich von 

der Betrachtungsrichtung aus davor leicht, dahinter hat der Inhibitor ein  etwas größeres 

Volumen zur Verfügung. Im Docking können der Ligand und das Protein durch Anpassung 

aneinander (Energieminimierung) eine sterische Kollision vermeiden. Der Methyl-Substituent 

führt zu einer leichten Rotation des Phenylrings nach links. Die planare Ebene, die durch das 

Pyrazol und das Pyrimidin aufgespannt ist, wird durch die Substitution beeinflusst. Das 

Pyrimidin wird leicht nach oben gekippt. Dadurch wird auch das N-H, welches an Asp87 bindet, 

leicht angehoben. Vermutlich führt die Positionsveränderung, um eine sterische Kollision zu 

vermeiden, zu einer niedrigen Bindungsenthalpie, welche die durch Verringerung der 

entropischen Strafe gewonnenen Bindungsenthalpie überkompensiert.  

Schlussfolgerung:  Die ortho-Substitution bewirkt im vorliegenden Fall keine Verbesserung der 

Inhibition.  

Das meta-Nitro -substituierte BSc5286 zeigt mit einer Restaktivität von 36.6% eine deutlich 

gesteigerte Inhibition der Kinaseaktivität und stellt eine signifikante Verbesserung zu der 

Leitstruktur BSc5224 dar. Das Dockingexperiment zeigt eine Interaktion der meta-Nitrogruppe 

zu Lys33. Die Kombination zwischen dem an den Gatekeeper bindenden Cyclopropylrest aus 

BSc5231 (Restaktivität: 49%) und der in Docking Experimenten an Lys33 bindenden meta-
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Nitrogruppe aus BSc5286 (Restaktivität: 36.6%) wurde in dem Inhibitor BSc5370 (Abbildung 

30) kombiniert. Dieser zeigt eine Restaktivität von nur 28.5% und ist damit der stärkste 

Inhibitor dieser Serie.  

 

Abbildung 30: Durch MOE vorgeschlagener Bindungsmodus von BSc5370 an die ATP-Bindungsstelle. Links: 

dreidimensionale Struktur; die Inhibitoren sind grün hervorgehoben. Die Begrenzung der aktiven Tasche ist durch eine Van-

der-Waals-Oberfläche (grau: lipophiler Bereich, rot: H-Brücken Donor, blau: H-Brücken Akzeptor, cyan: optimale 

geometrische Position für eine H-Brücke) unterlegt. Rechts: Vereinfachte zweidimensionale Darstellung des Bindungsmodus. 

Wasserstoffbrückenbindungen sind durch gepunktete Pfeile dargestellt. Blaue Kreise deuten unbesetztes Volumen in der 

Tasche an, an der der Inhibitor vergrößert werden könnte. 

 

Der in Abbildung 30 dargestellte, vermutliche Bindungsmodus zeigt ausgeprägte 

Wasserstoffbrückenbindungen zu der Hinge-Region (Asp81 und Cys83), in die Tasche bei Asp87 

und zusätzlich zu dem katalytisch aktiven Lys33.  
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3.4. ¶ïÖÞãÙäáÚ Öáè ¼çêãÙÜÚçMèé ÛMç ÙÞÚ ¾ãÝÞ×ÞéÞäã ÙÚç ÃÚà¦¢ÀÞãÖèÚ 

3.4.1. ºãéìÞØàáêãÜ ÙÚç ¶ïÖÞãÙäá¢¼çêãÙèéçêàéêç 

Nachdem die Benzothiazine einen falsch-positiven Hit darstellen, wurde nach weiteren 

möglichen Grundstrukturen für Nek1 -Inhibitoren gesucht. Als Basis bietet sich der in der der 

Kristallanalyse 4B9D co-kristallisierte Cdk2/9 -Inhibitor CK7 an. Bei einer co-kristallisierten 

Verbindung ist bekannt, das sie an das Protein bindet und wie sie voraussichtlich bindet (bei 

schwach und mäßig bindenden Verbindungen sind häufig mehrere Bindungsmodi möglich).[ 222]  

Ausgehend von der Kristallanalyse 4B9D können auftretenden Bindungen wie in Abbild ung 31 

gezeigt, zwei- und dreidimensional dargestellt werden. 

 

Abbildung 31: Kristallanalyse 4B9D, durch das MOE interne Tool LigX aufbereitet (Protonierungen neu berechnet, nicht 

aufgelöste Aminosäuren hinzugefügt, Wasser entfernt und die Struktur Energieminimiert).[205] Links: Dreidimensionale 

Struktur, der Inhibitor CK7 ist grün hervorgehoben. Die Wasserstoffbrückenbindungen von CK7 zu der Hinge-Region 

(backbone gelb eingefärbt) und zu Gly11 sind durch gestrichelte Linien in cyan dargestellt. Rechts: Vereinfachte 

zweidimensionale Darstellung des Bindungsmodus. Blaue Kreise deuten unbesetztes Volumen in der Tasche an, an der der 

Inhibitor vergrößert werden könnte. Wasserstoffbrückenbindungen sind als blaue Pfeile dargestellt. 

 

Auffällig ist dabei, dass das Aminothiazol kaum Wechselwirkungen einzugehen scheint, 

lediglich die Methylgruppe besetzt die freie Tasche neben dem Gatekeeper Methionin. Zwar 

sind Wechselwirkungen über Wassermoleküle in der Tasche naheliegend, jedoch sind diese 

lgafr `cqròlbge `xu, qr_pi eclse sk ´Ipgqr_jju_qqcp§ _sqxs`gjbcl* _jqm qmucgr gkkm`gjgqgcprcq

Wasser, dass es mittels Röntgenstreuung lokalisiert werden kann. Vermutlich sind diese 

Bindungen daher nur von kurzer Dauer und führen zu unspezifischen Wechselwirkungen. 
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Es findet eine starke Push/Pull (benachbarte Donor/Akzeptor-Wechselwirkung) zu dem 

Backbone der Hinge-Region statt. Auch ein -̄  ̄ Stacking zu Phenylalanin Phe135 ist zu 

beobachten. Die Nitrogruppe in CK7 scheint auch ein H-Brücken Akzeptor für Glycin Gly11 aus 

dem G-Loop darzustellen, was allerdings nicht gesichert ist, da der G-Loop in der Kristallanalyse 

nicht aufgelöst ist. 

Um eine möglichst geeignete Plattform für neue Inhibitoren zu entwickeln, sollte ein neues 

Grundgerüst eine hohe Ligandeneffizienz besitzen. Daher soll das neue Grundgerüst auf alle 

unnötigen (also nicht bindenden) Teile der Struktur verzichten. So werden auch mögliche 

unerwünschte Wechselwirkungen in anderen Kinasen reduziert, die intrinsische Selektivität 

steigt dadurch. Die Reduktion des Grundgerüsts ist in Schema 6 dargestellt. 

 

Schema 6: Ableitung der Grundstruktur der Azaindole 9 durch Reduktion der nicht bindenden Gruppen im Cdk2/9 Inhibitor 

CK7. 

 

Wie in Schema 6 gezeigt, wird auf den Thiazolring, die Nitrophenyl -Gruppe und auf den nicht 

bindende Stickstoff im Pyrimidin verzichtet. Durch die f reiwerdende Valenz am ehemaligen 

Pyrimidin kann ein Ringschluss zu einem fünfgliedrigen, aromatischen Heterocyclus, einem 

7-Azaindol, vorgenommen werden. Durch die Aromatizität ist die freie Drehbarkeit der N-H-

Bindung nicht mehr vorhanden, wodurch die entpmngqafc ´Qrp_dc§ bspaf @glbsle _l bgc Igl_qc

deutlich reduziert wird.  

 

3.4.2. ºãéìÞØàáêãÜ ÚÞãÚè ¬¢¶ïÖÞãÙäá¢¼çêãÙÜÚçMèéè âÞé ½ÞáÛÚ ëäã »çÖÜâÚãé ×ÖèÞÚçéÚâ 

¹äØàÞãÜ 

Da das Scaffold 7-Azaindol  selbst aller Voraussicht nach nicht stark genug bindet, wurde mittels 

eines in silico Dockings verschiedene Substitutionsmöglichkeiten eruiert. Insbesondere die 
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Positionen 2, 3, 4 und 5 bieten sich an, wobei die Positionen 3 und 5 besonders vielversprechend 

scheinen. Substitutionen in Position 4 wurde von G. Baumann untersucht.[30]  Daher wurde ein 

in silico Screen gestartet, um zunächst die Aktivität des Inhibitors durch Vergrößerung zu 

steigern. Substituenten können zusätzliche Interaktionen mit der Nek1-Kinase eingehen und so 

die Bindungsenthalpie steigern. Dazu wurden aus der in MOE enthaltenen Datenbank 

Strukturvorschläge generiert. Zusätzlich wurde die Datenbank der im Arbeitskreis vorhandenen 

Chemikalien nach Halogen-Organylen und Boronsäure- und Boronsäureester-haltigen 

Verbindungen durchsucht und analog einer SUZUKI-Reaktion zu Strukturvorschlägen 

entwickelt. Vor dem Docking wurden Strukturelemente, die nicht drug-like (z. B. Polyphenole, 

Säurechloride, primäre Amine) oder anderweitig unvorteilhaft sind, durch sinnvolle 

Alternativen ersetzt (z. B. Säurechlorid durch Methylcarbonsäureester oder Phenol durch 

Methylether). [ 223]  Dabei zeigte sich weitgehend unabhängig von verschiedenen Substitutionen 

der in Abbildung 32 gezeigte Bindungsmodus. 

 

Abbildung 32: Durch MOE vorgeschlagener Bindungsmodus von BSc5244 an die ATP-Bindungsstelle. Links: 

Dreidimensionale Struktur, der Inhibitor BSc5244 ist grün hervorgehoben. Die Wasserstoffbrückenbindungen des Azaindols 

zu der Hinge-Region (backbone gelb eingefärbt) und zwischen dem Phenylnitril und den katalytisch aktiven Lys33 durch 

gestrichelte Linien in cyan dargestellt. Die Begrenzung der aktiven Tasche ist durch eine Van-der-Waals-Oberfläche (grau: 

lipophiler Bereich, rot: H-Brücken Donor, blau: H-Brücken Akzeptor, cyan: optimale geometrische Position für eine H-Brücke) 

unterlegt. Rechts: Zweidimensionale Darstellung des Bindungsmodus. Blaue Kreise deuten unbesetztes Volumen in der 

Tasche an, an der der Inhibitor vergrößert werden könnte. Wasserstoffbrückenbindungen sind als blaue und grüne Pfeile 

dargestellt. Blaue Kreise deuten unbesetztes Volumen in der Tasche an, an der der Inhibitor vergrößert werden könnte. 

 

Besonders in 5-Position substituierte Azaindole zeigen im Docking interessante 

Wechselwirkungen und Entwicklungsmöglichkeiten. 5-Phenyl-7-Azaindole bieten zudem die 
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Möglichkeit, mit Wasserstoffbrückenakzeptoren in meta-Position Wechselwirkungen zu dem 

katalytisch aktiven Lys33 auf zu bauen. 

Bmaiglecvncpgkclrc `cpcaflcl bcl ´flipped§ @glbsleqkmbsq _l EI)1* hcbmaf gqr _saf cglc

gltcpqc @glbsle gk ´normal§ Bindemodus (GK+1 und GK+3)  denkbar. In diesem Fall würde 

das 5-Phenyl in Richtung des G-Loop zeigen. Dieser Bindemodus zeigt sich in 

Dockingexperimenten nur mit niedrigen Scoring-Werten und wird bei doppelt substituierten 

7-Azaindolen, wie sie in Kapitel 3.6 beschrieben werden nicht mehr vor. Der tatsächliche 

Bindemodus kann über eine Kristallanalyse bestimmt werden. 

Die vielversprechenden Akzeptoren Benzoesäure, Benzoesäuremethylester, Säureamide, sowie 

Phenylnitril und Nitrophenyl wurden daher wie im folgenden Kapitel 3.4.3 beschrieben 

synthetisiert und getestet. 

3.4.3. ÈîãéÝÚèÚ ÙÚç ª¢èê×èéÞéêÞÚçéÚã ¬¢¶ïÖÞãÙäáÚ 

Der direkte Vorläufer der Zielverbindungen, das 5-Brom-7-azaindol (12) ist kommerziell 

erhältlich, daher ist es naheliegend, die Zielstrukturen mittels Suzuki-Kupplung aus den 

korrespondierenden Boronsäuren nach Schema 7 herzustellen. 

 

Schema 7: Retrosynthese der 5-substituierten 7-Azaindole BSc5243 ȟ BSc5248 durch Spaltung der phenylischen Bindung. 

 

Die Boronsäuren für die Carbonylverbindungen müssen jedoch entweder zuvor synthetisiert 

werden oder später am 5-substituierten Azaindol derivatisiert werden. Es wurde versucht, 

insbesondere das N-Methylamid  in BSc5245, wie auch das freie Amid durch Kupplung mit dem 

Azaindol 12 zu synthetisieren, jedoch konnte nicht das gewünschte Produkt isoliert werden (in 

dieser Arbeit nicht gezeigt). Daher wurde zunächst der Methylester 11c, wie in Schema 8 

beschrieben synthetisiert. 
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Schema 8: Darstellung der Boronsäure 11c. Reagenzien und Bedingungen: (a) 0.5 eq H2SO4, MeOH, 120 °C, 30 min, MW, 

98% (b) 1.2 eq 4,4,4',4',5,5,5',5'-Octamethyl-2,2'-bi(1,3,2-dioxaborolan),1.8 eq KOAc, 0.01 eq Pd(dppf)Cl2*DCM, 

1,4-Dioxan, 80 °C, 1 d, 69%. 

 

Die Veresterung mit Methanol konnte durch die in einem druckdichten Mikrowellenreaktor 

höhere mögliche Temperatur deutlich beschleunigt werden, so dass im Gegensatz zu der 

Umsetzung unter Reflux über einen Tag keine Reste des Edukts 13 mehr nachweisbar sind. So 

kann auf eine weitere Reinigung verzichtet werden, was ebenfalls die Ausbeute erhöht. Die 

MIYAURA-Borylierung verläuft bei den gewählten Bedingungen vollständig und kann mittels 

Flash-Chromatographie zügig gereinigt werden. 

 

Schema 9: Darstellung von BSc5246. Reagenzien und Bedingungen: (a) 1.0 eq 12, 1.0 eq Methyl 4-(4,4,5,5-tetramethyl-

1,3,2-dioxaborolan-2-yl)benzoat, 0.02 eq Pd(dppf)Cl2*DCM, 2.5 eq K2CO3, 1,4-Dioxan, DMSO, 80 °C, 2.5 d, 73%. 

 

Die Suzuki-Kupplung verläuft etwas langsamer, als erwartet. Da das Produkt im Vergleich zu 

den Edukten eine deutlich höhere Absorption zeigt, scheint der Umsatz laut HPLC und DC 

bereits nach wenigen Stunden annähernd vollständig zu sein. Die verfrühte Aufarbeitung liefert 

daher große Mengen der Edukte. Durch Flash-Chromatographie kann das Produkt in hoher 

Reinheit erhalten werden. Analog ließen sich BSc5243, BSc5244 und BSc5248 aus den 

korrespondierenden Boronsäuren synthetisieren und reinigen. 
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Schema 10: Darstellung von BSc5247. Reagenzien und Bedingungen: (a) 4.7 eq LiOH, EtOH, 85 °C, 1.5 h, 65%. 

