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Substitutionsinerte Metallkomplexe stellen eine neue Klasse
vielversprechender Substanzen zur Herstellung von Enzym-
inhibitoren dar.[1] Unsere Arbeitsgruppe hat in den letzten
Jahren gezeigt, dass inerte Ruthenium(II)-Komplexe als hoch
selektive nanomolare und sogar pikomolare Inhibitoren f�r
Proteinkinasen dienen k�nnen.[2] Insbesondere er�ffnen ok-
taedrisch koordinierte Komplexe v�llig neue M�glichkeiten,
um starre und globul�re Molek�le mit definierter Form zu
erhalten, welche die aktiven Taschen von Enzymen in ein-
zigartiger Weise ausf�llen k�nnen (Abbildung 1).[3] Die große

Zahl m�glicher Stereoisomere er�ffnet jedoch nicht nur neue
strukturelle M�glichkeiten (so bildet z.B. der in Abbildung 1
gezeigte Komplex bis zu 24 Stereoisomere, wenn unter-
schiedliche Liganden A–D eingesetzt werden), sondern birgt
aufgrund der stark eingeschr�nkten Stereokontrolle bei Li-
gandenaustauschreaktionen auch außergew�hnliche Heraus-
forderungen.[4] Fortschritte auf dem Gebiet der anorgani-
schen Medizinalchemie erfordern daher auch die Entwick-

lung neuer Strategien zur stereoselektiven Synthese okta-
edrisch koordinierter Metallkomplexe.

Nachdem wir uns bisher auf Ruthenium(II)-Komplexe
konzentriert hatten, haben wir nun auch oktaedrisch koor-
dinierte Iridium(III)-Komplexe untersucht, die aus zwei
Gr�nden vielversprechende Zielstrukturen sein k�nnten:
Erstens sind koordinative Bindungen mit IrIII in der Regel
ausgesprochen inert,[5] und Iridium(III)-Komplexe sollten
daher als stabile Ger�ste f�r das Design von Enzyminhibi-
toren dienen k�nnen.[6,7] Zweitens sind oktaedrisch koordi-
nierte Iridium(III)-Komplexe durch stereoselektive oxidative
Addition aus quadratisch-planar koordinierten Iridium(I)-
Komplexen leicht zug�nglich.[8] Oxidative Additionen stellen
daher ein �ußerst n�tzliches Verfahren zum stereoselektiven
Aufbau von oktaedrisch koordinierten Iridium(III)-Komple-
xen dar.

Hier berichten wir �ber einen bioaktiven oktaedrisch
koordinierten Iridium(III)-Komplex, der mithilfe einer ste-
reoselektiven oxidativen Addition als Schl�sselschritt syn-
thetisiert wurde. Diese Organometallverbindung ist ein na-
nomolarer und selektiver Inhibitor der Proteinkinase Flt4
(Fms-related tyrosine kinase 4), auch bekannt als VEGFR3
(vascular endothelial growth factor receptor 3).[9] Flt4 spielt
eine wichtige Rolle in der Angiogenese und Lymphangioge-
nese.[9] Wir zeigen hier am Beispiel von zwei unterschiedli-
chen Zebrafisch-Angiogenese-Modellsystemen, dass diese
nichttoxische Organoiridium-Verbindung einen starken Ein-
fluss auf die Entwicklung von Blutgef�ßen in vivo hat.

Wir begannen unsere Untersuchungen mit der Synthese
von Iridium-Komplexen, welche die von uns entwickelten
zweiz�hnigen Pyridocarbazol-Pharmakophorliganden ent-
halten. Diese Pyridocarbazol-Heterocyclen gew�hrleisten
eine Grundaffinit�t zur ATP-Bindungsstelle von Proteinki-
nasen (Abbildung 1). Zun�chst verwendeten wir die Pyri-
docarbazole 1a–c mit verschiedenen Schutzgruppen am Ma-
leimid-Stickstoffatom (a : Bn, b : TBS, c : CH3). Die Hetero-
cyclen 1a–c wurden mit [{IrCl(cod)}2] (cod = 1,5-Cycloocta-
dien) in MeCN/MeOH (2:1) in Gegenwart von K2CO3 zu den
Iridium(I)-Komplexen 2a–c umgesetzt (90–95 % Ausbeute,
Schema 1). Diese leicht luftempfindlichen, quadratisch-
planar koordinierten Komplexe gingen effizient oxidative
Additionen ein. Zum Beispiel ergaben die Reaktionen von
2a,b mit frisch destilliertem CH3I im Dunkeln in hohen
Ausbeuten (89 % bzw. 92%) und trans-stereoselektiv die
stabilen oktaedrisch koordinierten Komplexe 3a,b.[10] Auf
�hnliche Weise erhielten wir ausgehend von 2a–c durch oxi-
dative Addition von I2 die oktaedrisch koordinierten Kom-
plexe 4a–c (73–92%). Durch die Reaktion von 2b mit (Tri-
fluormethyl)dibenzothiophen-Tetrafluoroborat[11] gefolgt von
Tetrabutylammoniumchlorid (TBAC) konnte der Komplex 5

