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1 Allgemeiner Teil

1.1 Proteinkinasen

Das humane Genom codiert fiir 518 Proteinkinasen, die als wichtiger Bestandteil in Signal-
kaskaden viele physiologische Prozesse wie zelluldre Proliferation und Differenzierung,
Wachstum, Zellzyklusregulation, Metabolismus sowie Zell-Zell-Interaktionen, neuronale
Entwicklung, Gentranskription und die Auslosung von Immunantworten steuern. Ihre Auf-
gabe besteht vornehmlich in der posttranslationalen, reversiblen Phosphorylierung der
Hydroxyl-Seitenketten der Aminosauren Ser, Thr und Tyr und damit verbundener Aktivie-
rung oder Inaktivierung spezifischer Proteinsubstrate zur Transduktion von Signalen extra-
oder intrazellularen Ursprungs. Entsprechend ihrer Funktion werden sie als Transferasen
und dabei in die ibergeordneten Klassen der Serin/Threonin- und Tyrosinkinasen kategori-
siert.l. 2 Obwohl das Element Phosphor schon 1839 als Bestandteil von Proteinen identifi-
ziert wurde, konnte erst 1954 der enzymatisch katalysierte Transfer von Phosphatgruppen
auf proteinogene Substrate nachgewiesen werden.3 4 Im historischen Kontext und in Bezug
auf die klinische Relevanz betrachtet spielen Proteinkinasen erst seit 1976, durch die Ent-
deckung dieser Enzymklasse in Assoziation mit deren Fehlregulation als Mediatoren unkon-
trollierter Proliferation durch Bishop und Varmus, eine Rolle. Diese identifizierten das fiir
eine Tyrosinkinase codierende Proto-Onkogen cSrc als zelleigenes Homolog des ersten be-
kannten Onkogens vSrc und legten damit einen Meilenstein in der Historie der Entwicklung
von Wirkstoffen fiir die Krebstherapie.> Gleichzeitig war dies die Geburtsstunde der Idee zur
Entwicklung zielgerichteter Wirkstoffe in der Krebstherapie, die seit 1942 und bis zur Etab-
lierung und Zulassung des ersten therapeutischen Kinaseinhibitors Imatinib (Gleevec,
2001)6 7 primar auf der chirurgischen Entfernung von Tumoren sowie Verabreichung von
Zytostatika oder aber Radiotherapie mit ionisierender Strahlung beruhte. ¢ Ein weiteres
einschneidendes Ereignis war die Veroffentlichung der ersten Komplexkristallstruktur einer
Phosphotransferase, ndmlich der cAMP-abhidngigen Proteinkinase (PKA), im Jahr 1991.10
Konstitutionell betrachtet zeigt die Gesamtheit aller Kinasen konservierte, libergeordnete
Strukturmotive (Abbildung 1.1). Im Detail besitzen diese eine N-terminale, vorwiegend aus
B-Faltblatt-Strukturen aufgebaute, sowie C-terminale, a-helical dominierte Subdomane.
Beide Doméanen werden liber einen flexiblen Linker aus bis zu acht Aminosauren, die soge-
nannte Scharnierregion, verkniipft. Diese garantiert eine relative Flexibilitat beider Doma-

nen zueinander und stellt gleichzeitig einen Interaktionspunkt fiir die Bindung des
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Cofaktors ATP dar, welcher aufierdem mit Hilfe der Glycin-reichen Schleife (konserviertes
GxGxxG-Motiv) innerhalb der Bindungstasche fixiert wird. Am Ubergang der B-Faltblatt-
dominierten Doméane zur Scharnierregion ist der Tiirsteherrest lokalisiert, eine Aminosaure,
deren relative Grofde und Polaritdt den Zugang zur ATP-Bindetasche sowie einer benachbar-
ten hydrophoben Tasche kontrolliert.! Dieser stellt eine Selektivititsdeterminante fiir die
Bindung von Liganden und im Speziellen Kinaseinhibitoren dar. Bei mutationsbedingter
Substitution kleiner durch raumfordernde, hydrophobe Seitenketten (Thr vs. Met, Ile) wird
eine Inhibitorbindung durch sterische Repulsion verhindert. In der klinischen Anwendung
sind Mutationen an der Tursteherposition vielfach fiir das Auftreten von Wirkstoffresisten-

zen verantwortlich.1t 12

Helix aC

Glycin-reiche
Schleife

Aktivierungs-

/&\ - \ ! ’schleife
O3 A% N

Glu127

Abbildung 1.1: A) Globale Struktur der iibergeordneten Strukturelemente einer typischen katalytischen Kina-
sedomidne (PDB-Eintrag: 2GS2); B) Prdorganisation der Triphosphat-Einheit eines ATP-Molekiils in Vorberei-
tung des katalytischen Transfers der y-Phosphateinheit am Beispiel des aktiven Zentrums von PKA (PDB-
Eintrag: 1ATP).

Ein weiteres, strukturell essentielles Merkmal stellt die Helix C dar, die durch Konformati-
onsinderung, beispielsweise im Falle des Epidermalen Wachstumsfaktorrezeptors (EGFR)
oder den Cyclin-abhingigen Kinasen (CDK), an der Regulation der Katalyseaktivitat beteiligt
ist.13 Dariiber hinaus besitzt auch das weitgehend konservierte DFG-Motiv (Asp-Phe-Gly),
welches den Beginn der Aktivierungsschleife markiert, einen Einfluss auf die Annahme akti-
ver und inaktiver Konformationen. Die aktive Konformation (DFG-in) ist dadurch gekenn-

zeichnet, dass das Phe in Richtung der Helix C, das Aspartat jedoch in Richtung der
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Adenin-Bindungstasche orientiert ist, um dort zur Komplexierung der terminalen Phospha-
te von ATP beizutragen (Abbildung 1.1B). Im inaktiven Zustand (DFG-out) aber erfolgt die
Orientierung vice versa, sodass einerseits die Adenin-Bindestelle durch das sterisch an-
spruchsvolle Phenylalanin zum Teil belegt ist und auch das fiir die Fixierung der terminalen
Phosphatgruppen benétigte Aspartat nicht zur Verfiigung steht. Durch diese Umlagerung
wird zusatzlich eine hydrophobe allosterische Tasche im Bereich der benachbarten Struktu-
relemente Helix C und DFG-Motiv zuganglich (vgl. Kapitel 1.2).14 15 Letztlich nimmt auch die
Aktivierungsschleife eine entscheidende Rolle in der Auspragung von aktiven oder inaktiven
Konformationen ein. Oftmals fiihrt die Phosphorylierung eines Ser/Thr- oder Tyr-Restes
innerhalb dieser Schleife durch die Einfithrung hoher Ladungsdichte zur Aktivierung der
Kinase, indem ein Netzwerk aus Wasserstoffbriickenbindungen mit Aminosiureresten der
katalytischen Schleife, des DFG-Motivs und der Helix C aufgebaut wird, so dass diese Struk-
turelemente in einer fiir den Katalysemechanismus bevorzugten Orientierung fixiert wer-
den.l 16 Fiir den Phosphattransfer unter physiologischen Bedingungen wird der Cofaktor
ATP durch diverse Strukturelemente und die Ausbildung eines komplexen Netzwerks aus
Wasserstoffbriicken und koordinativen Bindungen zu Mg2+-lonen fixiert, um eine ideale
Positionierung des Triphosphatrestes zu gewahrleisten. Im Detail wird die Scharnierregion
durch zwei konservierte Wasserstoffbriicken zum Adenin adressiert und der Purin-Ribose-
Kern durch die Glycin-reiche Schleife ,gedeckelt”. Die terminalen Phosphatgruppen werden
durch zwei Mg?+-Ionen sowie Lys72i koordiniert, welches seinerseits Glu91 (Helix C) kon-
taktiert. Die Metallionen werden zusatzlich von Asp184 des DFG-Motivs komplexiert, wel-
ches die charakteristische in-Konformation einnimmt. Um den Angriff von Oxonukleophilen
und somit den exergonischen Transfer des y-Phosphats auf ein spezifisches Substrat zu er-
moglichen, wird die negative Ladung durch die koordinative Bindung der Metallionen abge-

schirmt und weiterhin Asp166 als katalytische Base bereitgestellt (Abbildung 1.1B).%. 16

Das durch Kinasen und Phosphatasen als ihre ,Gegenspieler” fein regulierte dynamische
Gleichgewicht posttranslationaler Phosphorylierungs- und Dephosphorylierungsprozesse
stellt den fehlerfreien Ablauf ihrer physiologisch regulierten Prozesse sicher. Fehlregulatio-
nen der Phosphotransferasen bzw. -hydrolasen und deren assoziierten Signalkaskaden fiih-
ren unweigerlich zu Stoérungen in prazise regulierten Prozessen, wie beispielsweise Zellzy-
klus, Proliferation und Apoptose, und in einer Vielzahl der Félle zur Entstehung von Krank-

heiten wie Krebs, rheumatoide Arthritis oder Autoimmunerkrankungen. Aus diesem Grund

i Die Nummerierung erfolgt analog der Aminosaureabfolge von PKA in der Komplexkristallstruktur
1ATP. Hier wurden, im Gegensatz zu physiologischen Bedingungen, die Mg2+- durch Mn2+-lonen er-
setzt, um die Geometrie der Komplexierung des terminalen Triphosphatrests von ATP im Detail stu-
dieren zu kdnnen.
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und wegen des immer besseren Verstidndnisses tiber Struktur und Funktionsweise von
Kinasen innerhalb komplexer Netzwerke, stellen diese attraktive Targets in der Wirkstoft-

forschung dar.1”

1.2 Kinaseinhibitoren

Es existieren unterschiedliche Wege, um eine Inhibition der katalytischen Aktivitat von
Kinasen hervorzurufen. Im zelluldren Netzwerk von Signalkaskaden fiihren beispielsweise
Protein-Protein-Interaktionen oder Dephosphorylierungsprozesse der Aktivierungsschleife
zur Adaption inaktiver Konformationen.!3 Einen alternativen, artifiziellen Weg reprasentiert
die Adressierung der Phosphotransferasen durch niedermolekulare Verbindungen zur Mo-
dulation der Transferaseaktivitat. Die Klassifizierung der unterschiedlichen Inhibitoren er-
folgt prinzipiell nach dem am Zielprotein hervorgerufenen Bindungsmodus. Es gilt dabei
Typ-1L, Typ-II Typ-III, Typ-1V, sowie kovalent bindende Inhibitoren und Substratmimetika zu
unterscheiden (Abbildung 1.2 und Abbildung 1.3).14.15

Typ-I Inhibitoren binden innerhalb der ATP-Bindetasche und weisen ein ATP-kompetitives
Verhalten auf. Dabei wird die Scharnierregion durch Ausbildung von Wasserstoffbriicken zu
funktionellen Motiven des Liganden adressiert. Die Kinase befindet sich weiterhin in der
aktiven DFG-in Konformation, eine Katalyseaktivitit kann jedoch nicht erfolgen, da die
Cofaktor-Bindestelle durch den artifiziellen Liganden belegt ist. Als Beispiel sei der thera-
peutisch eingesetzte Wirkstoff Dasatinib (Sprycel) zur Behandlung der Chronisch
Myeloischen Leukdmie (CML) genannt.!8 Dieser bildet zusatzlich am Zielenzym (Abl) eine

direkte Interaktion zur Tlrsteheraminosaure (Thr) aus.

Typ-1I Inhibitoren interagieren im initialen Schritt ebenfalls kompetitiv zu ATP, belegen
aber im Gegensatz zu Typ-I Liganden nicht ausschlief}lich die ATP-Bindetasche sondern
ebenfalls die hydrophobe allosterische Tasche, die von Helix C und DFG-Motiv flankiert wird
und lediglich in der inaktiven Kinasekonformation (DFG-out) zugdnglich ist. Da signifikante
konformationelle Anderungen zur Adaption dieses Zustands kinetisch kontrolliert verlau-
fen, wird durch die Belegung der hydrophoben Subtasche die Verweildauer des Inhibitors
am Zielenzym verldngert.!? Einen Vertreter dieser Klasse stellt der ebenfalls zur Behandlung

von CML eingesetzte Inhibitor Imatinib (Gleevec) dar.”
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Abbildung 1.2: Bindungsmodi verschiedener Inhibitortypen: Der Typ-I Inhibitor Dasatinib im Komplex mit cSrc
(PDB-Eintrag: 3G5D) bindet innerhalb der katalytischen Bindungsfurche. Im Falle des Typ-II Inhibitors RL45
wird zusatzlich die zur ATP-Bindetasche angrenzende allosterische Subtasche belegt (hier: p38a, PDB-Eintrag:
3GCQ). Diese wird im Falle einer Typ-III Inhibition, wie beispielsweise der Interaktion von RL37 mit cSrc (PDB-
Eintrag: 3F3U), exklusiv adressiert. GNF-2 als Vertreter eines Typ-IV Inhibitors bindet innerhalb einer entfernt
vom aktiven Zentrum der Abelson Kinase lokalisierten, allosterischen Myristoyl-Tasche (PDB-Eintrag: 3K5V).
Kovalente Inhibitoren kdnnen prinzipiell durch die Gesamtheit der aufgezeigten Bindemodi reprédsentiert wer-
den, da die initiale Bindung reversibel verlduft und erst im nachgeschalteten Schritt eine kovalente Bindung
ausgebildet wird. Hier ist beispielhaft die kovalente Bindung des initial im Typ-I Modus bindenden
4-Anilinochinazolins 13-JAB zu einem reaktiven Cystein innerhalb der ATP-Bindetasche von EGFR (PDB-Eintrag:

2]J5F) gezeigt.
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Typ-III Inhibitoren, wie beispielsweise substituierte Pyrazolharnstoffe, belegen exklusiv die
in der DFG-out Konformation zugdngliche allosterische Subtasche und bilden in den meisten
Fallen Wassterstoffbriickenbindungen zu Aminoséureseitenketten der Helix C und zum Pep-
tidriickgrat des DFG-Motivs jedoch nicht zur Scharnierregion aus. Pyrazolharnstoffe zihlen
zu bekannten Vertretern dieser Klasse, welche jedoch in der klinischen Anwendung eine
untergeordnete Rolle spielen. Trotzdem dienen diese vielfach als aussichtsreiche Startpunk-

te zur Entwicklung von Typ-II Inhibitoren.20. 21

Als Typ-IV Inhibitoren werden rein allosterisch interagierende Liganden bezeichnet, die
raumlich weit entfernt von der katalytisch aktiven Tasche binden, aber trotzdem die Kinase-
aktivitit modulieren kénnen, etwa durch die Rekrutierung regulatorischer Domanen oder
aufgrund intrinsichem cross-talk zur Induktion konformationeller Anderungen. Voraus-
setzung fiir eine allosterische Inhibition ist die Verfiigbarkeit einer Bindetasche, die neben
dem katalytisch aktiven Zentrum an der Regulation der Kinaseaktivitit beteiligt ist, wie z.B.
die Myristoyl-Tasche der Abelson Kinase. Neuartige Detektionssysteme wie die Technologie
der Fluorescent Labels in Kinases (FLiK) schaffen dabei die Grundlage zur Detektion und
Identifizierung allosterischer Bindungspartner.22 Fiir die Myristoyl-Tasche wurden bereits
Liganden identifiziert, die inhibitorischen, oder auch aktivierenden Einfluss nehmen kon-
nen, wie beispielsweise GNF-523 (inhibierend) oder DPH24 (aktivierend). In Kombination
von GNF-5 mit einem Typ-II Inhibitor wie Nilotinib (Tasigna),?5 26 wurden bereits Synergie-
effekte bei der Inhibierung der wirkstoffresistenten Abl T3151 Mutationsvariante beobach-
tet.2” Da aber vielfach die relevanten Bindungsstellen, wie etwa die Lipidbindetasche in
p38a, noch nicht hinreichend charakterisiert und in Bezug auf ihre biologischen Funktion
evaluiert wurden, werden innovative Methoden und Assaysysteme benotigt, um allosteri-

sche Liganden zu identifizieren.

Kovalente Inhibitoren tragen ein reaktives Elektrophil (z.B. Michael-Akzeptorsystem) und
konnen in der Art der priméaren reversiblen Bindung zum Target grundsatzlich jeglichen o.g.
Typus annehmen. Im Anschluss an die initiale Bindung erfolgt die Ausbildung einer direkten
kovalenten Bindung zu nukleophilen Aminosaureseitenketten des Zielproteins (in der Regel
Cysteine). Dabei kann eine Aktivierung der betreffenden Seitenkette durch die jeweilige
Losungsmittelumgebung und Lokalisierung erfolgen und die Bindungsbildung férdern.2s. 29
Lange Zeit waren kovalent modulierende Molekiile nicht attraktiv fiir die Wirkstofffor-
schung, da sie durch das reaktive Strukturelement oftmals toxische Nebeneffekte hervor-
riefen. Aktuell findet jedoch ein Aufleben dieser Inhibitorklasse statt, denn durch gezieltes
Feintuning konnen die unerwiinschten Nebeneffekte auf zellulirer Ebene minimiert wer-

den.30 Die Vorteile liegen in der Verweildauer am Zielprotein, die aufgrund der kovalenten
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Bindung direkt mit der Proteinneubildung assoziiert ist, sowie der Selektivitit, da lediglich
wenige Kinasen Cysteine im Bereich der adressierbaren Bindetaschen aufweisen.3l 32
Dacomitinib, ein Vertreter dieser Inhibitorklasse, befindet sich beispielsweise derzeit in

Phase II klinischen Studien zur Behandlung von Adeno- und Plattenepithelkarzinomen.33

\H/[>\NH \Q

S e T oy

. o
Dasatinib Imatinib RL037
Typ-l Typ-ll Typ-lll

F c)§/NH
WQ)‘\ c F e
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R?= N/\/OH O

R': GNF-2, R?; GNF-5 Dacomitinib DPH
allostersich kovalent (Typ-) allosterisch
(Inhibitor) (Aktivator)

Abbildung 1.3: Ubersicht verschiedener Kinaseinhibitoren sowie eines -aktivators.

Substratmimetika stellen eine Klasse der weniger untersuchten Kinaseinhibitoren dar, wel-
che die Aktivierungsschleife bzw. Substratbindestelle in Kompetition zum tatsidchlichen
Proteinsubstrat besetzen. Als Analoga zur Belegung dieser Interaktionsflache dienen sowohl
niedermolekulare organische, als auch peptidische Verbindungen.3* Da die Substratbinde-
stellen unter den Proteinkinasen nicht so stark konserviert sind und dariiber hinaus keine
Kompetition mit ATP in physiologischen Konzentrationen erfolgt, stellt die Verwendung von
Substratmimetika als Inhibitoren eine durchaus adaquate Methode zur selektiven Adressie-

rung dar.3>

Die Effizienz der Bindung eines Inhibitors oder Liganden zu seinem zugehorigen Zielprotein
hingt grundlegend von der Fihigkeit ab konformationelle Anderungen am Target zu indu-
zieren oder selektiv bestimmte Proteinkonformationen zu adressieren. Eine ausgedehnte
Verweildauer des Liganden am Protein, welche von der konformationellen Stabilisierung
des Protein-Ligand-Komplexes gekennzeichnet ist, ist dabei essentiell fiir die Effektivitat
in vivo. Historisch betrachtet wurde lange Zeit ein statisches Modell der Protein-Ligand-
Interaktion propagiert (Schliissel-Schloss-Prinzip),36 37 in dem die Bindungstasche als inva-

riabel erachtet wurde. Es hat sich jedoch gezeigt, dass die Bindung eines Inhibitors oder
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Liganden als dynamischer Prozess von Assoziation und Dissoziation zum/vom Protein auf-
zufassen ist. Die konformationelle Dynamik von Zielproteinen (aktive vs. inaktive Konfor-
mationen) beeinflusst dabei die Bindung sowie Dissoziation von Liganden. In Bezug auf die-
se Bindungsereignisse werden die Modelle der konformationellen Selektion und des
induced-fit unterschieden. Im ersten Fall basiert die Bindung eines Liganden auf der Selekti-
on eines definierten konformationellen Zustands des Zielproteins, welches in einem dyna-
mischen Gleichgewicht verschiedene raumliche Anordnungen adaptieren kann. Ein Ligand
bindet nun lediglich eine bestimmte Konformation des Enzyms und entfernt dieses Konfor-
mer aus dem Gleichgewicht, so dass es in Richtung dieses Zustands verschoben wird. Im
induced-fit Modell hingegen werden keine Konformationen selektiert, sondern durch die
Bindung des Liganden am Protein induziert. Dabei sind die Erkennungselemente innerhalb
der Bindetasche zunichst nicht komplementir zum Binder, sondern erst im Anschluss an
die strukturelle Reorganisation des Proteins. In der Literatur sind beide Modelle zur Inhi-
bitor-Target-Interaktion bekannt, aber auch eine Kombination der beiden Extreme zur

Ligandenbindung ist moglich.38

Seit der Identifizierung der Kinasen als klinisch relevante Onkogene ist die Entwicklung
selektiver Inhibitoren sowohl im akademischen Umfeld als auch in der pharmazeutischen
Industrie in den Fokus geriickt. Doch trotz anfianglichem Optimismus, und vielver-
sprechender Perspektiven, beispielsweise aufgrund der Einfithrung von Imatinib als CML-
Therapeutikum, sind bis heute lediglich 15 Kinaseinhibitoren sowie fiinf therapeutische
Antikorper zur Anwendung in der Krebstherapie zugelassen.3® Viele Wirkstoffe scheitern
aufgrund mangelnder Wirksamkeit am Patienten und damit einhergehend an der nicht ver-
standenen Tumorbiologie, einige am Auftreten toxischer Nebeneffekte, wie im Falle des
Inhibitors Tozasertib zur Behandlung von NSCLC, welcher kardiale Nebenwirkungen her-

vorrief.40, 41

1.3 Zielgerichtete Tumortherapie

Durch den heutigen Standard in der Sequenziertechnik besteht die Méglichkeit Tumorzellen
zu studieren und die Griinde fiir ihre Fehlregulation auf der Ebene des Erbguts festzuma-
chen. Mit dem Wissen iliber die genetischen Lisionen und der Identifizierung treibender
Onkogene kann eine personalisierte Therapie mit geeigneten niedermolekularen Inhibito-
ren, die das gewlinschte Zielprotein ausschalten, entwickelt und angewendet werden. Kina-
sen wurden in vielen Fallen als die ausschlaggebenden, fehlregulierten Proteine in Assozia-

tion mit Tumorwachstum identifiziert und stellen daher einen wichtigen Ansatzpunkt in der
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Krebstherapie dar.#2 Grundlage fiir die Anwendung einer zielgerichteten Therapie ist
einerseits der Zugang zu Informationen iiber die unterschiedlichen genetischen Abnormita-
ten, die den Phanotyp der unkontrolliert proliferierenden Tumorzelle bestimmen und ande-
rerseits die Verfligbarkeit technischer Methoden, um das Tumorgewebe jedes Patienten
individuell zu untersuchen und so die Verabreichung des optimalen Wirkstoffs oder ent-
sprechender Kombinationen zu garantieren. Dariiber hinaus miissen folgerichtig auch maf3-
geschneiderte Molekiile zur Inhibition der fehlregulierten Proteine verfiigbar sein. Es wur-
den grofde Anstrengungen unternommen, um den Fortschritt in diesen Bereichen voranzu-

treiben.

Tumore zeichnen sich durch ein hochgradig instabiles Genom aus, das sich in der Theorie
mit jeder weiteren Zellteilung verdndern kann, da in Tumorzellen vielfach auch DNA-
Reparaturmechanismen ausgeschaltet sind. Eine Klassifizierung der vorhandenen geneti-
schen Information ist demnach eine Herausforderung, die nur mit grofem Aufwand bewal-
tigt werden kann. Die Initiative zur Griindung des The Cancer Genome Atlas*3 im Jahr 2006
hatte zum Ziel, moglichst viele Tumore im Hinblick auf ihre genomischen Variationen zu
charakterisieren und in einer weltweit zuginglichen Datenbank zusammenzutragen. Bis
heute sind die genetischen Annotationen von 24 Tumorarten erfasst. Diese Informationen
stellen einen essentiellen Baustein der personalisierten Therapie dar, denn basierend auf
diesen Daten konnen zielgerichtete Therapien eingeleitet und auch zielgerichtete Wirkstoffe
gegen charakteristische, onkogene Proteine entwickelt werden. Eine Charakterisierung des
vorliegenden Tumors im Patienten und die Identifizierung der relevanten genetischen Bio-
marker in jedem Einzelfall sind dazu unumgdnglich. Fiir die Diagnostik zur Sequenzierung
von Patiententumoren, in den fiir die Krebsentstehung relevanten Gensegmenten zur Identi-
fikation genetischer Lisionen, miissen derzeit noch Kosten von rund 4000 € aufgewendet
werden, doch eine Reduktion dieser Kosten auf 1000 € in einem Zeitfenster von 3-5 Jahren,

z.B. durch die Anwendung von DNA-Microarrays,* wird prognostiziert.+s

Letztlich stellt auch die Verfiigbarkeit an klinisch zugelassenen Kinaseinhibitoren (Anzahl:
15) oder therapeutischen Antikorpern (5) eine Limitation dieser personalisierten Therapie
dar. Aufgrund des begrenzten Arsenals an Medikamenten, wird auch die Masse an behan-
delbaren Patienten eingeschrankt, denn so vielversprechend zielgerichtete Therapien fiir
eine praselektierte Population an Probanden erscheinen mogen, so zeigen sie auch, dass
Patienten, die nicht die charakteristischen genetischen Lasionen tragen in keiner Weise von
dieser Art der Therapie profitieren, obwohl die Tumore einer Entitit des gleichen Gewebe-
typs abgeleitet sind.#648 Diese Tatsache illustriert, dass die Biologie eines Tumors offen-

sichtlich komplexer ist und vielfach nicht auf die Fehlregulation eines einzelnen Proteins
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zuriickgefiihrt werden kann. Ein tiefergreifendes Verstdndnis der Tumorbiologie ist daher
erforderlich, um moglichst alle genetisch verdnderten Varianten adressieren zu kénnen.*s
Bis heute konnen lediglich einige Krebserkrankungen mit Auspriagung solider Tumore wie
Hodenkrebs durch chirurgische Entfernung des Tumors und anschliefender Therapie mit
Zytostatika und/oder Bestrahlung vollstindig geheilt werden. Eine Chemotherapie allein
erweist sich in der Vielzahl der tibrigen Fille jedoch als wirkungslos und fiihrt zur dramati-
schen Verschlechterung der Lebensqualitdt der Patienten, da durch die Gabe von Zytostatika
keine selektive sondern generische Toxizitdt auf alle sich teilenden Zellen des Organismus
ausgeiibt wird. Auch durch die innovative Herangehensweise einer zielgerichteten Therapie
zeigt sich, dass Krebserkrankungen wie CML oder NSCLC nicht per se heilbar sind, da die
Patienten immer wieder Riickfélle erleiden, die durch das Auftreten von Resistenzmutatio-
nen (vgl. Kapitel 3) bedingt sind. Doch zweifelsfrei besitzen diese Ansitze Vorteile gegen-
tiber der Standardchemotherapie, denn der Einsatz selektiver Kinaseinhibitoren in persona-
lisierten Therapien fiihrt zu weitaus geringerer Toxizitdt im Vergleich zur klassischen Che-
motherapie sowie gesteigerter Uberlebenswahrscheinlichkeit.#® Letztere steigt beispiels-
weise bei der Behandlung von CML mit Imatinib tber einen Zeitraum von 5 Jahren auf

89%.50

Kinaseinhibitoren zeigen enormes Potential in der Krebstherapie und daher wird in der
Medizinischen Chemie verstarkt versucht neue Verbindungen zu identifizieren, die durch
rationale Optimierungsstudien zu therapeutischen Wirkstoffen weiterentwickelt werden
konnen. Auch in der Chemischen Genetik, zur selektiven Adressierung weitgehend uner-
forschter Kinasen und Aufklarung ihrer Funktionen sowie Identifikation von Interaktions-
partnern in komplexen Signalkaskaden, kommen sie zum Einsatz und leisten so einen wich-
tigen Beitrag zur Aufklarung der Tumorbiologie. Im Rahmen dieser Arbeit wurden Kinase-
inhibitoren sowohl in medizinalchemischen Studien zur Optimierung von Inhibitoren und
Umgehung von Wirkstoffresistenzen in klinisch relevanten Zielproteinen (Kapitel 3), als
auch als molekulare Werkzeuge in chemisch-genetischen Ansitzen zum Studium und der
Charakterisierung wenig untersuchter Kinasen sowie ihrer assoziierten Signalkaskaden

(Kapitel 4) eingesetzt.



2 Zielsetzung und Motivation

Ziel dieser Arbeit war die Identifizierung neuartiger Kinaseinhibitoren, deren chemische
Optimierung sowie biochemische und zellbiologische Charakterisierung. Die so erhaltenen

Substanzen sollten anschliefend als Sonden in der Chemischen Genetik Anwendung finden.

Sekundarmutationen, die den Aminosaureaustausch an der Tiirsteherposition von Protein-
kinasen bewirken, stellen therapeutisch relevante Wirkstoffresistenzen in der zielgerichte-
ten Tumortherapie dar. Es ist daher von grundlegender Bedeutung, die Mechanismen dieser
Resistenz auf molekularer und atomarer Ebene zu verstehen, um strukturbasiert Inhibito-
ren zu entwickeln, die in der Lage sind, diese Verdnderungen in der Bindungstasche der

Zielproteine zu umgehen.

Im Rahmen dieser Arbeit sollten dazu, ausgehend von Hochdurchsatz-Screens, Hit-
Strukturen identifiziert und chemisch auf die Inhibition wirkstoffresistenter Mutationsvari-
anten der Abelson Kinase (Abl) sowie des Stammzellfaktorrezeptors KIT optimiert werden.
Eine Konservierung der inhibitorischen Aktivitit gegeniiber Tiirsteher-mutierten Kinasen
sollte z.B. durch die Einfiihrung flexibler Strukturmotive angegangen werden. Zur Bestati-
gung des Bindungsmodus und der rational designten Protein-Ligand-Interaktionen sollte
das bekannte cSrc-Kristallisationssystem adaptiert werden. Abschliefdend war zu priifen, ob
und in welchem Mafie die in biochemischen Assaysystemen evaluierten Resultate auch auf
zelluldre Ansidtze, unter Verwendung von Abl- und KIT-abhdngigen Tumorzelllinien (K562
und GIST-T1, GIST-T1 T670I), anwendbar sind. Basierend auf den zuvor generierten Inhibi-
toren sollten weiterhin klar abgegrenzte Selektivitidtsprofile durch eine zelluldre Profilie-
rungsstudie in K562-Zelllysaten erstellt werden. Dazu sollten Teile der bestehenden, fokus-
sierten Bibliothek aus reprasentativen Vertretern durch strukturell verwandte Fragmente

und ein Referenzmolekiil (BIRB-796-Analogon) erweitert werden.

Um die Tumorbiologie mit Hilfe von chemisch-genetischen Methoden tiefgreifend zu ver-
stehen, ist das Verstdndnis und die Aufklarung der biologischen Funktion relevanter Onko-
gene in Signalkaskaden essentiell. Daher sollten in einem weiterfithrenden chemisch-
genetischen Ansatz zundchst die in Vorarbeiten erzeugten chemischen Sonden zur Adressie-
rung von Arkl, einem zur humanen Aurora Kinase verwandtem Homolog aus Spalthefe,
biochemisch charakterisiert werden. Der Fokus lag dabei auf der Bestatigung, dass die
Elektrophil-tragenden Sonden ausschliefilich und spezifisch die rational entworfene bump

and hole Kinase Arkl-as3-cys (L166A, E173C), aber nicht den Wildtyp inhibieren. Dariiber
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hinaus sollte der Nachweis erbracht werden, dass die Sondenmolekiile kovalent an das ab-
gewandelte Target binden und im Falle der unverdnderten Kinase keine Modifizierung er-
folgt. Abschliefdend sollte eine Substanzbibliothek gegeniiber der homologen, humanen
Aurora A nach inhibitorisch aktiven Verbindungen durchmustert werden, um neuartige
Binder zur Nutzung in weiterfiihrenden chemisch-genetischen Studien zu identifizieren.
Angelehnt an diese chemisch-genetischen Studien an Ark1 sollten fiir das kiirzlich als onko-
gen beschriebene Target TBK1 (TANK-bindende Kinase 1),5! dessen biologische Funktion
bis heute noch nicht vollstdndig untersucht und nachvollzogen ist,52 Hit-Strukturen identifi-
ziert werden, die als Ansatzpunkte fiir Studien zur Optimierung von Affinitdt und Selektivi-
tat dienen konnen. Als Basis fiir rationales Design sollten Substanzbibliotheken mit Hilfe
eines aktivitdtsbasierten Assaysystems durchmustert werden und TBK1-Homologiemodelle
basierend auf bekannten Kristallstrukturtemplaten verwandter Kinasen erstellt werden.
Durch die Analyse strukturell dhnlicher, literaturbekannter Molekiile sollten mogliche Bin-
dungsmodi fiir die biochemisch validierten Trefferverbindungen in TBK1 erarbeitet werden.
Die anschliefiend im rationalen Design entwickelten Verbindungen sollten im Zuge der Ge-
nerierung einer kleinen, fokussierten Substanzbibliothek synthetisch dargestellt und bio-
chemisch charakterisiert werden. Zudem sollte der Fokus auf dem Design von selektiven
und gegebenenfalls kovalenten chemischen Sonden liegen, die im Anschluss fiir die Unter-
suchung der biologischen Funktion von TBK1 auf zelluldrer Ebene herangezogen werden
konnen. Fiir den Fall einer méglichen, irreversiblen Adressierung von TBK1 sollte durch
ATP-Kompetitionsexperimente der Charakter der Inhibition (reversibel/kovalent) unter-

sucht und gegebenenfalls die Ausbildung einer o-Bindung zum Zielprotein belegt werden.

Das Verstdndnis liber den Bindungsmodus niedermolekularer Verbindungen ist fiir deren
weitere chemische Optimierung hilfreich. Daher sollten diverse Verbindungen im Komplex
mit cSrc sowie p38a kristallisiert und die erhaltenen Réntgenkristallstrukturen analysiert

werden.



3 Strukturbasierte Verfahren der Medizinischen

Chemie

Speziell in der Behandlung von Krebs und im Zusammenhang mit Kinasen als onkogene
Zielproteine wird oftmals im Rahmen der personalisierten Medizin eine zielgerichtete The-
rapie verfolgt, die theoretisch eine selektive Adressierung des verdnderten, meist konstitu-
tiv aktiven Proteins gewdhrleisten soll. Aufgrund der konservierten Struktur von Kinasen ist
eine selektive Inhibition einzelner Kinasen schwer zu erreichen, doch in Profilierungsstu-
dien zeigte sich, dass einige Therapeutika ebenfalls eine inhibitorische Breitbandwirkung
zeigen und diese nicht notwendigerweise nachteilige Auswirkungen mit sich bringt.53-55 Um
jedoch selektive Inhibitoren fiir stratifizierte Therapien zu entwickeln, muss zunichst ein
Target identifiziert und dessen Assoziation zu einem bestimmten Krankheitsbild hergestellt
werden. Grundsatzlich sind zwei Arten der zielgerichteten Verfahren bekannt: Einerseits
durch die direkte Adressierung der intrazellular lokalisierten Kinasen mit Hilfe niedermole-
kularer Inhibitoren und somit Inhibierung der katalytischen Funktion und andererseits die
Adressierung extrazelluldrer Rezeptorteile mit Antikorpern, die eine Dimerisierung und
damit Aktivierung der angehangten intrazelluldren Kinasedomane unterbinden. Weiterhin
konnen letztere ebenfalls dazu genutzt werden selektiv tumorspezifische, an der Zellober-
fliche exponierte Strukturen zu erkennen, daran zu binden und so die Aktivierung des Im-

munsystems zu induzieren.+s

In den 1960er Jahren konnte fiir das krankhafte Erscheinungsbild der Chronisch Myelo-
ischen Leukdmie (CML) das zugehorige Onkogen identifiziert werden. Die Generierung des
Krankheitsbildes basiert auf der reziproken Translokation der Gensegmente Breakpoint
cluster region (Bcr, Chromosom 22) und des regulatorischen Teils von Abl (Chromosom 9)
zum konstitutiv aktiven Fusionsprotein Bcr-Abl (Philadelphia-Chromosom). Permanent
aktivierte Kinasen gehen mit der Fehlregulation von Signalkaskaden einher und resultieren
daher vielfach in Krebserkrankungen. Das dynamische Gleichgewicht zwischen aktiver und
inaktiver Form liegt dabei vollstindig auf der Seite der aktiven Konformation. Anhand der
erfolgreichen Entwicklung des Kinaseinhibitors Imatinib (Gleevec, Abbildung 3.1) zur Be-
handlung dieses Krankheitsbildes kann der Erfolg einer Anwendung zielgerichteter Verfah-
ren belegt werden. Dieser Typ-II Inhibitor zeigt eine antiproliferative Wirkung gegeniiber
Ber-Abl exprimierenden Zellen und wurde basierend auf einer identifizierten Leitstruktur

zur Hemmung von Proteinkinase C (PKC) rational zur klinischen Reife weiterentwickelt.56
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Im Detail belegt der Ligand die allosterische Subtasche mit dem Methylpiperazin-Motiv so-

wie Amid-verbriicktem Aromaten und wird durch Wasserstoffbriickenbindungen zu Helix C

(Glu286) und Peptidriickgrat des DFG-Motivs (Asp381) fixiert. Das Pyrimidin ist in der ATP-

Bindetasche lokalisiert und das verkniipfende Amin an 2-Position kontaktiert den Thr-

Tiirsteher unter Ausbildung einer weiteren Wasserstoftbriicke, wahrend das terminale Py-

ridin die Scharnierregion tiber das Peptidriickgrat von Phe317 adressiert.
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Abbildung 3.1: A) Bindungsmodus von Imatinib innerhalb der katalytisch aktiven Tasche von Abl (PDB-Eintrag:
2HYY); B) Verschiedene fiir die therapeutische Anwendung zugelassene Kinaseinhibitoren.




Strukturbasierte Verfahren der Medizinischen Chemie 15

Die CML-Ersttherapie erfolgt heute im Standardverfahren mit Imatinib, doch aufgrund der
enormen genetischen Instabilitit sowie Inhomogenitidt und einer hohen Teilungsrate sind
Tumorzellen empféanglich fiir die Adaption von Sekundarmutationen, die die Wirkung von
Imatinib herabsetzen. Im Fall von CML sind mehr als 50 erworbene Resistenzmutationen in
Form einzelner Basenpaaraustausche auf genetischer Ebene bekannt, die auf proteinogener
Ebene fiir die Substitution einzelner Aminosauren in der katalytischen Kinasedoméane ver-
antwortlich sind.5? Durch den von Imatinib hervorgerufenen Selektionsdruck besitzen diese
veranderten Krebszellen einen evolutiven Vorteil gegeniiber solchen, die lediglich die kon-
stitutiv aktive Fusionsform Bcr-Abl exprimieren und so wird trotz Therapie die Progression
der Tumorzellen geférdert. Simtliche Resistenzformen kénnen durch Inhibitoren der zwei-
ten und dritten Generation, wie Dasatinib (Sprycel)!8 respektive Nilotinib (Tasigna)2é und
aktuell Ponatinib (Iclusig),’8 therapiert werden. Lange Zeit stellte jedoch die Tiirstehermuta-
tion T315I die einzige Resistenzmutation dar, die nicht durch niedermolekulare Wirkstoffe
adressierbar war. Durch sterische Repulsion der Liganden aufgrund der im Gegensatz zu
Thr315 raumfordernden Aminosaureseitenkette Ile und dem Verlust der essentiellen Was-
serstoffbriickenbindung der Inhibitoren zum urspriinglichen Tiirsteher, wird die Bindungs-
affinitat soweit herabgesetzt, dass die applizierten Wirkstoffe keinen signifikanten inhibito-
rischen Effekt mehr herbeifiihren. Aktuell gibt die Verbindung Ponatinib (Abbildung 3.1)
jedoch Anlass zur Hoffnung, denn der Phase III Kandidat erhielt im Dezember 2012 die be-
schleunigte Zulassung der FDA zur Behandlung von CML-Patienten nach erfolgloser Erst-
therapie.6- 59 Trotzdem zeigen sich bei der Therapie, mit dem Auftreten von Hepatotoxizitat
sowie arteriellen Thrombosen, ernstzunehmende Nebenwirkungen. Wirkstoffresistenzen
stellen demnach ein massives Problem in der Entwicklung neuer Wirkstoffe zur Behandlung
von Krebserkrankungen dar und daher beriicksichtigen die Bemiihungen zum rationalen
Design von Inhibitoren derzeit schon in frithen Phasen die Moglichkeit auftretender Mutati-
onen. Unter anderem kann die Einfiihrung flexibler Elemente dazu fiihren, dass eine steri-
sche Repulsion von Ligand und Tiirsteher vermieden und die Resistenzmutante inhibiert
wird (vgl. Kapitel 3.1ff.). In der Entwicklung von Ponatinib durch O‘Hare et al. fithrten die
Autoren eine C-C-Dreifachbindung als lineares verbriickendes Element ein, das eine relative
Flexibilitdt der Termini gewahrleistet, sterisch wenig anspruchsvoll ist und so diese speziel-

le Form der Resistenzmutation (T3151) umgehen kann.58

Aufgrund der hoch konservierten Struktur der katalytischen Tasche stellt auch die Entwick-
lung selektiver Kinaseinhibitoren immer noch eine grofie Herausforderung in der Wirk-
stoffentwicklung dar. So inhibiert Imatinib beispielsweise nicht ausschliefilich das Fusions-
protein Bcr-Abl, sondern auch die Rezeptortyrosinkinase KIT und ihre konstitutiv aktiven

Formen, welche eine hohe Sequenzhomologie aufweisen. Dies stellt jedoch in diesem Fall
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keinesfalls eine Hiirde in der klinischen Verwendung dar, denn mit dem weiteren Target
war auch eine Anwendung in der Behandlung solider Gastrointestinaler Stromatumore
(GIST) moglich, in denen konstitutiv aktives KIT das onkogene Zielenzym darstellt. Aktuelle
Studien sowie die Erstellung von Inhibitions- und Selektivitatsprofilen belegen, dass neben
Imatinib viele der fiir die klinische Therapie verfligbaren Kinaseinhibitoren, wie beispiels-
weise Gefitinib (Iressa) oder Erlotinib (Tarceva) ein breites Spektrum unterschiedlicher
Kinasen adressieren.>* Diese belegen, dass die Promiskuitit der Bindung eine untergeordne-
te Rolle in der Anwendung spielt, sofern kein potentiell Toxizitdt-auslosendes Zielprotein
adressiert wird. Aus diesem Grund werden aktuell vermehrt Anstrengungen unternommen,
um Inhibitoren im Vorfeld der weiteren Entwicklung und klinischen Priifung distinkte Se-
lektivitatsprofile zuzuordnen und die Moglichkeit einer generischen Toxizitit, hervorgeru-
fen durch den Liganden, zu minimieren. Dazu stehen unterschiedlichste Methoden der Profi-
lierung zur Verfiigung (vgl. Kapitel 3.3). Im Falle der selektiven Inhibition eines Zielproteins
in der zielgerichteten Tumortherapie besteht die Moglichkeit, dass unter physiologischen
Bedingungen eine spezifische inhibitorische Wirkung durch Aktivierung redundanter Sig-
nalwege aufgehoben wird. Daher ist es oftmals vorteilhaft neben dem treibenden Onkogen
simultan auch den analogen Signalwegen assoziierte Enzyme zu adressieren.¢®¢ Obwohl
heutzutage bekannt ist, dass die Biologie eines Tumors hochgradig komplex und in den
meisten Fallen nicht ausschliefllich von einem Onkogen abhdngig ist und diese Erkenntnis
den Ansatz der auf ein Zielenzym fokussierten zielgerichteten Therapie grundlegend aushe-
belt, kann dennoch die Moglichkeit einer kombinierten Therapie, unter Verwendung ver-
schiedener selektiver Inhibitoren, verfolgt werden. In vielen Fillen zeigte sich bis heute,
dass das Zusammenspiel mehrerer Wirkstoffe durchaus erfolgversprechend ist, wie im Fall
des monoklonalen Antikorpers Trastuzumab (Herceptin) und des niedermolekularen Inhi-

bitors Lapatinib (Tycerb) in der Therapie von Brust und Magenkrebs.61. 62

Viele akademische Gruppen halten an der Entwicklung bzw. Identifizierung méglichst selek-
tiver Inhibitoren fest, da diese ideale Werkzeuge fiir die Entschliisselung von wenig unter-
suchten Signalkaskaden und Interaktionsnetzwerken darstellen (vgl. Kapitel 4) und so das
Verstédndnis tber die biologische Funktion onkogener Proteine und ihrer assoziierten Inter-
aktionsnetzwerke gefordert wird. Basierend auf diesem grundlegenden Verstdndnis der
regulatorischen Komplexitdt von Signalkaskaden kénnen neue Ansatzpunkte fiir die ratio-
nale Entwicklung neuartiger Inhibitoren definiert, sowie attraktive Zielenzyme identifiziert

werden.3?
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3.1 Umgehung von Wirkstoffresistenzen in Abl und KIT

Der liberwiegende Teil an Kinaseinhibitoren bindet innerhalb der ATP-Bindetasche einer
Kinase (Typ-1 und Typ-II). Diese stellen heute leistungsfahige Werkzeuge im therapeu-
tischen Ansatz zur zielgerichteten Tumortherapie dar. Als Leitbild sei der oben beschriebe-
ne Fall von Imatinib (Gleevec) zur Behandlung von CML®3 und GISTé* 65 mit den zugehoérigen
Onkogenen Bcr-Abl und KIT genannt, um nur ein Beispiel fiir den Einsatz von Kinase-
inhibitoren als Wirkstoffe in der Krebstherapie anzufiihren. Obwohl diese Art der Inhibito-
ren sehr erfolgreich in der Ersttherapie eingesetzt wird, birgt das Auftreten von Resistenz-
mutationen innerhalb der katalytischen Domane wahrend spaterer Phasen der Krankheit
eine immer grofier werdende Herausforderung.50 Mit Beginn der Etablierung von DNA-
Sequenzierungsmethoden und fortschreitender Optimierung dieses Ansatzes ist es heute
moglich primdre Tumoren auf ihre genetische Alteration und den Amplifikationsstatus on-
kogener Genabschnitte zu untersuchen. Inzwischen wurde festgestellt, dass fiir einen Teil
der Tumore ein hohes Aufkommen an Mutationen im aktiven Zentrum von Kinasen fiir diese
Resistenzen verantwortlich ist.66 Aus dieser Tatsache ergibt sich das Problem der erwor-
benen Wirkstoffresistenz in der Langzeitbehandlung von Krebs.67-¢9 Die Behandlung einer
klinisch observierten Patientenpopulation von CML-Patienten fiihrt beispielsweise in
durchschnittlich 30% der Fille zu Wirkstoffresistenzmutationen in der katalytischen Do-
mane von Bcr-Abl oder Unvertraglichkeiten gegentiber Imatinib innerhalb der ersten flinf
Jahre.50 Im Falle von Patienten, welche an GIST leiden stellt sich die Situation sogar deutlich
dramatischer dar, denn 14% aller Patienten zeigen keine initiale Resonanz auf Imatinib und
weitere 50% entwickeln innerhalb der ersten zwei Jahre der Behandlung eine Wirkstoft-
resistenz durch Mutationen innerhalb der Kinasedomédne des Stammzellwachstumsfaktor-
rezeptors KIT.64 Diese Situation verdeutlicht, dass die Entwicklung neuartiger Inhibitoren,

die klinisch relevante Kinasen modulieren, noch immer hohe Prioritét genief3t.