 

Nach Schema 10 wurde im Anschluss der Ester mit LiOH verseift. Verseifungen mit 

Natronlauge und Kalilauge führten zu Bildung von Nebenprodukten (in dieser Arbeit nicht 

gezeigt). Da eine Umfällung, analog zu einer Säure-Base-Wäsche von Aminen (wie sie z. B. bei 

der Isolation von Alkaloiden aus Naturprodukten verwendet wird ), nicht die nötige Reinheit 

erzielte, wurde mittels Flash-Chromatographie gereinigt. Die Säure BSc5247 wird letztlich wie 

in Schema 11 gezeigt, in das N-Methylamid BSc5245 überführt.   

 

Schema 11: Darstellung von BSc5245. Reagenzien und Bedingungen: (a) 1.1 Úæ Ã¡ÃȢ-Dimethylharnstoff, 0.2 eq ZrOCl2 *  

8 H2O, neat, MW, 150-230 °C, 0.5 h, 54%.[224] 

 

Aus der Benzoesäure wird durch den wiederverwendbaren Katalysator Zirkonylchlorid das 

N-Methylamid unter neat Bedingungen hergestellt.[ 224]  Talukdar et al. schlagen für diese 

Reaktion einen Mechanismus vor, bei dem das Zirkonylchlorid als Lewissäure agiert. Der 

N,N -̂Dimethylharnstoff lagert sich an den Zirkonylkatalysator an. So kann die Säure das 

Harnstoffcarbonyl angreifen und letztlich das Amid bilden. [ 224]  Eine Synthese über aktivierte 

Carbonylverbindungen könnte möglicherweise zu Nebenreaktionen mit dem Pyrrol-Stickstoff 

führen, zumal das Amin in vielen literaturbekannten Synthesen als freies Amin verwendet wird, 

was bei N-Methylamin aufgrund des Siedepunkts unvorteilhaft ist, zumal N-Methylamin in der 

Regel als wässrige Lösung vertrieben wird und wasserfreie Lösungen sehr kostspielig sind. N-

Methylamin-hydrochlorid bietet sich prinzipiell als Alternative an, jedoc h wird dieses in der 

Regel freigesetzt, was zu einem hohen Druck führt und sowohl die Reaktionstemperatur 
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begrenzt, als auch durch entweichende Gase zu Korrosion an den verwendeten Geräten führen 

kann.[ 224]  

 

3.5. ¾âÞÙÖïäåîçÞÙÞã Öáè ¼çêãÙÜÚçMèé ÛMç ÙÞÚ ¾ãÝÞ×ÞéÞäã ÙÚç ÃÚà¦¢ÀÞãÖèÚ 

Analog der Entwicklung der 7-Azaindol-Grundstruktur in Kapitel 3.4.1 kann ein Heteroatom 

verwendet werden, um den 5-Ring zu bilden. Dadurch entsteht wie in Schema 12 gezeigt, ein 

Imidazopyridin.  

 

Schema 12: Ableitung der Grundstruktur des 3H-Imidazo[4,5b]pyridin 15 durch Reduktion der nicht bindenden Gruppen im 

Cdk2/9 Inhibitor CK7 und Hinzufügen einer C-N Brücke um einen 5-gliedrigen Ring zu ermöglichen. 

 

Das 3H-imidazo[4,5 -b]pyridin 15 als Scaffold für die Inhibitorentwicklung hat im Gegensatz 

zum 7-Azaindol nur wenige Möglichkeiten in Position 1 (analog zu Position 3 im 7-Azaindol) 

substituiert zu werden, ohne den H-Brückendonor an Position 3 zu verlieren. Dafür bietet sich 

die Substitution in Position 2 an. Hier können, ausgehend von einem 2,3-Diaminopyridin mit 

Carbonsäuren oder Säurechloriden, durch Kondensation Strukturen zugänglich gemacht 

werden, die mit einem 7-Azaindol nicht oder nur mit hohem, bis unverhältnismäßigem 

Aufwand erreichbar sind. Ein Beispiel mit Löslichkeitslinker (Verbindung 16) ist in Abbildung 

33 dargestellt. 
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Abbildung 33: Durch MOE vorgeschlagener Bindungsmodus von Verbindung 16 an die ATP-Bindungsstelle. Links: 

Dreidimensionale Struktur, Verbindung 16 ist grün hervorgehoben. Die Wasserstoffbrückenbindungen des Imidazopyridins 

zu der Hinge-Region (backbone gelb eingefärbt) und zwischen dem Phenylnitril und den katalytisch aktiven Lys33 durch 

gestrichelte Linien in cyan dargestellt. Die Begrenzung der aktiven Tasche ist durch eine Van-der-Waals-Oberfläche (grau: 

lipophiler Bereich, rot: H-Brücken Donor, blau: H-Brücken Akzeptor, cyan: optimale geometrische Position für eine H-Brücke) 

unterlegt. Rechts: Zweidimensionale Darstellung des Bindungsmodus. Blaue Kreise deuten unbesetztes Volumen in der 

Tasche an, an der der Inhibitor vergrößert werden könnte. Wasserstoffbrückenbindungen sind als blaue und grüne Pfeile 

dargestellt. Blaue Kreise deuten unbesetztes Volumen in der Tasche an, an der der Inhibitor vergrößert werden könnte. 

 

Um die generelle Eignung der Grundstruktur zu evaluieren, wurde zunächst ein kleiner 

Substituent für  Position 2 gewählt. Ein sterisch zu anspruchsvoller Substituent kann hier zu 

einem schlechten Ergebnis führen, obwohl die Grundstruktur prinzipiell vorteilhaft wäre. Daher 

wurde der Methylsubstituent (ausgehend von Essigsäure) als proof of concept Struktur gewählt.  

Im Docking binden die Imidazopyridine sehr ähnlich zu den 7-Azaindolen. Daher wurde analog 

Kapitel 3.4.1 in 6-Position meta-Cyanophenyl als Substituent gewählt, da dieser sich bei den 

7-Azaindolen bewährt hat. 

 

3.5.1. ÈîãéÝÚèÚ ÚÞãÚç ÖêÛ ÙÚâ ¾âÞÙÖïäåîçÞÙÞã¢¼çêãÙÜÚçMèé ×ÖèÞÚçÚãÙÚã ÏÞÚáèéçêàéêç 

Um die Aktivität der Imidazopyridine zu eruieren wird zunächst nur das 2 -methylsubstituierte 

Scaffold synthetisiert und getestet. Es lässt sich retrosynthetisch, wie in Schema 13 gezeigt, 

/4 
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durch eine Ar-Ar Spaltung, die synthetisch durch eine SUZUKI-Kupplung realisierbar ist, 

zerlegen.  

 

Schema 13: Retrosynthese von 3-(2-Methyl-3H-imidazo[4,5-b]pyridin-6-yl)benzonitril BSc5253 durch Spaltung der 

phenylischen Bindung. 

 

Die Boronsäure 11b ist kommerziell erhältlich. Der direkte Vorläufer der Zielverbindungen, das 

6-Brom-3H-Imidazo[4,5b]pyridin  17 ist nicht  kommerziell erhältlich. Jedoch ist es durch 

Kondensation mit Carbonsäuren analog Schema 14 aus 5-Brom-2,3-diaminopyridin 18 

zugänglich.[ 225]   

 

Schema 14: Retrosynthese von 6-Brom-3H-Imidazo[4,5b]pyridin 17 durch Spaltung des Imidazols.  

 

Die Synthese von 5-Brom-2,3-diaminopyridin  18 ist literaturbekannt. [ 226]  Die Synthese wurde 

in der Bachelor-Thesis von S. Weber durchgeführt und im Rahmen dieser Arbeit betreut (siehe 

digitaler Anhang Bachelorarbeit S. Weber).  

 

Schema 15: Darstellung 5-Brom-2,3-diaminopyridin 18 nach B. Fox et al..[226] Reagenzien und Bedingungen: (a) 1.0 eq Br2, 

AcOH, 20-50 °C, 2 h, 82% (b) 2.0 eq H2SO4, 1.3 eq HNO3, 0-60 °C, 3 h, 64%, (c) 10.7 eq Fe, 0.33 eq HCl, EtOH, H2O, 1 h, 

100 °C, 58%. 
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Die Synthese verlief wie in der Literatur beschrieben.[ 226]  Abweichend wurde im letzten Schritt 

mittels Flash-Chromatographie gereinigt, um ein sehr reines Produkt zu erhalten, so dass 

weniger Nebenprodukte in folgende Reaktionen eingetragen werden und die folgenden 

Reinigungen unnötig zu erschweren. Die Reaktion konnte von S. Weber erfolgreich auf ein 

Multi -Dekagramm Ansatz vergrößert werden betreut (siehe digitaler Anhang Bachelorarbeit S. 

Weber). Die Ausbeute der Reaktion über 3 Stufen ist mit 30% eher niedrig, was aber dank der 

sehr günstigen Ausgangskomponente 2-Aminopyridin  19, den günstigen verwendeten 

Chemikalien und der einfachen Skalierbarkeit der vorherigen Reaktionen keinen gravierenden 

Nachteil darstellt. 

Die folgende Kondensation und SUZUKI-Kupplung konnten im Rahmen der Bachelor-Thesis 

nicht mehr erfolgreich abgeschlossen werden, da das Imidazopyridin mit Spuren des Diamins 

verunreinigt war. Die letzten beiden Schritte wurden im Rahmen dieser Arbeit durchgeführt. 

Zunächst wird wie in Schema 16 gezeigt mit der Carbonsäure kondensiert. 

 

Schema 16: Darstellung 6-Brom-3H-Imidazo[4,5b]pyridin 17. Reagenzien und Bedingungen: (a) AcOH, 180 °C, 2 h, 92%. 

 

Die Reaktion war erst im Mikrowellenreaktor bei hohen Temperaturen erfolgreich , welche 

ebenfalls Zersetzungsreaktionen begünstigt. Wichtig ist, auf dieser Stufe das Edukt 18 

quantitativ zu entfernen, da das Diamin 18 auch in Spuren als Chelator die an das Palladium 

bindenden Liganden verdrängen und so die in Schema 17 gezeigte SUZUKI-Reaktion stören 

kann.  

 

Schema 17: Darstellung von BSc5253. Reagenzien und Bedingungen: (a) 1.0 eq 6-Brom-2-methyl-3H-imidazo[4,5-b]pyridin 

17, 1.0 eq 3-Cyanophenylboronsäure 11b, 0.06 eq Pd(dppf)Cl2*DCM, 2.1 eq Na2CO3, DMF, H2O, 140 °C, 1 h, MW, 87%. 
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Versuche, die Suzuki-Kupplung ohne gründliches Entfernen von Resten des freien Diamins 18 

durchzuführen, schlugen fehl. Der Katalysator fiel innerhalb von Minuten als Palladiumschwarz 

aus. Nach sorgfältiger Reinigung des Imidazopyridins 17 mittels MPLC wurden die in Tabelle 

7 aufgelisteten Reaktionsbedingungen getestet. 

Tabelle 7: Übersicht der Reaktionsbedingungen der Optimierung der in Schema 17 gezeigten Suzuki-Kupplung. Die 

Boronsäure 11b und das Imidazopyridin 17 wurden je mit einem Äquivalent in 2-3 mL Lösemittel und den jeweils genannten 

Katalysatoren, Lösungsmitteln und Basen bei den genannten Bedingungen umgesetzt.  

Versuch Katalysator Lösungsmittel Base Bedingungen Umsatz Produktbildung Zersetzung 

JP207 2 mol% 

Pd(dppf)Cl2*DCM 

DMF K2CO3 120 °C, 1 h niedrig  niedrig oder 

keinea 

hoch 

JP208 5 mol% 

Pd(dppf)Cl2*DCM 

1,4-Dioxan, 

5% DMSO 

K2CO3 140 °C, 2 h niedrig niedrig sehr hoch 

JP209 5 mol% 

Pd(dppf)Cl2*DCM 

1,4-Dioxan, 

5% DMSO 

K2CO3 80 °C, 3 d niedrig  niedrig oder 

keinea 

mittel  

JP210 5 mol% 

Pd(Ph3P)4
 

THF, 

5% H2O 

Cs2CO3 120 °C, 1.5 h, 

MW 

mittel  mittel  mittel  

JP211 Pd(dppf)Cl2*DCM 

6 mol% 

DMF/H 2O, 

1:1 

Na2CO3 

2M in H 2O 

140 °C, 1 h, 

MW 

hoch hochb niedrig 

JP212 4 mol% 

Pd(Ph3P)4 

1,4-Dioxan/H 2O, 

2:1 

Na2CO3 

2M in H 2O 

100 °C, 4 d mittel  mittel  mittel  

JP213 4 mol% 

Pd(Ph3P)4 

 

1,4-Dioxan/H 2O, 

2:1 

NaHCO3 

ges. in H2O 

100 °C, 4 d mittel  mittel  mittel  

JP214 3 mol% 

Pd(Ph3P)4 

3 mol% 

Pd(Ph3P)2Cl2 

1,4-Dioxan/H 2O, 

1:1 

Na2CO3 

2M in H 2O 

100 °C, 4 d mittel 

bis 

hoch 

mittel bis hoch mittel  

JP215 6 mol% 

Pd(Ph3P)2Cl2 

 

1,4-Dioxan/H 2O, 

1:1 

Na2CO3 

2M in H 2O 

100 °C, 4 d 

2.6 eq. LiCl, 

0.9 eq Bu4NCl 

hoch hoch niedrig 

aEs konnte bei der Aufarbeitung kein Produkt isoliert werden. 

bNach Aufarbeitung konnte eine Ausbeute von 87% erzielt werden. 

In den meisten Versuchen konnte kein Produkt isoliert werden oder eine Aufreinigung wurde 

aufgrund von Zersetzungen oder unzureichendem Umsatz verworfen. In DMF als Lösungsmittel 

und Reaktionsführung im Mikrowelle nreaktor (Versuch JP211) konnte die Reaktion schließlich 

erfolgreich durchgeführt werden und BSc5253 isoliert werden. Vielversprechend war auch der 

Versuch JP215, dieser wurde jedoch nicht aufgearbeitet, da im Versuch JP211 bereits BSc5253 
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isoliert werden konnte. Die Aufarbeitung des Versuchs JP211 wurde auch deshalb dem Versuch 

JP215 vorgezogen, da dieser Tetrabutylammoniumchlorid enthält. Tetraalkylammoniumsalze 

führen neben ihrer Funktion als Phasentransfervermittler und Lösevermittler auch häufig zu 

schlecht trennbaren Phasen in der Extraktion und zeigen in der Chromatographie stark 

verbreiterte Peaks, sodass die Reinigung der Zielverbindung deutlich erschwert wird. 

3.5.2. 4×Úç×áÞØà ÙÚç èîãéÝÚéÞèÞÚçéÚã ¬¢¶ïÖÞãÙäáÚ êãÙ ÙÚè ¾âÞÙÖïäåîçÞÙÞãè 

In Tabelle 8 sind die in den Kapiteln 3.4.3 und 3.5.1 hergestellten Zielverbindungen, sowie die 

erzielten Ausbeuten und Reinheiten laut HPLC zusammengefasst. 

Tabelle 8: Überblick der in den Kapiteln 3.4.3 und 3.5.1 synthetisierten Zielverbindungen, deren Ausbeute und die in der 

HPLC gemessenen Reinheit. 