Abbildung 1. Darstellung eines oktaedrisch koordinierten Pyridocarba-
zol-Metallkomplexes in der aktiven Tasche einer Proteinkinase. Durch
die gezielte Anordnung der Liganden A–D kann eine starke Kontrolle
�ber Kinaseaffinit�ten und Selektivit�ten erfolgen.
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(29 %) hergestellt werden, der eine erstaunlich stabile Ir-CF3-
Bindung enth�lt. Abbildung 2 demonstriert die trans-Stellung
der oxidativ addierten Iodo-Liganden von Komplex 4a
anhand einer Kristallstruktur. Die Iodo-Liganden in 4a er-
wiesen sich als besonders geeignet f�r weitere Derivatisie-
rungen durch Ligandenaustausch, wie z. B. durch die Umset-

zung mit TBAC zum Komplex 6 (88 %) gezeigt werden
konnte. In analoger Weise wurde eine kleine Bibliothek
bioaktiver Iridium-Komplexe 7–11 mit ungesch�tztem Ma-
leimid synthetisiert. Das freie Maleimid-Stickstoffatom dieser
Verbindungen ist essenziell f�r die Bildung von zwei kano-
nischen Wasserstoffbr�cken mit der Scharnier-Region der
ATP-Bindungsstelle von Proteinkinasen (Schema 1).

Um m�glichst schnell die inhibitorischen F�higkeiten
dieser Klasse von Iridium-Komplexen absch�tzen zu k�nnen,
wurde die Verbindung 8 als repr�sentativer Vertreter gegen
viele kommerziell verf�gbarer Proteinkinasen getestet. Bei
einer Konzentration von 1 mm 8 und 10 mm ATP wiesen dabei
lediglich 12 von 263 getesteten Kinasen Restaktivit�ten unter
25% auf (siehe die Hintergrundinformationen). Interessan-
terweise zeigte die Rezeptortyrosinkinase Flt4, die von den
bisher publizierten Ruthenium-Verbindungen nicht selektiv
inhibiert wurde,[1, 2] unter diesen Bedingungen lediglich eine
Restaktivit�t von 2 %. Aus diesem Grund wurde Flt4 f�r
weitere Studien ausgew�hlt und die kleine Bibliothek von
Iridium-Komplexen 7–11 wurde gegen diese Kinase getestet,
indem die Konzentrationen von 7–11 bestimmt wurde, bei der
die Aktivit�t von Flt4 bei einer ATP-Konzentration von
100 mm auf 50% (IC50) reduziert wurde. Wie erwartet �bten
die Liganden X und Y der Verbindungen 7–11 (Schema 1)
einen signifikanten Einfluss auf die inhibitorischen Eigen-
schaften aus. W�hrend Verbindung 8 einen IC50-Wert von
(211� 23) nm zeigte, war das deutlich hydrophobere Dime-
thyl-Derivat 10 mit einer IC50 von 1007� 129 nm wesentlich
weniger wirksam. Durch Ersetzen der CH3-Gruppe in 8 gegen
eine CF3-Gruppe wurde die Affinit�t ebenfalls verringert
(IC50 = 369� 68 nm f�r Verbindung 11). Auch die Substitution
des Chloro-Liganden durch Selenocyanat, wie in Verbindung
9 (IC50 = 326� 52 nm), verringerte im Vergleich zu Verbin-
dung 8 die Affinit�t zu Flt4. Nur Komplex 7 mit X = Y= Cl
zeigte mit einem IC50-Wert von 123� 14 nm eine signifikante
Verbesserung der Affinit�t und war damit ann�hernd eine
Zehnerpotenz wirksamer gegen Flt4 als das Dimethyl-Deri-
vat 10. Diese Ergebnisse demonstrieren den signifikanten
Einfluss der Liganden X und Y auf die inhibitorischen F�-
higkeiten, die innerhalb der kleinen Bibliothek aus Organo-
iridium-Komplexen 7–11 eine Affinit�tsspanne von ann�-
hernd einer Zehnerpotenz aufweisen. Diese Beobachtungen
sind mit fr�heren Studien an metallorganischen Proteinki-
naseinhibitoren konsistent, welche die Bedeutung des in
Richtung der Glycin-reichen Schleife zeigenden Liganden
(Ligand A in Abbildung 1) f�r die Inhibition von Kinasen
verdeutlicht haben.[12] Unsere Ergebnisse zeigen daher, dass
die oxidative Addition ein bequemes Verfahren darstellt, um
die Ligandenpositionen orthogonal zur Ebene des Pharma-
kophorliganden gezielt zu besetzen (Liganden A und D in
Abbildung 1). Dies ist unserer Meinung nach eine einzigar-
tige Eigenschaft dieser Klasse von Iridium-Komplexen.