Eine der bekanntesten wie auch auf molekularer Ebene auffilligsten Mutationen stellt der
Austausch der Tiirsteheraminoséure dar, welche den Zugang zur ATP-Bindetasche sowie die
Selektivitdt gegeniiber Bindungspartnern kontrolliert, wie beispielsweise im Falle der
T315I-Mutation des onkogenen Fusionsproteins Bcr-Abl in CML. Diese spezifische Gen-
fusion sorgt einerseits fiir die konstitutive Aktivitat der Abl-Kinase, andererseits ist es der
mutationsbedingte Austausch der Tiirsteheraminosadure, welcher eine sterische Abstofdung
von Typ-I und Typ-II Bindern induziert.’° Zudem reprasentiert die T315I-Mutante die einzi-
ge unter mehr als 50 Resistenzmutationen der katalytischen Domane, die bis heute - mit
Ausnahme des Wirkstoffs Ponatinib - in der Krebstherapie nicht mit den bekannten Kinase-

inhibitoren therapierbar ist.57. 71 In Relation dazu fiihrt bei GIST nicht die Fusion zweier
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Gensegmente, sondern der primar erworbene Austausch V559D innerhalb der regulatori-
schen Juxtamembran-Region von KIT zur permanenten Aktivierung der Rezeptortyrosin-
kinase, wihrend die Sekundarmutation T6701 an der Tirsteherposition mit einer Unemp-

findlichkeit gegen die Ersttherapie mit Imatinib einhergeht.72.73

Eine Moglichkeit die Problematik der Resistenzmutationen innerhalb der ATP-Bindetasche
zu umgehen ist die Verwendung von Inhibitoren mit allosterischem Bindungsmodus. Da
keine direkte Interaktion innerhalb des katalytischen Zentrums stattfindet, konnen auf die-
se Weise die bisher bekannten Mutationen umgangen werden sodass aktuell auch die Ent-
wicklung allosterisch bindender Wirkstoffe, welche die Zielkinase in ihrer inaktiven Kon-

formation stabilisieren, verfolgt wird. 14 21,74

Eine weitere Alternative, die nicht die allosterische Interaktion beinhaltet, stellt die Einfiih-
rung flexibler Strukturmotive dar, um einer sterischen Hinderung mit einem rdaumlich an-
spruchsvollen Tiirsteher aus dem Weg zu gehen. 2009 wurde dazu in der AG Rauh die struk-
turbasierte Entwicklung von Typ-II cSrc-Inhibitoren beschrieben.2? Die Fusion schwach
affiner Pyrazolharnstoffe (Typ-III, ICso = 20 uM) mit Chinazolinkernen (Typ-I, 6 puM) fiihrte
zu potenten Typ-II Hybriden (223 nM) mit konservierter Bindungsaffinitat hinsichtlich der
Tiirstehermutante T338M in biochemischen als auch zellularen Untersuchungen. Basierend
auf Rontgenstrukturanalysen von Protein-Inhibitor-Kristallkomplexen konnte die intrin-
sische Flexibilitdt eines verbriickenden Strukturelements, welches durch Rotation einer
sterischen Hinderung mit dem Tiirsteher aus dem Weg geht, als Grund fiir die aufrechterhal-

tene Wirkung manifestiert werden.

Auch O’Hare et al.58 zeigten bereits, dass verbriickende Elemente wie z.B. Alkine, die sterisch
wenig anspruchsvoll sind und zudem noch die Rotation der terminalen Briickenglieder er-
moglichen, zur Umgehung von Tiirstehermutationen nutzbar sind. Hier wurden ebenfalls
Typ-1 und Typ-III Binder verkniipft, um die T315I-Variante von Abl zu umgehen. Die erzeug-
ten Derivate waren in der Tat dazu geeignet die evaluierte in vitro Aktivitiat sowohl in zellu-
laren Studien als auch in Xenograft-Modellen zu konservieren.’s Ein Vertreter aus der Reihe
der entwickelten Verbindungen (Ponatinib) befindet sich derzeit in Phase III klinischen Stu-
dien als pan-Bcr-Abl Inhibitor fiir die Behandlung von CML5% 76 und wurde im Dezember
2012 durch die FDA im beschleunigten Verfahren fiir die Therapie von CML-Patienten nach

erfolgloser Ersttherapie zugelassen.6
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3.2 Ergebnisse

3.2.1 HTS zur Identifizierung von Abl T315I Inhibitoren

Um einen Ansatzpunkt fiir die Synthese und strukturelle Optimierung von Inhibitoren zur
Umgehung der wirkstoffresistenten T315I-Variante der Abelson-Kinase zu erhalten, wurden
zwei Substanzbibliotheken nach interessanten Kerngeriisten mit inhibitorischer Aktivitat
durchmustert. Dabei wurden die laboreigene Substanzbibliothek (,RL“) bestehend aus 839
Verbindungen als auch eine kommerziell erhaltliche Bibliothek mit 968 Strukturen
(,Vichem"“) eingesetzt. Zur Durchmusterung wurde das aktivitdtsbasierte Testsystem
KinEASE™ (Cisbio) genutzt, welches die relative Aktivitit einer Kinase in An- und Abwe-
senheit von Inhibitoren durch Quantifizierung der Phosphorylierung eines artifiziellen Pep-
tidsubstrats determiniert. Mit 29 Verbindungen, die bei einer Konzentration von jeweils
13.2 uM eine verbleibende Restaktivitit von <20% am untersuchten Enzym hervorriefen,
konnte unter Verwendung der ,RL“Bibliothek eine Trefferrate von 3.5% erzielt werden.
Aus der Clusteranalyse der erhaltenen Ergebnisse, welche sowohl den strukturellen Ver-
wandtschaftsgrad der unterschiedlichen Geriiste, als auch deren inhibitorische Aktivitdt in
Bezug auf das untersuchte Zielenzym illustriert und korreliert (Abbildung 3.2), gehen geeig-
nete Grundstrukturen fiir Optimierungsstudien hervor. Besonderes Interesse erweckten in
diesem Zusammenhang die zuvor in der AG Rauh entwickelten Hybridinhibitoren (1) zur
Adressierung der Tyrosinkinase cSrc sowie der Tiirsteher-mutierten Form T338M.20 Diese
wurden explizit fiir die Adressierung der Mutante entworfen, die jedoch klinisch im Gegen-
satz zu Abl T3151 und KIT T670I lediglich eine untergeordnete Rolle einnimmt. Eine Uber-
tragbarkeit des Wirkverhaltens schien aufgrund der stark konservierten Struktur beider
Tyrosinkinasen durchaus sinnvoll und daher wurde diese Klasse an Substanzen bioche-
misch validiert und als Grundlage fiir weitere Optimierungsstudien herangezogen, zumal
der Bindungsmodus (Typ-II) in cSrc bereits untersucht wurde?? und so ein Ansatzpunkt fiir
rationales Design zur Verfiigung stand. Der im Zuge der Validierung der Trefferverbindung
ermittelte 1Cso-Wert gegeniiber Abl T315I lieferte mit 141 nM noch Freiraum fiir weitere

Optimierungen.
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Abbildung 3.2: Durchmusterung einer internen Bibliothek der AG Rauh gegen Abl T315I: Generelle Vor-
gehensweise: In einer initialen Durchmusterung bei einer Konzentration der entsprechenden Substanzen von
13.2 uM wurden 29 Treffersubstanzen identifiziert. Strukturell interessante Verbindungen wurden in weiteren
Validierungsschritten bestdtigt (oben); Clusteranalyse der gesamten Substanzzusammenstellung hinsichtlich
struktureller Ahnlichkeit in Korrelation mit inhibitorischer Aktivitit (unten). Die Gréfie der Kreise illustriert die
Diskontinuitit der SAR im Hinblick auf strukturell eng verwandte Verbindungen.

Neben den Hybridverbindungen zeigten sich auch Vertreter der Klassen von Thiazolharn-
stoffen, sowie Harnstoff-verbriickten Pyrazolothiazole als potente Verbindungen zur Adres-
sierung der wirkstoffresistenten T315I-Mutante (vgl. Abbildung 3.2). Ebenfalls unter den
Trefferverbindungen waren die in der Bibliothek implementieren kommerziell erhéltlichen
Kinaseinhibitoren Erlotinib, Sunitinib, Bosutinib, Vandetanib und Axitinib. Diese Gertistklas-
sen sowie bereits kommerzialisierte Inhibitoren wurden jedoch im Rahmen dieses Projekts

nicht weiter verfolgt.

In einer zweiten Studie konnten auch aus der kommerziell erhaltlichen ,Vichem“-Bibliothek
geeignete Vertreter identifiziert werden, die die Mutationsvariante T315I in signifikantem
Mafde (<25% Restaktivitdt) inhibierten. Unter diesen befanden sich literaturbekannte
Grundgeriiste, welche vielen bekannten Kinaseinhibitoren gemein sind wie beispielsweise
Oxindole, Pyrimidine und Pyrazolopyrimidine.”. 77 Dariiber hinaus wurden aber auch Benzo-
thiophene, Pyridopyrimidinone, Dihydropyrrolopyrazole und Tetrahydroxyphenanthri-
dinone identifiziert (Abbildung 3.3). Die Trefferrate innerhalb der Bibliothek, bestehend aus



Strukturbasierte Verfahren der Medizinischen Chemie 21

bekannten Inhibitorgrundgeriisten, lag mit 70 herausgestellten Verbindungen bei 7.2%, von

denen 13 reprasentative Vertreter biochemisch in einem einfachen Bestatigungsexperiment

(vgl. Kapitel 9.2.2) validiert wurden.
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Abbildung 3.3: Durchmusterungskampagne einer Sammlung an fokussierten Kinaseinhibitoren gegen
Abl T3151: Generelle Verfahrensweise sowie Clusteranalyse der Strukturdhnlichkeiten der 70 Trefferver-
bindungen in Korrelation mit dem erzielten Effekt im aktivititsbasierten Assaysystem. Die Grofie der Kreise
illustriert die Diskontinuitdt der SAR im Hinblick auf strukturell eng verwandte Verbindungen.

Die biochemische Evaluierung zeigte fiir das Gros der ausgewdhlten Molekiile einen
[Cso-Wert im Bereich <500 nM und damit ebenso Potential, um durch strukturelle Optimie-
rungen eine signifikante Erhéhung der inhibitorischen Effekte herbeizufiihren (vgl. Abbil-
dung 3.4). So bieten beispielsweise das Thiazol V6 (181 nM) oder aber das Triazol V7
(65 nM) einerseits addquate Inhibitionsstarke, andererseits aufgrund ihrer strukturellen
Komposition und ihres in Relation betrachtet geringen Molekulargewichts (*400 Da) An-

satzpunkte zur weiteren Derivatisierung. Dariiber hinaus besitzen diese Verbindungen, mit
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Ausnahme des verbriickenden Elements, eine vergleichbare Struktur und zeigen daher be-
reits eine SAR in Bezug auf ihre terminalen Substituenten. Im Falle eines Sulfonamids in
para-Position des anilinischen Aromaten wie in V7 wurde im Vergleich zum Morpholin-
substituierten Analogon V6 eine dreifach hohere inhibitorische Aktivitit (65 nM vs.

181 nM) nachgewiesen.
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Abbildung 3.4: ICso-Validierung einer Auswahl an strukturell vielversprechenden Treffern der ,Vichem®-
Bibliothek (Einfach durchgefiihrtes Experiment in Triplikaten).
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Trotz zahlreicher Vertreter aus ,RL“ und ,Vichem“-Bibliothek, die eine grundsatzliche Affi-
nitdt zu Abl T315I aufwiesen, wurde der Fokus fiir die nachfolgenden Studien zur Optimie-
rung der Geriiststruktur auf die Hybridverbindung 1a (Abbildung 3.5A) gelegt, da zu dieser
bereits der Bindungsmodus im Komplex mit cSrc evaluiert wurde, welcher als Grundlage fiir
das aufbauende rationale Design diente. Aus der Gesamtheit der librigen Verbindungen

wurden keine weiteren Strukturen fiir tiefergehende Untersuchungen selektiert.

3.2.2 Strukturbasiertes Design zur Optimierung von Typ-II

Inhibitoren

Aufgrund der Tatsache, dass cSrc, Abl und KIT zu einer eng verwandten Familie von Tyro-
sinkinasen zdhlen, wurde cSrc als initiales Modellsystem zum rationalen Design neuartiger
Hybridinhibitoren auf bekannten 1,3- und 1,4-verkniipften Grundgeriisten2? herangezogen.
Die strukturelle Ahnlichkeit aller drei Transferasen stellte dabei sicher, dass die durch Mo-
dellierung erzielten Resultate zumindest in der Theorie ebenfalls auf die Kinasen Abl und
KIT iibertragbar waren. Aus den Optimierungsstudien, welche auf die Verlangerung bzw.
Derivatisierung der 6-Position des Chinazolin-Kerns mit H-Briicken-Akzeptoren abzielten
(Abbildung 3.5C,D), ging hervor, dass die Einfithrung polarer, tertidrer Stickstoffmotive zu
zusatzlichen Interaktionen mit Aminosduren fithren kann, die am Rande des aktiven Zent-
rums in der Scharnierregion lokalisiert sind. Dabei sollten Asp348 in cSrc bzw. Asp325 in
Abl und Asn680 in KIT adressiert werden. Gleichzeitig versprach diese Verdanderung eine
Erh6éhung der zuvor moderaten Loslichkeit der niedermolekularen Molekiile durch Maxi-

mierung polarer Interaktionen im Umgebungslésungsmittel (Wasser).
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Abbildung 3.5: A) Allgemeines Grundgeriist eines 1,4-verkniipften Typ-II Hybridinhibitors, bestehend aus Typ-I
und Typ-IIl Fragmenten. 1 reprasentiert die in Vorarbeiten rational designten Molekiile, um cSrc wt und die
T338M-mutierte Form zu adressieren. B) Schematische Ubersicht zur Umgehung sterischer Repulsion an raum-
fordernden Tiirsteheraminosduren (z.B. Met) am Beispiel von 1a im Komplex mit cSrc wt (links) und cSrc
T338M (rechts). C/D) Modellierung von 2g (vgl. Tabelle 3.2.1) in das aktive Zentrum der in silico mutierten
Wirkstoff-resistenten KIT T670I (adapiert von PDB-Eintrag: 1T46, C) sowie Abl T3151 (PDB-Eintrag: 3IK3, D)
durch Superposition mit der korrelierenden cSrc-1a-Komplexstruktur (PDB-Eintrag: 3F3W).
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Als Kontrollmolekiile wurden ebenfalls die entsprechenden Vertreter ohne jegliche Substi-
tution an der Chinazolin-6-Position als auch 1,3-verbriickte Molekiile entworfen. Zusatzlich
zu den Verdnderungen am Chinazolinkern wurde die m-Methylgruppe des Pyrazol-
verkniipften aromatischen Rings durch eine Amino-Funktionalitit ersetzt. Auf diese Weise
kénnen polare Interaktionen mit einer polaren Furche oberhalb der allosterischen Sub-
tasche begiinstigt werden, die durch die Seitenketten der Aminosdauren Glu310 (Helix C),
Asp404 (Aktivierungsschleife) und Lys295 (katalytisch aktiv) gebildet wird. Unter der Ver-
mutung, dass diese polaren Interaktionen nicht nur die Affinitdt zu den wt-Kinasen, sondern
auch zu ihren Tirsteher-mutierten Pendants cSrc T338M, Abl T3151 und KIT T670I stei-
gern, wurde diese charakteristische Abanderung am Inhibitorgrundgeriist vorgenommen.
Ferner wurde der Pyrazolo-Teil der Struktur durch das hydrophobe Motiv des literatur-
bekannten Multikinaseinhibitors Sorafenib (Nexavar)78 ersetzt, um a) eine weitere Steige-
rung der inhibitorischen Potenz zu erzielen und Struktur-Aktivitats-Beziehungen zwischen
den unterschiedlichen Strukturen herauszustellen als auch b) die Relevanz dieses struktu-

rellen Motivs innerhalb der Hybridinhibitoren zu studieren (Tabelle 3.2.1).

Basierend auf den Modellierungsstudien von Verbindung 2g mit KIT (PDB-Eintrag: 1T46)
und Abl (PDB-Eintrag: 31K3) auf Grundlage der Kristallstruktur von 1a im Komplex mit cSrc
(PDB-Eintrag: 3F3W) bleibt der vorausgesagte Bindungsmodus von Typ-II Inhibitoren der
zweiten Generation konsistent mit der Art der Protein-Inhibitor Interaktion, die in fritheren
Studien eruiert wurde (Abbildung 3.5C,D).2® Dabei adressiert das N1 des Chinazolins die
Scharnierregion und das Harnstoffmotiv wird zwischen Helix C und DFG-Motiv, welches die
out-Konformation einnimmt, fixiert. Der flexible 1,4-verkniipfte Phenylring fungiert als ver-
briickender Teil und interagiert seinerseits mit dem DFG-Phenylalanin in einer durch indu-
zierte Dipole hervorgerufenen, energetisch gilinstigen face-to-edge Orientierung,” wobei die
aromatischen m-Elektronensysteme orthogonal zueinander stehen. Der Pyrazolo-Teil ist
innerhalb der allosterischen Tasche lokalisiert, welche exklusiv in der inaktiven Kon-

formation der Kinase zuganglich ist.
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Tabelle 3.2.1: Ubersicht iiber die rational erzeugte Substanzbibliothek bestehend aus unterschiedlich substitu-
ierten 1,4- und 1,3-Hybridinhibitoren, sowie Fragmenten und Strukturen mit abgewandeltem Pyrazolo-Part.
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Q/ 2b H NO;
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Im Falle der 1,3-verkniipften Kontrollverbindungen wurde lediglich eine inhibitorische Ak-
tivitat gegeniiber dem Wildtyp der Tyrosinkinasen erwartet, wahrend die mutierten Trans-
ferasen aufgrund der Rigiditat des Inhibitors und der zu erwartenden sterischen Hinderung

mit der rdumlich anspruchsvollen Tiirsteheraminosaure nicht adressiert werden sollten.2?

Abschliefiend wurden auch Fragmente (4a,b) in die zu synthetisierende, fokussierte Sub-
stanzbibliothek aufgenommen, um die Struktur-Aktivitiats-Beziehung (SAR) zwischen diesen
und den erweiterten Inhibitoren (2, 3 und 5) biochemisch zu evaluieren. In nachfolgenden
Studien konnten diese ebenfalls dazu herangezogen werden unterschiedliche zelluldre
Target- und Affinitdtsprofile und den Beitrag der einzelnen Strukturmotive zu Affinitat so-

wie zelluldrer Selektivitiat zu untersuchen (vgl. Kapitel 3.4).



Strukturbasierte Verfahren der Medizinischen Chemie 27

3.2.3 Synthese einer fokussierten Substanzbibliothekii

Zur Synthese einer kleinen Bibliothek unterschiedlich verbriickter Typ-II Inhibitoren von
cSrc, Abl und KIT (Tabelle 3.2.1) wurde besonderes Augenmerk auf die Derivatisierung der
Chinazolin-6-Position mit polaren Motiven, die in der Kinaseinhibitor-Forschung haufig zur
Erhohung der Loslichkeit eingesetzt werden (z.B. Morpholin, Methylpiperazin), gelegt.80. 81
Durch die unterschiedliche strukturelle Zusammensetzung dieser neuen Verbindungen
konnten sowohl distinkte Inhibitionsprofile als auch SARs erwartet werden, die im Falle der
1,4-fusionierten Inhibitoren mit einer Umgehung der Tiirstehermutationen einhergehen
sollten. In die Bibliothek wurden ebenfalls Typ-III dhnliche Fragmente (4a,b) der Hybrid-
inhibitoren implementiert, um den Einfluss der Summe der einzelnen Teile eines Typ-II In-

hibitors untersuchen und illustrieren zu konnen.

Flir die Synthese der unterschiedlichen Molekiile wurden iiberwiegend literaturbekannte
Verfahren2® angewendet und die Hybridverbindungen iiber eine allgemeine, konvergente
Syntheseroute (Schema 3.2.1) dargestellt. Ausgehend von den Reaktanten m-Nitrophenyl-
hydrazin (6) und Pivaloylacetonitril wurde zundchst in einer Pinner-artigen Kondensation
mit anschlieffendem Ringschluss das entsprechende 5-Aminopyrazol (7) hergestellt. Im
Folgenden wurde das verbleibende primdre Amin in einer Sy2-Reaktion mit der Troc-
Schutzgruppe dekoriert. Resultierendes Carbamat 8 konnte anschliefiend mit verschieden
Aminen bzw. Phenylendiaminen substituiert werden, um das zentrale Harnstoffmotiv zu

erzeugen.

Fragmente 4a und 4b wurden dabei zunachst durch die Behandlung von 8 mit Methylamin
Hydrochlorid, zum Aufbau von 4a und sukzessiver Reduktion der m-Nitrogruppe mit Pd/C
zum Korrespondierenden Amin 4b in hinreichenden Ausbeuten (83% fiir 4a und 70% fir
4b), generiert. Darliber hinaus konnten ausgehend von Verbindung 8 die Schliisselinter-
mediate 9 und 10 hergestellt werden. Dazu war eine nukleophile Substitution am Carbamat
mit einfach tert-Butoxycarbonyl-dekoriertem 1,3- bzw. 1,4-Phenylendiamin erforderlich,
welche in moderaten bis guten Ausbeuten (81% fiir 9, 61% fiir 10) verlief. Anschlief3end
wurde die mit dem Fragmentbaustein eingefiithrte Boc-Schutzgruppe beider Intermediate
durch Behandlung mit 4 M HCI unter quantitativem Umsatz entfernt, sodass die Zwischen-
stufen 11 und 12 erzeugt wurden, die als Vorldufersubstanzen fiir die finale Darstellung des
Hybridgrundgeriists dienten. Ausgehend von diesen Amino-substituierten Hydrochloriden

erfolgte die nukleophile aromatische Substitution an frisch hergestelltem 4-Chlorchinazolin

ii Teile der Substanzbibliothek (2a,c,e f,gh,i) wurden bereits wahrend der Masterarbeit ,Struktur-
basierte Entwicklung, Synthese und biochemische Charakterisierung von Typ-II Kinaseinhibitoren“
am Chemical Genomics Centre Dortmund hergestellt.
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zu den intermedidren Verbindungen 2b und 3a, welche ebenfalls Bestandteil der Bibliothek
waren, da diese fiir SAR-Studien zum Einfluss des meta-Substituenten (NOz vs. NH;) auf die
inhibitorische Aktivitit der Molekiile essentiell waren. Abschlief;end wurden die Zwischen-
stufen durch Reduktion der Nitrogruppe mit SnCl; in die korrespondierenden Aminoderi-

vate 2d und 3b tiberfiihrt.

Schema 3.2.1: Synthese von Hybridinhibitoren der zweiten Generation.«
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aReagenzien und Konditionen: i) Pivaloylacetonitril, konz. HCl, EtOH, 90 °C, 12 h, 94%; ii) Troc-Cl, NaOH,
EtOAc/H20, 0°C-RT, 4h, 97%; iii) Methylamin Hydrochlorid, DIPEA, DMSO, RT, 5h, 83%; iv) N-Boc-
Phenylendiamin, DIPEA, DMSO, RT, 24 h, 61-81%; v) Pd/C, NH:HCOO, EtOH, 90 °C, 1 h, 70%; vi) 4 M HCI in
Dioxan, RT, 45 min, quant.; vii) 4-Chlorchinazolin, iPrOH, 75 °C, 3 h, 47-65%; viii) SnClz, EtOH, 70 °C, 1.5-3 h,
61-63%.

Weitere Verbindungen (5a,b), welche die fokussierte Bibliothek ergédnzten (Schema 3.2.2)
wurden unter Verwendung einer alternativen Route synthetisch aufgebaut. Beginnend mit
der Reaktion von 1-Chlor-4-isocyanato-2-trifluormethylbenzol 13 mit tert-Butyl-4-amino-
phenylcarbamat erfolgte die direkte, quantitative Entfernung der Boc-Schutzgruppe mit
4 M HCI zur Herstellung des Harnstoffs 14 (Ausbeute: 89%). Analog zur ersten Syntheserou-
te wurde darauf folgend eine SyAr mit frisch hergestelltem 6-Nitro-4-chlorchinazolin durch-

gefiihrt und so das Hybridderivat 5a in guter Ausbeute von 70% erzeugt. Eine
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abschlief3ende Reduktion der Nitrogruppe zum Amin mit SnCl; lieferte das entsprechende

Amino-substituierte Molekiil 5b in mafdiger Ausbeute von 15%.

Schema 3.2.2: Synthese von Hybridinhibitoren mit substituiertem allosterischen Motiv.4
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aReagenzien und Konditionen: i) tert-Butyl 4-Aminophenylcarbamat, DCM, RT, 30 min, 90%; ii) 4 M HCl in
Dioxan, RT, 8 h, quant.; iii) 4-Chlor-6-nitrochinazolin, 2-Propanol, 75 °C, 3 h, 70%; iv) SnClz, EtOH, 70 °C, 1 h,
15%.

5b

Detaillierte synthetische Vorschriften und Analytikstudien aller finalen Produkte und Zwi-

schenstufen sind im Experimentellen Teil (Kapitel 9.1.2) aufgefiihrt.

3.2.4 Biochemische Charakterisierung der Hybridinhibitoreniii

Mit Hilfe eines bereits etablierten Assaysystems (KinEASE™), welches die Aktivitit einer
Kinase durch relative Quantifizierung ihres Substratumsatzes in Anwesenheit verschiedener
Konzentrationen an Inhibitor determiniert, wurden ICso-Werte aller hergestellten Molektile
gegeniiber Wildtyp und Tiirsteher-mutierten Kinasen bestimmt (cSrc, Abl und KIT; Tabelle
3.2.2). Als Referenzverbindungen dienten dabei sowohl die kommerziell erhéltlichen Kina-
seinhibitoren Dovitinib, Imatinib, Sunitinib und Ponatinib als auch der Hybridinhibitor ers-

ter Generation (1b), welcher dem rationalen Design zugrunde lag.20

i Die biochemische Charakterisierung ausgewahlter Substanzen (2a,c,e,f,gh,i) gegeniiber cSrc (wt
und T338M) sowie Abl (T315I) wurde bereits im Zuge der Masterarbeit ,Strukturbasierte Entwick-
lung, Synthese und biochemische Charakterisierung von Typ-II Kinaseinhibitoren“ am Chemical Ge-
nomics Centre Dortmund durchgefiihrt.
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Bei der Untersuchung von Wildtyp und Tiirsteher-mutierten Kinasen unter Verwendung

flexibler bzw. rigider Inhibitoren und auch Fragmente liefden sich distinkte Inhibitions-

profile eruieren. Dabei konnten sowohl die Modellkinase cSrc, als auch die klinisch relevan-

ten Phosphotransferasen Abl und KIT und ihre Tiirsteher-mutierten Pendants in signifikan-

ter Art und Weise inhibitorisch adressiert werden.

Tabelle 3.2.2: ICso-Bestimmung der Hybridinhibitoren und Fragmente gegeniiber verschiedenen Zielenzymen.

ICs0 (nM)

Verbindung Sre cSret33em Abl"” ApI ! et e §
2a 34 +23 126 + 82 157 £76 561+ 222 6919 637 91
2b 20+12 335 42 23 355116 7.3+5.4 3816
2c 12+1 59+37 73 +36 81+ 23 6.1+19 7.6+3.8
2d 38+12 3310 40 £ 20 120 + 43 33+£22 24 +4
2e 145 + 47 211+120 1273301 3620%+1180 217 30569
2f 1.2+0.5 1.7+1.6 112 + 45 441+124 7.6+1.6 22+13
2g 1.1+0.6 1.3+0.2 124 + 54 1170£450 2.6+0.5 2717
2h 1.1+0.7 09+0.4 61+53 176 £ 47 3519 6.9+2.7
2i 47+21 35+£15 379+70 820+304 5.7+34 9.2+3.7
3a 393zx6.1 ni 9+7 ni 2921 ni
3b 304 +94 ni 23+4 ni 30 +22 ni
4a ni ni ni ni ni ni
4b ni ni ni ni ni ni
5a ni ni ni ni 4522 ni
5b 3037 £ 200 ni ni ni 1.0+04 923+305
1b 14+1 23+4 388 + 88 141+ 50 22+6 155 + 84

Imatinib 2784 + 481 ni 203 ni 22+7 2100000
Sunitinib 555+48 134 +41 1613 £938 504+102 0.7+x03 264+92
Ponatinib 09+0.3 156 + 27 29+1.2 1.0+ 0.5 1.7+0.2 49+0.6
Dovitinib 81+ 35 50.1+154 45065 228+ 67 1.1+0.3 48+5

ni = nicht inhibierend bei 100 pM Konzentration an zu evaluierender Substanz
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3.2.4.1 cSrc - Biochemische Evaluierung

Die inhibitorische Aktivitat der Vertreter der fokussierten Substanzbibliothek wurde zu-
nadchst gegeniiber der Modellkinase cSrc im aktivititsbasierten (vgl. Kapitel 9.2.2) Testsys-
tem untersucht. Insbesondere die 1,4-verkniipften Hybridverbindungen 2f-h wiesen eine
signifikante Inhibition mit [Cso-Werten im Bereich von 1 nM auf, sowohl fiir cSrc wt als
auch die T338M-Mutante. Im Vergleich zum potentesten Inhibitor der ersten Generation
(1b) zur Umgehung von Wirkstoffresistenzen lag hier eine deutliche Steigerung der Wirk-
samkeit um das 14-fache gegeniiber dem Wildtyp bzw. 23-fache beziiglich der Tiirsteher-
mutierten Form von cSrc vor. Die erwartete Steigerung der Effektivitdt durch rationales
Design konnte demnach bei der exklusiven Untersuchung isolierter katalytischer Domanen
bestatigt werden. Eine Derivatisierung zu verschiedenen 6-Amidochinazolinen (2f-i,
[Cs0 # 1 nM) resultierte dabei in gesteigerter inhibitorischer Aktivitdt im Vergleich zu nicht-

substituierten 6-Amino- und 6-Nitrochinazolinen (2a-e, [Cs5o = 6-200 nM).

Eine Abdnderung des urspriinglichen Grundgeriists durch Ersatz des allosterischen Teils
durch das 4-Chlor-3-trifluormethoxy-Motiv (5a,b) fiihrte nicht zur erhofften Verbesserung
der inhibitorischen Eigenschaften, sondern endete in betrachtlicher Herabsetzung der
[Cs0-Werte in den pM-Bereich (*3 uM, 5b, cSrc wt) bis hin zu vollstdndigen Aktivitatsverlust
(5a). Dieses Ergebnis illustriert deutlich die strukturelle Relevanz des 1-Aryl-substituierten
Pyrazols innerhalb der allosterischen Tasche obwohl dieses Element allein (4a,b) ebenfalls
keinen Effekt auf die Transferaseaktivitat zeigt. Es ist vielmehr das Zusammenspiel von al-
losterischem und ATP-kompetitiven Teil eines Inhibitors, welches die substanzielle Effekti-

vitat gegeniiber Kinasen hervorruft und die Art der Inhibition charakterisiert.

Eine klare, generelle SAR, die schon in fritheren Studien?? bestatigt wurde, konnte auch hier
bei der Untersuchung unterschiedlich verkniipfter Derivate beobachtet werden: 1,4- und
1,3-fusionierte Inhibitoren (2a-i und 3a,b) zeigten fiir den Wildtyp eine weitgehend ver-
gleichbare Effektivitat, doch lediglich die flexiblen 1,4-verbriickten Verbindungen konser-
vierten diese gegeniiber der T338M Mutante mit sterisch anspruchsvollem Tiirsteherrest.
Dabei geht die Rigidisierung des Grundgeriists mit einer sterischen Repulsion zwischen
Tirsteher und zentralem verbriickendem Phenylring einher und bedingt so die verminderte
Affinitdt zum Zielprotein (vgl. Kapitel 3.2.5). Interessanterweise zeigen 2f und 2h die glei-
chen ICso-Werte sowohl gegeniiber dem wt als auch der T338M-Variante (jeweils 1 nM),
obwohl 2f keine Erweiterung aufweist, die zur Interaktion mit Asp348 geeignet ist. Dies
lasst darauf riickschliefden, dass nicht die neu ausgebildete Interaktion mit den 6-Position-

Substituenten, sondern das in meta-Position eingefiihrte anilinische Amin am
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Pyrazol-verkniipften Aromaten in Kombination mit einem obligatorischen Amid an der Chi-

nazolin-6-Position essentiell fiir die Wirkungssteigerung ist.

3.2.4.2 Abl - Biochemische Evaluierung

Aufgrund der Modellierungsstudien wurde angenommen, dass die Hybridinhibitoren neben
der Inhibition der Modellkinase konzeptionell ebenfalls in der Lage sind strukturell eng
verwandte Proteinkinasen zu adressieren. Weiterhin waren diese niedermolekularen Ver-
bindungen ideal fiir die Umgehung von Tirstehermutationen verwendbar und daher auch
zur Adressierung der in CML hervortretenden Abl T315I geeignet, einer Mutationsvariante,
fiir die im klinischen Ansatz bis dato mit Ausnahme des kiirzlich durch die FDA zugelasse-
nen Inhibitors Ponatinib (Iclusig)¢ kein passendes Therapeutikum zur Verfiigung steht. Ba-
sierend auf der Kristallstruktur von cSrc T338M im Komplex mit 1a (PDB-Eintrag: 3F3W)
und der daraus generierten Uberlagerung mit Abl T315I (Abbildung 3.5) konnte ein hoch-
gradig konservierter Bindungsmodus im Vergleich zur Modellkinase observiert werden, was

die These einer substanziellen Interaktion mit der Transferase unterstitzte.

Die Resultate der aktivitdtsbasierten Studien waren weitgehend vergleichbar mit denen, die
zuvor fiir das Modellsystem erzielt wurden, denn obwohl die absoluten Werte Ab-
weichungen unterlagen, folgten sie den gleichen Trends. Wie postuliert zeigten die
1,3-verkniipften Verbindungen (3a,b) signifikante Affinitat gegeniiber dem Wildtyp, resul-
tierend in niedrigen ICso-Werten von 9-23 nM, verlieren jedoch vollstindig an Wirksamkeit
im Falle der T315] Mutation (vgl. Tabelle 3.2.2). Anhand der analogen 1,4-substituierten
Molekiile wird die Fahigkeit zur Umgehung der Tiirstehersubstitution durch das raumlich
anspruchsvollere Isoleucin erneut deutlich. Diese beruht auf der freien Rotation des zentra-
len Phenylrings um 90° um einer sterischen Hinderung mit [le315 aus dem Weg zu gehen
(vgl. Abbildung 3.5B). Sowohl 2a-d als auch 2f-h zeigen dabei Aktivitit gegeniiber Abl wt
(ICso = 42-157 nM) und behalten diese in Teilen (2c,d,h) auch gegen die Mutationsvariante
bei (ICso = 81-176 nM). Konsistent mit den Beobachtungen in cSrc wiesen weder die Frag-
mente 4a,b noch die Grundgeriiste mit 1-Chlor-4-isocyanato-2-trifluormethylbenzol-Part

(5a,b) eine Wirkung in Bezug auf die untersuchten Abelson-Varianten auf.
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3.2.4.3 KIT - Biochemische Evaluierung

Nicht nur aufgrund der strukturellen Verwandtschaft zu cSrc, sondern auch wegen des Her-
vortretens im Rahmen der Erstellung eines in vitro Selektivitiatsprofils der Hybrid-
inhibitoren erster Generation bei 5 uM gegeniiber 27 Kinasen (KINOMEscan, Ambit Bio-
sciences),v wurde KIT als weitere Zielkinase evaluiert. Flir die Wildtyp-Variante von KIT, als
auch fiir die kombinierte Mutationsvariante bestehend aus V559D-Aktivierungs- und T670I-
Tiirstehermutation wurden ICso-Werte ermittelt. Wie bereits im Falle der Abelson Kinase
handelt es sich auch hierbei um klinisch relevante Sonderformen des entsprechenden Wild-

typ Proteins mit klinischer Indikation (hier: GIST).

Die biochemischen Charakterisierungen illustrierten eine durch die 1,4-Hybride hervor-
gerufene, potente Inhibition der konstitutiv aktiven Form, aber auch der Doppelmutante mit
zusatzlich substituiertem Tiirsteher. Im Detail konnten fiir die flexiblen Derivate 2b-d sowie
2f-i ICso-Werte im Bereich von x3-8 nM in Bezug auf den Wildtyp ermittelt werden, wobei
sich auch die rigiden Vertreter der Substanzbibliothek (3a,b) mit Werten um 30 nM als le-
diglich geringfligig schwacher in der Potenz erwiesen. Konsistent zu den Untersuchungen
der vorhergehenden Kinasen zeigten letztere Derivate erneut einen voélligen Verlust an
Wirksamkeit bei der Adressierung der V559D/T7601 KIT Variante, wahrend viele flexible
1,4-verkniipfte Repradsentanten ohne signifikante Minderung der Effektivitit auch diese
Sonderform inhibierten (2c und 2g-i, ICso = 3-9 nM). Auch den Sorafenib-verwandten Struk-
turen 5a und 5b konnte eine Effektivitit von 1 nM bzw. 4.5 nM halbmaximaler Inhibitor-
konzentration in Bezug auf Wildtyp-KIT bestdtigt werden, wohingegen diese Verbindungen
in korrelierenden cSrc und Abl-Untersuchungen keine inhibitorische Wirkung zeigten. Un-
geachtet dessen wurde beim Vergleich zur Doppelmutante ein ca. 1000-facher Effektivitats-
verlust fiir 5b (923 nM) festgesellt, wahrend 5a nicht im Ansatz einen Effekt hervorrief
(Tabelle 3.2.2).

Durch die aufgezeigten Studien zur Einflihrung flexibler Motive als auch die Ansitze zur
Verbesserung von Vorgdngersubstanzen konnte gezeigt werden, dass die Vorgehensweise
des strukturbasierten, rationalen Designs erfolgreich zur Entwicklung bzw. weiteren Opti-
mierung potenter Inhibitoren von cSrc, Abl, als auch KIT und ihrer diversen klinisch rele-
vanten Mutationsformen eingesetzt wurde, wobei die observierten Effekte zunachst ledig-

lich auf der in vitro Ebene Bestand haben.

v Dissertation Matthius Getlik, 2011, TU Dortmund
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3.2.5 KomplexKkristallstrukturen in cSrc wt

Zwecks Bestdtigung des vorausgesagten Bindungsmodus der Typ-II Hybridinhibitoren und
um die Relevanz der neu eingefiihrten Motive zu studieren, wurde die Modellkinase cSrc wt

mit 2g sowie 2h kokristallisiert und einer Rontgenstrukturanalyse unterzogen.

Abbildung 3.6: 1,4-substituierte Hybridinhibitoren (2gh) im Komplex mit cSrc wt. A/B) Experimentell ermit-
telte Elektronendichtekarten der Liganden (gelb) von cSrc-2h (A) und cSrc-2g (B) bei einer Auflosung von 2.7 A
bzw. 3.3 A sind dargestellt (2Fo - Fc Karte konturiert bei 10, PDB-Eintrage: 3TZ8 und 3TZ7). Interaktionen durch
Wasserstoffbriicken der Inhibitoren mit Helix C (cyan), DFG-Motiv (pink) und Scharnierregion (orange) sind mit
roten Punkten angedeutet. Die Kinasedomane ist in der inaktiven Konformation fixiert und der Pyrazolharnstoff
wird innerhalb der allosterischen Tasche von Helix C und DFG-Motiv flankiert. Das Chinazolin N1 bildet eine
direkte Wasserstoffbriicke zum Hauptkettenamid von Met341 aus, wahrend der zentrale Chinazolin und Py-
razolharnstoff verbriickende Phenylring mit der Seitenkette von Phe405 unter der Ausbildung vorteilhafter face-
to-edge Interaktionen wechselwirkt.

Wie bereits aus den Modellierungsstudien abgeleitet, adressieren die synthetisierten
Hybridverbindungen in einer fiir Typ-II Inhibitoren typischen Art und Weise grundsatzlich
sowohl die ATP-Bindetasche als auch die allosterische Subtasche (Abbildung 3.6). Dadurch
wird die Kinase cSrc in der inaktiven DFG-out Konformation stabilisiert. Ahnlich der Vor-
gangermolekiile ist eine direkte Interaktion des Chinazolin N1 liber eine H-Briicke zum Pep-
tidriickgrat der Scharnierregion (Met341) zu beobachten. Weiterhin wird der flexible, ver-
briickende Phenylring zwischen Tiirsteherrest und Phe405 des DFG-Motivs unter Ausbil-

dung vorteilhafter face-to-edge-Wechselwirkungen eingebettet. Die Harnstoffkomponente
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wird durch Wasserstoffbriickenbindungen zum Glu310 der Helix C und zum Peptidriickgrat
des DFG-Motivs (Asp404) fixiert. Eine zusatzliche Wechselwirkung wird im Bereich des Py-
razols innerhalb der allosterischen Tasche durch eine Wasser-vermittelte, indirekte Protein-
Ligand-Interaktion zu Asp404 hervorgerufen. Die eingebrachten 6-Chinazolin-Substituenten
4-Dimethylaminobutanamid sowie 3-(4-Methylpiperazin-1-yl)propanamid tragen offen-
sichtlich liber zusatzliche polare Interaktionen bzw. H-Briicken zum Asp348 am Rande der
aktiven Tasche zur Steigerung der Affinitit bei. Im Vergleich zum potentesten Ursprungs-
molekiil 1b, welches keine polaren Erweiterungen besitzt, schlagt sich diese Beobachtung
ebenfalls in einem geringeren ICso-Wert von 2g und 2h im Hinblick auf c¢Src wt und T338M

nieder (wt: 1.1 nM und 1.1 nM vs. 14 nM; T338M: 1.3 nM und 0.9 nM vs. 23 nM).

Abbildung 3.7: Das anilinische Amin in meta-Position von 2h ist in Richtung einer polaren Furche oberhalb der
allosterischen Tasche orientiert, die durch Formierung der Aminosduren Lys295, Glu310 und Asp404 gebildet
wird. Zusatzlich wird ein Wassermolekiil (W69) koordiniert.