BSc-Nummer Struktur  Ausbeute 

[%] a 

HPLC-

Reinheit 

BSc5243 

 

65 99 

BSc5244 

 

47 98 

BSc5245 

 

54 60+40  

=100 b 

BSc5246 

 

73 99 

BSc5247 

 

65 24+ 73 

=97 b 
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BSc5248 

 

94 97 

BSc5253 

 

87 55+45  

=100 c 

aAusbeute bezogen auf die letzte Synthesestufe 

bZwei Signale durch protonierte und deprotonierte Spezies in Lösung 

cZwei Signale durch Tautomerie 

 

3.5.3. ¾ã ëÞéçä ¶àéÞëÞé:é êãÙ Èéçêàéêç¢¶àéÞëÞé:éè¢·ÚïÞÚÝêãÜÚã ÙÚè Þã ª¢ÅäèÞéÞäã èê×èéÞéêÞÚçéÚã 

¾âÞÙÖïäåîçÞÙÞãè êãÙ ÙÚç Þã ª¢ÅäèÞéÞäã èê×èéÞéêÞÚçéÚã ¬¢¶ïÖÞãÙäáÚ  

Die Inhibition der Nek1 -Kinaseaktivität durch die synthetisierten Strukturen wurden durch das 

Unternehmen Reaction Biology bestimmt. Als Messergebnisse sind in Tabelle 9 die prozentuale 

Restaktivität bei Zugabe von 10 µM Substanz angegeben, als Kontrolle dient Staurosporin . 

Tabelle 9: Überblick der bei Reaction Biology bestimmten Nek1-Kinaseaktivitäten der 5-Aryl-7-azaindole. Der clogP- und der 

tPSA-Wert wurde mittels MOE berechnet. Die verbleibende Nek1-Kinaseaktivität nach Zugabe von 1 µM Inhibitor wurde in 

dem radiometrischen Phosphorylierungsassay HotSpot von Reaction Biology als Duplikat bestimmt. Als Kontrollsubstanz 

dient Staurosporin. Die genauen Assaybedingungen sind in Kapitel 5.50.1 beschrieben. 

BSc-

Nummer 

R clogP tPSA M in 

g/mol  

Restaktivität 

in % 

BSc5243 

 

3.23 28.68 194.24 62.9 

BSc5244 

 

3.10 52.47 219.25 64.7 
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BSc5245 

 

2.59 57.78 251.29 67.2 

BSc5246 

 

3.14 54.98 252.27 44.7 

BSc5247 

 

2.93 65.98 238.25 72.8 

BSc5248 

 

3.14 74.50 239.23 78.5 

BSc5253 

 

2.42 60.54 234.26 102.1 

 

3.5.4. ¾ã ëÞéçä ¶àéÞëÞé:é êãÙ Èéçêàéêç¢¶àéÞëÞé:éè¢·ÚïÞÚÝêãÜÚã ÙÚè Þã ª¢ÅäèÞéÞäã èê×èéÞéêÞÚçéÚã 

¾âÞÙÖïäåîçÞÙÞãè 

Hypothese:  Das Imidazopyridingrundgerüst bindet ähnlich wie die 7 -Azaindole, ein kleiner 

Methylsubstituent verursacht keine sterischen Kollisionen.  

Das Imidazopyridin BSc5253 zeigt keine messbare Inhibition (hohe Restaktivität). Dies 

verwundert, da die Methylgruppe im Dockingexperiment keine sterische Kollision mit Tyr82 

Abbildung 34 zeigt. 
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Abbildung 34: Durch MOE vorgeschlagener Bindungsmodus von BSc5253 an die ATP-Bindungsstelle. Links: Rezeptor mit 

Van-der-Waals-Oberfläche (lipophil in grau, positiv in blau, negativ in rot und H-Donor cyan). Rechts: Identisches 

Protein/Liganden-Docking aus dem Blickwinkel der planaren Ebene des Imidazopyridins. Zusätzlich ist der Ligand BSc5253 

mit Van-der-Waals-Oberfläche dargestellt. Die Wasserstoffbrückenbindungen des Imidazopyridins zu der Hinge-Region 

(gelb) und zwischen dem Nitril und Lys33 sind durch gestrichelte Linien in cyan dargestellt. 

 

In dem in Abbildung 34 gezeigten Dockingexperiment passt sich die Methylgruppe an das 

ausgeblendete Tyr82 an (dargestellt in Abbildung 33). Eine Verschiebung gegenüber der 

Bindungsposition der 7-Azaindole (wie z. B. in Abbildung 32 dargestellt) ist nicht zu erkennen. 

Bei dem Imidazopyridin liegt Protonierungsisomerie, auch Tautomerie, vor. Diese ist in Schema 

18 für BSc5253 dargestellt.  

 

Schema 18: Protonierungsisomere zwischen N3 (links) und N1 (rechts) der Zielstruktur BSc5253. 

 

Auch wenn in der Testlösung das ́ d_jqafc§ &_jqm slecuĈlqafrc' R_srmkcp 22 stark dominieren 

würde, so sind Protonierungen und Deprotonierungen sehr schnelle Reaktionen, die in der 

Regel diffusionskontrolliert sind (k=10 10 M-1 s-1). [ 227]  Das gewünschte Tautomer könnte durch 

´Sknpmrmlgcpsle§ uòfpclb bcp Kcqqsle &Glis`_rgml Ĉ`cp 0 h) schnell genug umgewandelt 
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werden, um das durch die Bindung an die aktive Tasche aus dem Gleichgewicht entfernte 

´pgafrgec§ R_srmkcp l_afxsjgcdcpl, B_q Bmaiglenpmep_kkMOE beinhaltet ein Tool, das die 

wahrscheinlich dominierende Protonierung berechnet. Das Tool berechnet die Protonierung an 

dem N3 Stickstoff des Imidazols, das dominierende Protonierungsisomer sollte daher das in 

Schema 18 links gezeigte Isomer sein.  

In der HPLC von BSc5253 sind zwei Signale zu erkennen (55% bei 5.25 min und 45% bei 

5.66 min) während bei verschiedenen dünnschichtchromatographischen Untersuchungen (RP- 

und NP-DC) mit verschiedenen Laufmitteln nur ein Signal zu erkennen ist. Der pKa der 

Grundstruktur 4 -Azabenzimidazol ist nicht publiziert. Lediglich für Benzimidazol ist der pKa 

mit 5.3 publiziert. [ 228]  Bei einem pH-Wert des HPLC-Lösungsmittels von ca. 2 (Zugabe von 0.1% 

TFA) ist nach der HENDERSON-HASSELBALCH-Gleichung eine Protonierung von 99.9% und damit 

nur ein Peak zu erwarten.  

Im 1H-NMR-Spektrum ist keine Signalspaltung (Lösemittel DMSO) durch Tautomerie zu 

erkennen, dies ist bei schnellen Protonen-Umlagerung auch nicht zu erwarten.[ 229, 230]  Andere 

als der Zielstruktur BSc5253 zuzuordnende Signale sind nicht zu beobachten, eine 

Verunreinigung ist daher sehr unwahrscheinlich. Daher ist davon auszugehen, dass in der HPLC 

die beiden Tautomere beobachtet werden. 

Es ist naheliegend, dass das Basizitätsprofil des Imidazopyridins im Gegensatz zu dem von 

Azaindol nicht zu der Nek1-Kinasedomäne passt oder sterische Kollisionen eine starke Bindung 

verhindern, die jedoch in den Dockingexperimenten nicht zu erkennen sind. Es ist zu erwarten, 

dass andere (und damit quasi zwangsläufig größere) Substituenten statt des 

Methylsubstituenten den sterischen Anspruch weiter erhöhen. Daher wird die Strukturklasse 

der Imidazopyridine nicht weiterverfolgt.  

Schlussfolgerung:  Möglicherweise bindet das Imidazopyridin nicht analog der 7-Azaindole 

und/oder der Methylsubstituent verursacht eine sterische Kollision. 
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3.5.5. ¾ã ëÞéçä ¶àéÞëÞé:é êãÙ Èéçêàéêç¢¶àéÞëÞé:éè¢·ÚïÞÚÝêãÜÚã ÙÚç Þã ª¢ÅäèÞéÞäã èê×èéÞéêÞÚçéÚã 

¬¢¶ïÖÞãÙäáÚ  

Hypothese:  Zwischen dem 7-Azaindolgrundgerüst und Lys33 kann ein Phenylrest mit 

zusätzlicher Funktioneller Gruppe positioniert werden. Die Funktionellen Gruppen können 

Wasserstoffbrückenbindungen mit Lys33 eingehen. 

Ziel der synthetisierten Gruppe von Azaindolen war es, die Interaktion mit Lys33 zu optimieren, 

um eine möglichst hohe Bindung zu erreichen. Im Docking zeigen vor allem das Nitril BSc5244 

und das Amid BSc5245 sehr vielversprechende Bindungen und hohe Docking-Scores. 

Interessanterweise sind diese jedoch nicht die aktivsten Verbindungen (Restaktivität BSc5244 

64.7% und BSc5244 67.2%), sondern inhibieren sogar etwas schlechter als das unsubstituierte 

Phenylazaindol BSc5243 (Restaktivität 62.9%). Dies verwundert, da diese im Gegensatz zu 

dem unsubstituierten Phenylazaindol BSc5243 eine zusätzliche Wasserstoffbrückenbindung zu 

Lsy33 aufbauen können sollten, wie sie in Abbildung 32 gezeigt ist. Eine solche zusätzliche 

Bindung würde die Bindungsenthalpie signifikant erhöhen und sollte so die Restaktivität 

deutlich senken. Ob dies tatsächlich möglich ist, kann jedoch nur mit Hilfe weiterer 

Experimente, wie zum Beispiel einem Röntgenbeugungsexperiment an einer Nek1-Inhibitor Co -

Kristallanalyse beurteilt werden.   

Die Carbonsäure BSc5247 sollte in Lösung weitgehend vollständig deprotoniert vorliegen (pK a-

Wert der Benzoesäure 4.2).[ 231]  Dies sollte eine starke Wechselwirkung mit Lys33 ermöglichen. 

Die im Vergleich zu dem unsubstituierten Phenylazaindol BSc5243 schlechtere Restaktivität 

von 72.8% spricht jedoch gegen eine direkte Wechselwirkung. Möglicherweise ist eine indirekte 

Wechselwirkung über Wasserbrücken möglich, aber aus anderen Gründen unvorteilhaft. Zu 

dieser Beobachtung passt das, dass Nitroaryl BSc5248 als isoelektronisches Mimetikum der 

Carbonsäure BSc5247 nur ein schwacher Inhibitor der Nek1-Kinase (Restaktivität 78.5%) ist. 

Der im Docking im Mittelfeld liegende Methylester BSc5246 inhibiert  im Assay am stärksten. 

Denkbar ist, dass durch die erhöhte Verweilzeit des Inhibitors im Enzym (im Vergleich zu sich 

frei in der Lösung befindlicher Inhibitor) Lys33 nucleophil angreift und ein stabiles Ami d bildet, 

der Inhibitor also wie in Abbildung 35 dargestellt, kovalent bindet. 
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Abbildung 35: Durch MOE vorgeschlagener Bindungsmodus von BSc5246 mit kovalenter Bindung an Lys33 in der ATP-

Bindungsstelle. Der Inhibitor ist grün eingefärbt, das Lysin33 in braun. Die Wasserstoffbrückenbindungen des Azaindols zu 

der Hinge-Region (gelb) sind durch gestrichelte Linien in cyan dargestellt. 

 

Bei einer kovalenten Bindung würde eine vergleichsweise lange H-Brücke zwischen einem Ester 

und einem Amin durch eine wesentlich kürzere Amidbindung ersetzt. Im Docking kann das 

Azaindol durch die Bindung an Lys33 weniger gut an das Backbone der Hinge-Region binden. 

Die Position scheint wenig optimal zu sein, was eher gegen eine mögliche kovalente Bindung 

spricht. 

Im Phosphorylierungsassay bleibt der Vorsprung zwischen den Restaktivitäten der Nitrile und 

Ester auch bei sehr aktiven Inhibitoren (Kapitel 3.6.4) bestehen. Hier sollte bei kovalenten 

Inhibitoren jedoch durch die deutlich stärkere Bindung an die ATP-Bindetasche die on-rate 

steigen, da der Inhibitor durch di e stärkere Bindung im statistischen Mittel länger (oder bei 

irreversiblen Inhibitoren dauerhaft) gebunden ist, bzw. eine höhere Verweildauer zeigt. Der 

kovalente Inhibitor sollte in dieser Situation deutlich stärker inhibieren bzw. die Restaktivität 

stark sinken. Ebenfalls gegen die These spricht, dass die freie Säure BSc5247 zwar etwas 

schlechter als der Methylester BSc5246 bindet, jedoch die Restaktivität in einer vergleichbaren 

Größenordnung liegt. Durch die deutlich niedrigere Carbonylreaktivität der Säure im Vergleich 

zu dem Ester würde der nucleophile Angriff durch das Lys33 sehr viel langsamer oder gar nicht 

stattfinden, was im Falle einer kovalenten Bindung die Inhibition deutlich sinken bzw. die 
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Restaktivität der Kinase deutlich steigen lassen würde. Dies ist jedoch nicht in dem zu 

erwartenden Umfang zu beobachten. 

Durch Wiederholung der Experimente mit mehreren, unterschiedlich langen Inkubationszeiten 

könnten hier weitere Informationen gewonnen werden. Bei kovalent bindenden Inhibitoren 

wäre ein Absinken der Restaktivität mit steigender Inkubationsdauer zu erwarten, sofern die 

off-rate nicht die gleiche Höhe wie die on-rate erreicht hat und ein dynamisches Gleichgewicht 

entstanden ist. 

Schlussfolgerung:  Die Hypothese deckt sich mit der gefundenen SAR. 

Für weitere Versuche wird der Methylcarbonsäureester als stärkster bindender Substituent 

verwendet. Um einen zweiten Substituenten mit flexibler Bindung als Alternative zu haben, 

bieten sich das unsubstituierte Phenyl (BSc5243) und das Nitril an. In Tabelle 9 zeigt das 

unsubstituierte Phenyl die zweitniedrigste Restaktivität, jedoch ist die Restaktivität des Nitrils 

nur marginal höher. Allerdings ist der logP des Nitrils niedriger und damit vermutlich auch die 

Löslichkeit höher. Daher wird das Nitril in Kapitel 3.6 neben dem Methylcarbonsäureester als 

zweiter Substituent verwendet. 
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3.6. ¹ÞÖçîáÖïÖÞãÙäáÚ Öáè ¼çêãÙÜÚçMèé ÛMç ÙÞÚ ¾ãÝÞ×ÞéÞäã ÙÚç ÃÚà¦¢ÀÞãÖèÚ 

3.6.1. ÌÚÞéÚçÚãéìÞØàáêãÜ ÙÚç ÖêÛ ¶ïÖÞãÙäá¢»çÖÜâÚãéÚã ×ÖèÞÚçÚãÙÚã ¾ãÝÞ×ÞéäçÚã 

Hypothese:  Zwischen dem Pyrrol des Azaindolgrundgerüsts und dem G-Loop befindet sich ein 

unbesetztes Taschenvolumen, das Gruppen mit etwa der Größe eines Phenylsubstituenten 

zulässt. 

Auf Basis der Ergebnisse der vorangegangenen Kapitel soll die Aktivität der Inhibitoren weiter 

gesteigert werden. Im Rahmen der Idee, 3-substuierte Azaindole zu synthetisieren, wurde das 

3,5-Diphenyl-7-azaindol BSc5226 von T. Neumann zur Verfügung gestellt. 

Die Ergebnisse von BSc5226 (siehe Kapitel 3.6.4) bestätigen, dass in Richtung der 3-Position 

ein größeres okkupierbares Volumen liegt (Abbildung 36).  

 

Abbildung 36: Durch MOE vorgeschlagener Bindungsmodus von BSc5246 an die ATP-Bindungsstelle. Der Rezeptor ist mit 

Van-der-Waals-Oberfläche (lipophil in grau, positiv in blau, negativ in rot und H-Donor cyan) dargestellt. Der Blickwinkel ist 

von dem N-Lobe in Richtung C-Lobe. Zusätzlich ist der Ligand BSc5253 mit Van-der-Waals-Oberfläche dargestellt. Die 

Wasserstoffbrückenbindungen des Imidazopyridins zu der Hinge-Region (gelb) und zwischen dem Nitril und Lys33 sind 

durch gestrichelte Linien in cyan dargestellt. 