Mit dem Ziel der Entwicklung von molekularen Sonden
f�r die chemische Biologie ist die Selektivit�t einer Verbin-
dung eine der wichtigsten Eigenschaften. Dabei ist das Er-
zielen von hohen Selektivit�ten eine besondere Herausfor-
derung innerhalb großer Enzymfamilien wie der Proteinki-
nasen mit vermeintlich mehr als 500 im menschlichen Genom
kodierten Mitgliedern. Nichtsdestotrotz zeigt der Iridium-

Schema 1. Synthese der oktaedrisch koordinierten Iridium-Komplexe
unter Anwendung von oxidativer Addition als Schl�sselschritt. Reakti-
onsbedingungen: a) TBAC, THF, 79% 8 ; b) KSeCN, DMF, 83 % 9 ;
c) MeMgBr, CuI, THF, 63%; TBAF, CH2Cl2, 73% 10 ; d) TBAC, THF,
88% 6, 59% 7 und 71% 12 ; e) TBAC, THF, Mikrowellen (70 8C,
17 min, 20 Watt), 50 % 11.

Abbildung 2. ORTEP-Darstellung von Komplex 4a im Kristall (thermi-
sche Ellipsoide bei 50 % Aufenthaltswahrscheinlichkeit). Ausgew�hlte
Bindungsl�ngen [�]: N1–Ir1 2.070(6), N4–Ir1 2.122(6), C28–Ir1
2.240(8), C29–Ir1 2.251(7), C32–Ir1 2.222(7), C33–Ir1 2.252(7), I1–Ir1
2.733(6), I2–Ir1 2.714(6). Ausgew�hlte Bindungswinkel [8]: N1-Ir1-I2
82.29(16), N4-Ir1-I2 81.44(16), N1-Ir1-I1 80.42(16), N4-Ir1-I1
81.15(16), I2-Ir1-I1 157.12(2).
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Komplex 7 eine beeindruckende Selektivit�t f�r die Protein-
kinase Flt4 gegen�ber anderen Proteinkinasen. Abbildung 3
beinhaltet die Ergebnisse von Tests mit Komplex 7 bei einer
Konzentration von 100 nm (10 mm ATP) gegen eine Auswahl

von menschlichen Wildtyp-Proteinkinasen. Von den 229
Proteinkinasen zeigten 224 Kinasen eine verbleibende Akti-
vit�t �ber 50%, einschließlich der anderen Mitglieder der
VEGFR-Familie wie VEGFR1 (auch bekannt als Flt1, 62%
Restaktivit�t bei 100 nm 7 und 10 mm ATP) und VEGFR2
(auch bekannt als KDR, 95% Restaktivit�t bei 100 nm 7 und
10 mm ATP). Nur 5 Kinasen, einschließlich Flt4, wurden mit
Kinaserestaktivit�ten unter 50% inhibiert. IC50-Messungen
mit einigen dieser Kinasen bei der biologisch relevanteren
ATP-Konzentration von 250 mm best�tigten die außeror-
dentliche Selektivit�t von 7 f�r Flt4: Pi m1 (IC50 = 560� 8 nm)
und GSK3 (gemessen wurde die potentere a-Isoform: IC50 =

338� 42 nm) zeigten geringere Affinit�ten zu 7 als Flt4
(IC50 = 125� 23 nm bei 250 mm ATP). Diese hohe Selektivit�t
macht den Organometallkomplex 7 zu einem vielverspre-
chenden Sonde f�r die Untersuchung biologischer Prozesse
unter Beteiligung von Flt4.