Weitere Verbesserungen der Protein-Ligand-Wechselbeziehung lassen sich durch eine neu
generierte strukturelle Eigenschaft, die Substitution der m-Methyl- zur primdren m-Amino-
gruppe, begriinden. Durch die Verdnderungen der Polaritit am Aromaten sowie der damit
einhergehenden Erhohung der Elektronendichte im Ringsystem ist zu erklaren, dass das
polare Element in Richtung einer ebenfalls polaren Furche orientiert ist, welche durch die
Zusammenlagerung dreier Aminosduren (Lys295, Glu310 und Asp404, Abbildung 3.7) aus-
gebildet wird. Aufgrund dieser Wechselwirkungen werden die mit diesem charakter-
istischen Substitutionsmuster ausgestatteten Inhibitoren (2¢, 2d, 2f-i, 3b) ,verankert®, was

mit einer gesteigerten Affinitdt einhergeht (vgl. Tabelle 3.2.2).
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Wie aus den strukturbiologischen Resultaten in Kombination mit den biochemischen Cha-
rakterisierungen hervorging, ist nicht die Substitution des Chinazolins mit polaren Funktio-
nalititen (Methylpiperazin, Morpholin) die treibende Kraft fiir die verbesserte Wirksamkeit
der modifizierten Strukturen gegeniiber cSrc. Grundlegend fiir den erzielten Effekt ist dage-
gen das Zusammenspiel des im allosterisch bindenden Teil der Grundstruktur an meta-
Position eingefiihrte anilinische Amin in Koexistenz mit einem obligatorischen Amid an 6-
Position des Chinazolinkerns (vgl. 2f vs. 2h). Dieses Resultat kann zweifelsfrei mit der Theo-
rie der Enthalpie-Entropie-Kompensation fiir eine Protein-Ligand-Wechselwirkung korre-
liert werden, bei welcher der enthalpisch vorteilhafte Effekt durch Ausbildung einer Was-
serstoffbriicke zu Asp348 aufgrund damit einhergehender entropisch ungiinstiger Fixierung
des Liganden aufgehoben wird. Unter der Annahme, dass die Kombination dieser Effekte
das System energetisch weder auf- noch abwertet, kann nicht beurteilt werden, inwiefern
die Einfiihrung polarer Substituenten am Chinazolinkern einen negativen Einfluss auf die
[Cso-Werte besitzt. Da aber durch Einfithrung eines sterisch anspruchsvolleren und zudem
polaren Elements auch eine grofiere Hydrathiille vom Liganden entfernt werden muss, be-
vor eine Bindung innerhalb des katalytischen Zentrums der Transferase moglich ist, stellt
der Beitrag dieser Gruppen in 2g-i zur Erh6hung der Desolvatationsenergie eine energeti-
sche Barriere dar, die zundchst iiberwunden werden muss. Moglicherweise relativiert dies
den Beitrag zur Affinitdtssteigerung durch Ausbildung einer zusatzlichen Wasserstoffbrii-

cke.56

3.2.6 Zelluldre Charakterisierung in humanen Krebszelllinien

3.2.6.1 Humane CML-Zelllinie K562V

Aufgrund der Tatsache, dass die Mehrheit der 1,4-fusionierten Inhibitoren eine solide
in vitro Potenz gegeniiber Abl (wt und T315I) hervorbrachte, wurden 2a, 2b, und 2d zur
Durchfithrung von Studien an der humanen, Bcr-Abl positiven Krebszelllinie K56282 ver-
wendet. Diese ausgewahlten Verbindungen reprasentierten vielversprechende Kandidaten
zur Inhibierung des konstitutiv aktiven Genprodukts von Bcr-Abl, der treibenden Kraft bei
der Entstehung von CML, auf zelluldrer Basis. Dazu wurden die Zellen in Charakterisie-
rungsexperimenten mit unterschiedlichen Konzentrationen der Inhibitoren (10 uM und

30 uM) fiir 96h behandelt und im Anschluss die Uberlebensrate in Relation zu

v In Zusammenarbeit mit der Arbeitsgruppe um Prof. Dr. Roman Thomas am Max-Planck-Institut fiir
neurologische Forschung in Koln.
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unbehandelten Zellen (DMSO-Kontrolle) durch Trypanblau Vitalitatsfarbung und manueller
Zellzahlbestimmung determiniert (Abbildung 3.8).
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55
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Abbildung 3.8: Viabilititstests an Bcr-Abl positiven K562 CML-Zelllinien nach 96 h Behandlung mit 2a, 2b oder
2d. A) Vitale Zellen wurden per Transmissionsmikroskopie nach Behandlung mit DMSO (Negativkontrolle),
Imatinib (1 puM, Positivkontrolle) sowie 2b und 2d (10 uM, 30 uM) visualisiert. B) Lebendzellzahlen wurden mit
Hilfe einer Neubauer-Zahlkammer und Trypanblau Vitalitatsfarbung ermittelt.

Im Vergleich zur DMSO-Kontrolle resultierte die Behandlung mit 10 uM 2b in einer erheb-
lichen Reduktion an vitalen Zellen von 69%. Auf der anderen Seite fiihrte eine Zugabe des
korrespondierenden Amino-Molekiils 2d zu einer geringeren Verminderung von 45%, wah-
rend 2a mit 10%igem Riickgang der Lebendzellzahl praktisch keinen Effekt hervorrief. In
hoheren Dosen von 30 uM zeigte sich der konzentrationsabhangige inhibitorische Einfluss
auf die Viabilitit der K562 Zellen, sodass hier 81% (2b) bzw. 91% (2d) der Zellen in
Apoptose traten. Lediglich Verbindung 2a fiihrte auch bei dieser applizierten Menge keine
signifikante Wirkung herbei, denn lediglich eine Reduktion der Gesamtzellzahl um 35% war

zu beobachten.

Diese Resultate belegen, dass eine Teilmenge der synthetisierten 1,4-Hybride durchaus ei-
nen Effekt auf die konstitutiv aktive Form Bcr-Abl im Zellsystem aufweist und unterstiitzen
die initiale Hypothese, dass diese Verbindungsklasse klinisch relevante Kinasen auf zellula-

rem Level adressieren kann.
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3.2.6.2 Humane GIST-Zelllinien (GIST-T1, GIST-T1 T670I und GIST-48B)"i

Unter Verwendung selektierter Derivate (2b,c,d,fh und 5b) wurden weiterhin Studien an
der humanen, unbehandelten und metastasierenden GIST-Zelllinie GIST-T1 mit 50 bp Dele-
tion in KIT Exon 11, die zur Expression von konstitutiv aktivem KIT fiihrt, durchgefiihrt.
Dariiber hinaus wurde die korrespondierende Tiirsteher-mutierte (T6701) und dadurch
Imatinib-resistente Linie GIST-T1 T670I zur tiefergehenden Evaluierung der inhibitorischen
Potenz der ausgewadhlten Verbindungen im Hinblick auf Zielkinase und nachgeschalteter
Signalkaskade herangezogen (Abbildung 3.9). Zunichst wurden die entsprechenden Zellen
fiir 72 h mit einer Verdiinnungsreihe (0-30 pM) der jeweiligen Testsubstanz behandelt und
im Anschluss daran die relative Menge an vitalen Zellen im Vergleich zur DMSO-Kontrolle
(100%) ermittelt. Imatinib und Ponatinib dienten dabei als Referenzmolekiile. Ausfiihrliche
Informationen zum Verfahren und der genetischen Annotation der Zelllinien finden sich in

Kapitel 4.4.6.

Die Gesamtheit der untersuchten Verbindungen fiihrte eine signifikante Reduktion der
GIST-T1 Lebendzellzahl herbei. Im Detail konnten durch 2b,d und 5b, die keine Substitution
an der 6-Position des Chinazolinkerns tragen, Glso-Werte von 11-17 nM eruiert werden und
diese zeigten damit unter den getesteten Molekiilen den stirksten antiproliferativen Effekt.
Im Gegensatz dazu zeigten die substituierten Derivate 2fh sowie 2c eine deutlich geringere
Potenz (Glso = 105-402 nM). In dhnlicher Weise wurde auch die Wirkstoffresistente Linie
GIST-T1 T670I adressiert, gegentliber der die inhibitorische Wirkung der 1,4-verkniipften
Chinazolin-Pyrazolharnstoffe konserviert blieb. Dabei waren die beobachteten Effekte im
Allgemeinen vergleichbar zu denen, die fiir GIST-T1 ermittelt wurden. Die potentesten Deri-
vate zeigten sich dabei in 2b und 2d (Glso = 24-28 nM) gefolgt von 2¢ mit einem Glso-Wert
von 110 nM.

vi In Kooperation mit der Arbeitsgruppe um PD Dr. Sebastian Bauer am Universitatsklinikum in Essen.
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Abbildung 3.9: Dosis-Wirkungs-Kurven der Hybridinhibitoren nach 72 h Inkubation mit den entsprechenden
Verbindungen gegeniiber GIST-Zellen, die A) eine konstitutiv aktive KIT-Variante (GIST-T1) sowie B) die Tiirste-
her mutierte Resistenzvariante KIT T6701 (GIST-T1 T6701I) exprimieren und C) keine Expression von KIT zeigen
(GIST-48B). D) Zusammenstellung der Glso-Werte aller zelluldren Untersuchungen in Bezug auf GIST.

Beachtenswert war ebenfalls der starke inhibitorische Effekt, welcher von 5b im Hinblick
auf GIST-T1 T670I hervorgerufen wurde (Glso = 121 nM). Hier konnte eine ca. 8-Fache Dis-
krepanz zwischen dem unter Verwendung von isoliertem KIT V559D/T6701 biochemisch
evaluierten ICso-Wert (923 nM) und dem korrespondierenden zelluldren System beobachtet
werden. Dieser Sachverhalt impliziert, dass es sich im Falle von 5b um einen sogenannten
langsamen Binder handelt, welcher eine grofde Assoziations- sowie Dissoziationskonstante
bei der Bildung des entsprechenden Protein-Ligand-Komplexes mit KIT aufweist und daher
die Aktivitit im biochemischen System nicht vollstdndig evident erscheint. Der Unterschied
in der Wirksamkeit kann in Anlehnung an die marginalen Priainkubationszeiten bei der Un-
tersuchung isolierter Kinasedoméanen (hier: 30 min) im Gegensatz zu zelluldren Systemen

(hier: 72 h) erklart werden.83
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Um eine unspezifische Wirkung der Substanzen auszuschliefien, wurde die KIT-negative
Zelllinie GIST-48B herangezogen (Abbildung 3.9C). Eine Behandlung mit den zu unter-
suchenden Verbindungen resultierte nicht in einer verminderten Proliferation dieser Zellli-
nie, sodass keine toxischen Nebeneffekte fiir die Gesamtheit der untersuchten Verbindun-
gen beobachtet wurden. Dabei zeigten 2b,d und 5b Glso-Werte von 230 pM und im Falle von
2¢,fh konnte kein antiproliferativer Effekt bei der maximal eingesetzten Testsubstanzkon-
zentration von 30 pM beobachtet werden. Im Vergleich zu den ebenfalls evaluierten Refe-
renzinhibitoren Imatinib (GIso = 20 pM) sowie Ponatinib (2.1 uM), einen Kklinischen Phase III
Kandidaten zur Behandlung von CML nach erfolgloser Imatinib-Ersttherapie,> offenbarten

die Hybridinhibitoren ohne Ausnahme ein verbessertes off-target Profil.

Zur Untersuchung des direkten Einflusses auf die zelluldre KIT-Autophosphorylierung und
der Unterbrechung der nachgeschalteten Signaltransduktion, wurden die Phosphorylie-
rungszustinde von KIT Tyr703 (Autophosphorylierungsposition) und der korrespon-
dierenden untergeordneten Zielproteine Akt (Ser473) und MAPK (Thr202/Tyr204) durch
Western-Blot-Analyse untersucht (Abbildung 3.10). Die Behandlung der Zelllinie GIST-T1
mit 2d und 2h (0-30 mM) fiihrte zu einer konzentrationsabhangigen Reduktion der zellula-
ren Level an pKIT und gleichzeitig pAkt sowie pMAPK in GIST-T1 Zellen. Dabei wurde bei
einem Einsatz von ca. 70 nM 2d bzw. 2000 nM 2h eine Verringerung der Gesamtprotein-
menge an pKIT von 50% erreicht, wahrend die Menge an KIT konstant blieb, was einen di-
rekten Einfluss der Inhibitoren auf die Aktivitdt von KIT bestatigte. Ebenso konnte eine
Verminderung der Menge an pAkt bzw. pMAPK um 50% durch 2d (70 nM) und 2h
(2000 nM) und konstanter Menge an Akt bzw. MAPK nachgewiesen werden. Aufgrund des
differierenden Substitutionsmusters von 2d und 2h konnte schon in den zelluldren Studien
eine unterschiedliche Effektivitidt auf die Proliferationsrate gegeniiber der Zelllinien GIST-
T1 und GIST-T1 T670I herausgestellt werden (Abbildung 3.9A,B), die durch die Analyse der
Proteinlevel durch Western-Blotting bestitigt wurde. Wahrend 2b keine Substitution an der
6-Position des Chinazolins besitzt, tragt 2h ein Ethylamid-verkniipftes Methylpiperazin,
welches sowohl die Polaritit als auch das Molekulargewicht des Inhibitors erhéht und so zu

reduzierter Inhibitionsstarke fiihrt.

Basierend auf der Untersuchung der korrespondierenden GIST-T1 T6701 Zelllinie konnten
diese Unterschiede erneut durch eine konzentrationsabhingige Reduktion der pKIT- sowie
pAkt- und pMAPK-Level verdeutlicht werden. Die Wirksamkeit der Verbindungen im Ver-
gleich zur nicht mutierten GIST-T1 Zelllinie war mit einer 50%igen Reduktion an pKIT bei
einer Konzentration von 35 nM bzw. 400 nM fiir 2d und 2h sogar geringfiigig erhoht. Diese

Resultate zeigten deutlich, dass der inhibitorische Effekt gegeniiber der Tiirsteher mutierten
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Variante konserviert werden konnte und die 1,4-verkniipften Hybridinhibitoren somit
durch ihr flexible zentrales Element in der Lage sind Tiirstehermutationen auch im zellula-

ren Kontext klinisch relevanter Krebszelllinien zu umgehen.
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Abbildung 3.10: Immunoblot des pKIT-Riickgangs und Einfluss auf die Aktivierung/Phosphorylierung der nach-
geschalteten Zielenzyme Akt und MAPK der KIT-Signaltransduktionskaskade in A) GIST-T1 und B) GIST-T1
T6701 bei Verwendung einer Verdiinnungsreihe von 2d und 2h.

Auflerdem untermauern auch diese Resultate, dass die Ausbildung einer zuséatzlichen Was-
serstoffbriicke (hier: zu Asn680) zur Fixierung des Liganden und damit der in der Theorie
potentiellen Verbesserung der inhibitorischen Wirkung nicht notwendigerweise vorteilhaft
ist, da dieser positive Einfluss auf die Protein-Ligand-Wechselwirkung im Umkehrschluss
durch Kompensationseffekte (Enthalpie, Entropie) aufgehoben wird. Die Einflihrung polarer
Motive beeinflusst moglicherweise aufierdem die Fahigkeit der Verbindungen die Mem-
branbarriere zu passieren und fiihrt so zur signifikanten Reduktion der zelluldren Konzent-
ration, einhergehend mit reduzierter Potenz im Falle der an 6-Position substituierten Ver-

bindungen.
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3.3 Selektivitit von Hybridinhibitoren

Inhibitor-Selektivitatsprofile liefern grundlegende Informationen, die fiir das Verstandnis
der Effektivitiat einer spezifischen Wirkstoffklasse hinsichtlich ihrer zellularen Ziel- und
noch bedeutsamer der Nicht-Zielproteine entscheidend sind und so z.B. Hinweise auf poten-
tielle Toxizitit liefern. Weiterhin stimulieren diese Studien durch vergleichende Betrach-
tung von Profilen die Entwicklung (a) selektiver oder (b) promiskuitiver, jedoch gleichzeitig
nicht toxischer, Inhibitoren. Basierend auf diesen Analysen und durch das gezielte Design
von Wirkstoffen ist die Moglichkeit gegeben, schon in der frithen Phase des Entwicklungs-
prozesses neuartiger Inhibitoren die Selektivitit zu steuern und die Verwendung von Struk-
turelementen, die erwiesenermafien nachteilige Effekte (Adressierung von Nicht-Ziel-

proteinen, Toxizitit etc.) mit sich ziehen, zu reduzieren.8+ 85

In der Literatur ist eine grofse Bandbreite an Methoden zur Bestimmung von Selektivitats-
profilen beschrieben. Diese reichen von in vitro Kompetitionssystemen bzw. aktivitiatsba-
sierten Systemen zur Durchmusterung von Molekiilbibliotheken gegen Kollektionen an ein-
zeln exprimierten und isolierten Kinasen53-55 86,87 {iber exklusive Zielproteinidentifizierung
aus Zelllysaten per Immobilisation der zu untersuchenden Verbindung, Separation der Ziel-
proteine und Massenspektrometriess 89 bis hin zu gekoppelten Verfahren zur Zielprotein-
Identifizierung mit simultaner Affinitdtsbestimmung.?0¢ Weiterhin sind Verfahren bekannt,
in denen die zu profilierende Substanz mit einem sogenannten photolabilen Crosslinker so-
wie einer Alkin-Funktionalitdt ausgestattet und direkt im zelluldren System profiliert wird.
So kann der Inhibitor im ersten Schritt eine Zelle penetrieren, die jeweiligen Zielproteine
adressieren und durch UV-Bestrahlung kovalent an diese geknlipft werden. Im zweiten
Schritt erfolgt die Verkniipfung tber Klick-Reaktionen?! an einen geeigneten Affinitdtsmar-
ker, der die bequeme Isolierung der Zielproteine sicherstellt. Die Identifikation der gebun-

denen Enzyme erfolgt erneut iiber die MS-Analyse.92

Bedingt aussagekraftig unter diesen Verfahren sind die biochemischen Charakterisierungen
unter Verwendung isolierter Kinasedoméanen, da die Betrachtung dieser als einzelne Kom-
ponenten unter definierter ATP-Konzentration, die iiblicherweise im Bereich des ATP-Ku
liegt, nicht die vorherrschende Situation in der lebenden Zelle darstellt. In diesem artifiziel-
len System wird eine Inhibition unter Idealbedingungen bzw. labortblichen Standardbedin-
gungen untersucht, auf zelluldrer Ebene jedoch herrschen beispielsweise ATP-Konzen-
trationen im mM-Bereich vor,?3 was die Kompetition mit Inhibitoren um ihre Proteinbin-
dungsstelle erhoht und eine Ligandenbindung in der Regel erschwert. Bei der gekoppelten
Vorgehensweise werden durch gezielte kovalente Knilipfung der zu profilierenden Molekiile

an eine feste Phase, wie z.B. Sepharosepartikel, Sonden generiert, die es ermdéglichen
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spezifische Zielproteine aus einem Zelllysat iiber das funktionalisierte Molekiil zu binden
und im Falle affiner Interaktion eine bequeme Isolierung der Protein-Ligand-Komplexe iiber

den verkniipften Marker gewahrleisten (Abbildung 3.11).
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Abbildung 3.11: Methode zur Erstellung von Selektivitdtsprofilen mit SILAC: Zellen werden in Medium mit
gewdhnlichen und zwei verschiedenen Arten Isotopen-markierter Aminosduren kultiviert, so dass die Proteine
des Proteoms anschliefdend massenspektrometrisch iiber ihre Massendifferenz unterschieden werden kénnen.
Unterschiedlich markierte Zelllysate werden mit der in unterschiedlichen Dichten an Sepharosepartikel immobi-
lisierten Testsubstanz inkubiert (links, BCso). In einen parallelen Experiment werden die entsprechenden Zellly-
sate mit steigenden Konzentrationen der freien Testsubstanz in Anwesenheit der immobilisierten Verbindung
inkubiert (rechts, CCso). Die Proteine, welche an das immobilisierte Molekiil gebunden sind, werden eluiert und
vereint. Nach SDS-PAGE Analyse und proteolytischem Verdau werden die verbleibenden Peptide per LC-MS/MS
identifiziert. Die Isotopen-markierten Peptide erlauben eine Berechnung der relativen Verhaltnisse der angerei-
cherten Proteine in beiden Ansatzen. Mithilfe der Cheng-Prusoff-Gleichung kénnen aus den ermittelten BCso und
CCso-Werten die korrelierenden Dissoziationskonstanten (Kp) der untersuchten Verbindungen berechnet wer-
den; (Adaptiert von Kinaxo Biotechnologies GmbH).

Durch kompetitive Elution der Zielproteine und massenspektrometrische Untersuchungen
konnen im Anschluss sowohl Riickschliisse auf die Identitit der isolierten Binder als auch
auf ihre Bindungsaffinitit zum entsprechenden Zielprotein gezogen werden (vgl. Abbildung
3.11). Diese Herangehensweise ermoglicht es nun, einem Molekiil unter Beriicksichtigung
der definierten zelluldren Umgebung (Zelllysat), ein Selektivitatsprofil zuzuordnen. Dabei
kénnen unter anderem die zelluldre bzw. physiologische Konzentration an ATP sowie die
Gegenwart von Vollldngen- als auch Nicht-Zielproteinen dem entsprechenden in vivo System

exakt nachgestellt werden, was gegeniiber dem in vitro System zur Untersuchung isolierter,
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funktionaler Kinasedoménen einen wesentlichen Vorteil in Bezug auf die Aussagekraft der

eruierten Daten darstellt.

Die grundlegende Vorgehensweise fiir die simultane Identifikation von Zielproteinen und
deren Affinitit beinhaltet die Nutzung der von Ong et al. entwickelten SILAC-Methode
(Abbildung 3.11).9¢ Urspriinglich diente diese der Quantifizierung von Proteinleveln, doch
durch Abwandlung des Versuchsaufbaus kann diese auch zur Identifizierung von Ziel-
proteinen sowie Determinierung der Dissoziationskonstante (Kp) herangezogen werden.
Dieses Verfahren gehort heutzutage zu den Standardmethoden der Molekularbiologie in der
Identifizierung biologischer Zielproteine unter Nachstellung physiologischer Rahmen-
bedingungen. Im Detail werden dabei im ersten Schritt BCso-Werte (halbmaximale Bin-
dungskonzentration) bestimmt, indem zunachst jeweils verschiedene Mengen eines Mole-
kiils an einer Tragermatrix immobilisiert werden. Anschlief3end erfolgt die Inkubation der
unterschiedlich beladenen Partikel mit Zelllysaten, die jeweils unterschiedlich Isotopen-
markierte Proteine enthalten, gefolgt von der kompetitiven Elution der Interaktionspartner
und ihrer Identifikation sowie Quantifikation per LC-MS/MS. In einem weiteren Ansatz ist
die Beladung der Partikel bei der Inkubation mit unterschiedlich Isotopen-markiertem Zell-
lysat gleich. Zusatzlich werden jedoch unterschiedliche Konzentrationen an freiem Wirk-
stoff zugegeben, so dass freie und gebundene Inhibitoren um die Zielproteine konkurrieren,
was schlief3lich zur Generierung von CCso-Werten (halbmaximale Kompetitionskonzentrati-
on) fiihrt. Die Kombination beider Parameter kann im Anschluss dazu herangezogen wer-
den, mit Hilfe der Cheng-Prusoff-Gleichung, die korrespondierenden Kp-Werte der freien
Liganden zu ermitteln. Aufgrund der Sensitivitat des Systems koénnen bei der Anwendung

dieser Methode Zielproteine bis zu einem Kp-Wert von ca. 20 uM identifiziert werden.

Die zuvor in Bezug auf die Hybridinhibitoren eruierten Ergebnisse (vgl. Kapitel 3.2) sowie
die biochemische Profilierung gegeniiber 27 Kinasen (Ambit)2° verdeutlichen bereits, dass
die rational kreierten Hybridinhibitoren aufgrund der inhibitorischen Aktivitidt gegeniiber
mehreren Tyrosinkinasen (cSrc, Abl, KIT) moglicherweise ein breit gefachertes Spektrum an
Zielproteinen adressieren. Basierend auf diesen Beobachtungen stellt die Erstellung des
vollstandigen Selektivitatsprofils durch zelluldre Profilierung die logische Konsequenz zur
umfassenden Charakterisierung dieser Inhibitorklasse dar. Basierend auf den zuvor gene-
rierten Hybridinhibitoren sowie einer Auswahl an Fragmenten und Referenzmolekiilen
wurden Selektivititsprofile durch eine zelluldre Profilierungsstudie in K562-Zelllysaten
erstellt.82 Die Methode der Wahl war die Profilierung mit Hilfe des ,Cellular Target Profiling“
der Firma Kinaxo, welche voraussetze, dass die zu testenden Verbindungen eine derivati-

sierbare Funktionalitit tragen (hier: Aminogruppe).
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3.4 Ergebnisse

3.4.1 Synthese von Profilierungssonden

Basierend auf diversen cSrc-Kristallstrukturen im Komplex mit Hybridinhibitoren bzw. ver-
kiirzten Fragmenten ohne Substitution an der Chinazolin 6-Position wurde eine Stelle in den
strukturell verwandten Molekiilen identifiziert, die fiir eine Linker-Funktionalisierung pra-
destiniert erschien, da es sich um eine Losungsmittel-exponierte Position handelt (vgl. Ab-
bildung 3.12).

Abbildung 3.12: Identifizierung einer geeigneten Position als Kniipfungspunkt fiir die Einfithrung eines Linkers
anhand der Komplexkristallstruktur von 2h in cSrc wt. Das meta-positionierte aromatische Amin, welches in
Richtung einer polaren Subtasche orientiert ist, stellt einen geeigneten Punkt zur Funktionalisierung dar.

Die Einfithrung eines primdren, aromatischen Amins in meta-Position des Pyrazol-ver-
kntipften Aromaten erwies sich schon im rationalen Design als vorteilhaft fiir den inhibi-
torischen Effekt (Kapitel 3.2.4) und konnte nun als Kniipfungspunkt fiir die Immobilisation
der Verbindungen herangezogen werden. In die Auswahl der zu untersuchenden Verbin-
dungen wurden Teile der bestehenden, fokussierten Bibliothek (2d, 3b, 4b) aus reprasenta-
tiven, Amino-funktionalisierten Vertretern durch bereits in Bibliotheken der AG Rauh vor-
handene Fragmente (15, 16, 17, 18) und zudem ein BIRB-796 analoges Referenzmolekiil
(19) erweitert (Abbildung 3.13).
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Abbildung 3.13: Schematische Ubersicht der Zielverbindungen unter Beriicksichtigung der relativen Belegung
spezifischer Areale in Kinasen. Die funktionelle Aminogruppe, welche zur Derivatisierung bzw. Kniipfung an die
feste Phase dient, ist mit gelben Kreisen markiert. vii

Die eingefithrte Amino-Funktionalitit ist prinzipiell dazu geeignet, um eine ausreichend
aktivierbare und weiter funktionalisierbare Position zu schaffen, die fiir die Immobili-
sierung der Molekiile an die feste Phase unumganglich ist. Ein Grofdteil der benétigten
Strukturen war durch die vorhergehende Erstellung der fokussierten Substanzbibliothek an
Hybridinhibitoren und Fragmenten sowie Vorarbeiten (vgl. Kapitel 3.2.3) bereits verfiigbar.
Zur Vervollstindigung der Serie zur zelluldren Profilierung konnte die zu BIRB-796 korre-
lierende Verbindung 19 erfolgreich synthetisch dargestellt werden. Hierzu wurde erneut

eine konvergente Syntheseroute (Schema 3.4.1) gewahlt.

vii Molekiile 15-18 stammen aus Vorarbeiten, die von Dr. Matthius Getlik in der AG Rauh durch-
gefithrt wurden.
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Schema 3.4.1: Synthese von BIRB-796-Analoga.

HoN,

NH Ang\ - HCl )
; N | . N |
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HO ~_O ~_O
N N _
SETANS s ¢ WIS I & W
NH, NHBoc NH,

20 21 22 Vi

(\N/\/O % /(\?L
23, R= N02 O\) OO HJI\H I N/N -
R

vii
19, R = NH,

aReagenzien und Reaktionsbedingungen: i) Pivaloylacetonitril, HCI (konz.), EtOH, 90 °C, 12 h, 94%; ii) 2,2,2-
Trichlorethylchlorformiat, EtOAc/H20 (3:1), 0 °C-RT, 4 h, 97%; iii) Boc20, TEA, MeOH, RT, 16 h, 46%; iv) 4-(2-
Chlorethyl)morpholin Hydrochlorid, K2CO3, MeCN, 80 °C, 3 h, 66%; v) 4 M HCl in Dioxan, RT, 1 h, quant.; vi)
DIPEA, DMSO0, 60 °C, 9 h, 91%; vii) NH4sHCOO, Pd/C, EtOH, 90 °C, 90 min, 66%.

Ausgehend von meta-Nitrophenylhydrazin (6) wurde Carbamat 8 wie bereits beschrieben
(Kapitel 3.2.3) in zwei Schritten als erster Baustein einer konvergenten Syntheseroute dar-
gestellt. Parallel konnte 4-Aminonaphtalen-1-ol (20) zunachst durch Dekoration mit der
Boc-Schutzgruppe in ein intermedidres Hydroxy-Carbamat umgesetzt werden, welches an-
schlieffend durch Sy2-Reaktion mit 4-(2-Chlor)-ethylmorpholin in einer Ausbeute von 30%
(zwei Stufen) zu Verbindung 21 umgesetzt wurde. Die sukzessive quantitative Entfernung
der Schutzgruppe mit 4 M HCI lieferte das korrespondierende Amin 22 als Dihydrochlorid.
Aus der Zusammenfiithrung der Bausteine 8 und 22 unter basischen Bedingungen ging das
BIRB-796 Analogon 23 mit m-Nitro-Substitution hervor (Ausbeute: 91%), welches unter
Verwendung von Pd/C katalytisch zur gewilinschten Aminoverbindung 19 reduziert wurde

(Ausbeute: 66%).

Zur vollstdndigen Kollektion an Inhibitoren gehorten neben den 1,4- und 1,3-verkniipften
Hybridinhibitoren sowie des BIRB-796 Analogons auch Fragmente, welche ausgehend vom
ATP-kompetitiv bindenden Teil sukzessive gekiirzt wurden, um den unterschiedlichen Ein-
fluss der Teilsegmente auf die Selektivitit in Bezug auf die Zielproteine zu untersuchen (vgl.
Abbildung 3.13). Bei der Wahl der zu profilierenden Verbindungen wurde zudem besonde-

res Augenmerk auf die schrittweise Reduktion des Grundgeriists gelegt, um die
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Unterschiede im Hinblick auf die Belegung verschiedener Bindungstaschen korrelierend zur
Grofde des untersuchten Molekiils sowie der adressierten zelluldren Targets herauszu-

stellen.

3.4.2 Profilierung

Die Profilierungsstudie wurde mit ,KINAXO'’s Cellular Target Profilig®“ unter Verwendung
der SILAC-Methode®* in K562-Zelllysat durchgefiihrt (vgl. Kapitel 3.3). In der Gesamtheit an
Zielproteinen, welche innerhalb der Studie von den untersuchten Verbindungen mit signifi-
kanter Affinitit gebunden wurden, konnten 35 Proteinkinasen, zwei Glukokinasen, ein
Cyclin, ein Plectin sowie zwei Isoformen eines Lamina-assoziierten Polypeptids und eine
Dehydrogenase identifiziert werden (Abbildung 3.14 und Abbildung 3.15). Es wurden je-
doch nicht nur Vertreter der Tyr-Kinasen (z.B. Abl, Lyn, Fer, usw.), sondern auch der
Ser/Thr-Kinasen (p38a/B/y, JNK1/2, CDKs, etc.) detektiert, wobei die Homologie bzw. der
Verwandtschaftsgrad unter den Zielenzymen je nach eingesetztem Molekiil partiell stark

variierte.

Anhand der Profilierungsdaten wird ersichtlich, dass die maximal verkiirzten Fragmente 15
und 4b, welche lediglich Pyrazol- oder Pyrazolharnstoff-Teil tragen, in dem angewendeten
Assay keinerlei Affinitat zu zelluldren Proteinen aufweisen. Dieses Resultat mag darin be-
griindet sein, dass sowohl der Pyrazol- als auch der Harnstoff-Teil von Hybridinhibitoren
vollstdndig innerhalb der allosterischen Tasche lokalisiert sind und somit die DFG-out Kon-
formation einer Phosphotransferase als Voraussetzung fiir die Herbeifiihrung einer grund-
satzlichen Protein-Ligand-Wechselwirkung dieser Fragmente bendétigt wird.!* 15 Diese
rdumliche Anordnung ist jedoch nicht die vorherrschende in aktivierten Kinasen und wird
erst durch vollstdndige oder teilweise Belegung angrenzender Areale der ATP-Tasche indu-
ziert. Einen weiteren Grund fiir dieses Ergebnis stellt die in der Literatur bekannte ver-
gleichsweise schwache absolute Affinitit von Fragmenten dar, da diese im Allgemeinen zu
wenige strukturelle Merkmale besitzen, wie z.B. H-Briicken-Donoren und -Akzeptoren und
Motive fiir hydrophobe Interaktionen, die eine signifikante Affinitiat hervorrufen konnen. In
der Theorie besteht jedoch auch die Mdoglichkeit, dass die Fragmente als isolierte Motive
unabhéngig des Bindungsmodus als Bestandteil in komplexen Molekiilen auch andere Bin-
dungsmodi (z.B. Scharnierkontakte) aufweisen konnen.¢ Diese denkbaren Interaktionen
scheinen allerdings derart gering ausgepragt zu sein, dass durch diese keine zellularen Ad-
ressaten identifiziert werden konnten. Diese Beobachtung stimmt ebenfalls mit den zuvor

gegeniiber cSrc, Abl und KIT eruierten biochemischen Daten iiberein, die keine Inhibition
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dieser drei Tyrosinkinasen zeigten und schon vermuten liefden, dass eine Erweiterung des

Harnstoffmotivs in Richtung des katalytischen Zentrums notig ist, um Affinitat zu erzeugen.
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Abbildung 3.14: A) Ubersicht der zur Profilierung verwendeten niedermolekularen Verbindungen; B) Zusam-
menstellung aller durch die zelluldre Profilierung erhaltenen Kp-Werte (uM); C) Verwandtschaftsgrade der er-
mittelten Zielproteine als Clusteranalyse sowie heatmap-Darstellung der korrespondierenden Kp-Werte in Rela-
tion zu den jeweiligen Zielproteinen.
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Mit Erweiterung der Molekiile in Richtung der Scharnierregion waren unterschiedliche Se-
lektivitats- sowie Affinitatsprofile herausstellbar. Im Falle der Einflihrung eines Phenylrings
an den Harnstoffteil (16) konnte die Affinitdt so weit erhoht werden, dass acht Protein-
kinasen mit Kp-Werten von 1-6 uM adressiert wurden. Darunter waren sowohl Vertreter
der Calmodulin-abhdngigen (CAMK) und Tyrosinkinase-artigen (TKL) Proteinkinasen als
auch solche, die zu der Superfamilie der MAPK, CDK, GSK3 und CLK Kinasen (CMGC) geho-
ren (Abbildung 3.15). Dartiber hinaus fand sich ebenfalls ein Mitglied der Familie von Ho-
mologen der Yeast Sterile Kinasen (STE) sowie Cyclin-C, das zusammen mit CDK8 (ebenfalls
unter den Treffern) und anderen Komponenten das sogenannte CDK8 Modul als Teil eines
Multienzymkomplexes bildet.97 Dabei liegt jedoch die Vermutung nahe, dass Cyclin-C kein
unmittelbares Target von 16, sondern ein assoziiertes Protein darstellt, das durch Kom-

plexbildung mit dem direkten Interaktionspartner CDK8 kooperativ identifiziert wurde.

Die zusatzliche Erweiterung des eingefiihrten Phenylrings mit p-Chlor-Substituenten (17)
fithrte nicht zu einer Erhohung der Affinitat. Die Kp-Werte fiir die ermittelten Targets lagen
im Bereich von 1-18 pM, jedoch war eine geringfiigige Veranderung des Selektivitdtsprofils
zu beobachten. Zwar wurden die gleichen Subfamilien (CAMK, TKL, CMGC, STE) und inner-
halb dieser nahezu die gleichen Proteine respektive deren Isoformen adressiert, aber dar-
tiber hinaus konnten auch die Tyrosinkinasen DDR1 und DDR2 als Zielproteine festgestellt
werden. Erfolgt die Erweiterung des Phenylrings nicht in para-Position und damit in Rich-
tung der ATP-Tasche, sondern in ortho/meta-Position wie im Naphthyl-Derivat 18 und da-
mit in Richtung der allosterischen Subtasche im Bereich des Tiirstehers, so konnte festge-
stellt werden, dass die Anzahl der Zielproteine im Vergleich zu 17 deutlich reduziert (fiinf
vs. neun), im Gegenzug aber die Affinitit zu diesen signifikant gesteigert wurde (vgl. Abbil-
dung 3.14B). So war zu beobachten, dass die mit 18 interagierenden Kinasen DDR1, p38a,
caMLCK, JNK2, p38f ausnahmslos Kp-Werte im Bereich von 0.1-1.1 uM aufwiesen. Auffallig
war dartiber hinaus, dass es eine deutliche Priferenz gegeniiber DDR1 im Vergleich zu
DDR2, welches nicht unter den Zielproteinen festzustellen war, vorlag. Bei der sukzessiven
Erweiterung der Fragmente iiber den Harnstoffteil hinaus konnten also Unterschiede in den
Selektivitéts- als auch Affinitiatsprofilen festgestellt werden, abhdngig davon, in welche Rich-
tung und in welchem Umfang die Erweiterung vollzogen wurde. So konnten fiir die einfache
Phenyl- bzw. para-Chlorphenyl-Erweiterung (16 bzw. 17) lediglich einige wenige schwach
affin bindende Zielproteine der grofdtenteils gleichen libergeordneten Familien festgestellt

werden.
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Abbildung 3.15: Zusammenstellung aller Profilierungsdaten (Kp-Werte) und Visualisierung der Selektivitats-
profile innerhalb des humanen Kinoms. Zusatzlich adressierte Nicht-Kinasen sind separat angefiihrt. Die hierar-
chische Darstellung als Dendogramm wurde mit Hilfe des Programms FigTree v1.3.1 und basierend auf dem
Sequenzalignment aller humanen Kinasen (adaptiert von www.kinase.com) erstellt.
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Fiir 17 konnten mit DDR1 und DDR2 durchaus interessante Targets fiir Pyrazolharnstoffe
identifiziert werden. Die Regulation der zugehorigen Signalwege ist essentiell fiir die emb-
ryonale Entwicklung aber auch die Entwicklung des Knochenskeletts und im Besonderen
der Epiphyse.?8 Schon eine Naphthyl-Substitution (18), wie sie auch im kommerziell erhalt-
lichen Kinaseinhibitor BIRB-796 zu finden ist, ging aber mit einer signifikanten Steigerung
der Affinitdt (Kp < 1 pM) als auch der Adressierung einer alternativen Kinase (JNK2) einher
und zeigt weiterhin eine Selektivitit zu DDR1 gegeniiber DDR2. Grundlegend fiir diese Be-
obachtung ist die Anwesenheit des polyzyklischen, aromatischen Systems, welches zum
einen die generellen hydrophoben Interaktionen innerhalb der Bindungstasche verstarkt
und im Speziellen zur Belegung der hydrophoben Subtasche im Bereich des Tiirstehers
fithrt. Dabei ist das Auftauchen von p38 und seiner verschiedenen Isoformen als Targets
nicht sonderlich unerwartet fiir diese Klasse der Inhibitoren, da Pyrazolharnstoffe ur-
spriinglich fiir die Inhibierung von p38a und zur Behandlung entziindlicher Prozesse, deren
Auftreten mit einer Fehlregulation dieser Kinase assoziiert ist, entwickelt wurden.2 % Im
Vergleich der Derivate (16-18) stellt die Naphthyl-substituierte Verbindung 18 den besten

Kompromiss in Bezug auf Selektivitit bzw. Affinitdt und Inhibitorgrofie dar.

Der Trend zur Steigerung der Affinitat und Selektivitat durch Erweiterung des Grundgertists
konnte durch erneute Derivatisierung zum BIRB-796 Analogon 19 fortgesetzt werden. Ge-
nannte Struktur tragt neben der Naphthyl-Gruppe als weiteres Strukturelement zur Orien-
tierung in Richtung der allosterischen Subtasche eine Ethylmorpholin-Substitution, um die
Ausbildung vorteilhafter Interaktionen zur Scharnierregion in Form polarer Wechsel-
wirkungen zu induzieren. Durch diese Expansion wurde die Selektivitit des Molekiils im
Hinblick auf die Adressierung von Proteinkinasen signifikant herabgesetzt. Anstelle von
zuvor fiinf wurden nun 21 Zielproteine aus den Klassen STE, CMDG, TK, TKL und CAMK
identifiziert. Mit dieser Multitarget-Adressierung geht aufderdem eine grofde Affinitiat zu den
Interaktionspartnern einher, denn =50% der Kinasen, darunter DDR1/2, p38a/y JNK2,
7C1/2/3, PCTAIRE2Z und smMLCK, wurden mit Kp-Werten im Bereich von <1 uM gebunden.
Zudem konnten fiir die Proteine ZAK, p384, SLK, Lyn, Fer, PYK2 und MAP3K7/MAP3K7IP1
Dissoziationskonstanten in der Groflenordnung von 1-10 uM festgestellt werden, wobei im
Falle des Vermittlerproteins MAP3K7IP1 davon auszugehen ist, dass dieses wiederum als
direkter Interaktionspartner im Komplex mit MAP3K7 assoziativ isoliert wurde und kein
direktes Target von 19 darstellt. Eine weitere, jedoch mafiige Interaktion (Kp=21.3 uM)
wurde fiir IKKa nachgewiesen. Karaman et al. stellten 2008 eine in vitro Profilierungsstudie
vor, die auf Kompetition des freien Inhibitors und Prasentation der isolierten, zu testenden
Kinase an einer Bakterienoberfliche, dem sogenannten Phagen-Display, beruht und

BIRB-796 als eine der Testsubstanzen enthielt.5 Eine gegeniiberstellende Betrachtung
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beider Vorgehensweisen macht deutlich, dass im Kontext der biochemischen Charakterisie-
rung an isolierten Kinasedoméanen eine grofde Diversitiat unter den Zielkinasen vorherrsch-
te. In der 2008 durchgefiihrten Studie wurden jedoch lediglich 317 Kinasen untersucht, so
dass die Gesamtheit der relevanten Phosphotransferasen nicht im getesteten Panel repra-
sentiert war. Trotzdem wurden in dieser Studie 75 Zielkinasen identifiziert
(Kp = 0.4-9800 nM), wohingegen 19 unter zelluldren Bedingungen im Rahmen dieser Arbeit
lediglich 21 Interaktionspartner zugeordnet werden konnten. Dieses Resultat spiegelt wi-
der, dass die unterschiedliche Herangehensweise auch in signifikant variierenden Resulta-
ten endet und biochemische Evaluierungsstudien daher kritisch in Bezug auf die Interpreta-
tion der Daten betrachtet werden miissen. Die Unterschiede sind einerseits darauf zuriick-
zufiihren, dass in 84.5% der Félle der Karaman-Studie nicht die Volllangenkonstrukte der
Transferasen, sondern deren katalytischen Doménen verwendet wurden und zum anderen
optimale in vitro Rahmenbedingungen gewahlt wurden, welche die vorherrschende physio-
logische Situation beziiglich ATP-Gehalt oder Gegenwart von Nicht-Kinasen/Targets etc.

innerhalb einer Zelle keineswegs nachstellen.