 

Schlussfolgerung:  Die Hypothese wird durch die Bindung von BSc5226 gestützt. 

 

Das okkupierbare Volumen liegt laut Docking zwischen dem an der Hinge-Region bindenden 

Azaindol und dem G-Loop, welcher in Abbildung 36 durch Gly11 und Glu12 die aktive Tasche 

begrenzt. Der G-Loop ist der flexibelste Teil der katalytischen Subunit und schützt das 
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gebundene Nucleotid vor dem umgebenden Solvent bzw. Wasser.[ 232, 233]  Daher, und da der G-

Loop in der Kristallanalyse 4B9D nicht aufgelöst und für die Dockingexperimente berechnet 

wurde, entspricht die Position und die Größe des okkupierbaren Volumens nicht unbedingt 

denen in den Docking-Experimenten. 

Daher soll zunächst auf Basis des Inhibitors BSc5226 und der im vorangegangenen Kapitel als 

vorteilhaft erwiesenen Substitution mit einem Methylester in meta-Position kombiniert werden. 

In den durchgeführten Dockingstudien zeigen in 3-Position mit einem Aromaten substituierte 

Verbindungen häufig gute Ergebnisse. Dies lässt sich zum einen durch ihr großes Volumen und 

damit verbunden einer großen Oberfläche erklären, was zu einem großen Beitrag an Van-der-

Waals-Wechselwirkungen führt. Der Phenylgrundkörper füllt die vorhandene Tasche in der 

Nähe des G-Loop gut passend aus und hat eine passende Länge, um Kontakte zum G-Loop zu 

ermöglichen, ohne sterisch zu anspruchsvoll zu sein. Auch sind aromatische Systeme rigide, 

was eine entropische Strafe bei der Bindung an den Rezeptor im Vergleich zu flexiblen 

Systemen reduziert. 

Durch verschiedene Wasserstoffbrücken-Akzeptoren (Pyridin, Pyrimidin, Methoxy, usw.) 

können zudem weitere H-Brücken aufgebaut werden, was die Bindungsenthalpie 

voraussichtlich weiter steigert. Diese zeigen im Docking jedoch eine Drehung des Aromaten im 

Vergleich zu der unsubstituierten Phenylgruppe. In diesem Rahmen sollen auch die drei 

Regioisomere der ortho, meta und para-Tolylgruppe untersucht werden. Zum einen sollte vor 

allem die ortho-substituierte Verbindung die Löslichkeit erhöhen.[ 221]  Durch den sterischen 

Anspruch der Methylgruppe wird die planare Konformation energetisch unvorteilhaft. In 

Kristallen liegen aromatische Systeme häufig planar aufeinander, was durch die Methylgruppe 

gestört werden sollte.[ 221]  Prinzipiell sind die untersuchten Azaindole durch die Planarität auch 

potentielle DNA Interkalatoren, was ebenfalls unerwünscht ist, da DNA Interkalatoren DNA-

Schädigungen hervorrufen können. [ 234]   

Zum Anderen soll dadurch eine Abschätzung ermöglicht werden, ob die Docking-Vorschläge 

belastbar sind, ob z. B. ein sterischer Clash zwischen G-Loop und para-Tolyl möglich ist ; auch, 

wie tolerant/flexibel der G -Loop der Nek1-Kinase ist; ob kleinere Substituenten die Aktivität 

steigern können und ob eine Substitution in meta-Position möglich ist. Letzteres würde z. B. 

ermöglichen, Löslichkeitslinker, wie N,N-Dimethylaminoalkyl -Linker, oder kovalent bindende 

Warheads zu Lys90 einzubringen aber auch generell eine weitere Vergrößerung der Inhibitoren 

ermöglichen. 
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In einer studentischen Arbeit, die im Rahmen dieser Arbeit betreut wurde, sollten auch 

flexiblere Substituenten in der 5-Position, wie N-Morpholinyl, N-Piperidinyl und N-4-

Methylpiperazinyl , synthetisiert werden (siehe digitaler Anhang Bachelorarbeit M. Walz). Auch 

wurde versucht, das in Schema 19 gezeigte Nitril  23 zu synthetisieren, da das Nitril im 

Dockingexperiment eine starke Wasserstoffbrücke zu Lys90 ausbildet. 

 

Schema 19: Strukturvorschlag eines 3-Cyano-substituierten 7-Azaindols 23. 

 

Da die Synthesen nicht erfolgreich abgeschlossen werden konnten, aber die Diarylazaindole in 

Kapitel 3.6.4 sehr starke Inhibitoren darstellen, wurden diese Projekte nicht weiterverfolgt. 

 

3.6.2. ÈîãéÝÚèÚåáÖãêãÜ êãÙ ÈîãéÝÚèÚ ÙÚç ¹ÞÖçîáÖïÖÞãÙäáÚ 

Zunächst wurde versucht, die Darstellung der Diarylazaindole mittels One-Pot Synthese nach 

Schema 20 zu realisieren. Dazu wurde 5-Bromazaindol mit N-Iodsuccinimid (NIS) iodiert um 

5-Brom-3-iod-1H-pyrrolo[2,3 -b]pyridin zu erhalten.  

 

Schema 20: Geplante One-Pot Reaktion (a) 1.0 eq 5-Brom-1H-pyrrolo[2,3-b]pyridin 12,1.2 eq N-Bromsuccinimid, Aceton, RT, 

2.5 h, 72%, (JP104); (b) 1.0 eq 5-Brom-3-iod-1H-pyrrol[2,3-b]pyridin 24, 1.0 eq Boronsäure 11c, 0.01 eq Pd(dppf)Cl2*DCM, 

3 eq K2CO3, 1,4-Dioxan, 80-90 °C, 1.5 d, 0% (TH38, durchgeführt von T. Heymann); (c) nicht durchgeführt. 

 

Die One-Pot Reaktion nach Schema 20 wurde in einer studentischen Arbeit versucht, die im 

Rahmen dieser Arbeit betreut wurde (siehe digitaler Anhang Forschungspraktikumsprotokoll T. 



 

90 

 

Heymann). Jedoch fand in der ersten Stufe bei milden Reaktionsbedingungen (1.5 d bei 80-

90 °C) zunächst keine Reaktion statt. Bei erhöhter Temperatur (140 °C in der MW) fanden 

umfangreiche Zersetzungen bzw. Nebenreaktionen statt so, dass kein Zwischenprodukt isoliert 

werden konnte und dieser Ansatz verworfen wurde (siehe digitaler Anhang 

Forschungspraktikumsprotokoll T. Heymann). Daher wurde die Synthese auf Basis der bereits 

etablierten Synthese weitergeführt.  

 

Schema 21: Geplante Synthese der Diarylazaindole ohne Schutzgruppe mit X= Halogen. 

 

Dazu wird, wie in Schema 21 gezeigt, das Azaindol in Position 3 halogeniert und anschließend 

mittels SUZUKI-Kupplung aryliert.  

 

Schema 22: Halogenierung von BSc5244 (a) BSc5249 X=Br, 1.1 eq Br2, CHCl3, 1 h, RT, 54%; (b) BSc5250 X=Cl 1.5 eq NCS, 

CHCl3, RT-40 °C, 1 d, 53%. 

 

Die Halogenierung in der 3-Position nach Schema 22 wurde mit N-Chlorsuccinimid (NCS) oder 

elementarem Brom durchgeführt, wobei die Verbindungen BSc5249 und BSc5250 erhalten 

wurden. Eine alternative Bromierung mit N-Bromsuccinimid (NBS) wurde probeweise 

durchgeführt. Dabei bildeten sich weniger Nebenprodukte, jedoch dauerte die Reaktion 

deutlich länger (1  h vs. über Nacht) und der Preis des Reagenzes ist deutlich höher. 
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Schema 23: Nitrierung von BSc5244 zu BSc5251 (a) 1.05 eq HNO3, konz. H2SO4, 1 h, 0 °C, 53%.  

 

Die Halogenierung in der 3-Position nach Schema 23 wurde mit Salpetersäure in 

Schwefelsäure durchgeführt, wobei die Verbindung BSc5251 erhalten wurde. Eine weitere 

Reduktion mit H 2/Pd/C und mit SnCl 2 in Essigsäure wurde versucht, um einen building block 

für weitere Substitutionen, wie z. B. Amiden und Aminen zur Verfügung zu haben. Diese 

Reaktionen wurden aber wegen der sehr viel potenteren Diarylazaindole nicht weiterverfolgt.  

 

Schema 24: Geplante Synthese der Diarylazaindole ohne Schutzgruppe aus 25a. 

 

Im Gegensatz zu der problemlosen ersten SUZUKI-Kupplung, wie sie in Schema 9 dargestellt ist, 

führten hier mehrere Versuche mit verschiedenen Katalysatoren zu keinem Erfolg. In den 

meisten Fällen entfärbte sich die initial tiefrote Lösung nach einigen Minuten und es bildete 

sich ein schwarzer Niederschlag. Vermutlich ist das katalytische Palladium als fein verteiltes 

Palladiumschwarz ausgefallen. Möglicherweise koordiniert das Azaindol an Palladium und 

verdrängt die Liganden. Eine Zugabe von Kupfer(II)acetat führte in einer studentischen Arbeit, 

die im Rahmen dieser Arbeit betreut wurde, wie auch die Verwendung von 3-Iodazaindol zwar 

zu einer Reaktion, aber dafür zu unerwünschten Nebenreaktionen (siehe digitaler Anhang 

Forschungspraktikumsprotokoll T. Heymann). Daher wurde das 3-Bromazaindol wie in Schema 

25 gezeigt Tosyl-geschützt. 
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Schema 25: Tosylschützung von Azaindol 25a (a) 1.0 eq Methyl 3-(3-brom-1H-pyrrol[2,3-b]pyridin-5-yl)benzoat 25a, 1.5 eq 

KOtBu, 1.3 eq Tosylchlorid, THF, 0 °C-RT 1 d, 79%. 

 

Alternativ zu der in Schema 25 gezeigten Tosylschutzgruppe wurde in einer studentischen 

Arbeit, die im Rahmen dieser Arbeit betreut wurde, auch die einfacher abzuspaltende 

Nosylschutzgruppe (4-Nitrophenylsulfonsäure) auf der Stufe des 5-Bromazaindols ausprobiert, 

diese spaltete sich jedoch bereits in der ersten SUZUKI-Kupplung ab (siehe digitaler Anhang 

Forschungspraktikumsprotokoll T. Heymann). Die Tosylgruppe in 26a dagegen bleibt stabil und 

ermöglicht die weitere Umsetzung nach Schema 26. 

 

Schema 26: SUZUKI-Kupplung (a) 1.0 eq Methyl 3-(3-brom-1-tosyl-1H-pyrrol[2,3-b]pyridin-5-yl)benzoat, 1.2 eq 

Phenylboronsäure, 0.1 eq Pd(Ph3P)4, 1.8 eq NaHCO3 in H2O 2 M, DMF, 120 °C, MW, 1 h, nicht isoliert. 

 

Die SUZUKI-Kupplung liefert unter vielen Reaktionsbedingungen keinen Umsatz, kein Produkt 

oder zeigt Zersetzung. In zwei studentischen Arbeiten, die im Rahmen dieser Arbeit betreut 

wurden, wurden umfangreiche Versuchsreihen angelegt (siehe digitaler Anhang 

Forschungspraktikumsprotokolle T. Heymann und A. Hopf). Es zeigte sich, dass mit 0.1  eq 

vergleichsweise viel Katalysator benötigt wird. Des Weiteren reduziert eine Umsetzung in der 

Mikrowelle die Zersetzungsprodukte im Vergleich zur gerührten Reaktion ohne Mikrowelle. 

Gleichzeitig ist die Temperatur ein kritischer Faktor. Bei 80 - 100 °C Rühren findet praktisch 

kein Umsatz statt, während bei 140 °C in der Mikrowelle deutliche Zersetzung stattfindet. 

Letztlich wurden die Reaktionen wie in Schema 26 gezeigt bei 120 °C in der Mikrowelle 
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durchgeführt. Nach kurzer Aufarbeitung wird nach Schema 27 die Tosyl-Schutzgruppe 

abgespalten. 

 

Schema 27: Abspaltung der Tosyl-Schutzgruppe (a) 1.0 eq Tosylat, 3.0 eq TBAF Ȫ 3 H2O, THF, 120 °C, MW, 1 h, 51% 

Ausbeute über drei Stufen. 

 

Die in Schema 27 gezeigte Tosyl-Schutzgruppenspaltung wurde bei anderen Zielverbindungen 

ebenfalls mit Natronlauge versucht, diese spaltet jedoch quantitativ auch den Methylester, hat 

eine längere Reaktionszeit und bildet mehr Zersetzungsprodukte. Die Umsetzung mit 

Tetrabutylammoniumfluorid lieferte bei niedrigen Reaktionstemperaturen kaum 

Zersetzungsprodukte. Bei unvollständiger Reaktion wurde, wie bei der vorhergehenden SUZUKI-

Kupplung, die Reaktionsdauer und/oder die Temperatur erhöht, was insbesondere bei den 

Methylestern zu einer vermehrten Esterspaltung führt. Nach wässriger Aufarbeitung und 

Extraktion kann das Rohprodukt einfach und sehr zügig mit Methanol bei 120°C in 0.5-1 h in 

der Mikrowelle verestert werden. 

 

3.6.3. 4×Úç×áÞØà ÙÚç èîãéÝÚéÞèÞÚçéÚã ¨¡ª¢ÙÞèê×èéÞéêÞÚçéÚã ¶ïÖÞãÙäáÚ 

In Tabelle 10 sind die in Kapitel 3.6.2 hergestellten Zielverbindungen, sowie die erzielten 

Ausbeuten und Reinheiten laut HPLC zusammengefasst. 
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Tabelle 10: Überblick der in Kapitel 3.6.2 synthetisierten Zielverbindungen, deren Ausbeute und die jeweils mittels HPLC 

gemessenen Reinheiten. 

Verbindung Struktur  Ausbeute 

[%] a 

HPLC-

Reinheit 

BSc5249 

 

54 97 

BSc5250 

 

53 95 

BSc5251 

 

53 100 

BSc5347 

 

44 95 

BSc5339 

 

20 96 

BSc5344 

 

32 99 



 

95 

 

BSc5343 

 

54 99 

BSc5365 

 

54 96 

BSc5345 

 

28 97 

BSc5346 

 

22 98 

BSc5348 

 

35 97 

BSc5366 

 

51 96 

BSc5341 

 

49 96 



 

96 

 

BSc5367 

 

47 97 

BSc5363 

 

21 96 

BSc5368 

 

29 97 

BSc5364 

 

28 97 

BSc5369 

 

37 96 

 

3.6.4. Èéçêàéêç¢¶àéÞëÞé:éè×ÚïÞÚÝêãÜ ÙÚç ¨¡ª¢ÙÞèê×èéÞéêÞÚçéÚã ¶ïÖÞãÙäáÚ 

Die Inhibition der Nek1 -Kinaseaktivität durch die synthetisierten Strukturen in Kapitel 3.6.3, 

sowie zwei weitere Verbindungen aus vorhergehenden Projekten BSc5226 und BSc5239, die 

dankenswerterweise von T. Neumann[ 188]  zur Verfügung gestellt wurden, wurden durch das 

Unternehmen Reaction Biology bestimmt. Als Messergebnisse sind in Tabelle 11 die prozentuale 

Restaktivität bei Zugabe von 10 µM Substanz und in Tabelle 12 die Diarylazaindole bei Zugabe 

von 1 µM Substanz angegeben, als Kontrolle dient jeweils Staurosporin . 
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Tabelle 11:. Überblick der bei Reaction Biology bestimmten Nek1-Kinaseaktivitäten der 3-Substituierten-5-aryl-7-azaindole. 