Die Rezeptortyrosinkinase Flt4 spielt eine entscheidende
Rolle bei der Entwicklung und Erhaltung der lymphatischen
Blutgef�ße sowie bei der Entwicklung des Herzkreislaufsys-
tems von Embryonen.[9] In fr�hen Mausembryonen wurde
gezeigt, dass die gezielte Inaktivierung des Flt4-Gens zu er-
heblichen Defekten bei der Blutgef�ßentwicklung f�hrt.[13]

Außerdem wurde nachgewiesen, dass der Signaltransdukti-
onsweg von Flt4 direkt mit der Vaskulogenese und der An-
giogenese sich entwickelnder Zebrafische verkn�pft ist.[14]

Aus diesen Gr�nden haben wir den Effekt von Komplex 7 auf
die Angiogenese und tumorinduzierte Neovaskulogenese in
zwei unterschiedlichen Zebrafischmodellen getestet.[15] Ent-
sprechend wurden transgene Zebrafischembryonen (Danio
rerio), die aufgrund der Expression des gr�n fluoreszierenden

Proteins (GFP) unter der Kontrolle eines fr�hen endothe-
lialen Promotors ein gr�n fluoreszierendes Blutgef�ßsystem
besitzen, mit der Organometallverbindung 7 behandelt. Un-
tersuchungen mit konfokaler Fluoreszenzmikroskopie f�hr-
ten zu dem Ergebnis, dass bei Konzentrationen von 1 mm und
5 mm an 7 79% bzw. 100 % der Zebrafischembryonen 3 Tage
nach Fertilisation signifikante Sch�den bei der Blutgef�ßbil-
dung aufwiesen (Tabelle 1, Abbildung 4)

Die Entwicklung neuer Blutgef�ße ist ein wichtiger Pro-
zess beim Tumorwachstum.[16] Wir untersuchten deshalb auch
den Inhibitionseffekt von Verbindung 7 auf tumorzellindu-
zierte Angiogenese in einem Xenotransplantations-Angio-
genese-Assay in Zebrafischembryonen.[17] Dieser Neovasku-
logenese-Assay erm�glicht die Verfolgung der Induktion des
Blutgef�ßwachstums anhand von xenotransplantierten an-
giogenesef�rdernden menschlichen Krebszellen, in dieser
Studie pankreatische Tumorzellen (PaTu-8998T-Zellen), in
Echtzeit in lebenden Zebrafischen und f�hrt zu einer quan-
titativen Auswertung der Neovaskulogenese in vivo und in
hoher Aufl�sung. Unsere Ergebnisse zeigen deutlich einen
inhibitorischen Effekt von Verbindung 7 auf die tumorzell-
induzierte Angiogenese. Wenn Verbindung 7 z.B. in zwei
nicht letalen Konzentrationen zum Wasser der Zebrafische
gegeben wurde, konnte die Bildung neuer Mikrovaskulatur
verhindert werden (Tabelle 1). Abbildung 4 veranschaulicht
den Effekt von Verbindung 7: W�hrend die mit DMSO be-
handelten Zebrafischembryonen das typische tumorzell-
induzierte Blutgef�ßwachstum zeigen (weiße Pfeile in Ab-
bildung 4 c), ist bei der Behandlung mit 5 mm der Iridium-
Verbindung 7 die Bildung neuer Blutgef�ße vollst�ndig un-
terdr�ckt (Abbildung 4d).

Zusammengefasst lassen die Daten eindeutig auf anti-
angiogene Eigenschaften von Verbindung 7 in vivo schließen,
wobei sowohl die Angiogenese sich entwickelnder Zebra-

Abbildung 3. Selektivit�tsprofil der Iridium-Verbindung 7 gegen�ber
229 menschlichen Wildtyp-Proteinkinasen. Die Messungen wurden von
Millipore (KinaseProfiler) bei einer Konzentration von 10 mm ATP
durchgef�hrt. Die verbleibenden Aktivit�ten sind Mittelwerte aus Dop-
pelbestimmungen. Selektivit�tsvergleich innerhalb der VEGFR-Familie
(verbleibende Aktivit�t bei 100 nm 7): Flt1 (VEGFR1) 62 %, KDR
(VEGFR2) 95 %, Flt4 (VEGFR3) 32%. Proteinkinasen mit einer Rest-
aktivit�t unter 50 % sind Flt4, Pim1, GSK3a, GSK3b und MKK7b.