Unter Betrachtung der rational generierten Hybridinhibitoren, 3b als rigider und 2d als
flexibler Vertreter, waren ebenfalls eindeutige Unterschiede festzustellen. Im Falle des 1,3-
verkniipften Derivats wurden lediglich neun potentielle Zielproteine gefunden, darunter
jedoch drei nicht zur Familie der Kinasen gehdrende Proteine (PLEC1, NQO2, TMPO/Yy)
und mit RIOK1 eine atypische Kinase. Neben diesen konnten die Tyr-Kinasen ZAK, DDR1,
BRAF und Lyn (Kp=1-6 uM), sowie die Ser/Thr-Kinase p38a (Kp=2.5uM) identifiziert
werden. Im Vergleich dazu konnten 22 Zielproteine fiir 2d identifiziert werden, wobei mit
Ausnahme der AGC-Familie nahezu die gesamte Bandbreite der humanen Kinaseklassen
tangiert und in 50% (11 aus 22) der Fille Bindungsaffinititen von <1 pM nachgewiesen
wurden. Im Detail finden sich unter den Treffern mit der starksten nachgewiesenen Interak-
tion zu 2d die Kinasen DDR1, SLK und MNK2 sowie IRAK1 (Kp-Werte: 0.07-0.13 uM), welche
somit zugleich vier libergeordnete Familien (TK, TKL, STE, CAMK) reprasentieren. Weitere
proteinogene Targets mit Dissoziationskonstanten von 0.33-1pM stellen ZAK, Axl,
PCTAIREZ2, PIP4K2a/y, CDK8, FAK, TRKA und p38y dar. 2d vertritt dartiber hinaus im Rah-
men dieser Profilierungsstudie das einzige unter den charakterisierten Derivaten, durch
welches Abl als Interaktionspartner herausgestellt werden konnte (Kp=1.3 uM). Zusatzli-
che Wechselwirkungen zeigten sich zu den Phosphotransferasen CDK7, p38«a, Fer, MNK1,
Lyn, JNK2 sowie der Dehydrogenase NQO2Z und dem Lamina-assoziierten Polypeptid
TMPOa. Weitere Vertreter, die ausschliefdlich, aber mit geringer Bindungseffizienz, durch
den flexiblen 1,4-Hybridinhibitor aufgefunden werden konnten, reprasentieren die Isofor-

men alpha und gamma der Casein Kinase I (Kp = 20 uM).
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Im Falle der Hybridinhibitoren (2d, 3b) konnten demnach, trotz gleichen Molekular-
gewichts und identischer struktureller Motive aber geringfiigig differenter Verkniipfung,
aufgrund der unterschiedlichen Flexibilitat signifikante Unterschiede sowohl in der Art und
Identitdt der adressierten Proteine als auch der Stirke der Bindung festgestellt werden.
Wahrend das rigide Hybridderivat (3b) lediglich einige wenige Proteinkinasen (ZAK, DDR1,
BRAF und Lyn) sowie eine atypische Kinase (RIOK1) als auch drei Nicht-Kinasen (PLEC1,
NQO2, TMPO@/y) adressiert, konnen fiir den flexiblen Vertreter (2d) 22 Targets mit unter-
schiedlichen Dissoziationskonstanten aufgezeigt werden. Die Selektivitit der kon-
formationell eingeschrankten Verbindung 3b zeigt, dass durch Restriktion der Rotation der
terminalen Strukturmotive ebenfalls die Anzahl an Interaktionspartnern eingegrenzt wird.
Hier wird eine definierte Topographie im Bereich der katalytischen Tasche des Zielproteins
benoétigt, um eine Interaktion zu ermoéglichen. Wird allerdings Flexibilitdt des Inhibitors
erhoht, so konnen Unterschiede in der Oberflaichenbeschaffenheit von Proteinen durch Ro-
tation und Annahme einer addquaten, alternativen ,Passform” ausgeglichen werden und
fiihren, wie 2d deutlich zeigt, zu einer Vielzahl von Wechselwirkungspartnern. Die
Reduzierung der Anzahl an Freiheitsgraden durch Rigidisierung ist generell entropisch be-
vorzugt, da eine geringere Anzahl an moéglichen Konformeren adaptiert werden kann und
somit durch Priorganisation in Relation zu flexibleren Grundgeriisten ein geringerer Entro-
pieverlust zur Einnahme des finalen Bindungsmodus hervorgerufen wird. Prinzipiell gilt
also fiir die Chinazolin-Pyrazolharnstoffe, dass die Rigidisierung Selektivitit erzielt, wah-
rend die Erhohung der Flexibilitdt fir eine Multitarget-Adressierbarkeit sorgt. Interessan-
terweise kann Abl lediglich durch 2d gebunden werden, wahrend KIT, obwohl in K562
exprimiert,100 nicht unter den validierten Kinasen auftaucht. Diese Feststellung steht in aus-
gepriagtem Kontrast zu den durchgefiihrten biochemischen Profilierungen (Ambit,
KinEASE™), die KIT als stdrksten Interaktionspartner postulierten. Doch wie eingangs
schon festgestellt liegen die Griinde dafiir im verwendeten zelluldren Setup, welches ndher
an der Realitdt der physiologischen Bedingungen orientiert ist und daher wissenschaftlich
tiberzeugende Ergebnisse liefert. Durch das Auffinden der zytosolischen Dehydrogenase
NQO2 sowohl durch den rigiden als auch flexiblen Hybridinhibitor (3b, 2d) lasst sich ein
zuvor nicht bekannter Anwendungsbereich in der Chemopravention von Krebserkrankun-
gen deklarieren, denn besagte Oxidoreduktase wurde als direktes Target der Resveratrol-

induzierten Inhibition der Proliferation von Krebszellen identifiziert.101-103

Im Allgemeinen bleibt festzuhalten, dass die Ausbildung diverser Interaktionen eines Ligan-
den mit Kinasen bzw. die Belegung mehrerer Bindungstaschen in diesem Fall in der promis-
kuitiven Adressierung von Proteinen und damit geringerer Selektivitit miindet, wie am Bei-

spiel der Typ-II Inhibitoren 2d und 19 im Vergleich zu den verkiirzten Molekiilen 16, 17
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und 18 (Typ-I1II) herausgestellt werden konnte (Abbildung 3.16). Zur Generierung signifi-
kanter Affinitit ist aber vor allem die Erweiterung in den ATP-bindenden Teil einer Kinase
wichtig. Auch in der Literatur finden sich Arbeiten, die diese Beobachtung beschreiben, aber
nicht als generelles Dogma propagieren.s3 Einzig die Einfiihrung von Rigiditat unter Konser-
vierung aller potentiell vorteilhaften Motive zur Ausbildung von Interaktionen am Target
fiihrte zur Selektivitdt in Relation zu vergleichbaren Verbindungen (vgl. 2d, 3b, Abbildung
3.16).

Als Quintessenz der Untersuchungen ldsst sich zusammenfassen, dass die Selektivitit von
Hybridinhibitoren und verwandten Fragmenten zu zelluldren Zielenzymen nicht generell
vorhersagbar, aber experimentell eruierbar und quantifizierbar ist. Daher ist es absolut
zweckmafig, in der Auffindung und Optimierung von niedermolekularen Verbindungen auf

die Kombination rationalen Designs und zelluldrer Profilierungssysteme zu setzen.
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Abbildung 3.16: Korrelation der Inhibitorgrofde mit ihrer generellen Affinitdt und Selektivitdt gegeniiber Ziel-
proteinen im zelluldren System separiert nach Hybridverbindungen (oben) sowie BIRB-796-verwandten Ana-
loga (unten).

Zwei Aspekte werden jedoch auch bei der Charakterisierung von immobilisierten Inhibito-
ren in Zelllysaten vernachlissigt: Auf diese Weise kann die generelle Fahigkeit der unter-
suchten Verbindungen zur Penetration von Zellen bzw. Uberwindung der Zellmembran
nicht evaluiert werden, da die Proteinbindung aus Zelllysat erfolgt. Um die Zellpermeabilitat
untersuchen und beriicksichtigen zu kénnen, sind jedoch orthogonale Untersuchungsme-

thoden wie beispielsweise der parallel artifizielle Membranpermeations-Assay (PAMPA)
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verfligbar. Weiterhin kann das Argument der Modifikation eines Inhibitors durch Immobili-
sierung und eine potentiell damit einhergehende Anderung der physikochemischen Eigen-
schaften mit Effekt auf Selektivititen und Affinitdten nicht von der Hand gewiesen werden.
Dennoch bildet diese Profilierungsmethode die physiologische Umgebung zufriedenstellend
nach im Gegensatz zu Ansitzen unter Verwendung isolierter Kinasedoméanen. Dariiber hin-
aus verspricht diese Art der Untersuchungen ein enormes Potential, um die generelle Toxi-
zitdt von Inhibitoren durch Adressierung von off-targets im Vorfeld weiterer Optimierungs-
anséatze zu klaren. Letztlich kdnnen jedoch keine Kreuzreaktivititen zu Proteinen herausge-
stellt werden, die nicht in der untersuchten Zelllinie exprimiert sind oder eine intakte
Zelle/Membran fiir die Aufrechterhaltung ihrer Struktur und Funktion bendétigen wie z.B.

Ionenkanéle (hERG).
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Methoden zum Studium der Biologie eines Proteins innerhalb einer Signalkaskade in kom-
plexen biologischen Systemen erfordern selektive niedermolekulare Verbindungen, die spe-
zifisch die Funktion der Zielproteine perturbieren. Dabei gibt der Vergleich von beeinfluss-
ten zu nicht beeinflussten Zustdnden Aufschluss tiber die Funktion einzelner Komponenten
im libergeordneten Komplex. Aufgrund der herausragenden strukturellen Konserviertheit
der katalytischen Domane von Kinasen und der daraus resultierenden fehlenden Selektivi-
tat von entsprechenden Inhibitoren ergibt sich jedoch die Schwierigkeit der zielgerichteten
Adressierung einer einzelnen Transferase. Um dieses Problem zu umgehen, bedient man
sich der Methoden der chemischen Genetik, welche es ermdglichen, ein Zielprotein auf gene-
tischer Ebene (DNA) abzudndern, und das Genprodukt (Protein) im Hinblick auf die dreidi-
mensionale Struktur individuell zu gestalten. Ein zur abgednderten Struktur komplementa-
rer Inhibitor erzeugt entsprechende Selektivitit zum artifiziellen Zielprotein. Im Fall der
sogenannten bump and hole Methode, die in der Gruppe um Kevan Shokat entwickelt und
verfeinert wurde,104-106 kann dabei der chemische knock down, also das zielgerichtete Aus-
schalten einer einzigen Kinase, artifiziell herbeigefiihrt werden. Der Vorteil gegeniiber ei-
nem genetischen knock out des Zielenzyms liegt in der Tatsache, dass Proteinkinasen in vie-
len Fallen auch geriistgebende Aufgaben wahrnehmen, z.B. zur Aufrechterhaltung der Funk-
tion von Multienzymkomplexen,3? die nicht durch die chemisch-genetische knock down wohl
aber durch die genetische knock out Methode eliminiert werden (vgl. Abbildung 4.1). So ist
es moglich, die katalytische Funktion eines Proteins innerhalb eines komplexen Netzwerks
durch Zugabe eines mafdgeschneiderten Inhibitors zu steuern, ohne dieses aus dem Netz-
werk zu entfernen und auf diese Weise das Verstiandnis liber die Relevanz des Zielproteins

zu fordern.
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Abbildung 4.1: Gegeniiberstellung der Methoden des genetischen knock out und des chemisch-genetischen
bump and hole. A) Um ein Protein auf genetischer Ebene auszuschalten wird dem System siRNA zugefiihrt. Die-
ser kurze RNA-Doppeltrang ist zu einem Bereich des auszuschaltenden mRNA-Transkripts, kodierend fiir das
Zielprotein, komplementir und wird von internen Kontrollmechanismen erkannt. Nach Einbettung in den sog.
RISC-Komplex wird komplementdre mRNA erkannt und hydrolytisch gespalten, so dass keine Translation des
Proteins mehr erfolgt. B) Im chemisch-genetischen bump and hole Ansatz hingegen bleibt das Protein strukturell
vollstdndig intakt. Durch Verdnderung des Aktiven Zentrums kann ein rational entwickelter, sterisch anspruchs-
voller Inhibitor (bump) zu einer ebenfalls rational generierten Mutante (hole) des Zielproteins binden, wahrend
der Wildtyp aufgrund sterischer Abstoflung des Inhibitors nicht adressiert wird [(i) wt Kinase mit generellem
Inhibitor; (ii) wt Kinase mit modifizierten Inhibitor; (iii) Mutierte Kinase ohne modifizierten Inhibitor; (iv) Mu-
tierte Kinase mit modifiziertem Inhibitor].

Irreversibel bindende Inhibitoren, die ein Elektrophil tragen, sind bei dieser Art der Unter-
suchungen von entscheidendem Nutzen, da sie einerseits permanent am untersuchten Pro-
tein verbleiben und dadurch die Effektivitit der Inhibierung steigern als auch andererseits
einen hohen Grad an Selektivitat garantieren, da das Vorkommen reaktiver Nukleophile
(Cysteine) an spezifisch adressierbaren Positionen innerhalb der ATP-Bindetasche von
Kinasen auf einige wenige beschrankt ist.31.32 Ein idealer kovalenter Binder ist dabei im um-
gebenden System unter physiologischen Bedingungen inert und nimmt so auch keinen Ein-
fluss auf ubiquitir vorhandene Cys-Nukleophile wie Glutathion oder Oberflachen-
exponierte Thiole anderer Proteine. Die Reaktivitit wird erst durch die perfekte

Positionierung des Michael-Akzeptorsystems zum gewiinschten Cystein, welche durch
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Bindung des Inhibitors im katalytischen Zentrum der Transferase hervorgerufen wird, in-
duziert. Die Ausstattung der Inhibitoren mit reaktiven Elektrophilen sowie die Einfiihrung
von Cystein-Nukleophilen am Zielprotein stellt dabei eine Erweiterung der klassischen
bump and hole-Strategie dar, die urspriinglich lediglich auf dem Einsatz reversibler Inhibito-

ren beruhte.
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Abbildung 4.2: Allgemeines Prinzip zur Einfithrung eines Affinitats- (Thiol) sowie Selektivitatsfilters (bump and
hole) in EGFR.107 Der urspriingliche Inhibitor PD168393 alkyliert Cys797 in EGFR und durch weitere Derivatisie-
rung des 4-Anilinosubstituenten mit sterisch anspruchsvollen Gruppen, kann die inhibitorische Potenz gegen-
iiber EGFR wt aufgehoben werden. Des Weiteren kann durch genetische Modifikation einer geeigneten Zielkina-
se ein artifizielles Protein-Ligand-Paar geschaffen werden, wobei der Wildtyp des Zielenzyms von einer Adres-
sierung durch das modifizierte Inhibitorgeriist unberiihrt bleibt.

Zur Anwendung der bump and hole-Strategie in Kombination mit der Verwendung kovalent
modulierender Inhibitoren in einem biologischen System, ist die Einfiihrung sogenannter
Selektivitats- sowie Affinitatsfilter im zu untersuchenden Protein essentiell. Aber auch die
zu verwendenden Inhibitoren miissen rational designt sowie exakt auf das Zielenzym abge-
stimmt werden, um eine 100%ige Komplementaritit zwischen niedermolekularer Sonde
und makromolarem Protein zu erzeugen und moglichst wenige off-target-Effekte zu erzie-
len. Dazu wird im Allgemeinen im Zuge der Einfithrung eines Affinitatsfilters im Protein ein
reaktives Cystein eingefiihrt und auf Seite der chemischen Sonde ein komplementires
Elektrophil. Im Gegensatz dazu wird ein Selektivitétsfilter, zumindest im Bereich der Kina-

sen, uUblicherweise durch den Austausch eines sterisch anspruchsvollen Tirsteherrests
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durch einen weniger anspruchsvollen Rest (Alanin) implementiert. So wird die raumliche
Ausdehnung (hole) der Bindetasche vergrofiert, so dass der strukturell angepasste Inhibitor
anschliefdend die erweiterte Tasche belegen kann. Dieser tragt seinerseits im Regelfall einen
substituierten Aromaten mit hohem sterischen Anspruch (bump) und da viele Kinasen in
der Regel keinen ,kleinen“ Tiirsteherrest besitzen, ist die Selektivitit gegeniiber diesen
Transferasen sichergestellt. Analog zum bereits 1894 durch Emil Fischer postulierten
Schliissel-Schloss-Prinzip36 37 erzeugt die Kombination beider Filtersysteme ein hohes Maf3
an Selektivitit und Affinitit sowie Komplementaritit zwischen den modifizierten Interakti-

onspartnern.
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4.1 Ark1 - chemisch-genetische Ansitze zur kovalenten
Adressierung

Der fehlerfreie Ablauf der Mitose (vgl. Abbildung 4.3) und ihrer zugehorigen Prozesse sowie
die Aufrechterhaltung der genomischen Integritiat werden in Eukaryoten durch die Ser/Thr-

Kinasen der im Zellkern anzutreffenden Aurora-Familie gesteuert und reguliert.108, 109
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Abbildung 4.3: Schematische Reprasentation des chromosomal passenger complex (CPC) und dessen korrelie-
renden Funktionen (graue Boxen) sowie generellen Interaktionspartnern (rote Boxen) wahrend der Mitose. In
der Prophase ist der CPC an den Chromosomenenden sowie Centromeren lokalisiert und sorgt fiir die Phospho-
rylierung von Histon 3 an Ser10 und Ser28. Wahrend dieser Phase akkumuliert der CPC an den Centromeren, an
welchen die Reifung der Kinetochore beginnt und wahrend der Prometaphase andauert. Weiterhin wird der
Komplex fiir die Bildung einer bipolaren Spindel benétigt und garantiert deren Stabilitit im Ubergang der Pro-
/Prometaphase zur Anaphase. Wahrend der Metaphase lokalisiert der CPC an den Centromeren und nimmt eine
entscheidende Rolle in der centromeren Kohdsion sowie der Regulation von Kinetochor-Mikrotubuli Ankniip-
fungen ein. Weiterhin wird die korrekte Ausrichtung der Chromosomen am Spindelaquator sichergestellt. In der
Anaphase erfolgt die Translokation des CPC zur Aquatorialebene einhergehend mit einer Funktion zur Bildung
der zentralen Spindel. Wahrend der Telophase tritt der CPC konzentriert an der Trennungsgrenzflache auf und
tragt essentiell zur Komplettierung der Zytokinese bei. (Chromosomen: blau, Tubulin: rot, Kernhiille: grau).110
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In Saugerzellen koexistieren drei Isoformen (Aurora A, B und C), die trotz ihrer signifikan-
ten Homologie aufgrund unterschiedlicher Lokalisierung, Assoziation mit Wechselwir-
kungspartnern, Aktivierung sowie Substratspezifitit diverse Funktionen besitzen. So nimmt
die an die Centromere gebundene und vom Mikrotubuli-assoziierten Protein TPX2 aktivier-
te Aurora A eine regulatorische Rolle in der Chromosomenreifung sowie Assemblierung der
mitotischen Spindel ein.111-113 Aurora B als Isoform mit einer Sequenzhomologie von 71%
hingegen ist in der Chromosomenkondensation sowie Zytokinese involviert und durch die
Assemblierung im chromosomal messenger complex (CMC) reguliert. Dieser besteht aus der
Agglomeration der drei nicht-enzymalen Proteine INCENP, Survivin und Borealin, die im
Komplex mit Aurora B als enzymatisch aktiven Kern, dessen Substratspezifitat, Aktivitat
und Stabilitat kontrollieren.108, 113-115 Auyrora C nimmt eine wichtige Rolle in der Spermato-
genese ein und ist daher auch vermehrt in Keimzellen exprimiert. Die vollstindige Funktion

dieser Isoform ist jedoch noch nicht zur Geniige geklart.108

Im Gegensatz zu diesen unterschiedlichen Isoformen in Eukaryoten ist in Hefen lediglich
eine einzige Aurora Kinase bekannt, die durch die Kontrolle der Chromosomen in Bezug auf
Kondensation und Anheftung an die mitotische Spindel dafiir sorgt, dass diese wahrend des
Zellzyklus korrekt separiert werden. Spalthefe (Schizosaccharomyces pombe) beispielsweise
besitzt Ark1 als Mediator der Segregation und Zytokinese, der analog zur humanen Aurora B
durch die Bindung an die nicht-enzymatischen Proteine Picl (entspricht INCENP) und
Birl/Cutl7 (entspricht Survivin) in Funktion, Stabilitdt und Substratspezifitat kontrolliert
wird.110. 116, 117 Da Spalthefe unkompliziert kultivierbar und Ark1 in diesem Organismus ge-
netisch problemlos modulierbar ist, kann dieses System im Zuge einer chemisch-
genetischen Studie zur Untersuchung der Aurora Kinase innerhalb des natiirlichen, funktio-

nalen Netzwerks herangezogen werden.118
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Vorarbeiten:vii

Zur Untersuchung der spezifischen Funktion von Arkl innerhalb seiner Signalkaskade und
um die strukturellen und chemischen Voraussetzungen fiir die Inhibition mutierter Ziel-
enzyme in chemisch-genetischen Ansitzen tiefergehend zu eruieren, wurden auf gene-
tischer Ebene Selektivitits- und Affinitétsfilter in Arkl inkorporiert. Diese erzeugen die
Empféanglichkeit des Genprodukts im Zuge einer bump and hole Studie fiir die Inhibition mit
4-Anilino-substituierten Chinazolinen. Als Selektivitatsfilter wurde der Leucin-Tiirsteher-
rest zu Alanin mutiert (L166A), um die rdumliche Ausdehnung der ATP-Bindetasche zu er-
weitern und so die Akzeptanz eines sterisch anspruchsvollen 4-Anilinochinazolins als
Ligand zu gewdhrleisten. Weiterhin wurde an einer zu EGFR dquivalenten Position am Ende
der Scharnierregion ein artifizielles Cystein (E173C) zur kovalenten Modifikation mit Elek-

trophil-tragenden Liganden eingefiihrt (Affinitatsfilter, vgl. Abbildung 4.4).
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Abbildung 4.4: A) Superposition der katalytischen Domane von EGFR (hellgriin, PDB-Eintrag: 2]5F) mit dem
Homologiemodell von Arkl basierend auf der Kristallstruktur der verwandten Xenopus Aurora B (grau, PDB-
Eintrag: 2BFY); B) Detaildarstellung der Interaktion des kovalent bindenden Inhibitors PD168393 in der ATP-
Bindetasche von EGFR und seine Interaktionen zur Scharnierregion; C) Rational designte Konstrukte auf der
Grundlage von Arkl wt. Zundchst wird ein Selektivitatsfilter in Form der Mutation L166A eingefiihrt, um die
Sensitivitdt gegeniiber PD168393 zu erh6hen. Der zweite Filter zur Erhohung der Affinitdt wird durch die Ein-
fiihrung eines Cysteins (E173C) realisiert. Im finalen Konstrukt werden beide Mutationsvarianten vereint.

vii Die Vorarbeiten zum bump and hole Ark1-Konstruktdesign, sowie der Generierung und Synthese
geeigneter Sonden wurden von André Koch (Friedrich Miescher Laboratorium der MPG, AG Dr. Silke
Hauf, Tiibingen) sowie Dr. Haridas Rode (Chemical Genomics Centre der MPG, AG Prof. Dr. Daniel
Rauh, Dortmund) durchgefiihrt.



64 Chemische Genetik

Dazu wurden drei verschiedene Mutanten erzeugt, von denen je eine a) den Tiirsteher-
Selektivitatsfilter, b) den Cystein-Affinitatsfilter oder c) den Affinitats- sowie Selektivitatsfil-
ter besaféen. Die Grundlage fiir die Erzeugung der Konstrukte war ein rationales Design an-
hand einer Superposition der Kristallstrukturen von EGFR im Komplex mit PD168393 und
aus Ermangelung einer verfiigharen Ark1-Kristallstruktur wurde die Kristallstruktur einer

homologen Aurora B Kinase aus Xenopus laevis herangezogen.
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Abbildung 4.5: Ubersicht der potentiell kovalent (24-27) und reversibel (28, 1INM-PP1) interagierenden Ver-
bindungen.

Neben der Ursprungsverbindung 24 waren auch Analoga mit unterschiedlichen Elektrophi-
len generiert worden (25, 26, 27, Abbildung 4.5), die sowohl in der Geometrie der termina-
len, ungesattigten Mehrfachbindung als auch der Polaritdt Unterschiede aufwiesen und so
moglicherweise zu unterschiedlicher Effektivitat flihren. Zudem vervollstindigten das ge-
sattigte Analogon 28 und 1NM-PP1, ein bekannter Inhibitor fiir den Einsatz in bump and

hole Systemen,1%¢ das Panel der beriicksichtigten Inhibitoren.
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4.2 Ergebnisse

4.2.1 Biochemische Charakterisierung der bump and hole

Inhibitoren

Zur Untersuchung der inhibitorischen Leistungsfahigkeit ausgewahlter niedermolekularer
Verbindungen wurde wie schon zuvor (vgl. Kapitel 3.2.4) der aktivitatsbasierte Assay
KinEASE™ verwendet. Der Nachweis einer direkten Bindung der Elektrophil-tragenden
Liganden an die systematisch modifizierten Arkl Homologe erfolgte durch den in der
AG Rauh entwickelten Bindungsassay zur Detektion direkter, kovalenter Bindungsbildung

fir Aminochinazoline.??

4.2.1.1 Aktivitatsbasierte Assaysysteme

Um das initiale Design der Inhibitoren und Ark1-Konstrukte zur Verwendung eines bump
and hole Ansatzes zu stiitzen und die Hypothese zur selektiven Adressierung der mutierten
Variante zu belegen, wurden sowohl Ark1 wt, als auch die korrespondierende L166A- sowie
E173C-mutierte Variante (Arkl-as3-cys) untersucht, und die Selektivitit der Inhibitoren
gegeniiber der genetisch variierten Kinase herausgestellt. Auf3erdem wurde der Einfluss des

Aktivators Pic1 auf die inhibitorischen Eigenschaften der Verbindungen analysiert.

Die Resultate zeigten, dass die eingesetzten 4-Anilinochinazoline 24-28 sowie der Referen-
zinhibitor 1INM-PP1119 120 qgusnahmslos einen vergleichsweise geringen bzw. keinen inhibi-
torischen Effekt gegeniiber Arkl (+Picl) aufwiesen. Wahrend fiir 27 und 1NM-PP1 keine
ICs0-Werte bestimmt werden konnten, da selbst bei einer Konzentration von 50 uM keine
Reduktion der Transferaseaktivitit von Ark1 festgestellt werden konnte, lief3en sich fiir 24,
25 und 28 Werte im Bereich >20 pM und fiir 26 ca. 15 pM determinieren (vgl. Tabelle 4.2.1).
Gleiches Szenario konnte bei der Charakterisierung der Verbindungen gegeniiber
Ark1 + Picl nachstellt werden, wobei hier 27, 28 und 1NM-PP1 keine Inhibition zeigten und
24-26 erneut annidhernd im Bereich von 20 uM halbmaximaler Inhibition anzusiedeln wa-
ren. Somit wurde bestitigt, dass die rational ausgewahlten Verbindungen keinen signifikan-
ten Einfluss auf die wt Form von Ark1 ausiiben und damit die Grundvoraussetzung zur spe-
zifischen Adressierung der bump and hole modifizierten Kinase gegeben war. Gleichzeitig
unterstiitzen diese Beobachtungen die postulierte These, nach der das Fehlen eines Affini-
tats- und Selektivitatsfilters, in Form der Einfilhrung eines artifiziellen Cysteins sowie die
Mutation einer sterisch anspruchsvollen zu einer rdumlich weniger ausgedehnten Tiir-

steheraminosaure, die Bindung der vorliegenden Molekiile unterbindet.
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Tabelle 4.2.1: ICso-Werte der untersuchten Verbindungen.

gz
AN ®,
B NH " ° ° O
r NH
H 24 (PD168393) 25 2
"t/ N\R /So(\ le Q \N
SN W ~ % 28 NN
N
|
24-27 ° ° )V 1NM-PP1
26 27
ICs0 (kM)
Ark1 Ark1 + Picl Ark1-as3-cys Ark1-as3-cys
+ Picl1

24 >20.0¢ >20.0¢ 0.004 + 0.003 0.002 + 0.001

25 >20.0 >20.0 0.010 + 0.008 0.001 + 0.001

26 15.3 + 1.15 >20.0 0.012 + 0.008 0.009 + 0.007

27 nib nib 0.004 + 0.003 0.006 + 0.002

28 >20.0 nib 0.272 +0.171 0.349 + 0.147
1NM-PP1 nib nib 0.006 + 0.004 0.001 + 0.001

a Prazipitation der Verbindung bei Konzentrationen > 20 pM
b ni = nicht inhibierend: kein inhibitorischer Effekt bei 50 uM Verbindungskonzentration

Die genetisch verdanderte Variante Arkl-as3-cys allein, sowie in Kombination mit Picl
konnte im Rahmen dieser in vitro Charakterisierung wirksam adressiert werden. Hinsicht-
lich der Gesamtheit der irreversibel modulierenden Spezies 24-27 sowie dem reversibel
bindenden Referenzmolekiil 1INM-PP1 wurden, unabhingig von der Anwesenheit des Akti-
vators Picl, ICso-Werte von 1-12 nM eruiert. Im Gegensatz dazu zeigte der reversible Vertre-
ter 28 mit gesattigter terminaler Bindung in beiden Ansatzen eine deutlich geringere Potenz
(ICso = 272-349 nM), ein Indiz dafiir, dass die effiziente Inhibition nicht nur durch artifizielle
Erweiterung der ATP-Bindetasche, sondern vielmehr durch eine kovalente Bindung zum
Protein erfolgen kann. Dariiber hinaus konnte die Implementierung eines Selektivitats- und
Affinitatsfilters im Zielprotein als essentielle Voraussetzung fiir die Protein-Ligand-Wechsel-

wirkung mit vorliegenden Molekiilen (24-27) bestatigt werden.
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4.2.1.2 Bindungsassay zur Detektion kovalenter Ligandenbindung

Zur Validierung der Ausbildung kovalenter Bindung der unterschiedlich substituierten Li-
ganden zu Ark1-as3-cys wurde ein orthogonaler, Fluoreszenz-basierter Bindungsassay ein-
gesetzt. In diesem werden die intrinsischen Fluoreszenzeigenschaften der Elektrophil-
dekorierten 4-Aminochinazoline 24 und 26 ausgenutzt. Diese verdndern sich im Fall direk-
ter Interaktion unter Ausbildung einer o-Bindung an das Zielprotein im Hinblick auf die
Intensitat der Emission.2? Im Falle eines angekniipften Michael-Systems findet ein photo-
induzierter Elektronentransfer (PET) vom Fluorophorkern auf das elektronenarme, ter-
minale System statt, sodass bei Exzitation eine geringe messbare Fluoreszenzintensitit re-
sultiert. Erfahrt der Michael-Akzeptor terminal eine nukleophile Addition von Cys173 in
Ark1-as3-cys, so resultiert die Konvertierung der entsprechenden Doppel- in eine Einfach-
bindung, wodurch ein PET aufgrund des gesittigten Systems nicht mehr erfolgen kann.
Dadurch steigt die Quantenausbeute der intrinsischen Fluoreszenz des Chinazolinsystems
signifikant an. In diesem Fall kann die damit einhergehende Erhéhung der Fluoreszenzin-
tensitdt in einem Spektralbereich von 380-540 nm bei konstanter Exzitationswellenldnge

(368 nm) detektiert und eine Bindungsbildung qualitativ nachgewiesen werden.

Im Rahmen von Bindungsstudien, durchgefiihrt in Kiivetten (siehe Kapitel 9.2.3.2), wurden
kovalente Modifikationen von Arkl-as3-cys, hervorgerufen durch Elektrophil-prasen-
tierende Aminochinazoline, untersucht. Dabei konnte die resultierende o-Bindung zum ein-
gefiihrten Cys173 im Fall von 24 und 26 direkt nachgewiesen werden, da eine charakter-
istische Erhohung der Intensitédt im zugehdrigen Emissionsspektrum im Vergleich zur Kon-
trollmessung (24 bzw. 26 in Puffer) festgestellt wurde (vgl. Abbildung 4.6A). Die final er-
reichten Niveaus der relativen Fluoreszenzeinheiten (RFU) waren unterschiedlich, be-
griindet durch den unterschiedlichen Charakter der verwendeten Elektrophile. Das re-
versible Gegenstiick 28 zeigte eine marginale Zunahme der Fluoreszenzintensitit, welche
jedoch als bedeutungslos eingestuft werden konnte, da diese Anderung auf eine erhohte
Hintergrundemission zuriickzufiihren war, wie sie auch in nachfolgenden Experimenten in
Mikrotiterplatten beobachtet wurde (vgl. Abbildung 4.8B). Eine Inkubation der Inhibitoren
24, 26 und 28 mit Ark1 wt fiihrte nicht zu einer Anderung des erhaltenen Spektrums und
damit keiner kovalenten Modifikation des Proteins (Daten nicht gezeigt, vgl. analoge Expe-
rimente in Mikrotiterplatten, s.u.), sodass eine spezifische kovalente Interaktion von 24 und

26 mit der artifiziell entwickelten Mutante Ark1-as3-cys belegt werden konnte.
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Abbildung 4.6: Analyse der Bindung von 24-27 sowie 28 an Ark1-as3-cys durch Messung der Fluoreszenzemis-
sion. (A) Emissionsspektren der Chinazolin-Grundgeriiste 24 und 26, gemessen bei 380-580 nm nach einer
Inkubationszeit von 60 min. Die Intensitdt der Emission wurde lediglich im Falle der Ausbildung einer kovalen-
ten Bindung des irreversiblen Inhibitors mit dem Cys-Ankerpunkt am Rande der ATP-Bindetasche signifikant
erhoht. Fiir Verbindung 28 als reversibles Analogon zu 24 war die minimale Intensitatserhdhung im Emissions-
spektrum nicht auf eine kovalente Bindungsbildung zuriickzufiihren, da diese Amplifikation ebenfalls fiir die
Behandlung von Arkl wt mit 28 beobachtet wurde (vgl. Abbildung 4.8). (B) Kovalente Bindungskniipfungen
konnten fiir 25 und 27 nicht direkt beobachtet werden, da diese Art der Verbindungen ihre Fluoreszenzeigen-
schaften bei Bindung zum Protein nicht &ndern. Um zu iiberpriifen, ob diese Inhibitoren wie postuliert an Ark1-
as3-cys binden, wurde die Kinase zunachst fiir 30 min mit 25 oder 27 prainkubiert und im Anschluss 24 zuge-
geben. Nach weiteren 60 min wurde die Anderung des Emissionsspektrums untersucht, mit dem Ergebnis, dass
24 allein zu einer Erhohung der Fluoreszenzintensitat fiihrt, wahrend in Kombination mit 25 oder 27 keine
signifikante Steigerung zu beobachten war. Diese Resultate bestitigen die Hypothese der kovalenten Bindung
von 25 und 27 zu Ark1-as3-cys.

Tragen die irreversiblen Inhibitoren ein Elektrophil mit konjugierter Dreifachbindung (25,
27), so kann die kovalente Kniipfung zum Zielprotein nicht direkt durch Anderung des
Emissionsspektrums detektiert werden. Im Zuge einer nukleophilen Addition folgt im zuge-
horigen Produkt nicht die Entstehung eines o,-gesattigten Systems, sondern der Verbleib

einer Doppelbindung. Infolgedessen werden die Fluoreszenzeigenschaften der Verbindung
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nicht verandert, da weiterhin ein photo-induzierter Elektronentransfer (PET) vom Fluoro-
phor auf das elektronenarme Michael-Akzeptorsystem erfolgen kann (vgl. Abbildung 4.7).
Demzufolge liefden sich zu den Negativ-Kontrollmessungen (Arkl) bzw. Ansitzen mit re-

versiblen Bindern identische Emissionsspektren ermitteln.

PET 368 nm 416 nm

/
N B — S

B Fluorophor (hier:
Aminochinazolin) mit
PET PET niedriger bzw. hoher

368 nm Quantenausbeute
368 nm der intrinsischen
H HS LL'I‘ H Fluoreszenz
-

bzw. [ F

Abbildung 4.7: A) Aufgrund des fiir einen PET-Vorgang fehlenden elektronenarmen Systems wird die Fluores-
zenzintensitat im Zuge einer Michael-Addition durch Aufhebung des konjugierten Systems erhoht; B) Im Falle
der Addition an Dreifachbindungen verbleibt eine konjugierte Doppelbindung am Protein-Ligand-Komplex und
ermoglicht so weiterhin einen Elektronentransfer vom Fluorophor auf das elektronenarme System. Die Fluores-
zenzeigenschaften des Liganden bleiben somit unverdndert.

Zur Umgehung dieses Problems und zum Nachweis kovalenter Bindung von 25 bzw. 27 an
Ark1-as3-cys wurde daher die Interaktion indirekt mittels eines Verdrangungsassays nach-
gewiesen. Folglich wurden die zu untersuchenden Proteine zundchst mit 25 oder 27 fiir
30 min prainkubiert und dem Ansatz im Anschluss daran Verbindung 24 hinzugegeben, die
bei individueller Applikation eine signifikante Intensitidtserhohung des Emissionsspektrums
auslost. Jedoch war auch nach weiterer Inkubation mit 24 (bis zu 60 min) keine Anderung
zu beobachten und somit bestétigt, dass 25 und 27 nicht verdrangt werden konnten, da die

ATP-Tasche durch diese bereits irreversibel belegt war (vgl. Abbildung 4.6B).

In einer weiteren Betrachtung wurde die Kinetik der kovalenten Bindung an Ark1-as3-cys in
Mikrotiterplatten, durch zeitabhdngige Determinierung der Fluoreszenzintensitat bei einer
Emissionswellenldnge von 420 nm, evaluiert (vgl. Abbildung 4.8A). Diese Echtzeit-Kinetik-
experimente konnten in Ermangelung der Anderung der Fluoreszenzeigenschaften von 25
und 27, wie oben beschrieben, lediglich mit den o,f3-ungesattigten Strukturen 24 und 26
realisiert werden, und zeigten eine rasche Addition des Cysteins an die Doppelbindung. Ein

nahezu vollstandiger Umsatz (295%) zum Protein-Ligand-Addukt war bereits nach 120 sec
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(24) bzw. 360 sec (26) erreicht, sodass der Startpunkt der Reaktion aufgrund des apparati-
ven Messaufbaus nicht erfasst und folglich auch die Berechnung von t;,> nicht quantitativ

vorgenommen werden konnte.
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Abbildung 4.8: A) Zeitabhingige Beobachtung der Fluoreszenzemission bei 420 nm zur Echtzeit-Kinetikanalyse
der irreversiblen Inhibition von Ark1-as3-cys durch 24 und 26. Aufgrund der Tatsache, dass die Bindungs-
bildung zu rasch verlief, wurden Kompetitionsexperimente mit 1NM-PP1 durchgefiihrt, um die initiale Reakti-
onsrate zu verlangsamen. B) Unspezifische Markierung von Ark1 durch 24 und 26 wurde mithilfe der Observa-
tion direkter Bindungsbildung in Echtzeit iiber einen Zeitraum von 30 min eruiert. Die Detektion der Ausbildung
einer kovalenten Bindung zum Cys-Sulfhydryl von Ark1-as3-cys als Referenz erfolgte iiber die Observierung des
Anstiegs der Fluoreszenzemission bei 420 nm. Eine Zugabe von 24, 26, 28 oder 1NM-PP1 zu Ark1 wt resultierte
nicht in einer zeitabhéingigen Fluoreszenzdnderung, was die Schlussfolgerung bekraftigt, dass diese Verbindun-
gen nicht unspezifisch mit Losungsmittel exponierten Cysteinresten reagieren.
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Auf der Basis dieser Erkenntnisse war die Prdinkubation mit dem reversiblen Inhibitor
INM-PP1 (0.5 pM, 30 min) in einer Verdrangungsstudie ein probates Mittel, um die initiale
Reaktionsgeschwindigkeit in ausreichendem Umfang zu verlangsamen und die Bindungski-
netik adaquat nachzuverfolgen. In Korrelation zur Inkubation von Ark1-as3-cys mit 24 bzw.
26 wurde die Geschwindigkeit der Ausbildung einer kovalenten Bindung zum Protein im
kombinierten Ansatz deutlich reduziert. Daraus koénnen ebenfalls fundierte Erkenntnisse
zur Kompetition des irreversibel modulierenden Molekiils im Vergleich zum reversiblen
Binder abgeleitet werden. Nach initialer Konkurrenzreaktion der beiden Molekiile um die
Belegung der Bindungstasche kann zunichst ein dynamisches Gleichgewicht zwischen bei-
den Interaktionspartnern und untersuchtem Protein eingestellt werden. Anschlief3end wird
sukzessive ein Addukt aus irreversibel gebundenem Liganden und Protein gebildet und auf
diese Art und Weise das untersuchte Ark1l-as3-cys unwiederbringlich aus dem Gleichge-
wicht entfernt, einhergehend mit einem nicht umkehrbarem Anstieg der Fluoreszenzinten-

sitat.

Zusatzlich zu diesen Befunden wiesen Emissionsspektren bei Inkubation von Ark1l wt mit
den irreversiblen Inhibitoren 24 und 26 analog der Kontrollexperimente mit dem re-
versiblen Gegenstiick 28 respektive 1NM-PP1 keine Fluoreszenzdanderung auf, womit der
Beweis erbracht war, dass die verwendeten Molekiile keine unspezifische Markierung von
nativen Cysteinen des Wildtyps hervorrufen. Die geringfiigig gesteigerte Intensitat fiir 28 ist
wie eingangs schon erwdhnt nicht auf eine kovalente Bindung zurtickzufiihren, sondern

vielmehr auf intrinsische Fluoreszenz des Liganden.

4.2.2 Weiterfiihrende Studien an Ark1ix

Aufbauende Analysen des Einflusses auf zellulare Systeme konnten bestitigten, dass die
vorliegenden Inhibitoren in der Tat dazu verwendbar waren, in einem in vivo Ansatz mit
nativem Ark1l aber auch unter funktionalem Austausch durch die Mutanten Arkl-as3 (nur
Tirstehermutation L166A), Arkl-cys (nur Cys-Mutation E173C) und Arkl-as3-cys (L166A
und E173C), selektiv die gewlinschte Doppelmutante ohne toxische Nebeneffekte zu adres-
sieren und so das Verstandnis der biologischen Funktion zu férdern. Die designten Inhibito-
ren zeigten keine signifikanten antiproliferativen Effekte auf Ark1 wt exprimierende Hefen,
als auch auf die korrelierenden Mutanten Ark1-cys und Arkl1-as3 mit lediglich einer abge-

dnderten Eigenschaft (Affinitits- bzw. Selektivititsdeterminante). Dieses Verhalten

ix Weiterfithrende Arbeiten wurden in der Arbeitsgruppe um Dr. Silke Hauf im Friedrich-Miescher-
Laboratorium der Max-Planck-Gesellschaft in Tiibingen durchgefiihrt.
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bestdtigte wiederum die essentielle Notwendigkeit beider Filter (Selektivitit, Affinitat) fur
die effiziente Adressierung der artifiziellen Kinase. Dieses Verhalten wurde sowohl in bio-
chemischen, aktivititsbasierten Studien isolierter rekombinanter Proteine, als auch in zellu-
laren Ansatzen mittels Flusszytometrie beobachtet. Beispielsweise konnte bei Applikation
der Inhibitoren (24-27) ein signifikanter Riickgang an vitalen Hefezellen, die Ark1-as3-cys

stabil exprimierten, verzeichnet werden.

Fiir weiterfithrende Informationen vergleiche Koch et al. 2012.118

4.2.3 Identifikation neuartiger Modulatoren fiir Aurora A

In Anlehnung an die Herangehensweise zur selektiven Adressierung bzw. Markierung einer
Analog-sensitiven Ark1-Mutante aus S. pombe und Entwicklung funktionaler Sonden sollten
nun die homologen humanen Kinasen in den Fokus weiterer Screeningprojekte riicken. Im
Rahmen dieser Arbeit war Aurora A die Isoform der Wahl fiir weitere Untersuchungen, da
Fehlregulationen dieses therapeutisch relevanten Zielenzyms mit einer Indikation in Brust-,
Pankreas-, Ovarial-, Magen-, Kolorektal- sowie Blasenkrebs einhergehen.121-12¢6 Einige der
bisher identifizierten und rational entwickelten bzw. optimierten Pan-Aurora Inhibitoren,
wie beispielsweise Tozasertib4% 127 konnten nicht bis zur klinischen Reife verfolgt werden,
da schwerwiegende kardiale Nebeneffekte festgestellt wurden. Andere wie Danusertib128. 129
schliefRen einen potentiellen Nutzen als Therapeutikum nicht aus und befinden sich derzeit
in Phase II klinischen Studien, um die Zulassung durch die FDA zu erreichen.#%. 59 Aktuell
werden ebenfalls innerhalb der Aurora-Familie selektivere Inhibitoren wie ENMD-2076130.
131 und MK-5108132 gegen Aurora A zur Etablierung in der klinischen Anwendung erprobt
und erzielen vielversprechende Ergebnisse, unter anderem im Bereich der Behandlung von

Ovarialkrebs und akuter myeloischer Leukdamie bzw. solider Tumoren.

Die Identifikation neuer und selektiver Binder von Aurora A und weitere Optimierung zur
Steigerung der inhibitorischen Potenz oder Entwicklung chemischer Sonden eroéffnet die
Moglichkeit tiefergehender Untersuchungen des im Falle von Krebserkrankungen fehlregu-
lierten Aurora-Signalnetzwerks. Diese selektiven, pharmakologisch aktiven Verbindungen
stellen wertvolle Werkzeuge im Bereich der aktivitidtsbasierenden Proteinprofilierung dar.
Ziel dieser Vorgehensweisen ist es, komplexe Signalkaskaden, besonders in Kombination
mit fehlregulierter Uberexpression distinkter Kinasen wie Aurora A, zu charakterisieren
und einen Einblick in die vorherrschenden metabolischen und signalvermittelnden Prozesse

zu erhalten.133
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Im ersten Schritt wurde die Durchmusterung einer Substanzbibliothek kommerziell erhalt-
licher Verbindungen beschritten, um neuartige, d.h. patentrechtlich und in der wissen-
schaftlichen Literatur nicht in Bezug auf Aurora A beschriebene, Binder zu identifizieren.
Mithilfe des in der AG Rauh entwickelten Bindungsassays FLiK!3* wurde eine Substanz-
bibliothek bekannter Grundgeriiste zur Inhibition von Kinasen bestehend aus 968 Ver-
bindungen (,Vichem“-Bibliothek) in Bezug auf Aurora A wt durchmustertx Das Grund-
prinzip dieser Untersuchung liegt in der Markierung der flexiblen Aktivierungsschleife von
Aurora A mit dem umgebungssensitiven Fluorophor Acrylodan, welcher sein intrinsisches
Fluoreszenzverhalten in Korrelation zur Losungsmittelumgebung dndert. Bei Bindung eines
ATP-kompetitiven Inhibitors an die Kinase vollzieht die markierte Schleife eine signifikante
Konformationsanderung, die durch Messung der Fluoreszenzidnderung detektiert und so auf

die Bindung der untersuchten Verbindung riickgeschlossen wird.