Der clogP- und der tPSA-Wert wurde mittels MOE berechnet. Die verbleibende Nek1-Kinaseaktivität nach Zugabe von 10 µM 

Inhibitor wurde in dem radiometrischen Phosphorylierungsassay HotSpot von Reaction Biology als Duplikat bestimmt. Als 

Kontrollsubstanz dient Staurosporin. Die genauen Assaybedingungen sind in Kapitel 5.50.1 beschrieben. 

BSc-

Nummer 

Struktur  clogP tPSA M in 

g/mol  

Restaktivität 

in % 

BSc5249 

 

3.86 52.47 298.14 >100  

BSc5250 

 

3.76 52.47 253.69 >100  

BSc5251 

 

3.01 98.29 236.69 >100  

 

Hypothese:  Zwischen dem Pyrrol des Azaindolgrundgerüsts und dem G-Loop befindet sich ein 

unbesetztes Taschenvolumen, das Gruppen mit etwa der Größe eines Phenylsubstituenten 

zulässt. Die Halogenverbindungen BSc5249 und BSc5250 sind zu klein um zusätzliche 

Bindungen aufbauen zu können, BSc5251 bildet in Dockingexperimenten Wasserstoffbrücken 

aus. 

Die in Tabelle 11 gezeigten Verbindungen binden deutlich schwächer als das in 3-Position 

unsubstituierte BSc5244 (65% Restaktivität, siehe Tabelle 9). Die Restaktivitäten von über 

100% könnten auf aktivierende statt inhibierender Wirkung hindeuten. Dies müsste in weiteren 

Versuchen untersucht werden. Da in dieser Arbeit Inhibitoren entwickelt werden sollen, wird 

dieser Aspekt nicht weiterverfolgt. Insbesondere bei Verbindung BSc5251 verwundert dies, da 

die Nitrogruppe in den Docking Experimenten wie in Abbildung 37 H-Brücken zu Gly11 und 

Lys90 aufbaut. 
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Abbildung 37: Durch MOE vorgeschlagener Bindungsmodus von BSc5251 an die ATP-Bindungsstelle. Links: 

Dreidimensionale Struktur, BSc5251 ist grün hervorgehoben. Die Wasserstoffbrückenbindungen des Azaindols zu der Hinge-

Region (backbone gelb eingefärbt) und zwischen dem Phenylnitril und den katalytisch aktiven Lys33, sowie zwischen der 

Nitrogruppe und den beiden Aminosäuren Lys90 und Gly11 sind durch gestrichelte Linien in cyan dargestellt. Der Rezeptor 

ist mit Van-der-Waals-Oberfläche (lipophil in grau, positiv in blau, negativ in rot und H-Donor cyan) dargestellt. Rechts: 

Zweidimensionale Darstellung des Bindungsmodus. Blaue Kreise deuten unbesetztes Volumen in der Tasche an, an der der 

Inhibitor vergrößert werden könnte. Wasserstoffbrückenbindungen sind als blaue und grüne Pfeile dargestellt. Blaue Kreise 

deuten unbesetztes Volumen in der Tasche an, an der der Inhibitor vergrößert werden könnte. 

 

Vermutlich können die in Abbildung 37 gezeigten Wechselwirkungen nicht in dem Maße, wie 

es im Docking-Experiment berechnet wird, ausgebildet werden. Auch ist denkbar, dass die 

Rotation der Nitrogruppe eingeschränkt ist, da in planarer Ausrichtung ein konjugiertes System 

mit dem Azaindol gebildet werden kann, während im Docking-Experiment eine Drehung der 

Nitrogruppe aus der planaren Ebene benötigt wird, um die Wasserstoffbrückenbindungen 

aufzubauen. Denkbar ist auch, dass die Substituenten zu viel Elektronendichte aus dem 

Azaindol ziehen und so die Push-Pull Wechselwirkung zu der Hinge-Region gestört wird. 

Schlussfolgerung:  Die Hypothese war im Bezug auf die Halogenverbindungen BSc5249 und 

BSc5250 korrekt, die Nitrogruppe in BSc5251  kann wahrscheinlich keine 

Wasserstoffbrückenbindungen zu dem G-Loop aufbauen. 
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3.6.5. Èéçêàéêç¢¶àéÞëÞé:éè×ÚïÞÚÝêãÜ ÙÚç ¨¡ª¢¹ÞÖçîáÖïÖÞãÙäáÚ 

Im Folgenden wird die Struktur -Aktivitätsbeziehung der in Tabelle 12 gezeigten 

Diarylazaindole diskutiert.  

Tabelle 12: Überblick der bei Reaction Biology bestimmten Nek1-Kinaseaktivitäten der 3,5-Diaryl-7-azaindole. Der clogP- und 

der tPSA-Wert wurde mittels MOE berechnet. Die verbleibende Nek1-Kinaseaktivität nach Zugabe von 1 µM Inhibitor 

(BSc5226 und BSc5239 abweichend 10 µM Inhibitor) wurde in dem radiometrischen Phosphorylierungsassay HotSpot von 

Reaction Biology als Duplikat bestimmt. Es wurde 10 µM ATP verwendet und als Kontrollsubstanz Staurosporin verwendet. 

Die genauen Assaybedingungen sind in Kapitel 5.50.1 beschrieben. 

BSc-

Nummer 

Struktur  clogP tPSA M in 

g/mol  

Restaktivität 

in % 

BSc5226 

 

4.90 28.68 270.34 29.3 

10 µM 

Inhibitor  

BSc5239 

 

4.81 74.50 315.33 58.7  

10 µM 

Inhibitor  

BSc5339 

 

4.92 48.18 309.37 72.83 

BSc5347 

 

4.42 48.18 295.35 52.27 

BSc5343 

 

5.15 50.69 328.37 60.95 



 

100 

 

BSc5344 

 

4.95 50.69 328.37 7.31 

BSc5345 

 

5.45 50.69 342.40 47.93 

BSc5346 

 

4.35 57.41 325.37 41.09 

BSc5348 

 

4.88 59.92 358.40 12.42 

BSc5341 

 

3.50 63.05 329.26 13.02 

BSc5363 

 

2.77 60.54 296.33 74.29 

BSc5364 

 

1.96 75.41 330.35 5.89 
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BSc5365 

 

4.38 50.96 342.40 46.44 

BSc5366 

 

3.76 59.92 358.40 60.90 

BSc5367 

 

2.55 63.05 329.36 -0.60 

BSc5368 

 

2.77 60.54 296.33 17.37 

BSc5369 

 

2.03 124.98 337.34 28.46 

 

Hypothese:  Zwischen dem Pyrrol des Azaindolgrundgerüsts und dem G-Loop befindet sich ein 

unbesetztes Taschenvolumen, das Gruppen mit etwa der Größe eines Phenylsubstituenten 

zulässt. Es können mit dem G-Loop zusätzliche Wasserstoffbrückenbindungen aufgebaut 

werden. 

Die Azaindole BSc5226 und BSc5239 wurden von T. Neumann als Inhibitoren für die Gsk -3ɻ 

und Gsk-3ɼ-Kinase entwickelt. BSc5226 zeigt dort nur sehr geringe Inhibition von 8% (Gsk -3ɻ) 

bzw. 2% (Gsk-3ɼ) bei 1 µM Inhibitorkonzentration. [ 188]  Die beiden Inhibitoren zeigen in dem 

Phosphorylierungsassay bei 10 µM Inhibitorkonzentration eine Restaktivität der Nek1 -Kinase 

von 29.3% bzw. 58.7%. Damit ist die Inhibition vergleichbar mit den eher Fragment -artigen 
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Inhibitoren in Tabelle 9. Im Vergleich zwischen BSc5347 mit einer 3-Cyano-Substitution und 

einer Restaktivität von 52% bei deutlich niedriger Inhibitorkonzentration von 1  µM und dem 3-

Methylcarbonsäureester-substituierten BSc5344 mit 7.3% Restaktivität (1  µM Inhibitor) zeigt 

sich deutlich der Einfluss durch die im Docking-Experimenten berechnete zusätzliche H-Brücke 

zu Lys33. Aufgrund der hohen inhibitorischen Aktivität wird BSc5344 in Kapitel 3.7 weiter 

untersucht. Dies wird auch im Vergleich zwischen BSc5239 und dem zusätzlich 3-

Methylcarbonsäureester-substituierten BSc5369 deutlich. Während BSc5239 59% 

Restaktivität bei 10 µM Inhibit orkonzentration zeigt, wurden bei 1  µM des Methylesters 

BSc5369 eine Restaktivität von 28% gemessen. Das der Effekt so drastisch ist überrascht 

jedoch, da die in Tabelle 9 gelisteten unsubstituierten BSc5243 und das 3-Cyano-substituierten 

BSc5244 noch sehr ähnlichen Restaktivitäten zeigen. 

Die deutliche stärkere Inhibition durch den Ester BSc5341 im Vergleich zu dem Nitril BSc5363 

bleibt bestehen, wie sie sich bereits bei den Fragment-artigen Inhibitoren in Tabelle 9 gezeigt 

hat. Dies ist ebenfalls bei den Inhibitoren BSc5346 und BSc5348 (41% vs. 12% Restaktivität), 

BSc5341 und BSc5363 (13% vs. 74% Restaktivität), sowie BSc5367 und BSc5368 (0% vs. 

17% Restaktivität) zu beobachten. Diese wurden einerseits deshalb mit synthetisiert und 

untersucht, da unklar ist, wie gut die in den Docking -Experimenten berechneten Interaktionen 

mit der Realität übereinstimmen, da die 3D-Kordinaten des G-Loop fast vollständig berechnet 

sind und der G-Loop eine hohe Flexibilität aufweist. Durch die zusätzliche Interaktion mit dem 

G-Loop könnte der Ligand im Vergleich zu den Fragment-artigen Inhibitoren von dem 

i_r_jwrgqaf _irgtcl Jwq11 ´uceecxmecl§ ucpbcl, C`cld_jjq iĂllcl ijcglc Tcpòlbcpslecl bcp

J_ec slb tmp _jjck bcq Uglicjq bcq ?x_glbmjq bspaf bcl kmjcisj_pcl ´Fc`cj§ xs cglcp bp_qrgqch 

anderen Position der an Lys33 bindenden funktionellen Gruppe führen. Da das Nitril hier in 

den Docking-Experimenten stabilere Wechselwirkungen gezeigt hat, wurden die genannten 

Diarylazaindole mit Nitrilgruppe zusätzlich getestet. Da in keinem der genannten Fälle das 

Nitril stärker als der Ester inhibiert, scheint dies nicht zuzutreffen.   

Ein weiterer limitierender Faktor für den Projektfortschritt stellt der Mindestumsatz des 

Anbieters dar, der erst bei etwa 13 Substanztestungen erreicht war. So musste erst eine gewisse 

Anzahl von Zielverbindungen gesammelt werden so, dass unvorteilhafte Entwicklungen länger 

verfolgt wurden als nötig. Dieser Nachteil eines kommerziellen Anbieters wurde bewusst in 

Kauf genommen, da dieser mit standardisierten und validierten Methoden arbeitet. Im Falle 

einer Kooperation im akademischen Umfeld können zu unterschiedlichen Zeitpunkten 
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gemessene Ergebnisse bei einer hohen personellen Fluktuation nur eingeschränkt verglichen 

werden.  

Analog des Versuchs in Kapitel 3.3.3 mit dem Aminopyrazol BSc5337 die entropische Strafe zu 

verringern, die bei der Bindung an die aktive Tasche entsteht, wurde mit BSc5343 (ortho-

Methyl) und BSc5366 (ortho Methoxy) die gleiche Idee verfolgt. Im Idealfall zwingt die 

sterische Rotationsbarriere den Inhibitor in Lösung und im Festkörper aus der planaren 

Konformation, während die Bindung an die aktive Tasche nicht beeinflusst wird. Die in 

Abbildung 38 gezeigten Docking-Experimente deuten eine sterische Kollision der meta-

Substituenten an, da der zusätzlich substituierte Methylrest zu einer leichten Drehung des 

substituierten Aromaten führt.  

 

Abbildung 38: Durch MOE vorgeschlagener Bindungsmodus von links: BSc5344 und rechts: zusätzlich ortho-Methyl 

substituiertes BSc5343 an die ATP-Bindungsstelle. Die Inhibitoren sind grün hervorgehoben. Die 

Wasserstoffbrückenbindungen des Azaindols zu der Hinge-Region (backbone gelb eingefärbt) und zwischen dem 

Methylester und den katalytisch aktiven Lys33 sind durch gestrichelte Linien in cyan dargestellt. Die Begrenzung der aktiven 

Tasche ist durch eine Van-der-Waals-Oberfläche (grau: lipophiler Bereich, rot: H-Brücken Donor, blau: H-Brücken Akzeptor, 

cyan: optimale geometrische Position für eine H-Brücke) unterlegt. 

 

Die in Abbildung 38 gezeigte Drehung des substituierten Aromaten führt vermutlich zu der 

deutlich schwächeren Inhibition durch BSc5343 (61% Restaktivität)  und BSc5366 (61% 

Restaktivität) im Vergleich zu dem unsubstituierten BSc5344 (7% Restaktivität).   

Um besser abschätzen zu können, wie flexibel der G-Loop ist und ob der angenommene 

Bindungsmodus der Azaindole mit der Inhibition korreliert (Struktur -Aktivitäts -Beziehung), 

wurden durch ortho und para-Substituenten bewusst sterische Kollisionen verursacht. Das para-
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Methyl-substuierte Nitril BSc5339 (73% Restaktivität) verliert im Vergleich zu dem 

unsubstituierten Nitril BSc5347 (52% Restaktivität)  nur moderat an inhibitorischer Aktivität. 

Ein ähnlicher Abfall wird auch in K apitel 3.3.3 mit dem Aminopyrazol BSc5337 beobachtet, 

jedoch zeigt es im Docking keine deutliche Kollision, wie sie mit BSc5339 provoziert wurde . Im 

Gegensatz dazu verliert der  Methylester BSc5345 (48% Restaktivität) im Vergleich mit dem 

unsubstituierten BSc5344 (7% Restaktivität) deutlich an inhibitorischer Aktivität . Der IC50 

steigt von 123 nM auf ca. 1 µM um den Faktor 10. Wie in Kapitel 3.4.1 angesprochen, sind bei 

mäßig bindenden Verbindungen häufig mehrere Bindungsmodi möglich.[ 222]  Eine Erklärung 

könnte sein, dass bei BSc5347 mehrere Bindungsmodi existieren. Wenn ein Bindungsmodus 

durch die zusätzliche Methylgruppe weniger gut besetzt werden kann, die anderen 

Bindungsmodi aber nicht oder nur wenig beeinflusst werden, wird der gemessene IC50 weniger 

stark beeinflusst, als bei dem stärker bindenden BSc5344, wenn nur ein Bindungsmodus besetzt 

wird.   