Tabelle 1: Inhibition der Angiogenese und der tumorzellinduzierten
Neovaskulogenese sich entwickelnder Zebrafischembryonen.[a]

Inhibition der Angiogenese
(% Defekte/% �berleben)[b]

Tumorinduzierte Neovasku-
logenese (% positiv)[c]

DMSO 0/91�2 78�4
12 (5 mm) 0/86�5 75�3
7 (1 mm) 79�5/90�2 36�1
7 (5 mm) 100�0/91�3 28�3

[a] Siehe die Hintergrundinformationen f�r experimentelle Details.
[b] Embryonen mit Defekten der longitudinalen anastomotischen
Gef�ße, der intersegmentalen Gef�ße und/oder reduzierten subintesti-
nalen Venen 72 Stunden nach Fertilisation und �berlebensrate der Em-
bryonen unter den experimentellen Bedingungen (in Prozent) in drei
unabh�ngigen Experimenten mit jeweils 100 Embryonen. Es konnten
keine ph�notypischen Unterschiede zwischen der L�sungsmittelkon-
trolle oder der N-methylierten Verbindung im Vergleich zu unbehandel-
ten Embryonen gefunden werden. [c] Embryonen mit induzierter Blut-
gef�ßbildung 24 Stunden nach Injektion der Tumorzellen (in Prozent) in
zwei unabh�ngigen Experimenten mit jeweils 80 Embryonen bei den
unterschiedlichen Konzentrationen. Nichttransplantierte Zebrafisch-
embryonen zeigten keine vergleichbare Bildung von Mikrovaskulatur der
reduzierten subintestinalen Venen.
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fischembryonen, als auch die tumorzellinduzierte Angioge-
nese effizient unterdr�ckt wurde. In einem wichtigen Kon-
trollexperiment wurde die Verbindung 12 (Schema 1) getes-
tet, die eine identische Koordinationssph�re um das Iridium-
(III)-Zentralatom hat, aber durch die Methylierung des Ma-
leimid-Stickstoffatoms ihre Grundaffinit�t zu Proteinkinasen
verliert (Flt4: IC50 = 1520� 280 nm bei 100 mm ATP). Bei
Konzentrationen, in denen die Verbindung 7 signifikante
Effekte hervorrief, induzierte die Verbindung 12 keine Ver-
�nderungen (Tabelle 1). Diese erheblichen Unterschiede in
den Bioaktivit�ten der Organometallverbindungen 7 und 12
geben einen starken Hinweis darauf, dass die Inhibition von
Proteinkinasen, hier h�chstwahrscheinlich Flt4, eine ent-
scheidende Rolle f�r die Bioaktivit�t von Verbindung 7 spielt.

Organometallverbindungen werden traditionell nicht als
Grundger�ste f�r das Design von Arzneimitteln oder mole-
kularen Sonden beachtet, hauts�chlich aus Angst vor einer
erh�hten Toxizit�t aufgrund der Inkompatibilit�t der Metall-
Kohlenstoff-Bindungen mit dem biologischen Milieu. Den-
noch konnte in dieser Studie gezeigt werden, dass der Or-
ganoiridium-Flt4-Inhibitor 7, der mehrere Ir-C-Bindungen
enth�lt, keinen Einfluss auf das �berleben der Zebrafisch-
embryonen hat (siehe Tabelle 1). Dar�ber hinausgehende
Proliferationsexperimente mit HeLa-Zellen demonstrieren
die geringe Zytotoxizit�t von 7: Bei einer Konzentration von
1 mm 7 wurde �ber einen Zeitraum von 24 Stunden nur ein

geringer Einfluss auf das Wachstum der HeLa-Zellen beob-
achtet (siehe die Hintergrundinformationen).

Wir haben hier den ersten Proteinkinaseinhibitor auf der
Basis eines oktaedrisch koordinierten Iridiumkomplexes
vorgestellt, der in einer stereoselektiven Synthese mit einer
oxidativen Addition als Schl�sselreaktion erhalten wurde.
Die hohe In-vitro-Selektivit�t, die vermutlich auf das sehr
starre Inhibitorger�st zur�ckzuf�hren ist, verdeutlicht in
Kombination mit der geringen Zytotoxizit�t und der ein-
deutigen biologischen In-vivo-Aktivit�t in zwei unterschied-
lichen Zebrafisch-Modellsystemen, dass Organoiridium-
Komplexe wie 7, die ein oktaedrisch koordiniertes Metall-
zentrum mit mehreren Metall-Kohlenstoff-Bindungen ent-
halten, f�lschlicherweise bei der Entwicklung von Enzym-
inhibitoren missachtet werden.
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c) DMSO als Kontrolle und d) 5 mm Verbindung 7 behandelt. Die
Bilder wurden durch konfokale duale Laserfluoreszenzmikroskopie
24 h nach der Transplantation aufgenommen. Die tumorinduzierten
Ausw�chse der subintestinalen Venen im Kontrollexperiment sind mit
zwei weißen Pfeilen markiert. In Gegenwart von Verbindung 7 konnten
keine Ausw�chse beobachtet werden.
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