Im Verlauf der Studie konnten 103 Verbindungen identifiziert werden, deren relative Bin-
dung zum Target im Bereich der Positivkontrolle ZM447439135 (100% + 20%) lag. Die Tref-
ferrate an potenten Molekiilen lag damit bei ca.11% der urspriinglich getesteten Ver-
bindungen, jedoch wurden lediglich neun iibergeordnete Gruppen unterschiedlicher Grund-

geriiste mehrfach reprasentiert (mindestens zwei Treffer pro Grundgeriist, Abbildung 4.9).

,Vichem”-Bibliothek

u Benzothiophen (6)
(968)
® Chinazolin/Chinolin (11)
Primarscreen u Hydrazinyloxacetamid (2)
@ 13.2 uM
® Oxindol (36)
Treffer (103) uPyridin (3)

u Pyridopyrimidinon (13)

Kp/ICsq-  Pyrimidin (17)
Validierung
u Thiazol/Oxazol (4)
— - wAndere (11)
Reprasentative

Strukturen (21)

Abbildung 4.9: Allgemeine Ubersicht {iber den Screening- und Validierungsprozess, sowie die generelle Zu-
sammensetzung der Hitstrukturen hinsichtlich ihrer chemischen Identitdt und Similaritdt der Grundgertiste.

x Das Assaysystem/-prinzip wurde von Dr. Jeffrey R. Simard entwickelt, welcher auch die initiale
Durchmusterung der Substanzbibliothek gegen Acrylodan-markiertes Aurora wt durchfiihrte.
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Unter den Trefferverbindungen fanden sich viele bekannte, unterschiedlich substituierte
Grundgeriiste, die grofdtenteils fiir die Inhibition von Kinasen, in Teilen auch fiir die Adres-

sierung von Aurora A bekannt waren (vgl. Abbildung 4.10).
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Abbildung 4.10: Clustering der Hitstrukturen nach chemischer Ahnlichkeit mit dem frei verfiigharen Programm
SARANEA.136 Die Farbe der Kreise illustriert die relative Bindung im Vergleich zur Referenzstruktur ZM447439
die Grofie der Kreise determiniert fiir die Diskontinuitdt der SAR strukturell eng verwandter Verbindungen
(marginale strukturelle Veranderungen bedingen signifikante Anderungen der Aktivitit).

*bezogen auf die Referenzstruktur ZM447439 bei einer Konzentration von 13.2 uM (100%).

Aus dem Portfolio der identifizierten Binder wurde eine Auswahl von 21 strukturell attrak-
tiven sowie reprasentativen Molekiilen zur Validierung selektiert (vgl. Tabelle 4.2.2). Dabei
wurden die libergeordneten Geriiststrukturen der Oxindole, Pyrimidine, Chinazoline, Ben-
zothiophene und Hydrazinyloxacetamide abgedeckt, sowie ein Dihydropyrrolopyrazol, Tri-
azol und Benzimidazol aus der Gruppe ,Andere” der vereinzelt auftretenden Trefferstruktu-
ren in die Reihe der zu validierenden Strukturen aufgenommen und deren Kp- sowie

[Cso-Werte determiniert (Bindungsassay: FLiK, aktivitidtsbasierter Assay: KinEASE™).
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Tabelle 4.2.2: Validierte Strukturen aus der initialen Durchmusterung einer Substanzbibliothek bekannter
Kinaseinhibitoren. Die Kp-Werte wurden mit Hilfe der FLiK-Technologie!34 und Acrylodan-markierter Aurora A,
die ICso-Werte per KinEASE™ ermittelt.

Struktur Geriist Kp (uM)« ICso (UM)?
oy
Feon N
(L
NVl Pyrimidin <0.01 0.002 £ 0.001
H,N" S0
29
NO,
CL I8
NN Hydrazinyl-
H .
! HD%LOH ey 1.0-2.0 0.863 £ 0.317
30
NN
)
H “mji/l.?_"” U Indazol/
: 0.2-0.3 0.002 £ 0.001
N\¥ ° " Benzimidazol
31
N-NH
HO-P—OH HNWNH
o. i o
L LS (e Chinazolin 0.05-0.1 0.023 £ 0.010
]
32
g
OTO
[Nj Chinazolin >10 ni¢
LS
33
KR
Y LEL
j)/ ~ Cl
9 - FeF Pyridin 5.0-10 1.03 £ 0.50
A L) F y

Dt Oxindol 5.0-10 0.076 + 0.010
S
<\E }

.

35
N/
! AT = i
) Dihydro- 0.02-0.1 0.019 + 0.014
‘ HN
\L pyrrolopyrazol
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43 (ZM447439)

Q. o

Chinolin

Oxindol

Pyrimidin

Pyrimidin

Oxindol

Pyrimidin

Chinazolin

Triazol

Chinolin

5.0-10

1.0-3.0

5.0-20

5.0-20

5.0-20

0.1-0.2

0.2-1

0.005-0.05

0.5-1

0.534 £ 0.350

nic

412 +0.14

0.028 £ 0.026

>20.0

0.076 £ 0.013

0.302 +£0.072

0.002 £ 0.001

0.353+0.114
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o7y
O _N.__N__N
P QL o
@ N Pyridopyrimidinon 5.0-10 2.65+0.47
Z el
46

LN
HaN. Ql‘h
N N\ ) (t;
HOJ%IIS*ZH}” Benzothiophen 0.5-2 0.143 £ 0.078
47
‘\k(o BN o
w \ Benzothiophen 0.3-0.6 0.141+0.116
s )NH
Qo \
48
o
0=8=0 N o
HN
\j\/gw\;o Benzothiophen 0.1-0.2 0.003 + 0.001
H,N
49

a Einfachbestimmung einer Substanzverdiinnungsreihe in Triplikaten
bDurchfiihrung von drei unabhingigen Experimenten in Duplikaten
¢ ni = nicht inhibierend bei 20 pM Testsubstanzkonzentration

Durch die Initiative konnten mehrere Verbindungen mit ICso-Werten im niedrigen nanomo-
laren Bereich gefunden werden. Dazu gehorten hochpotente Verbindungen wie 29, 31, 44
(je 2 nM) und 49 (3 nM) und solche, die ebenfalls eine signifikante Aktivitit aufwiesen, wie
32 (23 nM), 35 (76 nM), 36 (19 nM), 40 (28 nM) und 42 (76 nM). Mit diesen Vertretern
konnten aus vier der libergeordneten Strukturfamilien, ndmlich der Pyrimidine (29, 40, 42),
Oxindole (35), Chinazoline (32) sowie Benzothiophene (49), reprasentative Substanzen
identifiziert werden, die eine herausragende Potenz aufwiesen. Zudem waren durch das
Triazol 44, das Dihydropyrrolopyrazol 36 sowie das Indazol 31 auch drei im Primarscreen
lediglich einzeln vertretene Verbindungen mit hervorragenden inhibitorischen Eigen-
schaften vorhanden. Letztere Verbindungen stellen dabei jedoch ausnahmslos Reprisen-
tanten dar, die in der Literatur bereits ndher fiir eine Verwendung im Zusammenhang mit
Aurora A oder anderen Kinasen beschrieben sind. So zeigt sich in 36 ein bekannter Aurora
Inhibitor (PHA-680632),137 und auch fiir 44 (JNJ-7706621)138 139 waren mit CDK und Aurora
gleich zwei direkte Targets bekannt. Diese Tatsache disqualifizierte die betreffenden Inhibi-
toren von einer weiteren Verwendung fiir Optimierungsstudien, da lediglich nicht beschrie-
bene Molekiile fiir Aurora erwiinscht waren. Ebenso beinhaltet Indazol 31 ein bekanntes
Grundgertst fiir Kinaseinhibition (Indazol, Benzimidazol), und es existiert bereits ein Patent

fiir das hier vorliegende Substitutionsmuster und angelehnte Derivate, jedoch wurden keine



78 Chemische Genetik

biologischen Studien mit exakt dieser Struktur durchgefiihrt.140 Auch zu den Vertretern der
libergeordneten Strukturklassen, wie der erhaltenen hochpotenten Pyrimidine (29, 40, 42),
Oxindole (35) und Chinazoline (32), sind zahlreiche Patente und Studien bekannt, was eine
weitere Verwendung der Treffer diffizil gestaltet.141-143 Einzig das Benzothiophen (49) ist
zwar ein bekanntes strukturelles Motiv, jedoch in der Literatur und patentrechtlich noch
nicht in Erscheinung getreten, und so ein idealer Kandidat fiir die Erschlief3ung neuer struk-
tureller Grundgeriiste als Basis fiir die Entwicklung von Aurora A Inhibitoren. Lediglich ein
Patent fiir die Anwendung in Bezug auf die zur Synthese und Degradation von (3-D-Fructose-
2,6-bisphosphat verantwortliche Transferase PFKFB3144 ist bekannt, in welchem dieses
Benzothiophen als Grundstruktur beschrieben wird, allerdings mit voéllig unterschiedlichen
Substitutionsmustern.1#> Ebenso konnte fiir die ebenfalls validierten, zu 49 strukturell ver-
wandten, Molekiile 47 und 48 (I1Cso = 143 nM bzw. 141 nM) lediglich ein Patent mit entfernt
verwandten Strukturen gefunden werden.1%6 Die drei Vertreter wiesen eine distinkte SAR
auf, denn wird das Motiv an 5-Position des Benzothiophens vom Furan-2-sulfonamid (49)
zum Cinnamamid (48) iiberfiihrt, so ldsst sich eine massive Erhohung (47-fach) des ICso-
Wertes von 3 nM auf 141 nM beobachten. Auch bei dem an 5,6,7-Position Halo- und Hydro-
xy-substituierten Molekiil (47), einhergehend mit einer weiteren sterisch anspruchsvollen
Substitution an 2-Position, ldsst sich mit 143 nM ein Anstieg in der gleichen Gréfsenordnung
detektieren. Unter den iibrigen als inhibitorisch aktiv validierten Strukturen der Auswahl
waren Chinazoline (43, ICso = 302 nM, Positivkontrolle), Pyridine (34, 1.03 uM), Pyrimidine
(39 und 40, 4.12 uM bzw. 0.028 uM), Chinoline (45, 353 nM) und ein Pyridopyrimidinon
(46, 2.65 uM), welche aber fiir die Inhibition von Kinasen in zahlreichen Quellen im Zusam-
menhang mit Aurora, VEGFR, PDGFR, EGFR, CDK, Axl, Raf sowie cSrc und Abl beschrieben
sind.135 147-150 Dariiber hinaus konnten die Oxindole 41 und 38 sowie das Chinazolin 33

nicht als potente Inhibitoren von Aurora A bestatigt werden.

Fiir weitere medizinalchemische Ansitze und Charakterisierungen der oben aufgefiihrten
Substanzklassen koénnen die identifizierten Grundgertiste als Basis dienen, um einher-
gehend mit der biochemischen Validierung der tibrigen Vertreter aus der entsprechenden
Gruppe, welche im initialen Screening gefunden wurden, distinkte SARs herauszuarbeiten.
Zusammenfassend ist dabei festzustellen, dass aus der Zusammenstellung an validierten
Inhibitoren lediglich zwei vielversprechende Geriiststrukturen (Hydrazinyloxacetamid 30
(ICso = 0.863 uM), Benzothiophen 49) fiir die weitere Optimierung geeignet schienen. Die
Vorteile dieser Verbindungen liegen neben der eruierten inhibitorischen Potenz eindeutig in
ihrer Seltenheit innerhalb des ,Forschungsfelds Kinasen“ und liefern so das Potential durch
weitere Optimierungen aussichtsreiche Verbindungen zur Anwendung in chemisch-

genetischen Studien darzustellen. Fiir das Hydrazinyloxacetamid 30 existieren zwar
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literaturbekannte, analoge Strukturen, jedoch mit 3,4-Hydroxy- anstelle des hier identifi-
ziertem 2,3,4-Hydroxy-substituiertem Aromaten. Diese aber tauchen allein in einem Patent
im Zusammenhang mit PDGFR-Inhibition (ohne biochemische Charakterisierungen) als
auch einer Veroéffentlichung iiber NADPH-Oxidase-Inhibitoren auf,!5! 152 und zeigen dort,
zumindest im zelluldren Experiment, eine NOX4-Inhibition im niedrigen mikromolaren Be-
reich (ICso ® 1 uM). Entsprechendes gilt fiir die untersuchten Benzothiophene (47-49), wel-
che einerseits die Voraussetzung potenter Aurora A Inhibition erfiillen und somit ideale
Qualifikanten fiir weitere Ansétze des rationalen oder strukturbasierten Designs und Gene-
rierung chemischer Sonden darstellen und dariiber hinaus patentrechtlich sowie literatur-

wissenschaftlich nicht fiir Kinasen beschrieben sind.

Im Nachgang zur durchgefiihrten Durchmusterungsstudie wurde auf eine weiter ausge-

dehnte Untersuchung der identifizierten Molekiile aus Zeitgriinden verzichtet.
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4.3 TBK1 - biologische Funktion in Signalkaskaden

Neben den Kinasen der Aurora-Familie stellen auch andere Ser-/Thr-Kinasen, die bis dato
wenig evaluiert sind, attraktive Ziele fiir chemisch-genetische Ansitze dar. Die IKK-
dhnlichen Transferasen TBK1 (auch: NAK, T2K) und IKKe sind beispielsweise zentrale Regu-
latoren der Typ-I Interferonproduktion und damit der angeborenen antiviralen Immunant-
wort, deren Auslésung essentiell von der raschen Bereitstellung von Interferonen (IFN)
aber auch anderen proinflammatorischen Cytokinen abhdngt.52 153 Die Aktivierung von
TBK1 durch virale Infektion im endosomal vermittelten Singnalweg verlduft zunachst iiber
die Erkennung viraler Nukleinsduren im Endosom durch Toll-like Rezeptoren (hier: TLR3).
Anschliefdend wird das Signal tiber das TBK1-bindende Adapterprotein TRIF weitergegeben
und endet schliellich in der Phosphorylierung der Transkriptionsfaktoren IRF3 und IRF7,
die ihrerseits eine Translokation in den Zellkern vollziehen und dort als Homo- oder Hete-
rodimere nach Assoziation an spezifische DNA-Bereiche die Transkription der IFN-Gene
induzieren.52 154 155 Im cytosolischen Weg hingegen erfolgt eingangs eine Erkennung der
eingeschleusten viralen RNA durch MDAS5 oder RIG-1 (ATP-abhédngige RNA-Helicase), wel-
che ihrerseits, iiber das mitochondrial assoziiertes Adapterprotein IPS-I, eine Adapterpro-
tein-vermittelte TBK1-Aktivierung hervorrufen. Auch hier wird die IFN-Genexpression
durch IRF-3/7-Phosphorylierung herbeigefithrt (Abbildung 4.11).153 156-159 Dije direkten
Substrate von TBK1, ndmlich IRF3 und IRF7, sind wissenschaftlich belegt, jedoch ist nicht
bekannt tiber welche internen Mechanismen die TBK1-Aktivitit reguliert wird und inwie-
weit weitere direkte Interaktionspartner bzw. Substrate existieren.160 Urspriinglich war
TBK1 auch als Aktivator des NF-kB-Signalwegs propagiert worden, welcher in der Regel
durch die Phosphorylierung von IkB (iiber den vorgeschalteten IKKa/B/y-Komplex) und
infolge dessen proteasomaler Degradation induziert wird, doch das Target zur Aktivierung
dieses Wegs durch TBK1 war unbekannt.161-163 Aktuelle Studien weisen darauf hin, dass
keine Aktivierung dieses Signalwegs vorliegt, sondern ausschliefilich eine Rolle in der IRF-
Signalkaskade (Phosphorylierung von IRF-3/7) eingenommen wird,52 154 164 gaber auch ge-
genteilige Ergebnisse, die die urspriingliche Hypothese der direkten NF-kB Aktivierung

stiitzen, existieren.165
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Abbildung 4.11: Im Jahre 2007 propagiertes Modell der Signalkaskade von TBK1 bzw. der aktivierten Maschi-
nerie zur angeborenen Immunantwort auf virale Infektionen.153

Ebenso war bislang die Rolle der Adapterproteine NAP1, TANK und SINTBAD véllig unklar,
doch aktuelle Netzwerkuntersuchungen auf der Grundlage der Tandem-Affinitits-
reinigung166 gekoppelt mit massenspektrometrischen Analysen zeigen, dass TBK1 nicht wie
urspriinglich vermutet einen einzigen Multienzymkomplex mit allen Adapterproteinen bil-
det, sondern isolierte Komplexe mit jeweils nur einem der Interaktionspartner formt, die
ihrerseits wiederum weitere Proteine binden (vgl. Abbildung 4.12).52 Fiir diese Wechselbe-
ziehungen steht in TBK1 strukturell betrachtet lediglich eine einzige Adapterbindungsstelle
zur Verfligung, um welche die unterschiedlichen Konnektoren konkurrieren. Da letztere
zellular unterschiedliche Lokalisierungen aufweisen und auch eine unterschiedliche Affini-

tit zu TBK1 besitzen, wird spekuliert, dass diese als Rekrutierungsproteine fungieren und
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TBK1 somit je nach gebundenem Interaktionspartner in differenten Signalwegen unter-
schiedliche Aufgaben einnehmen kann, wobei die spezifischen Funktionen durch die Lokali-
sation und somit Art des Bindungspartners vermittelt werden (vgl. Abbildung 4.12). Die
Bindung der Adapterproteine scheint nicht obligat fiir die Transferaseaktivitit, aber essen-

tiell fiir eine vorgeschaltete Aktivierung zu sein.52. 167
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Abbildung 4.12: A) Interaktionspartner von TBK1, eruiert durch Tandem-Affinitatsreinigung gekoppelt mit
massenspektrometrischen Analysen der isolierten Komplexe,52 B) Globale Organisation der Doménenstruktur
von TBK1 mit vorhandener Kinasedoméane (KD), Ubiquitin-artigen Doméane (ULD) sowie der geriistgebenden
und Dimerisierungsdoméne (SDD), die urspriinglich durch Sequenzvergleiche mit IKKf identifiziert und 2013
mit Hilfe rontgenkristallographischer Studien als geriistgebendes Element bestatigt wurde.158. 168,169

Obwohl die Schliisselreize zur TBK1 Regulation und Substraterkennung weiterhin un-
bekannt sind, zeigen erste strukturbiologische Untersuchungen durch Ma et al., dass mog-
licherweise spezifische Bereiche, wie die Ubiquitin-artige Doméne und die geriistgebende
Dimerisierungsdomdne (ULD bzw. SDD), die Kolokalisation von Transferase und Substrat
steuern. Weiterhin stiitzt die Existenz dieser Domanen die Hypothese, dass TBK1 als Homo-
dimer interagiert.52 158,170 Diese Annahme wurde 2013 durch Réntgenbeugungsexperimen-
te, sowie biochemische Studien bestatigt.168 169 Anhand der Kristallstrukturen kann mog-
licherweise durch das Design selektiver Inhibitoren die Komplexitdt des Netzwerks in naher

Zukunft entschliisselt werden.
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Dartber hinaus existieren bereits Arbeiten, die eine Rolle von TBK1 in Signalwegen postu-
lieren, die einen Einfluss auf die Zelltransformation und Tumorprogression besitzen. Gene-
tische knock down Studien aus 2009 belegen die Relevanz von TBK1 als potentielles Onko-
gen, welches essentiell fiir das Uberleben KRAS-mutierter bzw. -gesteuerter Krebszellen ist,
beispielsweise in Adenokarzinomen der Lunge (z.B. NSCLC).5! Seitdem riickte diese Kinase
vermehrt in den Fokus der Wissenschaft, und es wurden vermehrt Bemiihungen unter-
nommen, um den komplexen Signalweg und die Regulation bzw. Aktivierung von TBK1 zu
entschliisseln.5?. 171-173 Die biologische Funktion und Rolle, speziell innerhalb des spezifi-
schen Abhdngigkeitsverhéltnisses in KRAS-mutierten Zellen, ist ebenso wie das assoziierte
komplexe Netzwerk der Interaktion, Aktivierung und Regulation bislang nicht vollstindig
geklart. Daher braucht es chemisch-genetische Ansitze, um einerseits mit niedermolekula-
ren, selektiven Inhibitoren, in einem dem genetischen knock out orthogonalen System die
Kinaseaktivitat von TBK1 als onkogen zu bestitigen und andererseits die spezifischen In-
teraktionspartner zu identifizieren. Kleine organische Molekiile konnen dabei als potentielle
Sonden dienen, die die Zielkinase kovalent modifizieren. Bislang sind einige wenige Grund-
geriiste zur Inhibition von TBK1 bekannt, welche reversible Bindungsmodi aufweisen. Das
Pyrimidin BX795 stellt beispielsweise einen hochaffinen Liganden dar und wurde bereits als
Grundlage fiir weitere Optimierungen verwendet. Allerdings zeigt es ebenfalls eine signifi-
kante Aktivitdt gegeniiber PDK1 und ldsst somit einen suboptimalen Nutzen als selektive

chemische Sonde vermuten (Abbildung 4.13).87.174
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Abbildung 4.13: Bislang bekannte TBK1-Inhibitoren: BX795 als erster bekannter Inhibitor mit gleichzeitiger
PDK1-Aktividt87. 175,176 sowie ein selektives 6-Aminopyrazolopyrimidin!57 und ein Azabenzimidazol!77 als repra-
sentative Verbindung einer neuen Klasse an TBK1-Inhibitoren.
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Ou et al. manifestierten kiirzlich, mittels eines substituierten 6-Amino-Pyrazolopyrimidins
mit Affinitdt zu TBK1 bzw. IKKg, jedoch nicht zu PDK1, die Abhdngigkeit KRAS-mutierter
Krebszelllinien von diesen Transferasen und identifizierten Akt als direktes Target von
TBK1.157 Weitere Studien zur Auffindung und Generierung neuer und selektiver Inhibitoren
stellen demnach ein attraktives Ziel fiir die Forschung an KRAS-mutierten Krebszelllinien
und der Validierung der biologischen Funktion von TBK1 dar. Auch Vertreter der substitu-
ierten Azabenzimidazole zdhlen wie kiirzlich veroffentlicht zur Klasse der potenten Modula-

toren, jedoch wurden bislang keine Selektivitatsprofile erstellt.177
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4.4 Ergebnisse

4.4.1 TBK1 Homologiemodell und Kristallstruktur

Um eine generelle Vorstellung vom Aufbau der katalytischen Doméne und im Speziellen der
ATP-Bindetasche zu erhalten, wurde anfanglich die Erstellung von Homologiemodellen ver-
folgt, da keine strukturbiologischen Daten zu TBK1 verfiigbar waren. Diese Vorgehensweise
stellt bei unbekannter 3D-Struktur aber bekannter Aminosauresequenz die Methode der
Wahl dar, um Strukturinformationen vorauszuberechnen.’¢ Durch in silico Abgleich der
Primarstruktur von TBK1 mit den in der Protein Datenbank (PDB) verfiigbaren Sequenzen
und zugehorigen Kristallstrukturen mit Hilfe einer BLAST-Analyse (standard protein blast,
blastp-Algorithmus) des NCBI!78 179 konnte zunichst gezeigt werden, dass innerhalb der
Scharnierregion ein charakteristisches Motiv, bestehend aus der Aminosdureabfolge Cys-

Pro-Cys (CPC), prasent ist (vgl. Abbildung 4.14A).

A B
TBK1 .. .KVLIMEFCPCGSLYT......
2JAM ... YYLVMQLVSGGEL. .......
2HAK ...LYLVMEYASGGEV........
277Q ...-YLILDFLRGGDL........
3DFA ...FYIVGELYTGGEL........
3BHY ...VVLILELVSGGEL. .......
1ZWS ...VVLILELVSGGEL........
2A2A ...VVLILELVSGGEL........
3DXN ... YYLVMEVYRGGEL. .......
1MQ4 ...VYLILEYAPLGTVY.......
1WVW ...VILILELVAGGEL. .......
2CN5 ... YYIVLELMEGGEL........

Tirsteher
AS zum Ende der Scharnierregion in Richtung C-Terminus

Ungewdhnliche/seltene Aminosduren oder Sequenzen

Abbildung 4.14: A) Auszug aus Sequenzvergleichen verschiedener, homologer Kinasen mit bekannter Kristall-
struktur im Bereich der Scharnierregion; B) In silico berechnetes Homologiemodell auf Grundlage der Struktur
von CDPK3 (PDB-Eintrag: 3HZT). Die Struktur wurde mit Hilfe des Protein-Homologiemodell Servers ,Swiss-
Model“ (Swiss Institute of Bioinformatics und Biozentrum of the University of Basel)180. 181 erstellt, wobei die Se-
quenzhomologie des Templats zu TBK1 bei 27% lag.

Eine tiefergehende Untersuchung durch Sequenzvergleiche zeigte, dass TBK1 als einzige der
518 proteinogenen Kinasen das charakteristische CPC-Motiv innerhalb der Scharnierregion
aufweist und somit potentiell Ansatzpunkte fiir die Entwicklung kovalenter Inhibitoren zur
Verfiigung stehen. Die Existenz eines Prolins fiihrt weiterhin zur partiellen Rigidisierung der

Verkniipfungsregion und findet sich lediglich in einigen wenigen Kinasen, wie z.B. Aurora A
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(PDB-Eintrag: 1MQ4), wieder. Diese Struktur wurde als Templat fiir die Berechnung des
Homologiemodells ausgewihlt, jedoch war die Ahnlichkeit zu TBK1 in den {ibrigen Berei-
chen und Doménen (Sequenzadhnlichkeit: 15%) zu gering, um ein verlassliches und robustes

Modell zu erstellen, sodass dieser Ansatz nicht zielfithrend war.

Stattdessen konnte durch eine automatische Templatsuche mit Swiss-Model180. 181 eine ent-
sprechende Vorlage (Kinase: CDPK3, PDB-Eintrag: 3HZT, Sequenzhomologie: 27%) gefun-
den und auf Grundlage dieser homologen Struktur ein TBK1-Modell berechnet werden
(Abbildung 4.14B). Dieses zeigte mit einer N-terminalen Subdoméne, vorwiegend bestehend
aus [3-Faltblattern sowie der Helix C, und einer a-Helix-reichen C-terminalen Subdomane die
charakteristischen, strukturell konservierten Doméanen einer Kinase. Dariiber hinaus konnte
in Ubereinstimmung mit den urspriinglichen Sequenzvergleichen auch das kennzeichnende

CPC-Motiv in der Scharnierregion identifiziert werden.

Kiirzlich wurden von Ma et al. die ersten Proteinkristallstrukturen von TBK1 (unphosphory-
liert und phosphoryliert) im Komplex mit dem literaturbekannten Inhibitor BX795 ver-
offentlicht (PDB-Eintrage 4EUT und 4EUU).158 Neben der katalytischen Domaéne, welche alle
charakteristischen Elemente einer typischen Kinasedomine aufweist konnte auch eine
C-terminal verkniipfte Ubiquitin-artige Domane identifiziert werden, welche den Autoren
nach die Substratspezifitiat steuert und als gertlistgebende Einheit die Assoziation von TBK1
als Teil eines Protein-Proteinkomplexes unterstiitzt (Abbildung 4.15). Die Superposition der
berechneten mit der experimentell ermittelten Struktur zeigt einen hohen Grad an Uberein-
stimmung beziiglich der Auspragung der globalen Domanen, jedoch auch signifikante Un-

terschiede, welche durch eine differenzierte Betrachtung offenbar werden.
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Abbildung 4.15: A) Kristallstruktur von unphosphoryliertem TBK1 im Komplex mit BX795 nach Ma et al. (PDB-
Eintrag: 4EUT, AS 2-383) sowie B) in silico erzeugtes Homologiemodell. Charakteristisch zu erkennen sind die N-
sowie C-terminalen Domanen (blau bzw. gelb) sowie die Ubiquitin-artige Doméne (ULD, rot), welche essentielle
strukturgebende Funktionen besitzt und Substratspezifitit erzeugt. Dem artifiziell berechneten Homologie-
modell (AS 4-224) fehlt diese Domaéne, da in der Templatstruktur keine ULD codiert war. Dieses Strukturelement
reprisentiert keine unter den Proteinkinasen konservierte Domane. Die korrespondierende phosphorylierte
Form nach Ma et al ist nicht gezeigt (PDG-Eintrag: 4EUU, AS 2-308), da lediglich im Bereich der Aktivierungs-
schleife signifikante Unterschiede auftreten und im kristallisierten Konstrukt keine Information zur Codierung
der ULD gegeben war. C) Superposition beider Strukturen und Hervorhebung der strukturell abweichenden
Bereiche (TBK1: grau, Homologiemodell: pink).

Wahrend im Bereich der klassischerweise von Kinasen ausgebildeten Sekundér- und Terti-
arstrukturelemente in C- und N-terminaler Domaine die relativen Positionen von a-Helices

und B-Faltblattern nahezu in allen Bereichen iibereinstimmen, weist die Auspragung
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verbriickender Schleifenelemente an der Proteinoberfliche Abweichungen zwischen Homo-
logiemodell und Kristallstruktur auf (vgl. Abbildung 4.15). Im Allgemeinen kénnen diese
jedoch eine hohe Dynamik aufweisen, die durch Kristallstrukturen nicht illustriert werden
kann,56 da diese lediglich die Momentaufnahme der im Kristall stabilsten Konformation dar-
stellen, die in Losung nicht notwendigerweise Bestand hat. Die Konformation der Kinase im
Homologiemodell entspricht weitgehend der phosphorylierten TBK1-Form, da hier die Ak-
tivierungsschleife in Richtung des katalytisch aktiven Zentrums orientiert ist und eine kom-
pakte Form der katalytischen Doméne wiedergibt, wohingegen diese Schleife in der nicht
phosphorylierten Form dem umgebenden Losungsmittel exponiert ist und Homodimerkon-
takte vermittelt.158 Weiterhin taucht die Ubiquitin-artige Domane im berechneten Modell
nicht auf, da sie kein allgemeines Strukturelement einer typischen Kinase darstellt und auch
in der Templatstruktur (PDB-Eintrag: 3HZT) nicht vorhanden war. Trotz geringfiigiger Un-
terschiede zeigen sowohl die experimentell ermittelte als auch die berechnete Struktur das
charakteristische CPC-Motiv innerhalb der Scharnierregion, womit zweifelsfrei verdeutlicht
wurde, dass eine kovalente Adressierung mit niedermolekularen Verbindungen prinzipiell
in Betracht kommt. Zusitzlich stellt sich eine hohe Ahnlichkeit im gesamten Bereich der

Bindungstaschen dar, die fiir die hoch konservierte Familie der Kinasen charakteristisch ist.

4.4.2 Screening und Validierung identifizierter TBK1-Binder

Zur ldentifizierung eines strukturellen Startpunkts, in dessen Anlehnung Inhibitoren ent-
worfen und optimiert werden koénnen, wurden zunachst zwei Substanzbibliotheken
(,Vichem“ und ,RL“) gegeniiber TBK1 durchmustert. Die Zusammensetzung der beiden
Sammlungen variierte dabei von einerseits ausschlieflich kommerziell bezogenen Verbin-
dungen zu andererseits intern synthetisierten Verbindungen und Zwischenstufen auf
Grundlage diverser Arbeitsgruppenprojekte. Zur Testung wurde erneut auf das universelle,
aktivitatsbasierte KinEASE™-System zuriickgegriffen, welches schon in den vorhergehen-
den Screening-Kampagnen zum Einsatz kam. Zur in Mikrotiterplatten vorgelegten Kinase
wurden dabei die zu untersuchenden Verbindungen aus 10 mM Reservoirs mit Hilfe eines
automatisierten Pin-Tool-Systems iiberfiihrt und fiir 30 min inkubiert. Anschlieféende

Kinasereaktion und Auswertung der Primdrdaten erfolgte wie in Kapitel 9.2.4 beschrieben.

xi [n Zusammenarbeit mit der Lead Discovery Center GmbH, Dortmund.
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4.4.2.1 ,Vichem“-Bibliothek

Aufgrund der zahlreichen Substanzen, die eine wesentliche Erniedrigung der Kinaseaktivitat
(<40%) hervorriefen wurde der Schwellenwert fiir die Auswahl der Trefferverbindungen
auf <25% verbleibende Kinaseaktivitdt festgelegt. Aus einer Gesamtmenge von 968 Molekii-
len konnten somit im initialen Screening 52 Verbindungen als effektiv gegeniiber TBK1 her-

ausgestellt werden (Trefferrate: 5.4%).

»Vichem”-Bibliothek

(968) J/
Priméarscreen / ’ \< /
@ 13.2 uM S/

Treffer (52)

u Benzothiophen (3)

® Chinolin (2)

u Oxindol (17)

Kommerzielle (4)

wPhenylchromenon (2)

u Pyridopyrimidinon (5)

1C50-
Validierun
d u Pyrimidin (12)
e e @ Andere (7
Reprasentative @

Strukturen (10)

Abbildung 4.16: Schematische Vorgehensweise zur Identifizierung von potentiell interessanten und inhibi-
torisch wirksamen Verbindungen und Ubersicht der verschiedenen Grundgeriiste der Trefferverbindungen, die
aus der Durchmusterung von 968 kommerziell erhaltlichen Verbindungen der ,Vichem“-Bibliothek gegen TBK1
(Z'-Faktor = 0.68) hervorgingen. Als Treffermolekiile wurden jene Verbindungen ausgewdhlt, die eine verblei-
bende Restaktivitdt von <25% am Zielprotein herbeifiihrten.

Da es sich bei der verwendeten Substanzbibliothek um eine kooperativ genutzte Ressource
handelte, welche nicht vollstindig offengelegt wurde, konnte die globale Zusammensetzung
der differenten Grundstrukturen nicht visualisiert werden. Im Trefferbild wird jedoch er-
sichtlich, dass vorwiegend Monoamino- bzw. Diamino-substituierte Pyrimidine sowie Oxin-

dole unter den wirksamen Effektoren waren (Abbildung 4.16 und Abbildung 4.17).
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Abbildung 4.17: Zusammenstellung der Trefferverbindungen innerhalb eines Clusters unter Berticksichtigung
der strukturellen Verwandtschaftsgrade, arrangiert mit Hilfe des frei zuginglichen Programms SARANEA.13¢ Die
Grofle der farbigen Kreise determiniert fiir die Diskontinuitdt der angelehnten SAR (marginale strukturelle Ver-
anderungen bedingen signifikante Anderungen der Aktivitit), wiahrend die Farbe die Hemmstirke der jeweiligen
Verbindung illustriert.

Unter letzteren wurden Analoga des kommerziellen Multitarget RTK-Inhibitors Sunitinib
(Sutent)?? identifiziert, welcher - wie auch die verwandten Oxindole - ein bekanntes Inhi-
bitorgrundgertst fiir die Adressierung von TBK1 darstellt.8” Aus dem Portfolio dieser 52
Trefferverbindungen wurden zehn reprasentative Vertreter, darunter Oxindole, Pyrimidine
und Benzothiophene, ausgewdhlt und validiert (Tabelle 4.4.1), wobei Pyridopyrimidinone
nicht berticksichtigt wurden. Grundlage der Auswahl war einerseits die erzielte Potenz im
Primérscreen, aber andererseits auch die Tatsache, dass einige der Strukturen im Hinblick
auf TBK1 weder patentrechtlich noch anderweitig in der wissenschaftlichen Literatur in
Erscheinung traten und somit die Novitit beziiglich des gegebenen Zielenzyms gewahr-

leistet war.
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Tabelle 4.4.1: Ubersicht der zur Validierung ausgewihlten Verbindungen, deren charakteristische Struktur-
elemente sowie hervorgebrachte Restaktivitit an TBK1 in der initialen Durchmusterung der ,Vichem“-
Bibliothek und korrespondierende ICso-Werte.

Restaktivitit Validierung

Struktur Grundgeriist
@ 13.2 uM ICs0 (UM)¢

-

N
Fo N
o

H,N Y0

Pyrimidin 4.5% 0.14

N(;EN Pyrimidin 4.6% >2.2

s NH Oxindol 8.7% 0.17

Ho i i Oxindol 12.8% nib
O
N

/OJQ/NH Pyrimidin 5.2% 0.16
s o};—NHz Benzothiophen 21.2% 1.46

SN
ﬁN/fN\/ T Pyrimidin 19.2% >8.6
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NYN
NH
_ Pyrimidin 22.6% >25.0
HN . IN
(e}
57
FF
Ta
® g(—?-o
N__N N
e o
NH KON Pyrimidin/ 0
HN? Oxindol 28.5% >9.3
o
58
HO OH
AR 5 Hydraziny]
N-NH © N*O" y raziny_ 0
O HN oxacetamid 24.9% 2150
59

a Einfaches Experiment in Duplikaten
b ni = nicht inhibierend bei 20 uM applizierter Molekiilkonzentration

Die Validierung der identifizierten Pyridine machte deutlich, dass bei gleichem Grundgeriist
aber unterschiedlicher Substitution ein breiter ICso-Bereich abdeckt wird. Beispielsweise
zeigen die 2,6-verkniipften bzw. substituierten Pyridine 50 und 54 mit einer mittleren inhi-
bitorischen Konzentration von 0.14-0.16 pM einen signifikanten Effekt in Bezug auf TBK1,
doch das strukturell verwandte Molekiil 57 mit 225 uM geht als nicht inhibierend aus der
Analyse hervor. Auch das makrozyklische Anilino-Pyrimidin 51 zeigt mit einer mittleren
inhibitorischen Konzentration von x2.2 uM eine Struktur, welche durchaus Potential fiir den
Einsatz in Optimierungsstudien besitzt, allerdings stehen mit der zyklischen Grundstruktur
sowie dem Substitutionsmuster (N-(Ethoxycarbonyl)-sulfoximid) synthetische Hiirden zur
Disposition, die eine bequeme Derivatisierung in hohem Durchsatz flir SAR-Betrachtungen
erschweren. Ein analoges, verzweigtes Pyrimidin (56) stellt mit einem ICso-Wert von =9 pM
den Briickenschlag zwischen beiden Extremen der 2,6-verkniipften Vertreter, und damit
eine mogliche Grundstruktur zur weiteren Optimierung, dar. Zudem ist diese Grundstruktur
fiir die Inhibition von Aurora A bekannt bzw. patentrechtlich beschrieben,82 ein Fakt, der
unter Betrachtung der Scharnierregion relevant erscheint, da auch Aurora das charakteristi-
sche Prolin innerhalb der Linkerregion aufweist und somit ebenfalls eine Rigidisierung der
konformationellen Flexibilitdt in diesem Bereich aufweist. Weiterhin ist das Grundgeriist
bequem iiber eine vierstufige Synthese zu erhalten bzw. derivatisieren. Auch fiir die geteste-
ten Oxindole war eine dhnliche Beobachtung festzustellen, denn mit 52 und ICs = 0.17 uM
im Vergleich zu 53, welches keine Inhibition bis zu einer applizierten Konzentration von

20 pM aufwies, konnten ebenfalls zwei Vertreter eine breites Wirkungsspektrums bedienen.
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Da diese Art der Strukturen jedoch bereits als TBK1-Inhibitoren bekannt war, wurden sie
nicht in die engere Auswahl zur Verfolgung einer Optimierungsstudie herangezogen. Das
untersuchte Thiophen 55 wiederum stellt einerseits aufgrund der Individualitdt der Geriist-
struktur in Bezug auf Kinasehemmung und andererseits die substanzielle Inhibition des
Zielenzyms betreffend (ICso = 1.46 uM) durchaus einen vielversprechenden Ansatzpunkt fiir
medizinalchemische Anséatze zur rationalen Verbesserung der Potenz dar. Der Vertreter der
Hydrazinyloxacetamide (59) wies im Zuge der Validierungsstudie mit einem ICso-Wert von
=15 uM Kkeine vielversprechende Aktivitat auf, um basierend auf dieser weitere Untersu-

chungen voranzutreiben.

4.4.2.2 ,RL“-Bibliothek

In einem zweiten Ansatz wurde die arbeitsgruppeninterne ,RL“Bibliothek (839 Ver-
bindungen) nach oben beschriebenen Verfahren durchmustert und dabei elf Verbindungen
(Trefferrate 1.8%) mit signifikantem Effekt zur Reduktion der TBK1-Aktivitit identifiziert.
Im Gegensatz zu den im vorhergehenden Ansatz verwendeten Strukturen wiesen die nun
eingesetzten Molekiile, welche lediglich durch einige wenige Vertreter fokussierter Kinase-
inhibitoren gekennzeichnet ist, durchweg geringere Effektivititen auf, sodass der Schwel-
lenwert fiir die Wahl eines Treffermolekils auf <40% angepasst wurde. Unter den heraus-
gestellten Strukturen befanden sich neben acht kommerziell erhaltlichen Inhibitoren eben-
falls ein Pyrazol- sowie zwei Thiazolharnstoffe (Abbildung 4.18). Die frei erhaltlichen Inhibi-
toren wiesen dabei beziiglich ihrer strukturellen Komposition eine erhebliche Diversitit auf.
So waren neben Pyrimidinen (Tozasertib) und Oxindolen (Sunitinib), die bereits im vorher-
gehenden Screening auftauchten, beispielsweise auch Chinazoline (Erlotinib) sowie Pyrrolo-

und Pyrazolopyrimidine (Tofacitinib) und Benzpyrazole (Axitinib) vertreten.
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Abbildung 4.18: Durchmusterung von 839 Verbindungen der RL-Bibliothek gegen TBK1 (Z'-Faktor = 0.79). Als
Treffermolekiile wurden jene Verbindungen ausgewahlt, die eine verbleibende Restaktivitidt von <40% am Ziel-
protein herbeifiihren. Schematische Vorgehensweise zur Identifizierung von potentiell interessanten und inhibi-
torisch wirksamen Verbindungen (oben); Zusammenstellung der Trefferverbindungen in Korrelation zur Her-
vorgerufenen Restaktivitdt am Zielprotein (unten).

Die elf als potentielle Modulatoren identifizierten Substanzen der ,RL“Bibliothek wurden
der Bestimmung von I[Cso-Werten unterzogen und biochemisch validiert (vgl. Kapitel
9.2.2.2), wobei unter diesen ein Grofdteil kommerziell erhéltlicher Inhibitoren (8 aus 11)
auszumachen war. Im Zuge dieser Validierungsstudie konnte gezeigt werden, dass nicht alle
im Primarscreen aufgefundenen Molekiile de facto als TBK1-Inhibitoren bestitigt werden
konnten. So waren fiir die Thiazol- als auch Pyrazolharnstoffe 60, 61 und 62 keine
[Cso-Werte zu determinieren, da eine Perturbation der Kinaseaktivitdt ausblieb (vgl. Tabelle
4.4.2). Im Gegensatz dazu wiesen die herausgestellten Kinaseinhibitoren eine durchaus un-
terschiedliche Inhibitionsstarke hinsichtlich der untersuchten Kinase auf, so dass schluss-

folgernd lediglich die Fraktion bestehend aus bereits renommierten Verbindungen einen



Chemische Genetik 95

Effekt hervorrief. Unter diesen war der Staurosporin-verwandte Multitarget-Inhibitor
K252a die potenteste Verbindung (Geriist: Polyaromat, ICso = 0.009 pM), gefolgt von Doviti-
nib (Benzimidazochinolinon, 0.290 pM) und Sunitinib (Oxindol, 0.737 uM). Allen gemeinsam
ist die Adressierung multipler Zielenzyme, die fiir Sunitinib und Staurosporin schon 2005 in
einer breit angelegten Profilierungsstudie durch Fabian et al.54 veranschaulicht wurde. Do-
vitinib als chronologisch spater publizierte Struktur folgte 2008 in einer von Karaman
et al.55 durchgefiihrten Profilierung, wobei diese jedoch TBK1 nicht als Zielenzym enthielt.
Die signifikante Inhibition von TBK1 war zudem fiir eine Selektion zur weiteren rationalen
Entwicklung und Optimierung nachteilig, da bereits optimale Inhibitionseigenschaften in
Verbindung mit promiskuitiver Adressierung existent waren. Vielversprechende Grundge-
riiste stellten die moderat aktiven Verbindungen Axitinib (Benzpyrazol, 1.30 uM), Erlotinib
(Chinazolin, 2.21 uM), Bosutinib (Chinolin, 2.33 pM) und auch Tozasertib (Pyrimidin,
6.22 uM) dar, welche aufgrund ihrer vergleichsweise moderaten Wirkung Spielraum fiir
weitere Optimierungen zur Erhéhung von Selektivitidt und Affinitat der Grundstruktur bie-
ten. Zuletzt war auch das Pyrrolopyrimidin Tofacitinib unter den zu validierenden Struktu-
ren vorhanden, doch aufgrund eines eruierten ICso-Wertes von =11.5 pM wurde von einer

weiteren Verwendung zum rationalen Design abgesehen.