Die in den Docking-Experimenten nur wenig kollidieren den meta-Substituenten zeigen ein 

uneinheitlicheres Bild. Der meta-Methyl substituierte Ester BSc5365 (46% Restaktivität) ist im 

Vergleich mit dem unsubstituierten BSc5344 (7% Restaktivität) deutlich beeinträchtigt. Der 

meta-Methoxy-substituierte Methylester BSc5348 (12% Restaktivität; Abbildung 39) verliert 

dagegen nur geringfügig inhibitorische Aktivität und wurde aufgrund der hohen inhibitorischen 

Aktivität in Kapitel 3.7 weiter untersucht. Das meta-Methoxy substituierte Nitril BSc5346 (41% 

Restaktivität) ist im Vergleich zu dem unsubstituierten Nitril BSc5347 (52% Restaktivität) 

sogar signifikant aktiver. 
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Abbildung 39: Durch MOE vorgeschlagener Bindungsmodus von BSc5348 an die ATP-Bindungsstelle. Links: 

Dreidimensionale Struktur, BSc5348 ist grün hervorgehoben. Die Wasserstoffbrückenbindungen des Azaindols zu der Hinge-

Region (backbone gelb eingefärbt) und zwischen dem Methylester und dem katalytisch aktiven Lys33 sind durch gestrichelte 

Linien in cyan dargestellt. Der Rezeptor ist mit Van-der-Waals-Oberfläche (lipophil in grau, positiv in blau, negativ in rot und 

H-Donor cyan) dargestellt. Rechts: Zweidimensionale Darstellung des Bindungsmodus. Blaue Kreise deuten unbesetztes 

Volumen in der Tasche an, an der der Inhibitor vergrößert werden könnte. Wasserstoffbrückenbindungen sind als blaue und 

grüne Pfeile dargestellt. Blaue Kreise deuten unbesetztes Volumen in der Tasche an, an der der Inhibitor vergrößert werden 

könnte. 

 

Die Methoxygruppe kann prinzipiell Wasserstoffbrückenbindungen eingehen. In dem Docking-

Experiment, das in Abbildung 39 gezeigt ist, wird keine Wasserstoffbrücke berechnet. Auch 

sind bei dem vorgeschlagenen Bindungsmodus keine H-Donatoren für eine solche Interaktion 

naheliegend. Es ist denkbar, dass diese über ein Wassermolekül vermittelt wird. Es ist denkbar, 

dass sich der flexible G-Loop so anpasst, dass eine solche möglich wird. 

Im Fragmentdocking, wie auch bei dem Docking von im Arbeitskreis vorhandenen Boronsäuren 

sind mehrfach para-Pyridyl-Substituenten mit hohen Ligandeneffizienzen (Docking-Score 

geteilt durch Anzahl der nicht-Wasserstoffatome) aufgefallen. Rational entwickelte Liganden 

mit meta-Pyridyl-Substituenten zeigen in Docking-Experimenten ebenfalls sehr gute Ergebnisse. 

Daher wurden die zwei para-Pyridyl-substituierten Verbindungen, das Nitril BSc5363 (74% 

Restaktivität) und der Methylester BSc5341 (13% Restaktivität) synthetisiert und getestet. Der 

Methylester BSc5341 wurde aufgrund der hohen inhibitorischen Aktivität in Kapitel 3.7 weiter 

untersucht. In Docking-Experimenten bilden para-Pyridine wie in Abbildung 40 gezeigt 

Wasserstoffbrückenbindungen zu dem Glu12 backbone aus.  
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Abbildung 40: Durch MOE vorgeschlagener Bindungsmodus von BSc5341 an die ATP-Bindungsstelle. Links: 

Dreidimensionale Struktur, BSc5341 ist grün hervorgehoben. Die Wasserstoffbrückenbindungen des Azaindols zu der Hinge-

Region (backbone gelb eingefärbt) und zwischen dem Methylester und dem katalytisch aktiven Lys33, sowie zwischen dem 

Pyridinstickstoff und Glu12 sind durch gestrichelte Linien in cyan dargestellt. Der Rezeptor ist mit Van-der-Waals-Oberfläche 

(lipophil in grau, positiv in blau, negativ in rot und H-Donor cyan) dargestellt. Rechts: Zweidimensionale Darstellung des 

Bindungsmodus. Blaue Kreise deuten unbesetztes Volumen in der Tasche an, an der der Inhibitor vergrößert werden könnte. 

Wasserstoffbrückenbindungen sind als blaue und grüne Pfeile dargestellt. Blaue Kreise deuten unbesetztes Volumen in der 

Tasche an, an der der Inhibitor vergrößert werden könnte. 

 

Die in Abbildung 40 dargestellte, im Vergleich zu dem unsubstituierten BSc5343 in Abbildung 

38, Wasserstoffbrücke steigert die Bindungsenthalpie und damit die Inhibition deutlich. Im 

direkten Vergleich wird der Aromat nur geringfügig verdreht, was positiv ist, da so kein 

energetisch unvorteilhafter Winkel eingenommen werden muss. Auch die Wasserstoffbrücken 

zu der Hinge-Region und zu Lys33 bleiben unverändert. 

Die Inhibitoren mit meta-Heteroaromaten zeigen die stärkste Inhibition der Gruppe. Das meta-

Pyridyl Nitril BSc5368 (17% Restaktivität) und der Methylester BSc5367 (0% Restaktivität) 

zeigen, wie auch das 5-Pyrimidyl BSc5364 (6% Restaktivität) besonders niedrige 

Restaktivitäten, weshalb sie in Kapitel 3.7 weiter untersucht werden. Die meta-Pyridyle zeigen 

in Docking-Experimenten ein weniger eindeutiges Bild. Zwar bleibt die Position des Azaindols 

(wie auch bei den anderen Diarylazaindolen) und des Methylester-substituierten Phenyls 

weitgehend unverändert, jedoch zeigt sich keine klare Präferenz, welchen Winkel der 

Heteroaromat einnimmt. Die mit MOE berechneten Bindungsmodi sind in Abbildung 41 

dargestellt. 



 

107 

 

 

Abbildung 41: Durch MOE vorgeschlagene Bindungsmodi von oben und unten links: BSc5367 und unten rechts: BSc5364 

an die ATP-Bindungsstelle. BSc5364 und BSc5367 sind grün hervorgehoben. Der Rezeptor ist mit Van-der-Waals-Oberfläche 

(lipophil in grau, positiv in blau, negativ in rot und H-Donor cyan) dargestellt. Die Wasserstoffbrückenbindungen des 

Azaindols zu der Hinge-Region (backbone gelb eingefärbt) und zwischen dem Methylester und dem katalytisch aktiven 

Lys33, sowie zwischen dem Pyridinstickstoff und oben links: Gly11, oben rechts: Glu12, unten: Lys90 sind durch gestrichelte 

Linien in cyan dargestellt.  

 

Durch die Rotation des Heteroaromaten werden vor allem 3 Positionen wiederkehrend der Liste 

der Rotamere errechnet: In einem Vorschlag bindet das Pyridin mit einer Wasserstoffbrücke zu 

dem Gly11 backbone (Abbildung 41 A). In einem zweiten Vorschlag (Abbildung 41 B) bindet 

das Pyridin über eine acide H-Brücke in para-Position zu Glu11 und bildet eine H-ʌ-

Wechselwirkung mit dem Gly11 backbone aus. In dem dritten Vorschlag (Abbildung 41 C) wird 

eine starke H-Brücke zu Lys90 berechnet. Allerdings geht dies mit dem Verlust der H-Brücke 

zwischen Cys83 und dem Pyrrolstickstoff des Azaindols einher. Die drei Vorschläge stellen 
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berechnete lokale Minima der Bindungsenthalpie dar. Welches das globale Minimum darstellt 

und warum die meta-substituierten Pyridine stärkere Inhibitoren als das para-Pyridin darstellen, 

kann letztlich nur über Experimente, wie einem Röntgenbeugungsexperiment an einem Ligand-

Proteinkristall bestimmt werden. Allerdings ist durchaus denkbar, dass in Lösung alle drei Modi 

populiert werden. Dementsprechend können bei solchen Kristallisationsexperimenten mehrere 

Bindungsmodi gefunden werden.[ 222]  Da diese Experimente sehr aufwendig sind, könnte eine 

moleküldynamische Simulation weitere Hinweise auf das globale Minimum geben.  

Das 5-Pyrimidyl -substituierte BSc5364 (Abbildung 41 D) bildet dagegen in fast allen 

berechneten Vorschlägen starke H-Brücken mit Lys90 aus. Allerdings geht auch hier, wie in 

Abbildung 41 C die H-Brücke zwischen Cys83 und dem Pyrrolstickstoff des Azaindols verloren.  

Schlussfolgerung:  Die Dockingexperimente korrelieren sehr gut mit der gefundenen SAR. Es 

können zusätzliche Wasserstoffbrücken zu dem G-Loop aufgebaut werden. Selbst Inhibitoren 

mit sterisch wenig anspruchsvollen Substitutionen, wie einer Methylgruppe führen zu einer 

deutlich niedrigeren Inhibition.  
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3.7. ÌÚÞéÚçÚ ̧ÝÖçÖàéÚçÞèÞÚçêãÜ ÙÚç ëÞÚáëÚçèåçÚØÝÚãÙèéÚã ËÚç×ÞãÙêãÜÚã 

Mit den 6 stärksten Inhibitoren BSc5341, BSc5344, BSc5348, BSc5364, BSc5367 und 

BSc5368 wurden vielversprechende Verbindungen synthetisiert, mit denen das Ziel erreicht 

werden könnte, die Nek1-Kinase in vivo zu inhibieren und daraus folgend eine Sensitivierung 

der Zellen gegenüber DNA-Schäden durch Blockade der DNA-Reparatur zu erreichen. In vivo-

Versuche an Zellen und Zebrabärbling-Embryonen können neben dem proof of concept, ob die 

Inhibitoren sensitivierend gegenüber DNA-Schäden sind, gleichzeitig weitere Informationen 

liefern. Mangelnde Selektivität der Inhibitoren kann zum Beispiel zu hoher Toxizität führen. 

Die Toxizität wiederum liefert die Information, dass die Inhibitoren zellpermeabel sind. Dies ist 

besonders wichtig, da die Inhibitoren zellpermeabel sein müssen, um die DNA-Reparatur im 

Inneren der Zelle blockieren zu können.  

Auf der anderen Seite sind Versuche in Zellkulturen aufwendig. Daher ist es wichtig, 

ungeeignete Inhibitoren möglichst frühzeitig auszusortieren, um unnötigen Verbrauch von 

Ressourcen zu vermeiden. Daher werden in den folgenden Kapiteln verschiedene Eigenschaften 

der Inhibitoren bestimmt und diskutiert, die für eine erfolgreiche in vivo Testung notwendig 

sind.  

 

3.8. ¾ª̧¥ êãÙ ÈÚáÚàéÞëÞé:é ÙÚç ëÞÚáëÚçèåçÚØÝÚãÙèéÚã ËÚç×ÞãÙêãÜÚã ÜÚÜÚãM×Úç ÖãÙÚçÚã 
ÀÞãÖèÚã 

In den vorherigen Kapiteln wurden die Restaktivitäten bei einer bestimmten Konzentration 

bestimmt. Mit der Restaktivität kann die Aussage getroffen werden, welche von zwei 

Verbindungen der stärkere Inhibitor ist. Die Bestimmung war zum Zeitpunkt der Messungen 

mit etwa 24 US-Dollar pro Messung deutlich günstiger, als eine wesentlich genauere 

Bestimmung des IC50 mit 90 US-Dollar pro Verbindung. Die Restaktivität bei einer bestimmten 

Konzentration ist aufgrund des sigmoidalen Kurvenverlaufs der Aktivitäts-Dosiskurve in ihrer 

Aussagekraft allerdings eingeschränkt und besonders bei sehr hohen und niedrigen 

Restaktivitäten ungenau. Der IC50-Wert ist die Inhibitorkonzentration, bei der die 

Kinaseaktivität um 50% reduziert ist. Daher wurde bei dem kommerziellen Anbieter Reaction 

Biology zusätzlich von den 6 Verbindungen mit den niedrigsten Restaktivitäten der jeweilige 

IC50-Wert gegenüber der Nek1-Kinase bestimmt, diese sind in Tabelle 13 gelistet. 
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Tabelle 13: IC50-Werte der 6 stärksten Inhibitoren. Die IC50-Werte der Inhibitoren wurde gegenüber der Nek1-Kinase in dem 

radiometrischen Phosphorylierungsassay HotSpot von Reaction Biology als Singlikat bei 10 Inhibitorkonzentrationen mit 3-

fach Verdünnung (10 µM - 0.508 nM) bestimmt. Als Kontrollsubstanz dient Staurosporin. Die genauen Assaybedingungen 

sind in Kapitel 5.50.1 und 5.51 beschrieben. 

Verbindung IC50 in nM 

BSc5341 140 

BSc5344 123 

BSc5348 166 

BSc5364 62.5 

BSc5367 11.5 

BSc5368 129 

Staurosporin  9.1-16.9a 

aÜber 4 Experimente 

Anhand der IC50-Werte wird deutlich, wie potent die synthetisierten Verbindungen sind. Die 

Inhibition durch BSc5367 kann mit zu Therapiezwecken zugelassenen Kinaseinhibitoren, wie 

zum Beispiel Sorafenib  (Raf-1 IC50 = 6  nM und Braf IC50 = 22  nM) [ 235]  oder Sunitinib  (Pdgfrɼ 

IC50 = 8  nM) [ 236]
 verglichen werden. 

Der Startpunkt für die Entwicklung der 7 -Azaindole, die mit Nek1 co-kristallisierte Verbindung 

CK7, ist bei 1 µM mit einer Restaktivität von 28% getestet worden (Tabelle 2), während das in 

Tabelle 12 und Tabelle 13 gelistete BSc5348 eine Restaktivität von 12.4% zeigt. Daher ist 

davon auszugehen, dass der IC50-Wert von CK7 unter 1 µM und über 166 nM liegt. Um eine 

Abschätzung vorzunehmen, kann unter der Annahme, dass der Hill-Slope von CK7 in einem 

ähnlichen Bereich wie von den 6 getesteten Verbindungen liegt (-0.98 bis -1.22), mit der HILL-

Gleichung (Gleichung 1) ein IC50 von 387-465 µM berechnet werden. Alle 6 Verbindungen sind 

deutlich stärkere Inhibitoren.  

—
ὒ

ὑ ὒ
 

Gleichung 1: Hill-Gleichung zur Berechnung des Anteil ɗ der mit Inhibitor besetzten Enzyme (hier der Nek1-Kinase). [L] ist 

die Konzentration des Liganden (hier Inhibitor) und KD die Dissoziationskonstante (hier der IC50-Wert).[237] 

 

In einer auf diese Arbeit anknüpfenden Arbeit von G. Baumann[ 30]  wurden von Drewry et al.[ 201]  

abgeleitete 4-substituierte 7-Azaindole entwickelt. Von den 17 publizierten Verbindungen 

zeigen 10 Verbindungen einstellig mikromolare IC50-Werte, der beste Inhibitor zeigt einen IC50 



 

111 

 

von 330 nM, wobei die Bestimmungen bei Km,ATP =  60 µM durchgeführt wurden, statt wie in 

dieser Arbeit mit 10 µM.[ 169]  Daher ist davon auszugehen, dass die in Tabelle 13 aufgelisteten 

Verbindungen neben Staurosporin  und Tamatinib  die stärksten bekannten (und 

veröffentlichten) Nek1 -Inhibitoren sind. [ 200, 238-241]  

Um abschätzen zu können, wie selektiv die Inhibitoren sind, wurden 5 aus den 518 im humanen 

Genom identifizierten Kinasen ausgewählt.[ 183]  Zum einen bietet sich Cdk2 an, da die 

Startverbindung CK7 ein Cdk2/9 Inhibitor ist, sowie Nek5, da es das nächste Homolog von 

Nek1 ist.[ 183, 216]  Chk1 und Wee1 wurden als Vertreter von Kinasen ausgewählt, die in die 

Checkpointkontrolle involviert sind. [ 242, 243]  Kdr/Vegfr2 wurde in einer studentischen Arbeit, die 

im Rahmen dieser Arbeit betreut wurde, mittels Ähnlichkeitssuche der aktiven Tasche in der 

Datenbank UniProt ermittelt. [ 244]  

Tabelle 14: Selektivitätspanel von 5 ausgewählten Kinasen und Nek1 als Vergleich. Die Restaktivitäten der 

Inhibitoren wurde  in dem radiometrischen Phosphorylierungsassay HotSpot von Reaction Biology als Duplikat bei 

10 µM ATP-Konzentration bestimmt. Die genauen Assaybedingungen sind in Kapitel 5.50.1 beschrieben. 