Tabelle 4.4.2: Zusammenstellung der zu validierenden Zielstrukturen in Gegeniiberstellung zu deren ICso-
Werten und optionalen Primértargets.

Struktur Restaktivitat ICso [uM] Primértarget
K252a 1.2% 0.009 Pan-Kinase
60 2.8% ni? -
61 4.0% nib -
» Axitinib 20.3% 1.30 VEGFR1/2/3, PDGFR, KIT
£ Tozasertib 22.6% 6.22 Aurora A/B/C
=)
%‘ Bosutinib 24.4% 2.33 cSrc/Abl
f: Dovitinib 25.1% 0.290 FLT3, KIT&;/]E%F[‘{?;{;:{{% PDGFRB,
) Erlotinib 33.4% 2.21 HER1/EGFR
Sunitinib 37.2% 0.737 VEGFR2, PDGFR, KIT, FLT3
62 38.0% nib -
Tofacitinib 39.2% =11.5 JAK3

a Einfaches Experiment in Duplikaten
b ni = nicht inhibierend bei 20 uM applizierter Substanzkonzentration
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Unter den aussichtsreichen Strukturen repréasentierte Tozasertib eine effizient zu syntheti-
sierende*® und somit in der Theorie auch unproblematisch zu derivatisierende Molekiilklas-
se, die jedoch ebenfalls fiir Multitarget-Inhibition bekannt ist. Auch in der vorhergehenden
Durchmusterung der ,Vichem“-Bibliothek konnte eine artverwandte Struktur (56) identifi-
ziert werden, die eine Eignung als generelle Struktur zur Adressierung von TBK1 weiter

untermauerte, da erste Struktur-Aktivitits-Beziehungen abgeleitet werden kénnen.

4.4.3 Rationales Design zur Optimierung einer Hit-Struktur

Unter Berticksichtigung der Ergebnisse beider Durchmusterungs- und Validierungsstudien
konnte ein gemeinsames Grundgeriist zur weiteren Optimierung identifiziert werden: Die
Verbindung Tozasertib aus der ,RL“-Bibliothek mit analogem Aufbau zum zuvor in der
,Vichem“-Bibliothek identifizierten 2,4,6-substituierte Pyrimidin 56 zeigt an 2-Position eine
differente Substitution (Thiophenylcyclopropylcarboxamid vs. Ethinylbenzol), welche zu
einer lediglich marginalen Verbesserung der inhibitorischen Aktivitat fiihrt (ICso = 6.22 uM
vs. 8.6 uM). Die weitere Derivatisierung der 2-Position mit unterschiedlichen Substituenten
sollte zur Herausarbeitung einer distinkten SAR dienen, um allgemeine Regeln zur Einfiih-
rung funktioneller Gruppen abzuleiten. Ein weiterer Aspekt, der eine Auswahl dieser Struk-
turen bestarkt, ist die bereits existierende KomplexKkristallstruktur von Tozasertib in
Aurora A (PDB-Eintrag: 3E5A), einer Kinase, die wie TBK1 ein charakteristisches Prolin in-
nerhalb der Scharnierregion besitzt. Dies fiihrt zur Rigidisierung dieses Strukturelements
und eréffnet die Moglichkeit, dass Liganden mit dhnlichen Bindungsmodi auch in TBK1 ak-
zeptiert werden.183 Modellierungsstudien, die auch die mégliche Einfithrung von Elektrophi-
len zur Generierung kovalenter Inhibitoren beriicksichtigen, werden dadurch grundlegend
simplifiziert. Auch die Selektivitdt kann dadurch die Einfiihrung reaktiver Gruppen erh6ht
werden, da diese die Verweildauer am zielgerichteten Target verlangert und so in niedrige-
ren Dosen mit minimalen Nebeneffekten appliziert werden kann.1% 32 Im urspriinglichen,
literaturbekannten Bindungsmodus von Tozasertib in Aurora A (Abbildung 4.19A,B) finden
sich Scharnierkontakte, die tiber das Pyrazol-Motiv generiert werden und eine grofde Affini-
tat zum Protein sicherstellen.183 Weiterhin wird der Thio-verbriickte Aromat durch hydro-
phobe van-der-Waals Wechselwirkungen mit dem in der Glycin-reichen Schleife lokalisier-
ten Phel44 fixiert und tragt dadurch ebenfalls mafdgeblich zur Protein-Ligand-Interaktion
bei. Das Losungsmittel-exponierte Piperazin sorgt fiir optimale pharmakokinetische Eigen-
schaften beziiglich Loslichkeit der Verbindung und sollte daher auch in den entworfenen
Verbindungen erhalten bleiben, wobei diesem allerdings kein offensichtlicher pharmakody-

namischer Beitrag zur Affinititssteigerung beigemessen wurde.
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Glycin-reiche
Schleife

Abbildung 4.19: Bindungsmodus von Tozasertib in Aurora A (weif}) und Ubertragung des Bindungsmodus auf
die zu untersuchende Kinase TBK1 (blau). A) Superposition der Kristallstrukturen von Aurora A im Komplex mit
Tozasertib und TBK1 (PDB-Eintrdge: 3E5A, 4EUT); B) Detailansicht des Bindungsmodus und der ausgebildeten
Interaktionen zur Scharnierregion in Aurora A; C) Basierend auf der Annahme eines flexiblen Bindungsmodus
besteht die Moglichkeit der Generierung raumlicher Ndhe des terminalen Cyclopropylamids zu Cys91 in TBK1
und somit potentieller Adressierung durch Elektrophil-dekorierte Tozasertib-Derivate.

Fiir eine Anpassung an die Topographie der TBK1-Bindungstasche wurde zunichst voraus-
gesetzt, dass prinzipiell zwei Bindungsmodi eingenommen werden kdnnen. Einerseits jener,
welcher schon durch die publizierten Tozasertib-Komplexstrukturen bekannt war
(Abbildung 4.19B), und weiterhin eine durch Rotation des zentralen Pyrimidins um 180°
hervorgerufene Interaktionsart, um die Lokalisierung von Aromat und Piperazin zu inver-
tieren und so raumlichen Nahe des substituierten m-Systems zum Scharnier-Cys91 zu schaf-
fen (vgl. Abbildung 4.19C). Die Dekoration dieses Aromaten mit Elektrophilen eréffnet die
prinzipielle Moglichkeit das reaktive Thionukleophil (Cys91) kovalent zu adressieren. To-
zasertib zeigt gegeniiber TBK1 lediglich moderate Aktivitat, moglicherweise aufgrund des
Fehlens des fiir die Protein-Ligand-Interaktion essentiellen Phenylalanins innerhalb der
Glycin-reichen Schleife, so dass der Aromat des Liganden nicht durch m-m-Wechsel-
wirkungen fixiert wird. Diese Tatsache eroffnet jedoch ebenfalls Moglichkeiten in Bezug auf
die Inhibitorgestaltung, denn ein nicht fixierter Aromat erlaubt eine Rotation und mdglich-
erweise eine ausreichende Flexibilitit, so dass der Aromat in Richtung der Scharnierregion
positioniert wird und so eine kovalente Bindung des eingefiihrten Elektrophils mit Cys91

ermoglicht.
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In parallelen Studien konnte bereits herausgestellt werden, dass eine Dekoration des Aro-
maten an gleichem Grundgeriist mit einem Michael-Akzeptor in meta-Position beispiels-
weise dafiir geeignet ist das Cys797 in EGFR am Rande der Scharnierregion zu adressie-
ren.xii Grundsatzlich sollte dies auch analog fiir TBK1 gelingen, ndmlich fiir den Fall, in wel-
chem das Elektrophil in para-Position des Aromaten angefiligt wird, denn so kann eine aus-
reichende raumliche Ndhe zum Cystein hergestellt werden, was aber bei Verkniipfung in
meta-Position nicht moéglich erscheint (vgl. Abbildung 4.19). Der Hypothese nach wiirde
damit weiterhin sichergestellt, dass die Selektivitit der Ausbildung einer kovalenten Bin-
dung zu TBK1 zumindest gegeniiber EGFR gewdhrleistet ist, da dieses para-Substitutions-

muster fiir letztgenannte Kinase nicht zur irreversiblen Modulation fiihrt.

Unter Beriicksichtigung der vorhandenen Daten wurden diverse unterschiedlich substi-
tuierte Verbindungen basierend auf Tozasertib entworfen (vgl. Abbildung 4.20), wobei ein
Fokus auf die synthetische Umsetzung des rational designten Inhibitors mit Michael-
Akzeptor in para-Position (63a), sowie dessen korrespondierendes gesittigtes Analogon
(63b) gelegt wurde. Zu Vergleichszwecken wurden auch die ortho- und meta-substituierten

Verbindungen (64, 65, vgl. Tabelle 4.4.4) in die Substanzbibliothek aufgenommen.

(0] (0]
N-NH R= f\NJ\/ ZX\NJ\/
// H H
HN a b
R .
f N /©/ -F, -CFs, -Me, pr,
(\N N/)\O c d e f
/N 63 —tBu, —OMe, -NOQ, —NH2
g h i i

Abbildung 4.20: Dem rationalen Design zugrunde liegendes Grundgeriist und eingefiihrte Substituenten zur
reversiblen und potentiell kovalenten Modulation von TBK1.

Der verbriickende Thioether wurde durch einen klassischen Ether ersetzt, da dieser zum
einen als isoster gilt und zum anderen eine grofiere kommerzielle Verfiigbarkeit an
4-substituierten Phenolen im Vergleich zu Thiophenolen fiir die synthetische Darstellung
der Derivate bestand. Als para-Substituenten wurden sowohl polare (-NH:) als auch lipo-
phile (-Me, -OMe, -NO,, -Pr, -tBu, -CF3, -F) Funktionalitdten eingefiihrt und dabei ebenfalls

elektronenziehende und -donierende (-NO; vs. -NH>) Eigenschaften beriicksichtigt.

xii Vergleiche Masterarbeit ,Synthese und biochemische Charakterisierung kovalenter Kinaseinhibito-
ren zur Umgehung der Wirkstoffresistenz T790M in EGFR®, Julian Engel, TU Dortmund, 2011.
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Neben den entworfenen Hit-Derivaten wurde aus der Kenntnis des Bindungsmodus des
reversibel modulierenden BX795 im Komplex mit TBK1 (PDB-Eintrage: 4EUT, 4EUU) eben-
falls ein Ansatz verfolgt, indem dieses Molekil in einen potentiell kovalent bindenden Inhi-
bitor konvertiert wurde. Dazu wurde der gesattigte Pyrrolidin-Teil an 3-Position mit einem
Acrylamid dekoriert und dabei zunichst die Stereochemie des Kniipfungspunktes aufder
Acht gelassen, um den generellen Effekt eines Racemats auf die Kinase zu untersuchen. Der
tibrige Teil der Grundstruktur wurde unverdndert iibernommen, um eine maximale Affinitat

im Vergleich zur Referenzstruktur BX795 zu gewahrleisten (vgl. Abbildung 4.21).

A\

66 67

Abbildung 4.21: Manuelle Superposition von BX795-Analoga, welche mit Elektrophilen zur Adressierung des
Cys91 am Rande der Scharnierregion ausgestattet sind. A) Acrylamid-Substituent iiber direkte Kniipfung des
Elektrophils an 3-Position des terminalen Pyrrolidins und B) Acrylamid-Substituent iiber Aminopropyl-Linker,
um die Flexibilitat des terminalen Motivs zu erh6hen und so die Moglichkeit einer raumlichen Ndhe zur Generie-
rung einer kovalenten Bindung zu geben. C) 2D-Strukturen der von BX795 abgeleiteten, potentiell kovalent
bindenden Derivate.

Im manuellen Ansatz zur Superposition zeigt sich der postulierte Bindungsmodus der neu
kreierten Derivate analog zu BX795. Im riickwértigen Teil der Bindungstasche im Bereich
von DFG-Motiv und C-Helix ist das Thiophen lokalisiert. Angrenzend an dieses strukturelle

Merkmal zeigt sich eine interne Wasserstoftbriicke zwischen verbriickendem Amid und
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4-Aminopyrimidin. Scharnierkontakte werden sowohl direkt {iber das Pyrimidin, als auch
liber das an 2-Position geknlipfte Amin sowie den Harnstoffteil gebildet. Die Studien zeigen,
dass im Falle des Pyrrolidin-Analogons 66 lediglich das R-Enantiomer fiir eine mogliche
kovalente Adressierung von Cys91 in Betracht gezogen werden kann, da die Geometrie im
korrespondierenden S-konfigurierten Molekill, fiir den Fall eines zu BX795 analogen Bin-
dungsmodus, keine rdumliche Nahe zum Scharniercystein generiert. Eine definitive Aussage
lasst dich jedoch durch diese qualitativ vorausgesagten Interaktionsmodi nicht treffen, da
das Modell keiner Minimierung der Molekulardynamik in Bezug auf die energetisch glins-
tigsten Zustande unterzogen wurde. Aus diesem Grund wurde zunéchst das Racemat herge-
stellt, um die generelle Auswirkung eines Michael-Akzeptors in dieser Position zu untersu-
chen. Im zweiten, abgednderten Molekiil 67 wurde der Fokus auf die relative Flexibilitat des
terminal eingefiihrten Elektrophils gelegt, mit dem Ziel, die Wahrscheinlichkeit zur Ausbil-
dung einer hinreichenden rdumlichen Nahe zur Scharnierregion zu maximieren. Dazu wur-
de der Pyrrolidin-Ring geoffnet und durch eine bewegliche Propylkette ersetzt (vgl. Abbil-
dung 4.21).

Die Serie der kovalenten Analoga und dabei im Speziellen die BX795-Derivate sollten prin-
zipiell als Sonden zur selektiven Adressierung von TBK1 dienen, um in nachfolgenden che-

misch-genetischen Ansatzen das Verstdndnis fiir die biologische Funktion zu férdern.

4.4.4 Synthese einer fokussierten Substanzbibliothek

Reversible Analoga: Zur Darstellung der reversiblen Tozasertib-Derivate konnte eine effizi-
ente Syntheseroute (vier Stufen) in Anlehnung an literaturbekannte Vorschriften verfolgt
werden.4® Im initialen Schritt wurde durch Oxidation von 2-Methylthio-4,6-Dichlor-
pyrimidin (68) mit mCPBA in DCM das 2-Methylthiosulfonyl-Analogon 69 mit einer Ausbeu-
te von 86% generiert und eine addquate Abgangsgruppe an der 2-Position des Kerns einge-
fiihrt (Tabelle 4.4.3). Im direkten Anschluss wurde bereits die Route zur Herstellung der
jeweiligen Derivate festgelegt, indem das gewiinschte para-substituierte Phenol zunichst
mit NaH oder NaOAc behandelt und anschliefend mit 69 zum korrelierenden, aromatischen
Ether (70) umgesetzt wurde. Diese Reaktion endete je nach Methodik und Isolierung in
Ausbeuten von 45-95% oder aber mit dem unbehandelten Rohprodukt. In beiden Fillen
wurde die sukzessive Umsetzung durch eine SyAr mit 5-Methyl-1H-pyrazolamin in DMF und
unter Erhitzen (85 °C) erreicht und auf diese Weise das Scharnierregion-kontaktierende
Element eingefiihrt. Hierbei konnten sehr gute Ausbeuten im Bereich von x70-80% (71)

erzielt werden. Im letzten Schritt der Syntheseroute wurde die Ankniipfung von
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1-Methylpiperazin (Reaktant und Solvens) unter starker thermischer Energiezufuhr
(110 °C) in einer weiteren SyAr mit guten Ausbeuten von 74-84% vollzogen. Samtliche Re-
aktionsschritte zur Synthese der reversiblen Tozasertib-Analoga und Intermediate zeichne-
ten sich durch das Auftreten lediglich weniger, nicht ndher charakterisierter Nebenprodukte
aus, wobei Ausbeuteunterschiede (vgl. Tabelle 4.4.3) auf die Art und Weise der Aufberei-

tung sowie Isolierung des jeweiligen Produktes zuriickzufiihren waren.

Tabelle 4.4.3: Synthese der reversiblen 4-Aminopyrazolpyrimidine.

cl cl o
ﬁ,\, i ﬁ,\, i ﬁN R
Ao Ay O
c NS CI”ON Olls\\o o N/)\O
68 69 70
ii
~NH
63i, R = NO, N ) N-NH
v E . HN !
63j, R=NH, R iv HN
SN -— R <~
LT b,
(\N N/)\O | Y
N CI”ON
-~
63c-i 7

aReagenzien und Bedingungen: i) mCPBA, DCM, 0 °C-RT, 72 h, 86%, ii) 4-substituiertes Phenol und (a) NaH, THF,
0 °C, 30-240 min oder (b) NaOAc, ‘BuOH, 90 °C, 40 min, 45-95%, iii) 5-Methyl-1H-pyrazol-3-amin, DIPEA, DMF,
85 °C, 12 h, 70-80%, iv) 1-Methylpiperazin, 110 °C, 30 min, 74-84%, v) Pd/C, NH4HCOO, EtOH, 95 °C (Olbadtem-
peratur), 1h, 69%.

Verbindung R Gesamtausbeute
63c -F 19.8%
63d -CF3 24.9%
63e -Me 10.8%
63f -iPr 10.1%
63g -tBu 51.6%
63h -OMe 9.3%
63i -NO2 22.2%
63j -NH; 19.5%

Kovalente Analoga: Ein kovalentes Derivat, sowie das entsprechende gesattigten Pendant
wurden ausgehend von dem zuvor dargestellten, reversiblen Derivat 63i synthetisiert. Im
Gegensatz zu der vorhergehenden Syntheseroute war es in diesem Fall unumgéanglich, in-
termedidr eine Schutzgruppe einzufiihren, um zu verhindern, dass das sekundare Pyrazol-

amin im vorletzten Syntheseschritt der geplanten Route (vgl. Schema 4.4.1) durch den
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Einsatz der Reagenzien Propionyl- bzw. Acryloylchlorid unbeabsichtigt funktionalisiert
wird. Dazu wurde das Pyrazol zunachst unter Verwendung von Boc;0 in MeOH mit der Boc-
Schutzgruppe versehen und das resultierende Produkt 72 in einer moderaten Ausbeute von
67% isoliert. Im Anschluss erfolgte die Reduktion der para-standigen Nitrogruppe mit Pd/C
und Ammoniumformiat in Ethanol und unter Riickfluss zum korrespondierenden Amin 73

(Ausbeute: 81%).

Schema 4.4.1: Synthese potentiell kovalenter 4-Aminopyrazolpyrimidin-Derivate.

)
-
2
.

N IN/J\o ”
/@ /N\) /N\)

63i 72 73

(e}
R= s‘{ J\/
a

Q R i, iv
;‘“\N)OJ\/ ﬁNJf;jl\o/@/
"o N 63

a Reagenzien und Bedingungen: i) Boc20, EtsN, MeOH, RT, 12 h, 67%; ii) NH4HCOO, Pd/C, EtOH, 90°C, 30 min,
81%; iii) Propionylchlorid bzw. Acryloylchlorid in THF, DIPEA, THF, 0 °C, 30 min + 30-120 min, Rohprodukt; iv)
TFA (25% in DCM), DCM, RT, 1 h, 36-58% (2 Schritte).

Im Folgenden konnte das anilinische Amin unter Verwendung geeigneter Saurechloride zum
entsprechenden Acrylamid, respektive Propionylamid umgesetzt werden. Die Zugabe des
jeweiligen Reagenz (Acryloyl-, Propionylchlorid) zum in THF vorgelegten Amin erfolgte
hochverdiinnt in THF (1000-fach) und tropfenweise, um potentielle Nebenreaktionen durch
die erhebliche Reaktivitit der eingesetzten Carbonsdurehalogenide zu minimieren. Im
direkt nachgeschalteten Schritt wurde unter Verwendung des Rohprodukts die Boc-
Schutzgruppe durch Behandlung mit 25% TFA in DCM entfernt. Die Ausbeute nach zwei
Reaktionsschritten betrug 58% im Falle der terminal gesattigten Verbindung 63b und 36%

fiir das Michael-Akzeptor-dekorierte Derivat 63a.

Synthesen zur Herstellung der kovalenten BX795-Derivate (66, 67) wurden von Dr. Debjit
Basu durchgefiihrt und die resultierenden Verbindungen im Rahmen dieser Arbeit lediglich

biochemisch charakterisiert.
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4.4.5 Biochemische Charakterisierung

Zur Analyse der inhibitorischen Eigenschaften der synthetisierten Derivate wurde abermals
das im Rahmen dieser Arbeit mehrfach genutzte, aktivitidtsbasierte Assaysystem KinEASE™
eingesetzt. In die Reihe der zu untersuchenden Inhibitoren wurden neben den rational ent-
wickelten Verbindungen 63a-j und der BX-Analoga 66 und 67 ebenfalls einige Derivate
aufgenommen, die in parallelen Projekten innerhalb der AG Rauh urspriinglich zur Adres-
sierung der konstitutiv aktiven und Tiirsteher-mutierten Form L858R/T790M von EGFR
entwickelt wurden (Verbindungen 74a,b und 75, vgl. Tabelle 4.4.4) und zum Zeitpunkt der

Hochdurchsatzdurchmusterung nicht Bestandteil der ,,RL“-Bibliothek waren.

Eine Betrachtung der reversiblen Vertreter 63a-j der Zusammenstellung illustriert eine
definierte SAR, hervorgerufen durch die differente para-Substitution des Ether-verbriickten
Aromaten. Im Gegensatz zur Ursprungsstruktur konnten hier durchweg signifikante Effekte
im Bereich von <1 pM nachgewiesen werden (vgl. Tabelle 4.4.4, Verbindungen 63c-f und h-
j)- Doch im direkten Vergleich untereinander wurde eine erhebliche Bandbreite an inhibi-
torischer Wirksamkeit abgedeckt. So filihrte beispielsweise die Einfiihrung von Fluor-,
Amino- oder Methoxy-Substituenten (63ch,j) zu ICso-Werten von 0.65-0.84 uM, wahrend
die Ankniipfung von Methylfunktionalititen als Trifluormethyl-, Monomethyl- oder Isopro-
pyl-Gruppen (63d,ef) eine anndhernd zweifache Steigerung der Effektivitit bis hin zu
0.29-0.38 uM mittlerer inhibitorischer Konzentration erzielte. Das Aquivalent mit tert-
Butylrest (63g) resultierte jedoch in ausgepragtem Verlust an inhibitorischer Aktivitat
(ICso = 2.66 pM). Weitere Optimierung konnte durch die Anbringung der stark elektronen-
ziehenden Nitro-Gruppe erzielt werden, sodass zu diesem Molekiil die hochste Affinitat zum
Target (63i, ICs0 = 0.06 uM) eruiert wurde, eine im Vergleich zu Tozasertib ca. 100-fache
Steigerung der Potenz. Aus diesem Grund wurden, einhergehend mit der Untersuchung an-
derer Derivate, auch ortho- und meta-Nitro dekorierte Verbindungen (verfligbar im Rahmen
des o.g. EGFR-Projekts) untersucht, um die SAR nachzuvollziehen, doch in diesen Fallen
konnten lediglich 1Cso-Werte von 2.35 uM (65c¢) und 1.41 pM (64c) ermittelt werden, sodass

para-modifizierte Molektile offensichtlich den gewinnbringendsten Effekt hervorbrachten.
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Tabelle 4.4.4: 1Cso-Bestimmungen fiir ausgewé&hlte Derivate gegeniiber TBK1.

N-NH N-NH N-NH
I I i
HNJ\/)_\ HN//\/) N~
QL C jou
N N/)\O Y N” X X SN
N X
63-65 74 75
Verbindung X Y Z ICso [uM] b
63c H H F 0.84 + 0.36
63d H H CF3 0.29 £+ 0.11
63e H H Me 0.38 £ 0.10
63f H H Pr 0.34 £ 0.07
63g H H ‘Bu 2.66+0.11
63h H H OMe 0.65+0.21
63i H H NO- 0.06 £ 0.03
63j H H NH; 0.73 +£0.30
[e]
63a H H HJ'\% 1.13+£0.01
o)
63b H H HJ’\/ 2.50+0.39
[e]
64a H NJ\/ H >10
[e]
64b H ”J'\/ H >10
64c H NO; H 141+ 0.46
(o)
65a ”J\/ H H nic
[e]
65b ”J'\/ H H nic
65c NO; H H 2.35+0.28
(o)
74a ”J’\é - - 0.36 £ 0.05
o)
74b HJ\/ - - 3.76 £ 2.42
e}
75 HML - - 0.28 + 0.03
o)
Tozasertib H H ;fHJ’\/A 6.22 + 2.86
BX795 - - - 0.004 + 0.002
66 - - - 0.003 +0.001
67 - - - 0.009 + 0.002

a Drei unabhangige Experimente in Duplikaten
b Prainkubationsdauer: 30 min, ATP-Konzentration: 30 uM
¢ni = nicht inhibierend bei 20 uM applizierter Molekiilkonzentration
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Die inhibitorische Aktivitidt der potentiell kovalent modulierenden Inhibitoren (63a, 64a,
65a), welche durch einen Michael-Akzeptor ausgezeichnet waren, wurde ebenfalls eruiert
und kontrastiv in Bezug auf die korrespondierenden gesattigten Verbindungen analysiert.
Dabei zeigte sich erneut, dass die Kniipfung von funktionellen Gruppen in 4-Position allen
anderen Positionen am Aromaten zu bevorzugen war. Im Vergleich der Molekiile gleichen
Typus, jedoch unterschiedlicher globaler Konfiguration, war der gleiche Trend zu beobach-
ten. Wahrend die Funktionalisierung mit Acrylamid in para-Position (63a) einen ICso-Wert
von 1.13 pM hervorrief, was einer fiinffachen Verbesserung der Ursprungsstruktur
(6.22 uM) entsprach, wurde beziiglich des meta-dekorierten Molekiils (64a) eine zu appli-
zierende Menge von >10 pM benétigt, um die Proteinaktivitat auf 50% abzusenken. Im Falle
des ortho-Derivats (65a) blieb der Effekt génzlich aus. Auch die korrespondierenden Propi-
onylamid-tragenden Verbindungen (63a, 64a, 65a ICs5o = 2.50 uM vs. >10 pM vs. ni) zeigten
analoges Verhalten. Es bestand also kein signifikanter Unterschied im Inhibitionsverhalten
der potentiell kovalent modulierenden Analoga im Vergleich zu ihren entsprechenden re-

versiblen Pendants.

Die bereits eingangs erwdhnten, im Zuge eines auf der kovalenten Adressierung der Rezep-
tortyrosinkinase EGFR basierenden Projekts hergestellten, Derivate (74a,b, 75) zeigten eine
deutliche Wirksamkeit hinsichtlich der Herabsetzung der TBK1-Aktivitdt im in vitro System.
Dabei lagen die determinierten ICso-Werte, trotz gleichen Grundgeriists aber vollig unter-
schiedlichem Kniipfungspunkt des Elektrophils, mit 0.36 uM (74a) und 0.28 pM (75) in et-
wa im gleichen Bereich. Isoliert betrachtet sprache dieses Resultat dafiir, dass die Existenz
eines Acrylamids nicht fiir die erzielte Wirkung verantwortlich scheint, doch bei Betrach-
tung des reversiblen Analogons 74b konnte ein circa zehnfacher Wirkungsverlust im Ver-
gleich zu 74a (0.36 pM vs. 3.76 uM) aufgezeigt werden, was mit einer kovalenten Modulati-
on vereinbar ist. Fiir 75 konnte diese Parallele nicht gezogen werden, da ein reversibles
Molekiil nicht verfiigbar war. Aus Zeitgriinden wurden diese Verbindungen biochemisch
nicht weiter auf ihr kompetitives Verhalten gegeniiber ATP im aktivitdtsbasierten Assay und

damit mogliches kovalentes Bindungsverhalten hin untersucht.

Im Zuge der Analyse von BX795-Derivaten erfolgten neben der einfachen Evaluierung der
[Cso-Werte unter Standardbedingungen ([ATP] und [Substrat] entsprechen in etwa deren
Ku-Werten) auch Verdrangungsstudien auf Basis der Betrachtung einer konzentrationsab-
hangigen Kompetition von ATP mit dem entsprechenden Liganden. Reversibel bindende
Liganden werden dabei durch hohe Konzentrationen an ATP aus der Bindungstasche ver-
drangt, wahrend kovalent gebundene Effektoren nicht aus dieser entfernt werden kénnen

(vgl. Abbildung 4.22).
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Abbildung 4.22: Grundlegender Mechanismus der (nicht-)kovalenten Inaktivierung einer prototypischen Kina-
se. Im Falle reversibler Bindung an das Target erfolgt eine Gleichgewichtsreaktion zwischen ATP und nicht-
kovalent gebundenem Inhibitor. Dieses GGW kann analog dem Massenwirkungsgesetz durch Erhéhung der
Konzentration eines der beiden Interaktionspartner verschoben werden (oben). Durch Bindungsbildung wird
der entsprechende Ligand im aktiven Zentrum der Kinase fixiert und kann nicht durch ATP verdrangt werden
(unten). Ein initialer reversibler Bindungsmodus erfolgt in beiden Fallen. (Rev. = Reversibel bindender Ligand;
Kov. = Kovalent/irreversibel bindender Ligand; ¥ = Elektrophil).

Aufgrund der chemischen Ahnlichkeit von 66 und 67 zu BX795 und der damit einher-
gehenden Annahme, dass der initiale Bindungsmodus durch den nicht verdnderten Struk-
turteil mit hoher Wahrscheinlichkeit analog hervorgerufen wird, sollten im Falle kovalenter
Bindung offensichtliche Unterschiede im Verdrangungsverhalten (66/67 vs. BX795) zu ob-
servieren sein. Um einen mdglichen kovalenten Bindungsmodus zu bestitigen wurde eben-
falls die Prainkubationsdauer der Derivate mit TBK1 verldngert, da diese mit standardma-
RBig 30 min moglicherweise zu kurz gewahlt ist, um einen signifikanten Effekt der mit Mi-
chael-Akzeptor ausgestatteten Molekiile gegeniiber den reversiblen Verbindungen heraus-
zustellen. Aus literaturbekannten Arbeiten ist bekannt, dass die Kinetik der vollstindigen
kovalenten Bindungsbildung und somit ein signifikanter Effekt durchaus mit einer Inkuba-
tionsdauer von 90-120 min assoziiert ist.32 Analog der tiblichen ICso-Bestimmungen wurde
eine gleichbleibende Verdiinnungsreihe an zu untersuchender Verbindung appliziert und
die Anderung des ICso-Wertes nach unterschiedlicher Prainkubationszeit und Gegenwart

verschiedener ATP-Konzentrationen beobachtet (Tabelle 4.4.5 und Abbildung 4.23).
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Tabelle 4.4.5: ATP-Kompetitionsexperimente mit BX795 und der potentiell kovalenten Analoga 66 und 67.
Aufgrund abnehmender Proteinstabilitdt konnten fundierte Daten lediglich bis zu einer Prdinkubationsdauer
von 120 min erhoben werden. Die Werte, welche unter Verwendung der Standardkonzentration an ATP (30 pM)
eruiert wurden sind grau unterlegt dargestellt.

ICso [nM]“
Verbindung BX795 66 67
ATP [uM] 30 90 180 900 30 90 180 900 30 90 180 900
0 2.4 4.9 13.5  29.7 3.7 6.5 13.1 21.2 4.1 174 231 36.3
£13 +34 08 £137 | £12 £23 £56 £49 +0.7 133 2135 +£74
£l
E 30 3.5 11.7 192 649 2.5 5.0 142 468 8.8 119 29.0 847
_ £+1.0 *03 +74 81 | x01 +£10 +11.5 £201 | *23 +25 £97 +286
=
L 90 4.2 13.5 53.7 146 4.8 6.7 304 973 5.4 10.5 488 239
" 17 +03 +74 81 | *26 £57 +73 £934 | *¥26 +39 105 +24.0
N
i 120 6.0 154 494 226 3.4 8.6 29.5 116 174 319 52.5 186
i +05 +12 +51 +183 | +14 +61 +93 +£159 | £115 +69 +20.7 644
%
n".: 1802 | 285 48.4 51.1 180 7.4 14.2 10.4 68.9 25.8 33.5 354 243
240a | 27.7 42.5 55.2 238 8.0 15.0 25.1 87.5 223 11.1 81.9 278

a Durchschnittswerte aus drei unabhingigen Experimenten in Duplikaten

Charakteristisch fiir reversibel bindende Molekiile lasst sich fiir BX795 ein Anstieg des
ICso-Wertes mit erhohter Konzentration an ATP determinieren. Dieses Resultat konnte fiir
Prainkubationszeiten zwischen 0 und 120 min belegt werden. So wurde beobachtet, dass
ohne eine Vorbehandlung der Kinase mit Inhibitor der 1Cso-Wert von 2.4 nM bei Standard-
bedingungen (30 uM ATP) um das ca. 12-fache ansteigt, wenn 900 pM des Cosubstrats ein-
gesetzt werden. Ein Trend, welcher durchgingig zu beobachten war und mit steigender In-
kubationsdauer deutlich signifikanter ausfiel. So war bei einer Vorinkubation von 120 min
im Vergleich der niedrigsten zur hochsten applizierten Menge an ATP (30 uM vs. 900 pM)
ein 38-facher Anstieg der mittleren inhibitorischen Konzentration von 6.0 nM auf 226 nM
herausstellbar. Ahnliche Verhiltnisse wurden fiir Inkubationszeiten von 30 min und 90 min
offenbar (19- bzw. 35-fach). Auffallig war, dass mit erh6hter Inkubationsdauer bei gleicher
ATP-Konzentration auch ein erhohter 1Cso-Wert detektiert wurde. Nichtsdestotrotz lagen
die Werte unter Verwendung von Standardbedingungen (vgl. Tabelle 4.4.5) im Bereich des
literaturbekannten Referenzwertes von =3-6 nM (bei Verwendung von 50-100 pM ATP).87.
175 Eine weitere Verlangerung der Prainkubation flihrte allerdings zu signifikanten Erho-
hungen der 1Cso-Werte (*28 nM bei 180-240 min) und andererseits zur dramatischen Ver-
ringerung des Assayfensters (Daten nicht gezeigt), so dass davon auszugehen war, dass die
Proteinstabilitdt mit zunehmender Prainkubation bei RT abnimmt und keine verlasslichen
Datenpunkte bei einer Inkubation >120 min generiert werden konnen. Fiir BX795 konnte
dennoch eindeutig belegt werden, dass ein reversibler Bindungsmodus vorliegt, da durch

Erhohung der ATP-Konzentration im Assaysystem eine kompetitive Verdrangung erfolgt.
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Abbildung 4.23: Exemplarische Bestimmung der ICso-Werte von BX795, 66 und 67 in Gegenwart unter-
schiedlicher Konzentrationen an ATP (30-900 pM) sowie unterschiedlicher Prdinkubationszeiten (30 und
120 min).

Dem rationalen Design und den Voriiberlegungen entsprechend sollten die Resultate fiir die

kovalenten Modulatoren different ausfallen, da durch die Ausbildung eines irreversibel ge-

bildeten Enzym-Ligand-Komplexes die Verdrangung des Inhibitors durch ATP und damit die

Reaktivierung der Enzymaktivitdt nicht erfolgen kann (Abbildung 4.22). Bei Betrachtung

des Analogons 67, ausgestattet mit flexibler Propylkette und terminalem Acrylamid, zeigt

sich der gleiche Trend, welcher auch schon bei der Urverbindung BX795 beobachtet wurde.

Durchweg konnte mit steigender ATP-Konzentration auch ein gleichzeitiges Ansteigen des
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[Cso-Wertes detektiert werden. Ohne Vorbehandlung trat dabei eine ca. 9-fache Steigerung
von 4.1 nM auf 36.3 nM bei 30 bzw. 900 uM ATP hervor, wahrend auch bei steigender
Priinkubationszeit, beispielsweise fiir 90 min eine Vervielfachung von 44-fach (5.4 nM vs.
239 nM) aufgetreten war. Bei weiter verlangerter Prainkubation (120 min) war zwar der
Faktor der ICso-Erh6hung (10-fach) im Gesamtvergleich eher marginal, doch die absoluten
Werte sowie Standardabweichungen stiegen ebenfalls (ICso = 17.4 nM bei 30 uM ATP). Diese
Resultate unterstiitzen die These, dass 67 keinen kovalent bindenden Inhibitor in Bezug auf

TBK1 darstellt, sondern dieser vielmehr eine reversible Protein-Ligand-Interaktion eingeht.

Unter Betrachtung der racemischen Verbindung 66 und der schrittweise erh6hten ATP-
Konzentration (30-900 uM) in der Studie, konnte ebenfalls eine Cofaktor-abhdngige Zu-
nahme der ICso-Werte festgestellt werden, jedoch nicht in dem Umfang wie es fiir die beiden
Vorgdngersubstanzen gezeigt wurde. Wahrend bei ausgelassener Vorinkubation ein mode-
rater Anstieg der [Cso-Werte von 3.7 nM auf 21.2 nM eruiert wurde (bei 30 bzw. 900 pM
ATP), konnte nach 90 und 120 min Inkubation ein 20- bis 31-facher Anstieg der mittleren
inhibitorischen Konzentration von 4.8 auf 97.3 nM bzw. 3.7 auf 116 nM beobachtet werden.
Grundsatzlich betrachtet bekréftigen diese Tatsachen, ndmlich die geringe Erniedrigung der
inhibitorischen Effektivitit bei Erh6hung der ATP-Konzentration von 30 auf 900 pM, die
Annahme einer zumindest in Teilen kovalenten Adressierung von TBK1 durch 66, jedoch
nicht in zufriedenstellendem Mafie. In diesen Resultaten schlédgt sich der Nachteil der Ver-
wendung eines Racemats nieder, denn unter der Annahme, dass der modellierte Bindungs-
modus tatsachlich eintritt, wiirde im Falle der potentiell optimalen Geometrie des
R-Enantiomers eine grofde Wahrscheinlichkeit der Formierung einer kovalenten Bindung
bestehen. Im entgegengesetzten Fall des S-Enantiomers jedoch fehlt die rdumliche Néahe fiir
die Ausbildung dieser Modifikation vollig und so liegen im Racemat de facto 50% eines re-
versiblen Binders vor (vgl. Abbildung 4.24). Dies hat zur Folge, dass unter Annahme einer
1:1-Belegung des aktiven Zentrums mit R- bzw. S-Enantiomer unter statistischem Gesichts-
punkt 50% des Mischliganden durch ATP wieder verdrangt werden kénnen und somit der
[Cso-Wert zwar steigt, aber dies nicht in vergleichbarer Evidenz wie im Falle von BX795 und
66. Basierend auf diesen Ergebnissen scheint es unumgénglich, zundchst das R-Enantiomer
zu isolieren und dieses anschliefdend den Studien zur kovalenten Adressierung von TBK1 zu
unterziehen, um eine definitive Aussage iiber den Wirkmechanismus von treffen zu konnen
und diese Spezies gegebenenfalls als chemische Sonde zur weiteren Untersuchung der bio-

logischen Funktion von TBK1 einzusetzen.
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(S-Enantiomer)

Abbildung 4.24: Gegenliberstellung der Einfiihrung eines Acrylamids in 66 mit A) R- sowie B) S-konfiguriertem
Kniipfungszentrum an 3-Position des terminalen Pyrrolidins. Die Abstdnde zwischen terminalem Kohlenstoff
beziffern sich auf circa 2.7 A (R-Enantiomer) und 4.2 A (S-Enantiomer).

Die Griinde fiir die unterschiedliche Reaktivitit der beiden Michael-Akzeptor tragenden
Derivate 66 und 67 beziiglich ihrer potentiell reversiblen bzw. irreversiblen Modulation
konnen auf ihre unterschiedliche Struktur zuriickgefiithrt werden. Die Einfiihrung mehrerer
Freiheitsgrade (Propylkette) in 67, um die Chance zu erhohen durch Adaption multipler
Konformationen statistisch betrachtet auch die rdumliche Ndhe zum Cys91 (zumindest par-
tiell) abzudecken, fiihrt jedoch auch dazu, dass die Praorganisation des Michael-Akzeptors
wie im analogen Pyrrolidin-Molekiil 66 aufgehoben wird und durch die hohe Dynamik
mutmafllich keine Reaktion oder lediglich in geringerem Maf3e mit dem gewtlinschten Cys-
tein erfolgen kann. Eine vollstandige oder partielle Bindungsbildung von 67 zu TBK1 unter
Beriicksichtigung des kinetischen Aspekts und der grofden Anzahl an Freiheitsgraden wiirde
weiterhin deutlich langere Inkubationszeiten in Anspruch nehmen im Vergleich zu rigiden

und praorganisierten Grundgertisten.184

Aufbauend auf den Verdrangungsstudien kdnnen massenspekrometrische Analysen, gekop-
pelt mit vorhergehendem tryptischen Verdau, des kovalenten Protein-Ligand-Addukts Auf-
schluss iiber die Art der Modulation liefern. Dazu sind jedoch Mengen an Protein nétig, die

im Rahmen des Projekts nicht zur Verfiigung standen.
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4.4.6 Zellulare Charakterisierung

In Verbindung mit Untersuchungen zur generellen Aktivitidt der Inhibitoren im zelluldren
System wurden humane alveolar Adenokarzinomzellen (A549) verwendet, welche eine Ab-
hingigkeit von TBK1 aufweisen und so die Proliferations- bzw. Uberlebensrate direkt an die
Anwesenheit eines einzelnen Enzyms gekoppelt ist.157 Zunidchst wurde die KRAS-mutierte
Adenokarzinomlinie A549, deren Abhangigkeit von TBK1 durch Barbie et al.5! in knock out
Studien belegt wurde, fiir 96 h mit BX795 als auch 66 und 67 inkubiert. Die Viabilitit wurde
anschliefdend mit Hilfe des Cell Titer-Glo Assays (Promega GmbH) liber Lumineszenzmes-
sungen determiniert und diese in Relation zur DMSO-Kontrollstudie gegen die verwendete
Inhibitorkonzentration aufgetragen (Abbildung 4.25). H1437 diente als KRAS-Wildtyp Refe-

renzzelllinie, deren Uberleben nicht durch TBK1-knock out beeinflusst wird.

A549 H1437
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Abbildung 4.25: Viabilitatsassay fiir ausgewdahlte Verbindungen gegeniiber der KRAS-mutierten und TBK1-
abhingigen Adenokarzinomlinie K549 sowie der Referenzzelllinie H1437.

Unter keiner der eingesetzten Inhibitordosen von 66 und 67 (0.003-30 uM) konnte ein Ef-
fekt auf die Viabilitat der Zelllinien beobachtet werden. Die relative Gesamtzellzahl blieb in
allen Féllen auf konstantem Niveau im Bereich von 100%. Lediglich die Referenzverbindung
BX795 zeigte eine mafdige Reduktion der absoluten Zellzahl auf ca. 60% bei 10 uM und
30 uM applizierter Substanzkonzentration. Da Vorgangerstudien belegen, dass zumindest
BX795 eine gewisse Zellpermeabilitat gewahrleistet,176¢ und die strukturellen Verdanderun-
gen, zumindest im Falle von 66 mutmafilich geringe Auswirkung auf Léslichkeit und Zell-
penetration der Verbindungen besitzen, mag dieses Resultat nicht auf der Unfahigkeit der
Verbindungen beruhen, die zellulire Membranbarriere zu passieren. Moglicherweise ist

dies vielmehr ein Indiz dafiir, dass a) TBK1 im zelluldren System nicht oder nur in geringem
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Mafie durch die verwendeten Inhibitoren adressiert wird oder b) die Kinaseaktivitat nicht
die treibende Kraft fiir die Abhdngigkeit der Zellen von TBK1 ist und deren Aufhebung somit
keinen Effekt nach sich zieht. Aus weiteren Untersuchungen geht hervor, dass diese Kinase
tiber ihre Transferaseaktivitdt hinaus auch wichtige strukturgebende Aufgaben innerhalb
von Adapterproteinkomplexen besitzt,158 welche zur Weiterleitung aufderer Signale, hervor-
gerufen durch TLR-Aktivierung, dienen. Barbie et al5! zeigten jedoch die Abhangigkeit
KRAS-mutierter Krebszellen von TBK1 durch knock out Studien unter Verwendung von
shRNA, welche den Gesichtspunkt der (potentiellen) Geriistfunktion allerdings voéllig ver-
nachlassigten, da diese Methode drauf basiert, das Protein substanziell aus dem zelluldren
Umfeld zu entfernen. Aus diesem Grund ist die Verwendung chemischer Sonden zur ortho-
gonalen Validierung des Zielenzyms essentiell. Weitere Untersuchungen, um die generelle
Zellpermeabilitdt der Verbindungen als auch die geriistgebende Funktion von TBK1 im zel-

luldren Netzwerk zu untersuchen sind daher unumganglich.
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4.4.7 Generierung von Sonden fiir das unerforschte Kinom

Das in weiten Teilen unerforschte Kinom (Musterbeispiel: TBK1) stellt eine besondere Her-
ausforderung in der Etablierung neuer Kinaseinhibitoren fiir die klinische Anwendung dar,
denn off-target-Effekte konnen vielfach der Adressierung von biologisch und pharma-
kologisch wenig untersuchten Targets zugeordnet werden.3% 185 Um diese nicht unter-
suchten Kinasen biologisch zu evaluieren und das pharmakologische Verstdndnis zu férdern
braucht es qualitativ hochwertige und selektive chemische Sonden, da orthogonale Systeme
zur Target-Identifizierung und Entschliisselung biologischer Netzwerke wie die Anwendung
von RNAi und genetischer knock out Studien nicht zwischen der katalytischen und struktur-
gebenden Relevanz des Zielproteins unterscheiden kénnen. Aktuell bieten Unternehmen
wie GSK (Boston, MA) und Roche (Basel) dem akademischen Umfeld reprasentative Auszii-
ge ihrer Substanzbibliotheken fiir die Auffindung von Startpunkten zur Entwicklung nie-
dermolekularer Sonden an, um die Adressierung der wenig erforschten Zielkinasen des Ki-
noms voranzutreiben.3? Ein Screening dieser Bibliotheken erscheint durchaus sinnvoll, da
diese bekannte Template zur Kinaseinhibition enthalten und so grofies Potential fiir die

Grundlagenforschung in Bezug auf die Entschliisselung biologischer Netzwerke bergen.

Basierend auf diesen Uberlegungen wurden reprisentative Ausziige grofRer Substanzbiblio-
theken bezogen (,GSK“-, ,Roche“-Bibliothek) und fiir weitere Durchmusterungsstudien in
Bezug auf TBK1 verwendet. Die Vorteile hinsichtlich der Verwendung dieser Zusammen-
stellungen liegen darin, dass sie einerseits kostenfrei zur Verfiigung gestellt wurden, und
andererseits stellen die Vertreter dieser Bibliotheken schon iiber Jahre hinweg die struktu-
relle Grundlage fiir die industrielle Forschung dar und liefern so grundlegendes Potential
zur Auffindung attraktiver - jedoch bekannter - Strukturen. TBK1 stellt dabei ein Musterbei-
spiel zur Erforschung dar, da dieses wie eingangs erwahnt in Verbindung zu klinischer Rele-
vanz steht und zudem wenig liber Funktionsweise und Regulation im komplexen Signal-
netzwerk bekannt ist. Aus diesen Griinden wurden beide Substanzkollektionen in einer
Durchmusterungsstudie im aktivitatsbasierten in vitro Assaysystem (KinEASET™) bei einer

Konzentration von 10 uM auf die Existenz potentieller TBK1-Modulatoren hin untersucht.

Dabei wies die ,GSK“-Bibliothek eine sehr hohe Diversitat beziiglich der implementierten
chemischen Strukturen auf, und so konnten im ersten Schritt aus 360 vorhandenen Struktu-
ren in einem einmalig durchgefiihrten Screening 59 Trefferverbindungen identifiziert wer-
den, die eine verbleibende Kinase-Restaktivitit im Bereich von <25% herbeifiihrten
(Abbildung 4.26). Dies entsprach einer Trefferrate von 16.4%, wobei elf unterschiedliche

Grundgeriiste mit jeweils mindestens zwei Vertretern determiniert werden konnten.
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Abbildung 4.26: A) Allgemeine Vorgehensweise zur Durchmusterung der ,GSK“-Bibliothek (Bedingungen:
[TBK1] = 11.7 nM, [ATP] = 30 pM, [Substrat] = 1 uM, Vorinkubation: 30 min, Kinasereaktion: 110 min, Z‘= 0.77)
sowie kompositionelle Zusammensetzung der verwendeten Bibliothek; B) Clusteranalyse, durchgefiihrt mit der
frei zugdnglichen Software SARANEA,136 zur Visualisierung der unterschiedlichen chemischen Grundgeriiste, die
zur Herabsetzung der Kinaseaktivitdt auf <25% fiihrten. Die Farbe der Kreise determiniert fiir die hervorgerufe-
ne inhibitorische Aktivitat, wahrend deren Grofde die Diskontinuitit zur SAR mit strukturell verwandten Molekii-
len illustriert (marginale strukturelle Verdnderungen bedingen signifikante Anderungen der Aktivitit).
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Unter diesen waren die als promiskuitiv bekannten Oxindole (Restaktivitiat: 2-24%), Pyri-
midine (16-24%) und auch Staurosporin-dhnliche Grundgeriiste (*10%), aber auch substi-
tuierte Imidazopyridine (2-21%) und Pyrazolopyridazinylpyrimidine (1-23%) sowie Benz-
pyrazole (15-25%), um nur einige der vertretenen Strukturen zu nennen. In der Cluster-
Analyse wird deutlich, dass aus diversen Bereichen der strukturell hochgradig inhomogenen
Bibliothek potentielle Binder hervorgingen und diese mogliche Ansatzpunkte fiir weitere

Studien zur Generierung chemischer Sonden reprasentieren (Abbildung 4.26).

Innerhalb der zweiten zur Verfiigung gestellten Bibliothek (,Roche*), die kompositionell
weniger divers zusammengesetzt war, waren im Vergleich zur ,GSK“-Bibliothek deutlich
unterschiedliche Grundgeriiste, darunter auch Peptidomimetika, enthalten. Den grofdten
Teil aller Strukturen (235) reprasentierten dabei die 2,3-Bisarylmaleimide (94/235) gefolgt
von Pyridopyrimidinonen und Chinolinylthiazolidinonen (beide 35/235) sowie substituier-
ten Pyrazolen (31/235). Der Schwellenwert fiir die Selektion potenter Inhibitoren wurde in
diesem Fall bereits bei <20% gesetzt, da eine Vielzahl der eingesetzten Verbindungen eine
signifikante Inhibition von TBK1 zeigte und auf diese Weise die Anzahl der zu validierenden
Strukturen wesentlich reduziert wurde. Dennoch wurden mit einer Trefferrate von 34% im
Screening 80 Verbindungen identifiziert, von denen ein wesentlicher Teil (45) aus der Sub-
strukturklasse der substituierten 2,3-Bisarylmaleimide stammte und eine verbleibende
Restaktivitat im Bereich von 0-20% abdeckte. Auch die Chinolinylthiazolidinone reprasen-
tierten einen Grofsteil der identifizierten Verbindungen (16) mit signifikanter Reduktion der
TBK1-Kinaserestaktivitdt (1-18%), wahrend unter den Pyridopyrimidinonen lediglich ein
Treffer war (1% Restaktivitit). Dies stellt jedoch ein Indiz dafiir dar, dass in diesem Fall,
aufgrund der Prasenz vieler strukturell konservierter Grundgeriiste ohne inhibitorische
Potenz, ein falsch-positiver Hit vorliegt. Moglicherweise gilt dies auch fiir die Pyrazole, unter
denen lediglich drei potente Verbindungen waren, die die Transferaseaktivitit auf 0% ab-
senkten, jedoch keine andere der verwandten Strukturen einen Effekt zeigte. Sofern der
Effekt jedoch in Validierungsexperimenten bestatigt werden kann, liefern die Pyrazole einen
interessanten Startpunkt flir weitergehende Studien. Eine ebenfalls vielversprechende Mo-
lekiilklasse mit signifikanter inhibitorischer Wirkung stellten die Dihydrobenzopyrazolodia-

zepine mit vier inhibitorisch aktiven Verbindungen dar (Restaktivitat: 1-20%).
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Abbildung 4.27: A) Allgemeine Vorgehensweise zur Durchmusterung der ,Roche“-Bibliothek sowie die kom-
positionelle Zusammensetzung der Treffergeriiststrukturen; (Bedingungen: [TBK1]=11.7 nM, [ATP] =30 uM,
[Substrat] = 1 uM, Vorinkubation: 30 min, Kinasereaktion: 110 min, Z‘ = 0.68; B) Clusteranalyse, durchgefiihrt
mit der frei zugdnglichen Software SARANEA,!3¢ zur Visualisierung der unterschiedlichen chemischen Grundge-
riiste, die zur Herabsetzung der Kinaseaktivitidt auf <20% fiihrten. Die Farbe der Kreise determiniert fiir die
hervorgerufene inhibitorische Aktivitdt, wahrend deren Grofde die Diskontinuitdt zur SAR mit strukturell ver-
wandten Molekiilen illustriert (marginale strukturelle Verdnderungen bedingen signifikante Anderungen der
Aktivitat).
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Im Rahmen aufbauender Projekte wird die abschliefiende Validierung der initial heraus-
gefilterten Strukturen durch Determinierung der ICso-Werte angestrebt. Anschliefdend bil-
den die verbleibenden Molekiile die Basis rationaler Weiterentwicklungen zu selektiven
chemischen Sonden und synthetischer Erschlieffung geeigneter Hit-Derivate und tragen
damit gegebenenfalls zur Entschliisselung des TBK1-Signalnetzwerks auf zelluldrer Ebene

bei.

4.4.8 Ausblick

Gerade in Bezug auf die Untersuchung von TBK1 als Zielprotein ist in der Literatur wenig
tiber die biologische Funktion dieser Kinase bekannt.168. 169 Daher braucht es weitere Stu-
dien zur Auffindung von Strukturen, die als chemische Sonden geeignet sind, dieses Enzym
selektiv zu adressieren, um in chemisch-genetischen Ansitzen die Funktion zu evaluieren.
Zudem konnen tliber solche Ansatze ebenfalls hochselektive und effektive niedermolekulare
Verbindungen generiert werden, die das Potential bieten als Wirkstoffe zu fungieren. In
Bezug auf die im Rahmen dieser Arbeit hervorgebrachten Hit-Strukturen ist die Durchfiih-
rung weiterer Optimierungsstudien unumginglich, um die Verbindungen einerseits als
chemische Sonden und andererseits als effiziente kovalent sowie reversibel modulierende
Inhibitoren einzusetzen. Da im Falle der racemischen Verbindung 66 keine zufriedenstel-
lende Aufklarung iiber die Art und Weise der Interaktion mit dem Zielprotein herausgestellt
werden konnte, sollte die enantiomerenreine Synthese bzw. Separation des Racemats ver-
folgt werden. Orthogonale Verfahren zur Evaluierung einer méglichen kovalenten Modula-
tion sowie der Verweildauer der Inhibitoren am Target, wie z.B. von Copeland et al. be-

schrieben,83 sollten ebenfalls in Betracht gezogen werden.

Weiterhin ist eine tiefergehende Untersuchung der Verbindungen in zellbasierten Experi-
menten (z.B. chemischer knock-down in bump and hole Ansatzen) essenziell fiir eine weiter-
gehende Evaluierung der biologischen Funktion von TBK1 und sollte weiter vorangetrieben
werden. Im Zuge dieser Verfahrensweisen kann ebenfalls geklart werden, inwieweit TBK1
in KRAS-mutierten Krebszellen als essentiell erachtet werden kann und weiterhin, ob diese

Relevanz auf der gerilistgebenden Funktion oder der Transferaseaktivitat basiert.

Die zukiinftige Identifizierung und Validierung neuer chemischer Grundgeriiste zur Adres-
sierung von TBK1 basierend auf reprasentativen Substanzbibliotheken (wie z.B. GSK und
Roche) bietet weiterhin grofies Potential fiir die medizinalchemische Entwicklung von Son-
denmolekiilen zur Analyse der Netzwerkstruktur von TBK1 in chemisch-genetischen Ver-

fahren.






5 Strukturbiologische Untersuchungen an Kinasen

Strukturbiologische Untersuchungen stellen einen eminent wichtigen Baustein in der An-
wendung der heutigen Medizinischen Chemie sowie der Chemischen Genetik dar. Erst durch
die Kenntnis der 3D-Struktur eines Zielproteins konnen rationale Ansitze zum Design von
Liganden verfolgt werden, die zur Generierung von Sonden zur weiteren Untersuchung der
biologischen Funktion eines spezifischen Targets herangezogen werden kénnen. Ebenso
konnen diese auch als direkte Inhibitoren des Enzyms Verwendung finden und somit eine
wertvolle Grundlage fiir die Entwicklung und Optimierung von Therapeutika fiir klinische
Ansidtze darstellen. Das Prinzip der Rontgenkristallographie beruht auf der Fahigkeit von
Kristallen, und hier im Speziellen Proteinkristallen, monochromatische Réntgenstrahlung zu
beugen. Die gekriimmte Strahlung wird von einem Detektor erfasst und auf diese Weise
Beugungsbilder mit einer regelmafdigen Anordnung an Reflexen generiert. Um einen voll-
standigen Satz an nicht redundanten Reflexen zu erhalten, wird der Kristall im Rontgen-
strahl rotiert und mit Hilfe der Gesamtheit der erhaltenen Beugungsbilder aus Position und
Intensitit dieser Reflexe auf die Symmetrie des Kristallgitters riickgeschlossen. Dazu wer-
den den Reflexen distinkte Werte, die sog. Miller‘schen Indizes (h, k, I), zugeordnet und die

erhaltenen Daten somit reduziert und vereinfacht (Indizierung und Integration).

Aus der Intensitiat kann durch Fouriertransformation die Strukturfaktoramplitude eines
jeden Strukturfaktors, gegeben durch jeden einzelnen Reflex, berechnet werden. Die zuge-
horige Phaseninformation kann aus den erhaltenen Daten jedoch nicht berechnet werden.
Diese Information kann aber durch verschiedene Methoden, beispielsweise molekularen
Ersatz und geeigneter Rotations- und Translationssuche mit dem Templat einer verwandten
Proteinstruktur, generiert werden. Basierend auf der Information der experimentell be-
stimmten Lange und auf Grundlage eines Templats berechneten Phasenwinkel jedes Struk-
turfaktors (Modell) kann anschliefdend durch Fouriertransformation eine Elektronendichte-
karte erzeugt werden. Abschliefdend wird die Aminosduresequenz des untersuchten Pro-
teins in die Dichte eingepasst und das Modell verfeinert bis die statistisch ermittelten
R-Werte solide Grofden (<25%) aufweisen. Diese bewerten die Qualitit der generierten
Struktur, indem sie die mittlere statistische Abweichung zwischen gemessenen und berech-

neten Strukturfaktoramplituden angeben.
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Abbildung 5.1: Vorgehensweise zur Generierung von Komplexkristallstrukturen. I) Kristallisation in Gegenwart
vom zu untersuchenden Liganden mit Hilfe der Dampfdiffusionsmethode (hdngender Tropfen); II) Datensamm-
lung durch Aufnahme von Beugungsbildern im Rontgenstrahl; III) Datenanalyse sowie molekularer Ersatz und
Verfeinerung des Modells anhand der generierten Elektronendichte; IV) Finale, verfeinerte Struktur inklusive
definierter, libergeordneter Strukturelemente.

Im Rahmen von Kooperationsprojekten wurden Kristallisationssysteme zur Charakteri-
sierung der Bindungsmodi von Liganden im Komplex mit den Wildtypformen der Kinasen

p38a und cSrc genutzt.
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5.1 Neuartige Scharnierregion-bindende Fragmente durch

strukturbasiertes de novo Design

Es existieren zwei Hiirden, die iiberwunden werden miissen, um Kinasen als Zielenzyme in
der Wirkstoffforschung erfolgreich mit niedermolekularen Verbindungen zu adressieren:
Einerseits bereitet die Feinabstimmung der Selektivitatsprofile von Kinaseinhibitoren und
im Speziellen das Erreichen von Selektivitit bei der Adressierung der hoch konservierten
ATP-Bindetasche grofée Probleme.3* 186 Andererseits ist die Identifizierung von nicht
[P-geschiitzten Strukturen essentiell, um im kommerziellen Sektor der Wirkstoffentwick-
lung zu operieren.!87-189 Das Auffinden neuartiger chemischer Grundgeriiste, die nicht pa-
tentrechtlich als geistiges Eigentum geschiitzt sind, stellt jedoch eine grofie Heraus-
forderung im Bereich der Kinaseforschung dar. Vielfach wird fiir die Durchfiihrung von HTS-
Ansidtzen bzw. im virtuellen oder Fragment-basierten Screening auf kommerziell erhaltliche
Bibliotheken zuriickgegriffen, die zwar problemlos verfiigbar sind, jedoch in vielen Fallen
ausschliefilich bekannte Kernstrukturen beinhalten und so ein lediglich sehr beschrankter
struktureller Raum abgedeckt wird, der zumal auch patentrechtlich oftmals bereits er-
schlossen ist. Das limitiert wiederum auch den chemisch verfiigbaren Raum fiir die weitere
Entwicklung und daher braucht es neue Techniken, um unbekannte Kerngeriiste zu identifi-
zieren, die nicht fiir die Inhibition von Kinasen patentiert oder bekannt sind. Aus diesem
Grund gehen viele Unternehmen dazu tiber ihre Bibliotheken mit Fragmenten zu erweitern,

die nicht kommerziell erhiltlich sind.190-194

In der Arbeitsgruppe um Dr. Ruth Brenk an der Drug Discovery Unit der University of
Dundee wurde eine Methode zum strukturbasierten de novo Design auf der Basis Kinase-
artiger sowie synthetisch realisierbarer, Scharnierregion-bindender Fragmente entwickelt,
die isoliert betrachtet nicht literaturbekannt in Bezug auf die Inhibition von Kinasen sind.
Dazu wurden ausgehend von einer kommerziell erhéltlichen Bibliothek mit iiber >2 Mio.
Molekiilen durch das Anlegen von Algorithmen 6000 Kernfragmente identifiziert, die in 46
DFG-in Kinase-Kristallstrukturen gedockt wurden. Aus dieser Studie wurden anschlief3end
die 100 hochst bewerteten, nicht-selektiven Verbindungen mit Hilfe von ChEMBL!% und
SciFinder (Chemical Abstract Service, Columbus, Ohio) auf ihre Einzigartigkeit hin tiberpriift.
Es stellte sich heraus, dass bereits 73 der Fragmente als Teil bekannter Kinaseinhibitoren in
der Literatur bekannt waren. Aus der Palette der iibrigen 27 wurden sechs reprasentative
Gertststrukturen ausgewdhlt und auf diesen basierende, fokussierte Substanzbibliotheken
synthetisiert. Aus diesen wurden wiederum 15 reprasentative Verbindungen gegen ein Pa-

nel von 117 Kinasen getestet. Mit 76 wurde das am geringsten selektive Fragment, welches
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63 der 117 Kinasen mit >40% Inhibition adressiert und inhibitorische Aktivitat gegen cSrc
(ICs0 220 uM) besitzt, ausgewahlt, um es im Rahmen dieser Arbeit strukturbiologisch zu

untersuchen.
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Abbildung 5.2: A) Triazolopyrazin-Fragment 76 zur strukturbiologischen Untersuchung des Bindungsmodus in
cSrc, sowie eine substituierte Modellverbindung (unten); B) In silico kalkulierter Bindungsmodus eines ana-
logen, substituierten Modellfragments als reprasentativer Vertreter der Geriistklasse in cSrc. Ein alternativer
Bindungsmodus, in welchem das verbriickende Stickstoffatom durch Rotation des Bizyklus um 180° von der
Scharnierregion weg orientiert ist wurde ebenfalls identifiziert (Daten nicht gezeigt).

Dazu wurde 76 unter bekannten Bedingungen?!! mit cSrc Wildtyp kokristallisiert (Dampfdif-
fusionsmethode im hingenden Tropfen) und Roéntgendiffraktionsexperimente der platten-
formigen Kristalle am Synchrotron des Paul Scherer Instituts in Villingen (Schweiz) durch-
gefiihrt (siehe Kapitel 9.3.3.1). Nach Prozessierung der Daten sowie Strukturverfeinerung
konnte eine Komplexkristallstruktur im asymmetrischen, triklinen Kristallsystem in der
Raumgruppe P1 mit einer Auflésung von 2.5 A generiert werden, die zwei cSrc-Monomere
in der asymmetrischen Einheit aufwies. Die erhaltene Kokristallstruktur zeigt die Kinase
inklusive des Scharnierregion-bindenden Fragments 76 in der aktiven DFG-in Konformati-
on, wobei sowohl fiir den Verlauf der Aktivierungsschleife, als auch die Atompositionen der
Helix C und Teile der Glycin-reichen Schleife lediglich diffuse Elektronendichte beobachtet

werden konnte, so dass diese Bereiche nicht vollstindig modelliert werden konnten.%
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Abbildung 5.3: Experimentell bestimmter Protein-Ligand-Komplex, welcher die postulierte Interaktionsweise
bestitigt. Kristallographische Parameter: Auflésung 2.5 A, Elektronendichtekarte 2Fo - Fc konturiert bei 1o,
PDB-Eintrag: 4FIC.%¢

Das exozyklische primdre Amin ist in Richtung des Tiirstehers (Thr338) orientiert und bil-
det sowohl zu diesem, als auch zum Peptidriickgrat des Glu339 eine Wasserstoffbriicke. Ein
weiterer Kontakt zur Scharnierregion wird durch das Triazol-3-Stickstoff und Peptidgeriist
an Met341 erzeugt. Ein Vergleich des experimentell bestimmten mit dem in silico postulier-
ten Bindungsmodus zeigt eine vollstindige Ubereinstimmung aller Atompositionen. Trotz
der Ubereinstimmung von Modell und experimentell ermittelten Bindungsmodus wurde
innerhalb der Dockingstudie auch eine alternative Orientierung des Bizyklus vorhergesagt,
in welcher das verbriickende Stickstoffatom nicht zur Scharnierregion sondern um 180°
rotiert in Richtung der ATP-Tasche lokalisiert ist. Dieser wurde jedoch nicht, auch nicht par-

tiell, in der verfeinerten Komplexstruktur beobachtet.

Mit dem Wissen iiber die Orientierung des Scharnierregion-bindenden Triazolopyrazin-
amins 76 innerhalb des katalytisch aktiven Zentrums koénnen nun weitere medizinal-
chemische Optimierungen auf der Grundlage rationalen Designs angestrengt werden, um

das promiskuitiv bindende Fragment zu einen selektiven Inhibitor weiterzuentwickeln.
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5.2 Strukturbiologische Studien in cSrc

Im Rahmen einer Kooperation mit der Arbeitsgruppe um Prof. Dr. Mauritio Botta der phar-
mazeutischen Fakultdt der Universita degli Studi di Siena, wurde ein in silico entworfenes
und rational synthetisiertes Molekiil (77) fiir Kristallisationsstudien in cSrc herangezogen.
Dabei handelte es sich um ein mehrfach substituiertes Pyrazolo-4-aminopyrimidin
(Abbildung 5.4), als kompositionelles Analogon der Kernstruktur einiger bekannter Kinase-
inhibitoren.196-198 Ein spezifisches Merkmal stellt das Chlor-substituierte, stereogene Zent-
rum am verbriickenden Ethyllinker in 1-Position des Pyrazolopyrimidins dar. Trotz des
enthaltenen Chiralititszentrums wurde keine stereoselektive Synthese der Verbindungen
verfolgt, sondern ein Racemat fiir die strukturbiologischen Untersuchungen an cSrc ver-

wendet.

Es konnte eine Komplexkristallstruktur von 77 mit cSrc wt im triklinen Kristallisationssys-
tem in der symmetrielosen Raumgruppe P1 mit einer Auflésung von 2.1 A generiert werden
(Abbildung 5.4). In der asymmetrischen Einheit befinden sich dabei zwei Monomere, welche

beide eine Ligandenbindung aufweisen.
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Abbildung 5.4: Komplexkristallstruktur von cSrc im Komplex mit 77 (grau). Kristallographische Parameter:
Auflosung 2.1 A, Elektronendichtekarte 2Fo - Fc konturiert bei 1.
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77 wechselwirkt iiber einen Typ-I Bindungsmodus unter Adaption der klassischen DFG-in
Konformation mit cSrc. Dabei werden zwei Wasserstoffbriickenbindungen zur Scharnier-
region generiert, einerseits liber das Pyrazol zum Peptidriickgrat-NH von Met341 und ande-
rerseits durch eine direkte Interaktion des verbriickenden 4-Amins zur Seitenkette der
Thr338-Tiirsteheraminosaure. Weiterhin belegt das Anilin in 4-Position die riickwartige
hydrophobe Tasche im Bereich des Tiirstehers. Ublicherweise erfolgt der Kontakt von Py-
razolopyrimidinen zur Scharnierregion tiber das N7 oder N5,19. 198 jedoch wird in diesem
Fall aufgrund der sterisch anspruchsvollen Substitution an 6-Position keine Interaktion an
diesen Stellen hervorgerufen. Die Morpholinoethylthio- sowie 2-Chloro-2-ethylphenyl-
Substituenten an 6- und 1-Position weisen eine Losungsmittel-exponiere Orientierung auf
und beim Chloroethyl-verkniipften Aromaten erfolgt aufgrund der raumlichen Ndhe zur
Scharnierregion lediglich die Bindung des R-Enantiomers, da das Halogen in diesem Fall von
der flexiblen Verkniipfungsregion weg orientiert ist. Im Vergleich dazu ist beim Molekiil mit
S-konfiguriertem stereogenen Zentrum eine Umgehung der auftretenden sterischen Repul-
sion mit der Seitenkette von Tyr340 nicht moéglich. Auf diese Art und Weise findet eine Se-
lektion der Komponenten des Racemats statt, welche lediglich die Bindung des

R-Enantiomers erlaubt.
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5.3 Strukturbiologische Studien zum Bindungsverhalten
an p38a

Hohe Expressionsraten der proinflammatorischen Cytokine TNF-a sowie IL-1f3 durch die
Stress-induzierte Aktivierung von p38a stehen in direkter Verbindung mit dem Ausbruch
von Autoimmunerkrankungen wie rheumatoide Arthritis oder chronisch-inflammatorischer
Darmerkrankungen aber auch Alzheimer und Krebserkrankungen.199-203 Die MAPK p38a
reprasentiert ein Schliisselenzym in der Regulation der Biosynthese proinflammatorischer
Cytokine wie TNF-a und IL-1 auf translationaler und transkriptionaler Ebene und daher
spielt deren Regulation eine wichtige Rolle in antiinflammatorischen Therapien.204-206
Obschon gezeigt wurde, dass die Transkriptionslevel dieser Cytokine durch nieder-
molekulare Verbindungen gesenkt werden kénnen, hat bislang noch kein p38a Inhibitor die
klinische Reife erreicht.20” Trotzdem zeigten PH-797804208 zur Behandlung von chronisch
obstruktiven Lungenerkrankungen oder BMS-5829492% fiir rheumatoide Arthritis positive
Resultate in klinischen Studien der Phase Il und werden aktuell weiter verfolgt.5® Aufgrund
der breiten Anwendungsgebiete und dem Fehlen zugelassener Therapeutika besteht eine
unumgangliche Notwendigkeit der steten Entwicklung neuer oral bioverfiigbarer p38a-

Inhibitoren.207.210

In einer Durchmusterungsstudie wurde in der Arbeitsgruppe um Prof. Dr. Stefan Laufer
(Universitat Tibingen) die Klasse der substituierten Dibenzosuberone mit signifikanter
Potenz zu p38a identifiziert und die initialen Hit-Strukturen sukzessive zur Verbindung
Skepinon-L als selektiven p38a-Inhibitor weiterentwickelt (vgl. Abbildung 5.5).211 Der Typ-I
Bindungsmodus von Skepinon-L wurde mit Hilfe rontgenkristallographischer Studien in der
AG Rauh identifiziert und weist Protein-Ligand-Wechselwirkungen auf, die darauf schliefden
lassen, dass eine geringe Anzahl an Kinasen selektiv adressiert wird. Zunachst wird durch
den hydrophoben anilinischen Aromaten die hydrophobe Region in der Ndhe des Tiirste-
hers belegt. Diese kann besetzt werden, da sie im Falle der p38a Kinase frei zuganglich ist,
denn die Tiirsteheraminosdure (Thr) weist eine Seitenkette mit geringem sterischen An-
spruch auf. Weiterhin kontaktiert das Carbonyl des Dibenzosuberons die Scharnierregion
durch Wasserstoffbriickenbindungen der Peptidriickgrat-NHs von Met109 und Gly110. Das
Alleinstellungsmerkmal letzterer Interaktion ist die Zuganglichkeit des Glycins, welche erst
durch Rotation des verbriickenden Amids um 180°, dem sogenannten Gly-flip, ermdoglicht
wird (vgl. Abbildung 5.5A). Die Selektivitit der entworfenen Inhibitoren ldsst sich an weni-

gen strukturellen Eigenschaften verdeutlichen: Lediglich 46 der 518 genetisch codierten
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Kinasen besitzen ein Glycin an dquivalenter Position zu Gly110, von denen lediglich drei ein

sterisch wenig anspruchsvolles Threonin an der Tiirsteherposition aufweisen.199 211,212
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Abbildung 5.5: A) Strukturen von Skepinon-L sowie einiger verwandter Pinon-Derivate (78, 79) und ihre Bin-
dungsmodi mit charakteristischem Glycin-flip. B) Die Kristallstruktur von p38a im komplex mit 78 (links) und
Skepinon-L (rechts) bei einer Auflésung von 1.9 A bzw. 2.7 A (PDB-Eintrige: 3ZYA und 3QUE). Fiir die Liganden
ist die experimentell ermittelte Elektronendichtekarte (2Fo-Fc), konturiert bei 2¢ (78) und 1o (Skepinon-L),
gezeigt. Unter Ausbildung von zwei Wasserstoftbriickenbindungen mit den Amidstickstoffen von Met109 und
Gly110 zeigen beide Verbindungen eine tiber die Carbonylgruppe vermittelte Interaktion zur Scharnierregion,
wobei Gly110 einen fip vollzieht, um die Bindung der Liganden zu erméglichen. Das sekunddre Amin in 78 sorgt
fir eine Wasser-vermittelte Wasserstoftbriicke zum Hauptkettencarbonyl von Tyr35, sowie der Carboxylat-
Funktion von Asp168. Eine weitere gleichgelagerte Interaktion wird vom primaren Amin zum Riickgratamid von
Asp168 ausgebildet. Im Gegensatz dazu kann durch das sekunddre Amin im Falle von Skepinon-L eine Wasser-
vermittelte Wasserstoffbriicke zum Hauptkettenamid von Phel69 als auch zum Seitenkettenamin von Lys53
generiert werden.211

Die traditionellen Herangehensweisen an das rationale Design selektiver p38a Inhibitoren
beinhalten also einerseits die Adressierung der Scharnierregion im Bereich des Gly110 mit
einer Carbonylfunktion, um den Glycin-flip zu induzieren,?13 sowie die Belegung der hydro-
phoben Tasche mit (substituierten) Aromaten.214 Dariiber hinaus erzeugt auch die Einfiih-
rung von Rigiditdt, um die Konformation der Kinase in gebundener Form zu stabilisieren
und die moglichen Konformationsdnderungen durch Hervorrufung eines induced fit durch
andere Wechselwirkungspartner zu minimieren, eine gewisse Selektivitat.215> Des Weiteren
kann die Verweildauer an der Zielkinase durch Annahme eines Typ-II Bindungsmodus er-
hoht werden, da der strukturelle Ubergang von aktiver (DFG-in) in die inaktive (DFG-out)
Form mit quasistatischen Assoziations- sowie Dissoziationskonstanten assoziiert ist und so

die Effizienz von Inhibitoren bei niedrigen Konzentrationen erh6ht.19 216
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Abbildung 5.6: Strukturbiologisch zu untersuchende Strukturen: Dibenzoxepinon 80 sowie Tetrahydrobenzo-
annulen 81.211

Basierend auf diesen Resultaten wurden in der Arbeitsgruppe um Prof. Dr. Stefan Laufer
(Tibingen) weitere Entwicklungen in Form der Einfiihrung verschiedener Substituenten
zur Optimierung der Struktur durchgefiihrt. Eine sukzessive Erweiterung in Richtung der
allosterischen Tasche im Bereich des DFG-Motivs und der Helix C sollte dazu dienen, einen
Typ-II Inhibitor zu entwickeln. Durch konsequente Umsetzung der o.g. Leitsatze wurden die
weiter optimierten Strukturen 80 und 81 (Abbildung 5.6) synthetisiert. Die zur Verfiigung
gestellten Verbindungen wurden anschliefRend in p38a kokristallisiert, um die Protein-

Ligand-Interaktionen zu evaluieren.

Die Komplexstrukturen von p38a mit 80 als auch 81 zeigen bei einer Auflésung von je 2.1 A
die Adaption eines orthorhombisch primitiven Kristallisationssystems in der Raumgruppe
P212121 mit drei zweifachen Schraubenachsen sowie zugehoriger einfacher Spiegelachsen.
In der asymmetrischen Einheitszelle ist lediglich ein Proteinmonomer vorzufinden. Im Falle
des Dibenzoxepinons 80 lasst sich eine Typ-II Adressierung der inaktiven Kinase heraus-
stellen, wobei das DFG-Motiv in der sog. in-between Konformation vorliegt, einem Uber-
gangszustand zwischen in und out, welcher sich dadurch auszeichnet, dass Phel69 in
Richtung der Glycin-reichen Schleife orientiert ist (vgl. Abbildung 5.7). Dartiber hinaus kon-
nen zahlreiche Wasserstoffbriickenbindungen observiert werden, darunter die charakteris-
tische Interaktion des Carbonyls mit dem Peptidriickgrat von Met109 sowie des Gly110,
welches zuvor durch einen flip in die geeignete Position iibergegangen ist, um diese Wech-
selwirkung zu ermoglichen. Eingebettet zwischen Helix C und DFG-Motiv belegt der Amid-
verkniipfte Aromat des Liganden die hydrophobe allosterische Tasche an der riickwartigen
Seite der Bindungsspalte und induziert dort die Formierung weiterer Wasserstoftbriicken-
bindungen zu Glu71 sowie Asp168. Zusatzlich kann in der Lipidbindetasche als auch in der
Nahe der hydrophoben allosterischen Tasche die Existenz jeweils eines Detergenzmolekiils
(BOG) nachgewiesen werden, welche die Kinase wahrend des Kristallisationsprozesses sta-

bilisieren.
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Abbildung 5.7: Komplexkristallstruktur von p38a im Komplex mit 80 (griin) und zwei Molekiilen BOG (orange,
allosterische Tasche und Lipidtasche).

Verbindung 81 besitzt ein terminales Pyrazolharnstoff-Motiv, welches bekannt dafiir ist,
innerhalb der allosterischen Tasche zu binden und somit die DFG-out Konformation der
Kinase zu induzieren?17 und zeigt einen typischen Typ-II Bindungsmodus in p38a. Weiterhin
bildet die aromatische Aminosaure Phe169 vorteilhafte aromatische face-to-edge’® Wechsel-
wirkungen mit dem Aromaten des Benzosuberons aus, die zur Stabilisierung der Kon-
formation beitragen. Der Harnstoff wird, wie schon bei den Hybridinhibitoren (Kapitel
3.2.5) gezeigt, vom Glu71 der Helix C sowie dem Peptidriickgrat des Asp168 iiber insgesamt
drei Wasserstoffbriicken stabilisiert. Durch das Carbonyl des Liganden wird ein Scharnier-
regionkontakt zum Peptid-NH von Met109 erzeugt. Auch ein partieller flip des achiralen
Gly110 kann beobachtet werden, doch mit 3.6 A scheint die raumliche Distanz zum Carbonyl
nicht optimal zur Ausbildung einer direkten Wasserstoffbriicke. Auch hier konnte die Exis-

tenz zweier Detergenzmolekiile, beide im Bereich der Lipidtasche, festgestellt werden.
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Abbildung 5.8: Komplexkristallstruktur von p38a im Komplex mit 81 (griin) und zwei Molekiilen BOG (violett)
innerhalb der Lipidbindetasche, PDB-Eintrag: 3UVR.

Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass sowohl 80 als auch 81 einen fiir Typ-II In-
hibitoren typischen Bindungsmodus zeigen. Durch Stabilisierung der inaktiven DFG-out
Konformation besitzen diese moglicherweise eine verbesserte Verweildauer am Zielenzym
und somit eine verbesserte inhibitorische Aktivitiat gegeniiber p38«, bei gleichzeitiger Er-

haltung der Selektivitat (Glycin-flip).



6 Zusammenfassung

Im Rahmen dieser Arbeit wurden sowohl die Konzepte der rationalen Entwicklung von
Inhibitoren als auch der Chemischen Genetik zur Untersuchung von Signalkaskaden aufge-

griffen:

Basierend auf Chinazolin-Pyrazolharnstoff-Hybriden ist die strukturbasierte Entwicklung
und synthetische Darstellung einer fokussierten Substanzbibliothek, mit starker inhibito-
rischer Wirksamkeit gegeniiber Proteinkinasen, gegliickt. Dabei wurde besonderes Augen-
merk auf die Derivatisierung der Chinazolin 6-Position mit Wasserstoffbriicken-Akzeptoren
gelegt. SAR-Studien zeigten eine verbesserte inhibitorische Aktivitit der 1,4-Hybrid-
inhibitoren 2f-h gegeniiber cSrc wt bzw. T338M (ICso = 1 nM), entsprechend einer 14- bzw.
23-fachen Verbesserung im Hinblick auf das Ursprungsmolekiil 1b. Strukturbiologische
Untersuchungen lieferten Hinweise auf die Ursachen gesteigerter Wirksamkeit, wobei nicht
die Erweiterung der 6-Position die treibende Kraft fiir eine verbesserte Effektivitit war,
sondern das Zusammenspiel des im allosterisch bindenden Teil der Grundstruktur einge-
fiihrten anilinischen Amins in Koexistenz mit einem obligatorischen Amid an der 6-Position
des Chinazolinkerns (vgl. 2f vs. 2h). Dieses Resultat konnte mit der Theorie der Enthalpie-
Entropie-Kompensation fiir Protein-Ligand-Wechselwirkungen korreliert werden. Eine
Ubertragbarkeit des inhibitorischen Effekts auf die strukturell verwandte, klinisch relevante
Proteinkinase Abl sowie die Variante T315I fiir 2a-i wurde anhand biochemischer Charak-
terisierungen nachgewiesen, wobei 2a-d (ICso =40-157 nM bzw. 81-561 nM fiir wt bzw.
T315I) die hochste inhibitorische Aktivitdt zeigten. Auch die katalytische Aktivitit des
Stammzellwachstumsfaktorrezeptors KIT konnte durch diese Verbindungsklasse herabge-
setzt werden. Dabei erwiesen sich sowohl 2b-d als auch 2f-i als duf3erst potent gegeniiber
der Wildtyp-Variante wie auch der konstitutiv aktiven und zuséatzlich Tiirsteher-mutierten
Form V559D/T6701 (ICso=3-8nM und 3-38 nM). Insbesondere durch zellulare Studien
wurde die Hypothese zur effektiven Adressierung klinisch relevanter, konstitutiv aktiver
Kinasen unterstiitzt. Neben der Bcr-Abl abhiangigen CML Krebszelllinie K562, welche bei
Behandlung mit der in diesem Fall potentesten Verbindung 2b (10 uM) einen Riickgang der
proliferierenden Zellen um 80% zu verzeichnen hatte, wurden - mit GIST-T1 als nicht mu-
tierte und GIST-T1 T670I als Tiirsteher mutierte, KIT exprimierende Linien - auch Vertreter
solider Tumoren durch die Mehrheit der 1,4-Hybride ohne das Auftreten toxischer Nebenef-
fekte in ihrer absoluten Anzahl vitaler Zellen zurtickgedrangt. Jedoch stellte sich auch hier

heraus, dass die Molekiile ohne Substitution an der Chinazolin 6-Position (2b,d) eine
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deutlich grofdere Wirksamkeit zeigten (Glso=11-17nM gegeniiber GIST-T1 und
Glso = 24-28 nM gegeniiber GIST-T1 T670I), als die Analoga mit erweiterten Strukturmoti-
ven (2fh), mit GIso-Werten von 208-402 nM (GIST-T1) bzw. 324-385 nM (GIST-T1 T670I).
Durch abschlieflende Western-Blotting Studien wurde die direkte zellulire Adressierung
von KIT durch Herabsetzung der pKIT-Level durch 2d und 2h sowie die Beeinflussung der
nachgeschalteten Signalkaskade (pAkt und pMAPK) in GIST-T1 sowie der KIT T670I expri-
mierenden Zelllinie GIST-T1 T6701 bestdtigt. In aufbauenden Untersuchungen wurde der
Beitrag der einzelnen Strukturelemente des Hybrid-Inhibitorgrundgertsts in Bezug auf ihre
Selektivitdt und Affinitat zu zelluldren Zielproteinen in einer Profilierungsstudie aus Lysat
der humanen, Bcr-Abl positiven K562-Krebszelllinie evaluiert. Es konnte belegt werden,
dass ausgehend vom Pyrazolharnstoffteil mit sukzessiver Verlangerung des Inhibitors eine
Steigerung der Affinitidt hervorging. Damit einhergehend konnte jedoch auch ein Verlust an
Selektivitit herausgestellt werden. Die optimale Balance zwischen Molekiilgrofie, Selektivi-
tdt und Affinitdt konnte fiir den Typ-IIl Inhibitor 18 festgestellt werden, welcher mit
p38a/PB, JNK2, caMLCK und DDR1 die geringste Anzahl an Zielproteinen aufwies, diese je-
doch mit signifikanter Affinitit adressierte (Kp < 1 pM). Lediglich fiir den rational designten
Hybridinhibitor 2d, der die Gesamtheit aller untersuchten Strukturmerkmale reprasentier-

te, konnte Abl als Zielprotein identifiziert werden.

Im Rahmen chemisch-genetischer Ansatze zur Untersuchung der Eigenschaften molekularer
Sonden zur Nutzung in bump and hole Experimenten konnte neben der inhibitorischen Akti-
vitat der niedermolekularen Verbindungen 24-27 auch die direkte kovalente Bindung an
Ark1-as3-cys (L166A, E173C) im in vitro System bestdtigt werden. Gegeniiber der Mutati-
onsvariante konnte fiir die Elektrophil-tragenden Strukturen sowohl eine direkte o-Bindung
als auch eine signifikante Potenz im niedrigen nanomolaren Bereich (ICso = 1-9 nM) belegt
werden. Die Wildtyp-Kinase hingegen blieb von einem Effekt vollig unberiihrt. Somit besta-
tigten die Resultate das rationale Design zur Generierung kovalenter Sonden in Form substi-
tuierter 4-Anilinochinazoline und komplementérer, sensitiver Kinase fiir die Anwendung im
bump and hole Ansatz in S. pombe. Dariiber hinaus konnten in weiterfithrenden Studien an
humaner Aurora A im Rahmen einer Durchmusterungsstudie von 968 kommerziell erhaltli-
chen Substanzen neue Strukturen identifiziert werden, die zwar im Allgemeinen fiir die
Kinaseadressierung bekannt, aber partiell (Verbindungen 30, 47-49) bislang noch nicht im
Zusammenhang mit Aurora A beschrieben waren. Diese besitzen das Potential fiir nachfol-
gende Optimierungsansitze und Verwendung als chemische Sonden, um komplexe Signal-
netzwerke in Bezug auf Aurora-Kinasen zu entschliisseln und das Verstindnis fehlregulier-

ter Signalkaskaden zu férdern.
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Ein Anwendungsbeispiel folgte im Screening zur Identifizierung neuer Binder fiir die kiirz-
lich als onkogen propagierte und damit klinisch relevante Ser/Thr-Kinase TBK1, deren
biologische Aktivierung und Funktion auf molekularer Ebene bislang weithin unbekannt
ist.168,169 Dazu wurden Substanzbibliotheken niedermolekularer organischer Verbindungen
durchmustert und erfolgreich geeignete Hit-Strukturen fiir eine effektive Inhibition von
TBK1 identifiziert, welche als Grundlage zur Generierung chemischer Sonden dienen sollten.
Anhand der Erstellung eines Strukturmodells sowie publizierter TBK1-Kristallstrukturen
konnten rationale Modellierungs- und Optimierungsstudien durchgefiihrt werden. Dem
rationalen Design folgte die erfolgreiche Synthese einer fokussierten Substanzbibliothek,
bestehend aus reversiblen und kovalenten Molekiilen (Tozasertib- und BX795-Analoga), die
in der Folge gegentiber TBK1 biochemisch charakterisiert wurden. Dabei konnte die inhibi-
torische Aktivitat der Hit-Struktur (Tozasertib, ICso = 6.22 pM) um mehr als den Faktor 100
gesteigert und mit Verbindung 63i ein reversibler Inhibitor mit Aktivitit im niederen na-
nomolaren Bereich (ICso = 0.06 pM) erzeugt werden. Ansatze zur Generierung kovalent mo-
dulierender Inhibitoren auf der Grundlage des bekannten TBK1- und PDK1-Inhibitors
BX795 fiihrten zu Verbindungen (66, 67), welche die inhibitorische Potenz der Urverbin-
dung nachstellten (ICso = 3-5nM). In vitro Verdrangungsstudien, in Konzentrationsabhan-
gigkeit zu ATP, implizieren jedoch, dass 67 einen reversibel bindenden, kompetitiv ver-
drangbaren Liganden darstellt, wihrend die Ergebnisse fiir das als Racemat eingesetzte
Molekiil 66 keine eindeutige Aussage liber die Art der Wechselwirkung (reversibel vs. kova-
lent) zuliefen. Zelluldre Studien unter Verwendung einer TBK1-abhdngigen Krebszelllinie
(A549) lieferten in ersten Untersuchungen keine Hinweise auf eine Inhibitor-induzierte
antiproliferative Wirkung. Abschlieffend konnten weitere Verbindungen fiir die rationale
Entwicklung selektiver Inhibitoren aus den Resultaten von Durchmusterungsstudien, auf
Grundlage von reprasentativen Substanzbibliotheken der Firmen GSK und Roche, identifi-

ziert werden.