       Verbindung 
 
Kinase 

Restaktivität in % 

BSc5341 BSc5344 BSc5348 BSc5364 BSc5367 BSc5368 

Cdk2/cycE 1.8 23.5 19.3 22.3 1.6 2.9 

Chk1 85.0 >100 >100 73.8 48.5 69.6 

Kdr/Vegfr2 79.4 97.2 94.1 61.3 34.3 35.0 

Nek1 12.4 7.3 13.0 5.9 -0.6 17.4 

Nek5 58.5 78.7 90.0 23.3 10.4 27.9 

Wee1 78.9 82.9 >100 76.2 82.1 83.4 

 

Die untersuchten Inhibitoren zeigen eine sehr gute Selektivität gegenüber Kdr/Vegfr2,  Chk1 

und Wee1. Nur BSc5367 und BSc5368 zeigen gegenüber Kdr/Vegfr2 mäßige Selektivität. 

Erfreulicherweise zeigen die Inhibitoren BSc5341, BSc5344 und BSc5348 sehr gute 

Selektivität gegenüber Nek5, nur bei den Inhibitoren BSc5364, BSc5367 und BSc5368 ist die 

Selektivität mäßig ausgeprägt. Keine oder nur sehr geringe Selektivität zeigen die 

Verbindungen gegenüber Cdk2, welche im Fall von BSc5341 und BSc5368 sogar stärker 

inhibiert wird, als Nek1.  Daher muss in folgenden Experimenten darauf geachtet werden, ob 

beobachtete Ergebnisse auch durch die Inhibition von Cdk2 erklärt werden könnte. 
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3.8.1. ·ÚèéÞââêãÜ êãÙ ¹ÞèàêèèÞäã ÙÚç åÝîèÞàä¢ØÝÚâÞèØÝÚã ºÞÜÚãèØÝÖÛéÚã ÙÚç 

ëÞÚáëÚçèåçÚØÝÚãÙèéÚã ËÚç×ÞãÙêãÜÚã  

3.8.1.1 ·ÚèéÞââêãÜ êãÙ ¹ÞèàêèèÞäã ÙÚè áäÜÅ¢ÌÚçéè 

Mittels Shake-Flask-Methode wurden die logP-Werte der meisten Inhibitoren dieser Arbeit 

bestimmt. Die Ergebnisse sind in Tabelle 21 zusammengefasst. Alle Verbindungen deren logP-

Wert bestimmt werden konnte, zeigen einen logP-Wert von unter 5. Dies ist sehr vorteilhaft, da 

von Lipinski et al. gezeigt und in der Rule of five formuliert wurde, das Verbindungen mit logP -

Werten über 5 häufig nicht zu erfolgreichen Pharmazeutika entwickelt werden.[ 207]  Auch die 

weiteren Regeln der Rule of five, der Zahl der Wasserstoffbrücken-Donatoren (<5), 

Wasserstoffbrücken-Akzeptoren (<10) und das Molekülgewicht (<500  g/mol) wird von keiner 

der Verbindungen verletzt. 

Von Verbindungen, deren logP-Wert nicht bestimmt wer den konnte, liegt der berechnete clogP-

Wert unter oder nur leicht über 5. Ausgenommen davon sind die Verbindungen BSc5345 und 

BSc5287 , welche synthetisiert wurden, um bessere Aussagen über die SAR und das verfügbare 

Volumen in der aktiven Tasche machen zu können. In Abbildung 42 und Abbildung 43 sind 

die Restaktivitäten in Abhängigkeit des mit MOE berechneten clogP-Werts und in Abbildung 

44 in Abhängigkeit der gemessenen logP-Werte aufgetragen. 
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Abbildung 42: Korrelation zwischen der in dem radiometrischen Phosphorylierungsassay von Reaction Biology bestimmten 

Restaktivität der auf dem 7-Azaindol-Grundgerüst basierenden Inhibitoren gegenüber der Nek1-Kinase und den mit MOE 

berechneten clogP-Wert. 
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Abbildung 43: Korrelation zwischen der in dem radiometrischen Phosphorylierungsassay von Reaction Biology bestimmten 

Restaktivität bei 1 µM Inhibitorkonzentration der auf dem Aminopyrazol-Grundgerüst basierenden Inhibitoren gegenüber 

der Nek1-Kinase und den mit MOE berechneten clogP-Wert. 

 

 

Abbildung 44: Korrelation zwischen der in dem radiometrischen Phosphorylierungsassay von Reaction Biology bestimmten 

Restaktivität 1 µM Inhibitorkonzentration der auf dem 7-Azaindol-Grundgerüst basierenden Inhibitoren gegenüber der 

Nek1-Kinase und den gemessenen logP-Werte. 
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Wie in Abbildung 42, Abbildung 43 und in Abbildung 44 zu erkennen ist, besteht keine oder 

nur eine vernachlässigbare Korrelation zwischen der Restaktivität und den logP-Werten der auf 

dem 7-Azaindol basierenden Inhibitoren.  

3.8.1.2 ¹ÞèàêèèÞäã ÙÚè ÏêèÖââÚãÝÖãÜè ïìÞèØÝÚã ÙÚâ ÂäáÚàMáÜÚìÞØÝé êãÙ ÙÚç 
¾ãÝÞ×ÞéÞäãèèé:çàÚ 

In Abbildung 45 und Abbildung 46 wird der Zusammenhang zwischen der Restaktivität und 

dem Molekülgewicht dargestellt. 

 

Abbildung 45: Korrelation zwischen der in dem radiometrischen Phosphorylierungsassay von Reaction Biology bestimmten 

Restaktivität 1 µM Inhibitorkonzentration der auf dem 7-Azaindol-Grundgerüst basierenden Inhibitoren gegenüber der 

Nek1-Kinase und dem Molekülgewicht. 
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Abbildung 46: Korrelation zwischen der in dem radiometrischen Phosphorylierungsassay von Reaction Biology bestimmten 

Restaktivität 1 µM Inhibitorkonzentration der auf dem Aminopyrazol-Grundgerüst basierenden Inhibitoren gegenüber der 

Nek1-Kinase und dem Molekülgewicht. 

 

Auch in Abbildung 45 und Abbildung 46 ist keine oder nur eine sehr geringe Korrelation 

zwischen der Restaktivität und dem Molekülgewicht zu erkennen. Dies ist positiv, da die Gefahr 

besteht, in der Entwicklung immer weiter die Grö ße (Molekülgewicht) von Inhibitoren zu 

steigern, ohne im gleichen Maß weitere spezifische Wechselwirkungen aufzubauen. Dies geht 

mit steigendem logP-Werten und damit der Ausbildung unspezifischer Van-der-Waals-

Wechselwirkungen einher.  
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3.8.1.3 ¹ÞèàêèèÞäã ÙÚè ÏêèÖââÚãÝÖãÜè ïìÞèØÝÚã ÙÚç ¾ãÝÞ×ÞéÞäãèèé:çàÚ êãÙ ÙÚç åäáÖçÚã 
Ä×ÚçÛá:ØÝÚ |éÅÈ¶} ÙÚç ëÞÚáëÚçèåçÚØÝÚãÙèéÚã ¾ãÝÞ×ÞéäçÚã 

In Abbildung 47 und Abbildung 48 ist der Zusammenhang zwischen der Restaktivität und der 

mit MOE berechneten polaren Oberfläche tPSA der vielversprechendsten Inhibitoren 

aufgetragen. 

 

Abbildung 47: Korrelation zwischen der in dem radiometrischen Phosphorylierungsassay von Reaction Biology bestimmten 

Restaktivität 1 µM Inhibitorkonzentration der auf dem 7-Azaindol-Grundgerüst basierenden Inhibitoren gegenüber der 

Nek1-Kinase und der mit MOE berechneten tPSA. 
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Abbildung 48 Korrelation zwischen der in dem radiometrischen Phosphorylierungsassay von Reaction Biology bestimmten 

Restaktivität 1 µM Inhibitorkonzentration der auf dem Aminopyrazol-Grundgerüst basierenden Inhibitoren gegenüber der 

Nek1-Kinase und der mit MOE berechneten tPSA. 

 

In Abbildung 47 und Abbildung 48 ist eine niedrige Korrelation zwischen der Summe aller 

polaren Oberflächen (tPSA) im Inhibitor und der Restaktivität zu erkennen. Dies ist 

naheliegend, da in dieser Arbeit versucht wurde, durch Docking-Experimente unterstützt, die 

Inhibitoren mit rationalem Design, also vor allem dem zielgerichteten Aufbauen von neuen 

Wasserstoffbrücken zu entwickeln. Zusätzliche Heteroatome steigern den tPSA und senken 

damit bei gleichbleibender Molekülgröße den logP-Wert. Dadurch steigt in der Regel die 

Löslichkeit an, aber die zusätzlichen Heteroatome bilden nicht in allen Fällen 

Wasserstoffbrückenbindungen in der Nek1-Kinase aus. Dies ist auch in Abbildung 49 zu 

beobachten. 
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3.8.1.4 ·ÚèéÞââêãÜ êãÙ ¹ÞèàêèèÞäã ÙÚç ÁIèáÞØÝàÚÞé ÙÚç ëÞÚáëÚçèåçÚØÝÚãÙèéÚã ¾ãÝÞ×ÞéäçÚã 

Mittels Shake-Flask-Methode wurde die Löslichkeit der 6 Verbindungen in E3-Medium für 

Experimente an Zebrabärbling-Embryonen bestimmt (Tabelle 18). Aufgrund der geringen 

Löslichkeit wurde ebenfalls eine Mischung aus E3-Medium 1:1 verdünnt mit VE -Wasser 

getestet. Dabei fällt auf, dass die Löslichkeit in E3-Medium und der berechnete clogP-Wert 

(logP-Werte von BSc5344 und BSc5348 konnten nicht bestimmt werden) miteinander 

korrelieren. Dies ist in Abbildung 49 dargestellt. 

 

Abbildung 49: Korrelation zwischen der Löslichkeit der Inhibitoren bei 26 °C in E3-Medium und dem berechneten clogP-

Wert. Die Löslichkeit von BSc5344 in E3-Medium konnte nicht bestimmt werden, daher fehlt dieser Messpunkt in der 

Abbildung.  
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kann durch Einführen von mehr Heteroaromaten gesteigert werden. Dies ist allerdings nur dann 

sinnvoll, wenn diese zusätzliche Wasserstoffbrücken in der aktiven Tasche der Nek1-Kinase 

aufbauen können, da diese unter Umständen in anderen Enzymen zu zusätzlichen 

Interaktionen führen, was die Selektivität negativ beeinflussen kann. Eine weitere Steigerung 

der Löslichkeit könnte auch durch die Verwendung von sogenannten Löslichkeitslinkern 

erreicht werden. Ein solches Beispiel ist der N,N-Dimethylaminoethyl -Linker. Der Linker kann 

als Trialkylamin leicht ionis iert werden so, dass ein Salz erzeugt werden kann. Ein 

naheliegender Versuch wäre es, den Methylether von BSc5348 durch die 

N,N-Dimethylaminoethyl -Gruppe zu ersetzen, da diese Gruppe wahrscheinlich wie in 

Abbildung 39 gezeigt aus der aktiven Tasche in das Solvens zeigt und so die Interaktionen 

innerhalb der aktiven Tasche nicht beeinflussen sollte. Inwieweit diese Strategie auf die 

Pyridine und das Pyrimidin anwendbar ist, muss in weiteren Docking-Experimenten geklärt 

werden. Weitere Heteroatome, zum Beispiel in dem Phenylring, der in Docking-Experimenten 

zwischen dem Gatekeeper und dem katalytisch aktiven Lys33 positioniert ist, kann den logP-

Wert senken und vermutlich auch die Löslichkeit verbessern. 

 

Eine weitere Korrelation ist zwischen der Löslichkeit in E3-Medium und dem Schmelzpunkt der 

Inhibitoren zu erkennen, welche in Abbildung 50 dargestellt ist. 
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Abbildung 50: Korrelation zwischen der Löslichkeit der Inhibitoren bei 26 °C in E3-Medium bzw. E3-Medium 1:1 mit VE-

Wasser verdünnt und dem bestimmten Schmelzpunkt. Die Löslichkeit von BSc5344 in E3-Medium konnte nicht bestimmt 

werden, daher fehlt dieser Messpunkt in der Abbildung.  

 

Überraschend ist die steigende Löslichkeit bei steigender Schmelztemperatur. Zunächst ist zu 

erwarten, dass planare aromatische Systeme in Kristallen übereinanderstapeln. Wenn die 

Stapelung durch Modifikationen des Grundgerüsts beeinträchtigt wird, können die Moleküle 

nicht mehr so gut stapeln, die Kristallisationsenthalpie sinkt und die Löslichkeit erhöht sich.[ 221]  

Im konkreten Fall hat nur BSc5348 mit der meta-Methoxygruppe im weitesten Sinne eine 

Substitution, die rotationshindernd sein könnte ( Tabelle 15).   
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Tabelle 15: Zusammenfassung der Löslichkeiten in E3-Medium bei 26 °C und des Schmelzpunkts der 6 stärksten Inhibitoren. 

Sofern nicht abweichend genannt gilt X, Y, Z = C und R2 = H. 

Verbindung 
Löslichkeit in E3-Medium 

in µM 

Schmelzpunkt 

in °C 

R1 R2, X, Y, Z 

BSc5368 3.5 272 CN X = N  

BSc5367 0.6 229 COOMe X = N  

BSc5364 15.8 263 COOMe Z, X = N  

BSc5348 1.0 198 COOMe R2 = OMe  

BSc5344 NDa 213 COOMe R2 = H  

BSc5341 2.0 245 COOMe Y = N  

aKonzentration unterhalb der Bestimmungsgrenze 

Es ist naheliegend, dass in der sehr kleinen betrachteten Gruppe von Verbindungen durch die 

weitgehende Abwesenheit von Substituenten, die ein Stapeln behindern, vor allem die Zahl der 

ausbildbaren Wasserstoffbrückenbindungen den Schmelzpunkt bestimmen. Mit zwei zusätzlich 

möglichen Wasserstoffbrückenbindungen hat BSc5364 gegenüber BSc5344 einen deutlich 

höheren Schmelzpunkt aber auch eine deutlich höhere Löslichkeit. BSc5348 wiederum hat den 

niedrigsten Schmelzpunkt, aber auch eine sehr niedrige Löslichkeit. Daher wird vermutet, dass 

die gefundene Korrelation ein Artefakt der gewählten Verbindungen darstellt. 

 

3.8.2. ÈéÖ×ÞáÞé:é ÙÚç ëÞÚáëÚçèåçÚØÝÚãÙèéÚã ¾ãÝÞ×ÞéäçÚã Þã º¨¢ÂÚÙÞêâ êãÙ Þã ¹ÂºÂ¢

ÏÚááàêáéêçâÚÙÞêâ 

Um sicherzustellen, dass die in vivo Tests nicht durch Zersetzung der Inhibitoren in Lösung 

verfälscht werden, wurde die Stabilität der Verbindungen ähnlich der Bedingungen gemessen, 

in den die Tests durchgeführt werden sollen. Dazu wurden die 6 stärksten Inhibitoren in DMSO 

gelöst und zu E3-Medium pipettiert und bei 37  °C geschwenkt. Die normierte 

Inhibitorkonzentration über 96  h ist in Abbildung 51 dargestellt. 



 

123 

 

 

 

Abbildung 51: Stabilitätsassay der 6 stärksten Inhibitoren. Die in E3-Medium mit 0.2% DMSO gelösten Inhibitoren wurden 

bei 37 °C geschwenkt und die verbleibende Inhibitorkonzentration zu den Zeitpunkten 0 h, 6 h, 12 h, 24 h, 48 h und 96 h 

mittels DAD-HPLC bestimmt. Die Konzentrationen sind auf 0 h normiert. 

 

Das Nitril BSc5268 zeigt mit 97% über 96 h fast keine Zersetzung in Lösung. Die übrigen 

Verbindungen zeigen nach 96 h zwischen 80% und 87% verbleibenden Inhibitor. Es ist 

naheliegend, dass der Methylester in der wässrigen Umgebung hydrolysiert. Das in der Lösung 

enthaltene DMSO verursacht in den Chromatogrammen kurz nach der Injektion einen hohen 

und breiten Peak. An dieser Stelle ist eine wahrscheinlich gebildete Carbonsäure zu erwarten. 

Die hohe Stabilität der Inhibitoren lässt vermuten, dass die in vivo Messungen innerhalb der 

knapp über 4 Tage (Versuche müssen spätestens 5 Tage nach dem Befruchten der Eier (5 dpf) 

abgebrochen sein) nicht durch medienbedingte Zersetzung beeinflusst werden, zumal das 

toxikologische Zebrabärblingassay bei 26 °C statt der 37 °C in diesem Assay durchgeführt 

wurde. Das Assay schließt jedoch nicht aus, dass die Zebrabärblinge oder in der Lösung 

enthaltene Mikroorganismen, wie z. B. Algen, Bakterien oder Pilze, die Inhibitoren durch 
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Verstoffwechselung abbauen. Um dies mit Sicherheit ausschließen zu können, müssten aus dem 

Medium regelmäßig Proben entnommen und analysiert werden. Da in dem Medium 

Schwebstoffe, wie z. B. Eihüllen, Biofilme und Algen enthalten sind, müsste zuvor eine 

gewissenhafte Probenvorbereitung durchgeführt werden, damit die HPLC-Anlage und 

insbesondere die HPLC-Säule nicht verstopft oder anderweitig einen Schaden nimmt.[ 245]  Eine 

solche Probenaufbereitung, wie zum Beispiel durch Filtration, muss zuvor für jede Verbindung 

validiert werden. Die Inhibitoren können z. B. durch Adsorption an hochp oröse 

Filtermaterialien anhaften oder durch Matrixeffekte eine Wiederfindungsrate von unter 100% 

verursachen, was die Aussage zu der tatsächlich vorhandenen Inhibitorkonzentration 

verfälscht.[ 245]  Analog zu dem Stabilitätsassay in E3-Medium für das toxikologische 

Zebrabärblingassay wurde für Versuche in humanen Zellen die Stabilität in DMEM-Medium 

bestimmt. Die Ergebnisse sind in Abbildung 52 gezeigt. 

 

Abbildung 52: Stabilitätsassay der 6 stärksten Inhibitoren. Die in DMEM-Medium mit 0.2% DMSO gelösten Inhibitoren 

wurden bei 37 °C geschwenkt und die verbleibende Inhibitorkonzentration zu den Zeitpunkten 0 h, 6 h, 12 h, 24 h und 48 h 

mittels DAD-HPLC bestimmt. Die Konzentrationen sind auf 0 h normiert. 

 

Wie in Abbildung 52 gezeigt, ist nach 48 h (mit Ausnahme von BSc5364) von allen Inhibitoren 

noch mindestens 86% der Ursprungskonzentration vorhanden. Von BSc5364 sind noch 72% 

der Ursprungskonzentration vorhanden. In DMEM-Zellkulturmedium ist durch das enthaltene 

Serum eine komplexe Mischung an Inhaltsstoffen und Enzymen enthalten.[ 246]  Daher ist ein 
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schnellerer Abbau, als in E3-Medium zu erwarten. Da Zellkulturmedien üb licherweise nach 1 

bis 3 Tagen gewechselt werden[ 247] , ist zu vermuten, dass die in vivo Messungen nicht durch 

medienbedingte Zersetzung beeinflusst werden.  

 

3.8.3. ·ÚèéÞââêãÜ êãÙ ¹ÞèàêèèÞäã ÙÚç ÅÚçâÚÖ×ÞáÞé:é Þâ ¸ÖØä¢§ ÏÚááåÚçâÚÖ×ÞáÞé:éèÖèèÖî 

Da die DNA-Reparatur durch die Nek1-Kinase innerhalb des Zellkerns stattfindet, muss ein in 

vivo wirkender Inhibitor zellgängig sein. Für die 6 stärksten Inhibitoren wurde mit dem 

Berechnungstool PreADMET eine Zellpermeabilität von 20 -33 nmol/s berechnet.[ 248]  Für die 

beiden Inhibitoren BSc5367 (potentester Inhibitor) und BSc5364 (ni edrigste berechnete 

Zellpermeabilität) wurde die Zellpermeabilität in Caco -2-Zellen bei dem kommerziellen 

Anbieter Eurofins Panlab mit Hilfe des ADME-Tox: In Vitro Absorption Assay bestimmt. Die 

Ergebnisse sind in Tabelle 16 zusammengefasst. 

Tabelle 16: Bei Eurofins Panlab gemessene Zellpermeabilitäten bei 1 µM Inhibitorkonzentration und 37 °C. Die Messung 

wurde an Caco-2 Zellen in apikal-basaler und basal-apikaler Richtung als Duplikat gemessen.[249] 

Verbindung A-B Permeabilität 

pH 6.5/7.4 in 10 -6 cm/s 

A-B Permeabilität 

Wiederfindungsrate 

B-A Permeabilität 

pH 7.4/ 6.5 in 10 -6 cm/s 

B-A Permeabilität 

Wiederfindungsrate 

BSc5364 0.37 1.5% 0.21 41.1% 

BSc5367 0.13 0.4% 0.04 29.6% 

 

Die in Tabelle 16 gezeigten Zellpermeabilitäten sind im Vergleich zu zugelassenen 

Medikamenten niedrig, welche üblicherweise eine Zellpermeabilität von 0.1-100 cm/s 

aufweisen, aber innerhalb der Spannweite.[ 250]  Sehr auffällig sind die äußerst niedrigen 

Wiederfindungsraten. Zur Bestimmung der Wiederfindungsrate wird die 

Inhibitorkonzentration in dem Medium auf apikaler und basaler Seite der Messzelle bestimmt, 

mit dem Medienvolumen multipliz iert und mit der eingesetzten Inhibitordosis in Bezug gesetzt. 

Dementsprechend muss nicht detektierter Inhibitor an Messzellwandungen adsorbiert oder in 

den Caco-2 Zellen akkumuliert oder verstoffwechselt worden sein. Niedrige 

Wiederfindungsraten korrelieren mit signifikant zu niedrig  bestimmten Zellpermeabilitäten, da 

die effektive Konzentration im Medium abgesenkt wird.[ 251]  Es ist daher davon auszugehen, 

dass die tatsächliche Zellpermeabilität deutlich höher liegt und in vivo Experimente nicht oder 

nur bedingt durch die niedrige Zellpermeabilität beeinträchtigt werden.  
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3.8.4. ¶×èØÝ:éïêãÜ ÙÚç ÉäíÞïÞé:é ÙÚç ëÞÚáëÚçèåçÚØÝÚãÙèéÚã ¾ãÝÞ×ÞéäçÚã Þã ÚÞãÚâ 

ÉäíÞàäáäÜÞèØÝÚã ÏÚ×çÖ×:ç×áÞãÜ¢ºâ×çîäãÚãÖèèÖî 

Um zu vermeiden, dass in aufwändigen in vivo Experimenten Verbindungen mit hoher Toxizität 

eingesetzt werden, die die Zellen absterben lassen, ohne das verwertbare Ergebnisse gewonnen 

werden können, wurden die 6 stärksten Inhibitoren auf ihre allgemeine Toxizität untersucht. 

Dazu wurden zu Zebrabärbling-Embryonen 6 Stunden nach der Befruchtung (6 hpf) E3-

Medium mit 0.1  µM, 0.5 µM oder 1.0 µM Inhibitor und 0.2% DMSO als Lösungsvermittler 

gegeben. Nach Inkubation bei 26 °C wurden alle 24 h das Überleben anhand des Herzschlags 

bzw. Trübung des Eis geprüft. Da abgestorbene Eier, Eihüllen und Embryonen ein Nährstoff für 

Mikroorganismen darstellen, wurden sie jeweils entfernt. Als Kontrollgruppe wurde E3-Medium 

mit 0.2% DMSO und als zweite Kontrollgruppe nur E3-Medium verwendet. 

 

Abbildung 53: Zebrabärbling-Embryonen Toxizitätsassay (0.1 µM bis 1.0 µM). Links: Gruppe mit 1.0 µM BSc5367 nach 

120 hpf. Rechts: Kontrollgruppe mit 0.2% DMSO in E3-Medium nach 120 hpf. 

 

Bei keinem der Inhibitoren konnte eine signifikante Toxizität festgestellt werden (Abbildung  

67 und Tabelle 28) Lediglich bei 1.0 µM BSc5344 und BSc5348 sind mit jeweils 87% leicht 

verminderte Überlebensraten zu beobachten. Im Rahmen der Nachzucht schwankten die 

Überlebensraten stark. Häufig überlebten etwa 50 bis 80% der Embryonen, Überlebensraten 

unter 30% traten gelegentlich auf. Daher ist die Überlebensrate der Gruppe E3-Medium mit 

0.2% DMSO von 100% sehr hoch aber nicht unüblich, während die E3-Medium Kontrollgruppe 

nur zu 93% überlebte. Wie im Kapitel 3.8.3 diskutiert, ist davon auszugehen, dass die 
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Inhibitoren zellgängig sind, daher ist nicht von einer hohen Toxizität der Inhibitoren 

auszugehen.  
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Die im folgenden gezeigten Ergebnisse wurden von G. Baumann und Y.-H. Shih generiert und 

gemeinsam in Pilakowski et al. veröffentlicht. [ 252]  

 

Auf dieser Basis wurde im Rahmen dieser Arbeit neben der Löslichkeit in E3-Medium auch die 

Löslichkeit in E3-Medium mit 0.2% DMSO gemessen (Kapitel 3.8.1). Mit diesen deutl ich 

höheren Löslichkeiten haben G. Baumann und Y.-H. Shih die Toxizität der Verbindungen 

BSc5341 und BSc5367 bei höheren Konzentrationen untersucht, um die maximal tolerierbare 

Dosis für Zebrabärbling-Embryonen zu bestimmen, die Ergebnisse sind in Abbildung 54 und 

Abbildung 55 dargestellt.[ 252]  

 

Abbildung 54: Zebrabärbling-Embryonen Toxizitätsassay (0.01 µM bis 2.5 µM) für die Verbindungen CK7 (oben rechts), 

BSc5367 (oben links) und BSc5341 (unten links, unten rechts mit gekürzter y-Achse). Als Kontrollgruppe wurde E3-Medium 

mit 0.2% DMSO und eine weitere Kontrollgruppe mit E3-Medium verwendet. Die Experimente wurden von G. Baumann 

und Y.-H. Shih als Triplikat mit je 15 Embryonen als Triplikat durchgeführt. Abbildung übernommen aus Pilakowski et al.[252] 
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Abbildung 55: Mikroskopieaufnahmen der Zebrabärbling-Embryonen des Toxizitätsassays nach 96 h Inkubation mit 0.01 µM 

ȟ 2.5 µM oben: BSc5367 und unten: BSc5341. Das Experiment wurden von G. Baumann und Y.-H. Shih durchgeführt. 

Abbildung gekürzt übernommen aus Pilakowski et al.[252]  

 

Wie in Abbildung 54 oben rechts dargestellt ist, führt eine Konzentration von 1.5 µM BSc5367 

zu einer 100%igen Lethalität bei Zebrabärbling-Embryonen, wogegen in Abbildung 54 unten 

dargestellt ist, das BSc5341 bis 2.5 µM verträglich ist. Dies ist naheliegend, da BSc5367 einen 

IC50 gegenüber der Nek1-Kinase von 11.5 nM zeigt (Faktor LD100/IC 50 = 130), während der IC50 

von BSc5341 140 nM beträgt. G. Baumann und Y.-H. Shih haben keine Phänotypen bei der 

Inkubation mit BSc5341 oder BSc5367 beobachtet.[252]  
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3.8.5. »áêäçÚèïÚãïâÞàçäèàäåÞèØÝÚ ÊãéÚçèêØÝêãÜ ÙÚç ÌÞçàêãÜ ëäã ÃÚà¦¢¾ãÝÞ×ÞéäçÚã ÖêÛ ÙÞÚ 

ºãéìÞØàáêãÜ ÙÚç ÃÞÚçÚ ëäã ÏÚ×çÖ×:ç×áÞãÜ¢ºâ×çîäãÚã 

 

 

Die im folgenden gezeigten Ergebnisse wurden von G. Baumann und Y.-H. Shih generiert und 

gemeinsam in Pilakowski et al. veröffentlicht. [ 252]  

 

Mit den in Kapitel 3.8.4 bestimmten, maximal verträglichen Konzentrationen haben G. 

Baumann und Y.-H. Shih weiterführende Experimente mit Zebrabärbling-Embryonen 

durchgeführt. [ 252]  Dazu wurden analog Baumann et al. Zebrabärbling-Embryonen mit Inhibitor 

und dem fluoreszenten Farbstoff PT-Yellow  inkubiert, die Embryonen fixiert und mittels 

Fluoreszenzmikroskop untersucht.[ 169]  Die Ergebnisse wurden in Pilakowski et al. veröffentlicht 

und sind in Abbildung 56 dargestellt.[ 252]  
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Abbildung 56: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahme von fluoreszenzgefärbten Zebrabärbling-Stammnieren nach 

Inkubation mit Inhibitor. (A) Schematische Darstellung des Versuchsablaufs mit Embryoselektion, Inkubation mit Inhibitor 

und Farbstoff, sowie Ergebniserfassung. (B) Projektion der maximalen Fluoreszenzintensität. (B, i) Negativkontrolle 0.2% 

DMSO, (B, ii) 0.1 µM CK7 (B, iii) 0.5 µM BSc5367 und (B, iv) 2.5 µM BSc5341. (C) Schematische Darstellung der Stammniere 

in einem entwickelnden Zebrabärbling-Embryo (28 Somiten).[169] Die in (B) vergrößert dargestellte Region ist mit einem 

gestrichelten Quadrat hervorgehoben. Abkürzungen: AU, arbitrary unit; C, Cloaca; CS, corpuscles of Stannius; DE, distal 

early tubule; DL, distal late tubule; N, neck region; P, Podocytes of the glomerulus; PCT, Proximal convoluted tubule; PD, 

Pronephric duct; PST, Proximal straight tubule; PTU, N-phenylthiourea. Abbildung übernommen aus Pilakowski et al.[252] 

 

G. Baumann und Y.-H. Shih konnten zeigen, dass im Vergleich zu der Kontrolle (Abbildung 56 

B,i) bei Inkubation mit den Nek1 -Inhibitoren CK7 (0.1 µM)  und BSc5367 (0.5 µM) (Abbildung 

56 B, ii -iii ) die Fluoreszenzintensität signifikant erhöht ist, während bei BSc5367 (0.5 µM) in 

Abbildung 56 B, iii eine geringe Vergrößerung des Stammnierenvolumens zu beobachten ist. 

Bei Inkubation mit 2.5  µM BSc5341 ist in Abbildung 56 B, vi eine starke Erhöhung der 

Fluoreszenz und eine deutliche Volumenvergrößerung der Stammniere zu beobachten. 




































































































































































































































