Im Rahmen von Kooperationsprojekten wurden strukturbiologische Studien an Ser/Thr-
Kinasen durchgefiihrt, welche in der Generierung zweier p38a-Komplexkristallstrukturen
resultierten. Dabei zeigten ein Dibenzoxepinon (80) sowie Tetrahydrobenzoannulen (81),
einen Typ-II Bindungsmodus und die Herbeifiihrung des fiir diese Inhibitorklasse charakte-
ristischen Glycin-flip innerhalb der Scharnierregion. Weitere Strukturen im Komplex mit der
Tyr-Kinase cSrc zeigten den Bindungsmodus eines Scharnierregion-bindenden neuartigen
Fragments (76), welches in einer in silico Studie identifiziert wurde, sowie den Typ-I Bin-
dungsmodus eines mehrfach-substituierten, racemischen Pyrazolopyrimidins (77), welches

spezifisch lediglich in der R-konfigurierten Form eine Bindung zum Protein einging.






7 Summary

Both, concepts of rational drug development as well as aspects of chemical-genetic ap-
proaches to dissect the function of proteins within signaling cascades were applied in this

work:

Based on quinazoline-pyrazolourea hybrids the structure based development and synthetic
production of a focused small molecule library with strong inhibitory potency on protein
kinases was achieved. Particular attention has been paid to the derivatization of the
quinazoline 6-position with hydrogen bond acceptors as well as the use of freely rotatable
motifs to overcome gatekeeper resistance mutations. SAR studies revealed an improved
inhibitory effect of 1,4-fused hybrid inhibitors (2f-h) on cSrc wt and T338M (ICso = 1 nM)
according to 14- and 23-fold improvement compared to the mother compound 1b. Structur-
al biology studies revealed the cause for the improved efficacy on a molecular basis. The
extension of the quinazoline core was not crucial for the observed effect. Instead, the coex-
istence of a pyrazole-connected aniline and an obligatory amide at the quinazoline
6-position is mandatory (2f vs. 2h). This result closely correlates to the principle of com-
pensation effects caused by the interplay of enthalpy and entropy. Furthermore, a conserved
inhibitory effect on structurally related and clinically relevant protein kinases such as Abl
and the respective gatekeeper mutated species was illustrated with 2a-d showing the most
significant effect (ICso =40-157 nM and 81-561 nM for Abl wt and T315I respectively).
Likewise 2b-d and 2f-i were very potent on wildtype as well as constitutive active and gate-
keeper mutated (V559D/T670I1) variants of the stem cell factor receptor KIT. Subsequent
studies confirmed the observed effects on a cellular level. 2b reduced the amount of viable
Ber-Abl dependent human CML cells (K562) to 80% at a concentration of 10 uM. In addition
KIT expressing cells GIST-T1 (wildtype KIT) and GIST-T1 T670I (gatekeeper mutated KIT)
derived from solid tumors were reduced in their absolute cell numbers by the majority of
1,4-fused hybrid compounds without exhibiting toxic side effects. Compounds lacking a sub-
stitution at the quinazoline 6-position (2b,d) evoked the most significant antiproliferative
effect (Glso=11-17 nM on GIST-T1 and Glso = 24-28 nM on GIST-T1 T670I) compared to
extended molecules 2f,h (Glso = 208-402 nM and 324-385 nM respectively). Western Blot
analyses confirmed the direct impact of the hybrid compounds on KIT and the downstream
signaling cascade by substantial reduction of pKIT, pAkt and pMAPK in GIST-T1 and GIST-T1
T6701. In further experiments the selectivity profile of different hybrid compounds and

fragments was investigated to dissect the inhibitor parts contributions on selectivity and



136 Summary

affinity to cellular target proteins from K562 lysate. Successive extension of the pyrazolo-
urea motif into the ATP-binding pocket accounts for increased affinity while simultaneously
decreasing the compounds selectivity. An optimal compromise between good selectivity and
low promiscuity coupled with low molecular weight was represented by type III inhibitor

18 with Kp values <1 uM and solely addressing p38a/f3, JNK2, caMLCK and DDR1.

In the scope of chemical genetic approaches for analyzing features of molecular probes in
order to use them in bump and hole experiments the electrophile equipped structures
24-27 showed significant inhibitory activity on the rationally designed mutant variant
Ark1-as3-cys (L166A, E173C; ICso = 1-9 nM). Moreover the direct covalent binding to this
mutant was demonstrated in in vitro systems while the wildtype form remained unaffected.
This confirms the successful rational design of a complementary, artificial protein-ligand
pair for a bump and hole approach in S. pombe. In subsequent studies investigating the re-
lated human Aurora A, novel scaffolds previously unknown as Aurora A inhibitiors, were
identified by activity-based screening of commercially available compound libraries. These
structures showed potential for following optimization studies and their use as chemical

probes to dissect the complex Aurora-related signaling network.

The necessity for chemical genetic approaches to analyze signaling cascades is reflected by
TBK1, a recently proposed oncogene with clinical relevance. Its biological function on a mo-
lecular basis is unclear to a large extend so far. Here we successfully identified novel binders
for the Ser/Thr-kinase by screening compound libraries for effective and unique TBK1 in-
hibitors as starting point for chemical probe design. Adapted from homology models and
complex crystal structures of TBK1 the identified hits were optimized using rational design
approaches. After synthesis of a focused compound library consisting of reversible and co-
valent binders the whole set was biochemically characterized. Compared to the initial hit
compound (Tozasertib, ICso = 6.22 pM) the most potent derivative (63i) exhibited a 100-fold
improved inhibitory activity with an ICso of 0.06 pM. Efforts to generate covalent modulating
inhibitors which are structurally closely related to the known TBK1 and PDK1 inhibitor
BX795 led to 66 and 67. While the inhibitory effect of the original compound was preserved
(ICso = 3-5 nM), in vitro competing experiments with ATP as competitor indicated a reversi-
ble binding mode for 67 whereas the type of interdependency (reversible or covalent) in
case of the racemic compound 66 could not clearly be evaluated. Cellular studies with a
TBK1 dependent KRAS-mutated cancer cell line (A549) did not provide any conclusive evi-

dence for an inhibitor induced antiproliferative effect.
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Within the framework of cooperation projects structural biology studies were performed
using p38a and cSrc. In case of p38a two complex crystal structures with dibenzoxepine 80
and tetrahydrobenzoannulene 81 respectively were generated. Both showed a type Il
binding mode and the characteristic induction of the so called glycine-flip within the hinge
region that ensures selectivity over other kinases. With respect to cSrc the binding mode of
a new, in silico identified hinge-region binding fragment (76) was evaluated. Furthermore
the type I binding mode of 77 (racemic), a highly substituted pyrazolopyrimidine, was dis-
covered. Notably only the R-configured isomer was able to bind inside the catalytic cleft of

cSrc.
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9 Experimenteller Teil

9.1 Organische Synthese

9.1.1 Vorbemerkungen

Die zur Herstellung und Isolierung der Zielverbindungen und Intermediate verwendeten
Chemikalien und Lésungsmittel wurden von den Firmen Acros Organics, Alfa Aesar,
AppliChem, Carl Roth, Fluka, Maybridge, Merck, Sigma-Aldrich oder VWR bezogen und ohne

weitere Reinigung eingesetzt.

NMR-Spektren wurden auf den Spektrometern Bruker DRX 400 (400 MHz fiir 'H- und
101 MHz fiir 13C-Spektren), DRX 500 (500 MHz fiir H- und 126 MHz fiir 13C-Spektren),
DRX 600 (600 MHz fiir 1H- und 151 MHz fiir 13C-Spektren), sowie Varian Mercury 400
(400 MHz fiir 'H- und 101 MHz fiir 13C-Spektren) aufgenommen. Die chemischen Ver-
schiebungen sind jeweils in ppm angegeben und beziehen sich auf die internen Standards
fiir die Losungsmittel Deuterochloroform (CDCl;, 6 =7.26 ppm bzw. § =77.16 ppm) und
Deuterodimethylsulfoxid (DMSO-ds, 6 =2.50 ppm bzw. &=39.52 ppm). Die Kopplungs-
konstanten J sind in Hertz (Hz) angegeben. In den 'H NMR-Spektren auftretende Spin-

multiplizitdten der Protonenkopplungen wurden wie folgt abgekiirzt:

(s) Singulett (bs) breites Singulett
(d) Dublett (dd) Dublett von Dublett
® Triplett (td) Triplett von Dublett
(9) Quartett (m) Multiplett

(sep) Septett

Hochaufgeloste Massenspektren (HRMS) wurden mit dem Spektrometer LTQ Orbitrap

der Firma Thermo Electron Corporation aufgenommen.
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LC-MS-Spektren wurden auf den HPLC Systemen LCQ Advantage MAX (1200er Serie,
Agilent) mit Eclipse XDB-C18-Saule (5 pum, 150 x 1.6 mm, Phenomenex), sowie LCQ Advan-
tage MAX (1100er Serie, Agilent) mit CC125/4 Nucleodur C18 Gravitiy Saule (3 um, Machery

Nagel) aufgenommen.

Die Auswertung von LC-MS- und HRMS-Spektren erfolgte mit Xcalibur™ (Thermo Electron
Corporation, Version 1.4 SR1), die Auswertung von NMR-Spektren mit MestReNova
(Mestrelab Research S.L., Version 6.0.3-5604).

Die Aufbereitung von Rohprodukten per praparativer HPLC erfolgte mittels der Gerate LC-
8A (Shimadzu) mit Nucleodur C18 Gravity Saule (5 um, Machery Nagel) und VP50/21 Vor-
sdule (Machery Nagel), sowie einem Gerdt aus der 1200er Serie der Firma Agilent mit
Chromolith SemiPrep C-18e 100-10 mm Saule (Merck) bzw. mit VP125/21 Nucleodur C18
Gravity Saule (5 um, Machery Nagel) und VP20/16 Nucleodur C18 Gravity Vorsaule (Ma-
chery Nagel).

Sdulenchromatographie erfolgte an Kieselgel der Firma J. T. Baker (Korngrofse 40-60 pm),
analytische Diinnschichtchromatographie auf Kieselgel 60 F2s4 beschichteten Aluminium-
oder Glasplatten der Firma Merck. Bei der Durchfiihrung letzterer wurden die Produkte und
Nebenprodukte mittels UV-Licht (A = 254 nm bzw. 366 nm) oder durch Anfirbereagenzien

(Anisaldehyd, Ninhydrin, Kaliumpermanganat oder Phosphomolybdénsdure) visualisiert.

Samtliche Oxidations- sowie Hydrolyse-empfindlichen Reaktionen wurden unter Argon-

Atmosphére in sorgfaltig ausgeheizten Glasapparaturen durchgefiihrt.
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9.1.2 Herstellung von Hybridinhibitoren und Fragmenten

9.1.2.1 Darstellung von 3-(tert-Butyl)-1-(3-nitrophenyl)-1H-pyrazol-5-amin
Hydrochlorid (7)

Einer Losung aus m-Nitrophenylhydrazin Hydrochlorid (2.00 g, 10.6 mmol) und Pivaloyl-
acetonitril (1.53 g, 11.9 mmol) in abs. EtOH (22 mL) wurde konzentrierte HCI (3 mL) zuge-
geben und diese fiir 12 h bei 90 °C geriihrt. Das Prazipitat wurde abfiltriert, im Vakuum ge-
trocknet und aus Hexan umkristallisiert. Es wurden 2.94 g (9.91 mmol, 94%) des gewiinsch-

ten Produkts als weifée Kristalle erhalten.

1H NMR (400 MHz, CDCls) 6 8.45 (t, ] = 2.1 Hz, 1H), 8.09 (m, 2H), 7.73 (t, ] = 8.2 Hz, 1H), 5.48
(bs, 2H), 5.47 (s, 1H), 1.23 (s, 9H); 13C NMR (101 MHz, CDCls) § 162.12, 148.09, 147.96,
140.59, 130.48, 127.70, 119.59, 115.99, 88.22, 31.93, 30.03. HRMS (ESI-MS) berechnet:
261.13460 fiir C13H17N402 [M + H+]. Gefunden: 261.13456.

9.1.2.2 Darstellung von 2,2,2-Trichlorethyl (3-(tert-butyl)-1-(3-nitrophenyl)-
1H-pyrazol-5-yl)carbamat (8)

N
N NJ\O/\CCIg
Q-
NO,

Zu einer Suspension aus 7 (2.94 g, 11.3 mmol) in EtOAc (20 mL) und H;0 (6 mL) wurde bei
0°C NaOH (1.13 g, 28.3 mmol) gegeben und die resultierende Reaktionsmischung fiir
30 min gerthrt. Darauf folgend wurde 2,2,2-Trichlorethylchlorformiat (2.28 mL, 17.0 mmol)
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zugetropft. Nach weiteren 30 min wurde die Reaktionslésung auf RT erwarmt und fiir wei-
tere 3 h umgesetzt. Der anschlieféenden Phasentrennung folgte die Extraktion der wassrigen
Phase mit EtOAc (3 x 25 mL). Die vereinigten organischen Phasen wurden mit ges. NaCl-
Losung gewaschen, liber Na,S04 getrocknet und im Vakuum eingeengt. Sdulenchromatogra-
phie an Kieselgel (20% EtOAc/PE) lieferte 4.79 g (11.0 mmol, 97%) des gewiinschten Pro-

dukts als braunes Harz.

1H NMR (400 MHz, CDCl3) 6 8.37 (s, 1H), 8.17 (dd, /= 8.1, 1.2 Hz, 1H), 7.88 (dd, /= 8.1 Hz,
1H), 7.60 - 7.65 (m, 1H), 6.35 (s, 1H), 4.76 (s, 2H), 3.08 (s, 1H), 1.33 (s, 9H); 13C NMR
(101 MHz, CDCl3) 6 163.56, 148.76, 139.44, 134.81, 130.48, 130.00, 122.31, 119.29, 99.55,
94.84, 76.32, 75.14, 32.72, 30.28. HRMS (ESI-MS) berechnet: 435.03881 und 437.03586 fiir
C16H1835Cl3N404 und C16H1g37CI3N404 [M + H+]. Gefunden: 435.03874 und 437.03519.

9.1.2.3 Darstellung von 1-(3-(tert-Butyl)-1-(3-nitrophenyl)-1H-pyrazol-5-yl)-
3-methylharnstoff (4a)

Eine Suspension aus 8 (100 mg, 0.23 mmol), Methylamin Hydrochlorid (155 mg, 230 mmol)
und DIPEA (393 pL) in DMSO wurde fiir 5h bei RT umgesetzt. Nach Zugabe von ges.
NaHCOs-Lsg. wurde die wassrige Phase mit EtOAc (5 x 15 mL) extrahiert. Die vereinigten
organischen Phasen wurden iiber Na;SO4 getrocknet und das Losungsmittel im Vakuum
entfernt. Sadulenchromatographie an Kieselgel (0.5% MeOH/DCM) lieferte 59 mg
(0.19 mmol, 83%) des gewiinschten Produkts als hell-gelben Feststoff.

1H NMR (400 MHz, DMSO-ds) 6 8.39 (s, 1H), 8.32 (t, /= 2.1 Hz, 1H), 8.19 (ddd, /=8.2, 2.2,
0.8 Hz, 1H), 8.00 (ddd, J=8.0, 1.9, 0.8 Hz, 1H), 7.78 (t, /= 8.2 Hz, 1H), 6.40 - 6.33 (m, 1H),
6.29 (s, 1H), 2.58 (d, / = 4.6 Hz, 3H), 1.28 (s, 9H); 3C NMR (101 MHz, DMSO0-d¢) 6 161.75,
155.33, 148.03, 139.84, 138.45, 130.65, 129.21, 121.06, 117.46, 98.23, 32.13, 30.03, 26.41.
HRMS (ESI-MS) berechnet: 318.15607 fiir C15sH20Ns03 [M + H*]. Gefunden: 318.15611.
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9.1.2.4 Darstellung von 1-(1-(3-Aminophenyl)-3-(tert-butyl)-1H-pyrazol-5-
yl)-3-methylharnstoff (4b)

Eine Losung aus 4a (104 mg, 0.33 mmol) und Ammoniumformiat (124 mg, 1.97 mmol) in
EtOH (7 mL) wurde mit 5% Pd/C (70 mg, 33 umol) versetzt und die Suspension fiir 1 h auf
90 °C erhitzt. Nach Abkiihlen des Reaktionsgemisches auf RT und Filtration iiber Kieselgur
wurde das Losungsmittel im Vakuum entfernt. Sdulenchromatographie an Kieselgel

(2% MeOH/DCM) lieferte 67 mg (0.23 mmol, 70%) eines weifden Feststoffs.

1H NMR (400 MHz, DMSO-ds) & 8.09 (s, 1H), 7.10 (t, J = 7.9 Hz, 1H), 6.66 (t, ]/ = 1.9 Hz, 1H),
6.60 - 6.52 (m, 2H), 6.43 (q, ] = 4.1 Hz, 1H), 6.22 (s, 1H), 5.36 (s, 2H), 2.61 (d, ] = 4.6 Hz, 3H),
1.25 (s, 9H); 13C NMR (101 MHz, DMSO-ds) & 159.99, 154.75, 149.62, 139.31, 137.83, 129.32,
112.63,111.21, 109.77, 94.01, 31.94, 30.27, 26.21. HRMS (ESI-MS) berechnet: 288.18189 fiir
C15sH22NsO [M + H*]. Gefunden: 288.18188.

9.1.2.5 Allgemeine Arbeitsanweisung zur Darstellung von N-Boc-
aminophenyl-3-(3-tert-butyl-1-(3-nitrophenyl)-1H-pyrazol-5-
yl)harnstoffen (9, 10)

Eine Losung aus N-Boc-phenylendiamin in abs. DMSO wurde mit DIPEA versetzt, fiir 5 min
bei RT geriihrt und nach Zugabe von 8 fiir 24 h bei 60 °C umgesetzt. Darauf folgend wurde
das Reaktionsgemisch auf RT abgekiihlt, mit ges. NaHCOs-Lsg. versetzt und mit EtOAc
(3 x 20 mL) extrahiert. Die kombinierten organischen Phasen wurden tiber Na;SO4 getrock-
net, das Losungsmittel im Vakuum konzentriert und das resultierende Rohprodukt per Sau-

lenchromatographie an Kieselgel aufbereitet.



146 Experimenteller Teil

9.1.2.6 Darstellung von tert-Butyl (4-(3-(3-(tert-butyl)-1-(3-nitrophenyl)-1H-
pyrazol-5-yl)ureido)phenyl)carbamat (9)

9 wurde entsprechend der allgemeinen Arbeitsanweisung 9.1.2.5 unter Verwendung von
tert-Butyl 4-aminophenylcarbamat (1.43 g, 6.88 mmol), DMSO (25 mL), DIPEA (2.36 mL,
13.8 mmol) und 8 (3.00 g, 6.88 mmol) hergestellt. Das Rohprodukt wurde durch Saulen-
chromatographie an Kieselgel (20-50% EtOAc/PE) aufbereitet und lieferte 2.07 g
(4.19 mmol, 61%) des gewiinschten Produkts als hell-gelben Feststoff.

1H NMR (400 MHz, DMSO-ds) 6 8.23 (s, 1H), 7.98 (d, /=8.0 Hz, 1H), 7.80 (s, 2H), 7.72 (d,
J=7.7 Hz, 1H), 7.44 - 7.40 (m, 1H), 7.10 (d, J = 8.4 Hz, 2H), 6.99 (d, /] = 8.6 Hz, 2H), 6.58 (s,
1H), 6.38 (s, 1H), 1.45 (s, 9H), 1.28 (s, 9H); 13C NMR (101 MHz, DMSO0-ds) 6 163.56, 151.93,
148.79, 139.40, 134.82, 130.51, 130.02, 122.36, 119.33, 99.55, 94.83, 76.35, 75.17, 60.73,
32.74, 30.29, 26.26, 21.24, 14.32. HRMS (ESI-MS): berechnet: 495.23504 fiir CzsH31NeO3
[M + H*]. Gefunden: 495.23445.
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9.1.2.7 Darstellung von tert-Butyl (3-(3-(3-(tert-butyl)-1-(3-nitrophenyl)-1H-
pyrazol-5-yl)ureido)phenyl)carbamat (10)

N™ "N °N NHBoc
% H H

NO,

10 wurde entsprechend der allgemeinen Arbeitsanweisung 9.1.2.5 unter Verwendung von
tert-Butyl 3-aminophenylcarbamat (300 mg, 0.69 mmol), DMSO (3 mL), DIPEA (236 mL,
1.38 mmol) und 8 (144 mg, 0.69 mmol) hergestellt. Das Rohprodukt wurde durch Saulen-
chromatographie an Kieselgel (0-0.5% MeOH/DCM) aufbereitet und lieferte 276 mg
(0.56 mmol, 81%) des gewiinschten Produkts als hell-gelben Feststoff.

1H NMR (400 MHz, DMSO0-ds) 6 9.32 (s, 1H), 9.05 (s, 1H), 8.46 (s, 1H), 8.36 (t,/ = 2.1 Hz, 1H),
8.22 (dd, J=8.2, 1.5 Hz, 1H), 8.08 - 8.02 (m, 1H), 7.81 (t, /= 8.2 Hz, 1H), 7.57 (s, 1H), 7.11
(dd, J=7.7, 4.5 Hz, 2H), 7.00 - 6.95 (m, 1H), 6.42 (s, 1H), 1.46 (s, 9H), 1.30 (s, 9H); 13C NMR
(101 MHz, DMSO-ds) 6 161.94, 152.70, 151.74, 148.14, 139.97, 139.61, 139.59, 137.80,
130.83, 129.57, 128.92, 121.42, 117.97, 112.28, 112.03, 108.07, 97.59, 79.01, 32.19, 30.07,
28.14. HRMS (ESI-MS): berechnet: 495.23504 fiir C;sH31N¢O3 [M + H+*]. Gefunden:
495.23443.

9.1.2.8 Allgemeine Arbeitsanweisung zur Darstellung von Aminophenyl-3-
(3-tert-butyl-1-(3-nitrophenyl)-1H-pyrazol-5-yl)harnstoff Hydro-
chloriden (11, 12)

Verbindung 9 bzw. 10 wurde fiir ca. 45 min bei RT mit 4 M HCI in Dioxan behandelt und im

Anschluss daran die fliichtigen Bestandteile des Reaktionsgemisches im Vakuum entfernt.

Die generierten Produkte wurden ohne weitere Reinigung weiterverwendet.
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9.1.2.9 Darstellung von 1-(4-Aminophenyl)-3-(3-(tert-butyl)-1-(3-
nitrophenyl)-1H-pyrazol-5-yl)harnstoff Hydrochlorid (11)

NO,

85 mg (197 pumol, 99%) 11 als beiger Feststoff wurden gemafd der allgemeinen Arbeits-
anweisung 9.1.2.8 unter Verwendung von 9 (100 mg, 200 umol) und 4 M HCl in Dioxan
(3 mL) hergestellt.

1H NMR (400 MHz, DMSO-ds) 6 10.21 (s, 2H), 9.86 (s, 1H), 9.16 (s, 1H), 8.36 (s, 1H), 8.20 (d,
J=8.1Hz, 1H), 8.07 (d, /= 8.1 Hz, 1H), 7.80 - 7.76 (m, 1H), 7.50 (d, ] = 8.8 Hz, 2H), 7.29 (d,
J=8.7 Hz, 2H), 6.41 (s, 1H), 1.30 (s, 9H); 3C NMR (101 MHz, DMSO-ds) 6 161.93, 152.27,
148.12, 139.56, 139.38, 137.54, 130.81, 129.44, 125.21, 123.84, 121.38, 118.88, 117.86,
98.24, 32.20, 30.05. HRMS (ESI-MS): berechnet: 395.18262 fiir C20H23N¢O3 [M + H*]. Gefun-
den: 395.18221.

9.1.2.10 Darstellung von 1-(3-Aminophenyl)-3-(3-(tert-butyl)-1-(3-
nitrophenyl)-1H-pyrazol-5-yl)harnstoff Hydrochlorid (12)

NO,

98 mg (228 pmol, 99%) 12 als beiger Feststoff wurden gemafd der allgemeinen Arbeits-
anweisung 9.1.2.8 unter Verwendung von 10 (113 mg, 230 pmol) und 4 M HCl in Dioxan
(5 mL) hergestellt.
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1H NMR (400 MHz, DMSO-ds) 6 10.27 (s, 2H), 10.00 (s, 1H), 9.19 (s, 1H), 8.36 (s, 1H), 8.20
(dd, J=8.2, 1.3 Hz, 1H), 8.07 (dd, J=8.1, 1.0 Hz, 1H), 7.78 (t, J = 8.2 Hz, 1H), 7.62 (s, 1H),
7.40 - 7.31 (m, 2H), 6.97 (dd, J=6.5, 2.1 Hz, 1H), 6.41 (s, 1H), 1.30 (s, 9H); 13C NMR
(101 MHz, DMSO-ds) 6 161.97, 152.20, 148.15, 140.71, 139.58, 137.45, 132.05, 130.85,
130.17,129.40,121.41,117.86,117.43,116.57, 112.52, 98.26, 32.22, 30.07. HRMS (ESI-MS):
berechnet: 395.18262 fiir C20H23Ns03 [M + H*]. Gefunden: 395.18182.

9.1.2.11 Darstellung von 4-Chlorchinazolin (82)

Cl
SN

In einer sorgfiltig ausgeheizten Glasapparatur unter Ar-Schutzatmosphare wurde Chinazo-
lin-4-ol (145 mg, 0.99 mmol) vorgelegt und sukzessive SOCl, (5 mL) sowie katalytische
Mengen an DMF zugefiigt. Die entstandene Suspension wurde fiir 2 h bei 80 °C unter Riick-
flusskithlung gertihrt und anschlieflend im Vakuum eingeengt. Der Riickstand wurde am

Hochvakuum getrocknet und ohne weitere Aufbereitung in den Folgereaktionen verwendet.

1H NMR (400 MHz, DMSO-ds) § 9.31 - 9.25 (m, 1H), 8.20 (td, J = 8.0, 0.9 Hz, 1H), 8.04 - 7.92
(m, 2H), 7.75 - 7.69 (m, 1H); 13C NMR (101 MHz, DMSO0-ds) 6 159.09, 149.01, 148.96, 136.10,
128.95, 126.87, 126.78, 121.13. HRMS (ESI-MS): berechnet: 165.02140 fiir CsHsCIN:
[M + H+]. Gefunden: nicht detektierbar.

9.1.2.12 Allgemeine Arbeitsanweisung zur Darstellung von 1,3- und 1,4-

verkniipften, Nitro-substituierten Hybridverbindungen (2b, 3a)

Eine Suspension aus 11 bzw. 12 und frisch hergestelltem 4-Chlorchinazolin (82) in iPrOH
wurde fiir 3 h bei 75°C geriihrt. Die Reaktionslésung wurde auf RT abgekiihlt, mit ges.
NaHCOs-Lsg. versetzt und die wassrige Phase mit EtOAc (4 x 20 mL) extrahiert. Die verei-
nigten organischen Phasen wurden iiber Na,SO4 getrocknet und das Losungsmittel im Va-
kuum entfernt. Abschlief;end wurde das Rohprodukt durch Sdulenchromatographie an Kie-

selgel gereinigt.
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9.1.2.13 Darstellung von 1-(3-(tert-Butyl)-1-(3-nitrophenyl)-1H-pyrazol-5-yl)-
3-(4-(chinazolin-4-ylamino)phenyl)harnstoff (2b)

O,N

e
QTK
HN
e
N

2b wurde entsprechend der allgemeinen Arbeitsanweisung 9.1.2.12 unter Verwendung von
11 (137 mg, 0.32 mmol), 4-Chlorchinazolin (116 mg, 0.70 mmol) und PrOH (6 mL) herge-
stellt. Sdulenchromatographie an Kieselgel (2-4% MeOH/DCM) lieferte 80 mg (0.15 mmol,

47%) des gewiinschten Produkts als weifsen Feststoff.

1H NMR (400 MHz, DMSO0-ds) 6 9.75 (s, 1H), 9.06 (s, 1H), 8.58 (s, 1H), 8.56 - 8.50 (m, 2H),
8.40 (t, J=2.1Hz 1H), 8.23 (ddd, J=8.3, 2.2, 0.7 Hz, 1H), 8.11 - 8.04 (m, 1H), 7.84 (dt,
J=14.9,4.5 Hz, 2H), 7.77 (d, ] = 8.0 Hz, 1H), 7.72 (d, ] = 8.9 Hz, 2H), 7.66 - 7.59 (m, 1H), 7.43
(d, /=8.9 Hz, 2H), 6.44 (s, 1H), 1.31 (s, 9H); 13C NMR (101 MHz, DMSO-ds) 6 161.89, 157.73,
154.59, 152.07, 149.57, 148.12, 139.68, 137.80, 135.32, 133.59, 132.90, 130.81, 129.53,
127.73, 126.12, 123.28, 122.91, 121.37, 118.56, 117.85, 115.10, 98.02, 32.18, 30.06. HRMS
(ESI-MS): berechnet: 523.22006 fiir C2sH27Ng03 [M + H+]. Gefunden: 523.21936.

9.1.2.14 Darstellung von 1-(3-(tert-Butyl)-1-(3-nitrophenyl)-1H-pyrazol-5-yl)-
3-(3-(chinazolin-4-ylamino)phenyl)harnstoff (3a)

@JLJ'\/?L
e &
\N)

3a wurde entsprechend der allgemeinen Arbeitsanweisung 9.1.2.12 unter Verwendung von

O,N

12 (134 mg, 0.31 mmol), 4-Chlorchinazolin (130 mg, 0.79 mmol) und PrOH (6 mL)
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hergestellt. Sdulenchromatographie an Kieselgel (1-2% MeOH/DCM) lieferte 106 mg
(0.20 mmol, 65%) des gewiinschten Produkts als hell-gelben Feststoff.

1H NMR (400 MHz, DMSO0-d¢) 6 9.79 (s, 1H), 9.15 (s, 1H), 8.59 (t, /=8.7 Hz, 3H), 8.39 (t,
J=2.0 Hz, 1H), 8.23 (dd, J = 8.2, 1.5 Hz, 1H), 8.07 (dd, /= 8.1, 1.1 Hz, 1H), 7.99 (s, 1H), 7.89 -
7.76 (m, 3H), 7.67 - 7.60 (m, 1H), 7.49 (d, /= 7.9 Hz, 1H), 7.31 - 7.20 (m, 2H), 6.44 (s, 1H),
1.30 (s, 9H); 13C NMR (101 MHz, DMSO-ds) 6 161.92, 157.78, 154.42, 151.91, 149.62, 148.14,
139.64, 139.55, 139.41, 137.77, 133.04, 130.83, 129.57, 128.72, 127.77, 126.27, 123.08,
121.41, 117.95, 116.55, 115.19, 113.88, 112.44, 97.75, 32.19, 30.06. HRMS (ESI-MS): be-
rechnet: 523.22006 fiir C2gH27Ng03 [M + H*]. Gefunden: 523.21933.

9.1.2.15 Allgemeine Arbeitsanweisung zur Darstellung von 1,3- und 1,4-

verkniipften, Amino-substituierten Hybridverbindungen (2d, 3b)

Eine Suspension aus 2b bzw. 3a und SnCl; in EtOH wurde fiir 1.5-3 h bei 70 °C umgesetzt.
Nach Einengen der Reaktionsmischung im Vakuum wurde H»0 zugefiigt und mit EtOAc
(7 x 30 mL) extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden tiber Na,SO4 getrocknet,
im Vakuum konzentriert und das Rohprodukt durch Sdulenchromatographie an Kieselgel

gereinigt.

9.1.2.16 Darstellung von 1-(1-(3-Aminophenyl)-3-(tert-butyl)-1H-pyrazol-5-
yl)-3-(4-(chinazolin-4-ylamino)phenyl)harnstoff (2d)

H,N

s

IO By
HN
o4
\NJ

2d wurde entsprechend der allgemeinen Arbeitsanweisung 9.1.2.15 und unter Verwendung
von 2b (84 mg, 0.16 mmol), SnCl; (61 mg, 0.32 mmol) und EtOH (7 mL) hergestellt. Sdulen-
chromatographie an Kieselgel (1-4% MeOH/DCM) lieferte 47 mg (0.10 mmol, 63%) des

gewlinschten Produkts als gelben Feststoff.
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H NMR (400 MHz, DMSO-ds) 6 9.77 (s, 1H), 9.14 (s, 1H), 8.57 - 8.51 (m, 2H), 8.36 (s, 1H),
7.85 (t,/=7.6 Hz, 1H), 7.77 (d, J=8.2 Hz, 1H), 7.73 (d, ] = 8.9 Hz, 2H), 7.65 - 7.59 (m, 1H),
7.45 (d, J=8.9 Hz, 2H), 7.16 (t, ] = 7.9 Hz, 1H), 6.69 (t, /= 1.9 Hz, 1H), 6.64 - 6.57 (m, 2H),
6.37 (s, 1H), 5.46 (s, 2H), 1.27 (s, 9H); 13C NMR (101 MHz, DMSO-ds) & 160.20, 157.74,
154.57, 151.21, 149.79, 149.44, 139.05, 137.18, 135.57, 133.34, 132.95, 129.55, 127.63,
126.17, 123.37, 122.94, 118.12, 115.09, 112.95, 111.47, 110.01, 93.47, 32.00, 30.28. HRMS
(ESI-MS): berechnet: 493.24588 fiir C28H29NgO [M + H*]. Gefunden: 439.24541.

9.1.2.17 Darstellung von 1-(1-(3-Aminophenyl)-3-(tert-butyl)-1H-pyrazol-5-
yl)-3-(3-(chinazolin-4-ylamino)phenyl)harnstoff (3b)

J/\:L)LJL/?L

HN N” "N~ °N
H H

I @

\N)

3b wurde entsprechend der allgemeinen Arbeitsanweisung 9.1.2.15 und unter Verwendung
von 3a (145 mg, 0.28 mmol), SnCl; (156 mg, 0.82 mmol) und EtOH (10 mL) hergestellt. Sau-
lenchromatographie an Kieselgel (1-4% MeOH/DCM) lieferte 82 mg (0.17 mmol, 61%) des

H,N

gewlinschten Produkts als weif3en Feststoff.

1H NMR (400 MHz, DMSO-ds) 6 9.80 (s, 1H), 9.21 (s, 1H), 8.61 - 8.57 (m, 2H), 8.39 (s, 1H),
8.03 (s, 1H), 7.87 (t, /= 7.6 Hz, 1H), 7.79 (d, /] = 8.1 Hz, 1H), 7.64 (t, /= 7.6 Hz, 1H), 7.50 (d,
J=7.8Hz, 1H), 7.29 (t, ] = 8.0 Hz, 1H), 7.23 (d, ] = 8.3 Hz, 1H), 7.16 (t, /] = 7.9 Hz, 1H), 6.69 (t,
J=19Hz, 1H), 6.63 - 6.58 (m, 2H), 6.37 (s, 1H), 545 (s, 2H), 1.26 (s, 9H); 3C NMR
(101 MHz, DMSO-ds) 6 160.21, 157.78, 154.42, 151.10, 149.80, 149.60, 139.59, 139.57,
139.02, 137.13, 133.05, 129.58, 128.75, 127.75, 126.27, 123.09, 116.29, 115.20, 113.52,
112.97, 112.05, 111.50, 110.02, 93.34, 31.99, 30.27. HRMS (ESI-MS): berechnet: 493.24588
fiir C28H20NgO [M + H*]. Gefunden: 439.24543.
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9.1.2.18 Darstellung von 1-(4-Aminophenyl)-3-(4-chlor-3-(trifluormethyl)-
phenyl)harnstoff Hydrochlorid (14)

B} H H
fegtes
HaN © cl

Zu einer Losung von 1-Chlor-4-isocyanato-2-(trifluormethyl)benzol (200 mg, 0.9 mmol) in
DCM (25 mL) wurde bei RT tert-Butyl-(4-aminophenyl)carbamat (187 mg, 0.9 mmol) gege-
ben und fiir 30 min geriihrt. Das Prazipitat wurde abfiltriert und anschlieffend mit DCM
(100 mL) gewaschen. 350 mg (0.81 mmol, 90%) des gewiinschten Intermediats tert-Butyl-
(4-(3-(4-chlor-3-(trifluormethyl)phenyl)ureido)phenyl)carbamat wurden als weif3er Fest-

stoff isoliert.

1H NMR (400 MHz, DMSO-ds) 6 9.23 (s, 1H), 9.07 (s, 1H), 8.68 (s, 1H), 8.10 (d,/ = 1.7 Hz, 1H),
7.67 - 7.53 (m, 2H), 7.34 (q, / = 8.9 Hz, 4H), 1.46 (s, 9H); 13C NMR (101 MHz, DMSO-ds) &
152.86, 152.46, 139.52, 134.38, 133.56, 131.98, 126.67 (¥Jcr=30.7 Hz), 122.94, 122.85
(3Jcr=273.1 Hz), 122.05, 119.32, 118.70, 116.62 (Ycr= 6.0 Hz), 78.82, 28.18. HRMS (ESI-
MS): berechnet: 430.11398 und 432.11103 fiir Ci9H2035CIF3N303 und Ci9H2037ClF3N303
[M + H+]. Gefunden: 430.11422 und 432.11113.

Das Zwischenprodukt (318 mg, 0.74 mmol) wurde durch Behandlung mit 4 M HCl in Dioxan
(6 mL) fiir 8 h bei RT zu Verbindung 14 umgesetzt. Nach Evaporation des Losungsmittels
konnten 269 mg (0.735 mmol, 99%) eines beigen Feststoffs erhalten werden.

1H NMR (400 MHz, DMSO-ds) 6 10.14 (s, 2H), 9.95 (s, 1H), 9.65 (s, 1H), 8.10 (d, J = 2.0 Hz,
1H), 7.65 - 7.55 (m, 4H), 7.32 (d, ] = 8.8 Hz, 2H); 13C NMR (101 MHz, DMSO-ds) 6 152.53,
139.34, 132.07, 126.79 (¥cr = 30.5 Hz), 125.28, 123.84, 122.83 (Ycr = 273.1 Hz), 122.74,
122.31, 122.29, 119.08, 116.42 (3Jcr = 5.6 Hz). HRMS (ESI-MS): berechnet: 330.06155 und
332.25860 fiir C14H1235CIFsNsO und Ci4H1237CIFsN3O [M + H]. Gefunden: 330.06146 und
332.05837.
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9.1.2.19 Darstellung von 1-(4-Chlor-3-(trifluormethyl)phenyl)-3-(4-((6-nitro-
chinazolin-4-yl)amino)phenyl)harnstoff (5a)

H H
oyac
HN © Cl
|
\N)

Zu einer Losung von 14 (300 mg, 0.82 mmol) in 'PrOH (10 mL) wurde frisch hergestelltes
4-Chlor-6-Nitrochinazolin (187 mg, 0.89 mmol) gegeben und die entstandene Reaktionsmi-
schung fiir 3 h bei 75 °C geriihrt. Nach Filtration wurde das Prazipitat mit H,0 und geringen
Mengen an ‘PrOH gewaschen. Im Anschluss wurde der Filterkuchen in DCM (100 mL) auf-
genommen und mit ges. NaHCO3-Losung versetzt. Die wassrige Phase wurde mit DCM ex-
trahiert (5 x 50 mL), tiber Na,SO4 getrocknet und die vereinigten organischen Phasen im
Vakuum konzentriert. Der Riickstand wurde in EtOAc suspendiert und fiir 1 h unter Riick-
fluss (70 °C) geriihrt. Nach Filtration der Suspension und Waschen mit EtOAc konnten

287 mg (0.57 mmol, 70%) des gewlinschten Produkts als oranger Feststoff isoliert werden.

1H NMR (400 MHz, DMSO-ds) 6 10.44 (s, 1H), 9.65 (s, 1H), 9.19 (s, 1H), 8.92 (s, 1H), 8.68 (s,
1H), 8.55 (dd, J = 9.1, 2.0 Hz, 1H), 8.14 (s, 1H), 7.92 (d,/ = 9.2 Hz, 1H), 7.75 (d, ] = 8.7 Hz, 2H),
7.64 (q, J= 9.2 Hz, 2H), 7.53 (d, J=8.7 Hz, 2H); 3C NMR (101 MHz, DMSO-ds) 6 158.78,
157.90, 153.16, 152.54, 144.47, 139.49, 136.01, 13291, 132.07, 129.44, 126.79
(¥Jcr=30.4 Hz), 123.75, 123.09, 122.93 (Ycr=273.0 Hz), 122.34, 122.33, 120.87, 118.85,
116.79 (3Jcr=5.7 Hz), 114.43. HRMS (ESI-MS): berechnet: 503.08408 fiir C2;H15CIF3N6O3
[M + H+]. Gefunden: 503.08341.
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9.1.2.20 Darstellung von 1-(4-((6-Aminochinazolin-4-yl)amino)phenyl)-3-(4-
chlor-3-(trifluormethyl)phenyl)harnstoff (5b)

Zu einer Losung von 5a (204 mg, 0.41 mmol) in EtOH (38 mL) wurde SnCl; (365 mg,
1.92 mmol) gegeben und die Reaktionsmischung fiir 1 h bei 70 °C geriihrt. Nach Einengen
der Losung im Vakuum wurde der verbleibende Riickstand in EtOAc aufgenommen und mit
ges. NaHCO3-Losung versetzt. Die wéssrige Phase wurde mit EtOAc (10 x 40 mL) extrahiert,
die vereinigten organischen Phasen iiber Na;SO4 getrocknet und die fliichtigen Bestandteile
im Vakuum entfernt. Anschlief}end wurde das Rohprodukt durch Saulenchromatographie
an Kieselgel (1-10% MeOH/DCM), gefolgt von Umbkristallisation aus DCM aufgereinigt. Der
verbleibende Feststoff wurde darauffolgend in ‘PrOH geldst, filtriert und das Filtrat im Va-
kuum eingeengt. Es wurden 30 mg (0.06 mmol, 15%) des gewiinschten Produkts als gelb-

griiner Feststoff erhalten.

1H NMR (500 MHz, DMSO0-ds) 6 9.27 (s, 1H), 9.14 (s, 1H), 8.79 (s, 1H), 8.28 (s, 1H), 8.12 (d,
J=2.3Hz, 1H), 7.75 (d, ] = 8.9 Hz, 2H), 7.64 (dd, /= 8.8, 2.3 Hz, 1H), 7.61 (d, ] = 8.8 Hz, 1H),
7.51 (d, J=8.8Hz, 1H), 7.45 (d, /=89 Hz, 2H), 7.35 (d, /= 2.1 Hz, 1H), 7.23 (dd, /=8.8,
2.2 Hz, 1H), 5.52 (s, 2H); 3C NMR (126 MHz, DMSO-ds) 6 156.02, 152.43, 149.93, 147.08,
142.40, 139.47, 134.59, 134.38, 131.94, 128.52, 126.67 (¥Jcr=30.5Hz), 123.39, 122.91,
122.81 (Ycr=273.1Hz), 122.51, 122.08, 122.06, 118.85, 116.62 (3Jcr=5.6 Hz), 101.12.
HRMS (ESI-MS): berechnet: 473.10990 fiir C22H17CIF3N6O [M + H*]. Gefunden: 473.10945.
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9.1.2.21 Darstellung von 4-(2-Morpholinoethoxy)naphthalen-1-amin Dihyd-
rochlorid (22)

(\N/\/o ‘ 2 Hel

™

Eine Losung aus tert-Butyl-(4-hydroxynaphthalen-1-yl)carbamat (525 mg, 2.03 mmol) in
MeCN (15 mL) wurde mit 4-(2-Chlorethyl)morpholin Hydrochlorid (465 mg, 1.53mmol)
und K,CO3 (1.24 g, 8.97 mmol) versetzt und die entstandene Suspension fiir 3 h unter Riih-
ren auf 80 °C erhitzt. Nach Abkiihlen auf RT erfolgte die Entfernung des Losungsmittels im
Vakuum. Anschliefend wurden H,O und EtOAc (1:1, 50 mL) zugegeben und die wassrige
Phase mit EtOAc (3 x 25 mL) extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden iiber
Na,S04 getrocknet und das Losungsmittel evaporiert. Sdulenchromatographie an Kieselgel
(80-90% EtOAc/PE) lieferte 500 mg (1.34 mmol, 66%) des gewiinschten Intermediats (21)
tert-Butyl (4-(2-morpholinoethoxy)naphthalen-1-yl)carbamat als weifden Feststoff.

1HNMR (400 MHz, DMSO-ds) & 8.94 (s, 1H), 8.23 - 8.13 (m, 1H), 7.98 - 7.86 (m, 1H),
7.63 - 7.45 (m, 2H), 7.34 (d, J = 8.2 Hz, 1H), 6.94 (d, ] = 8.3 Hz, 1H), 4.26 (t, ] = 5.6 Hz, 2H),
3.62 - 3.56 (m, 4H), 2.85 (t, ] = 5.6 Hz, 2H), 2.58 - 2.52 (m, 4H), 1.47 (s, 9H).

21 (500 mg, 1.34 mmol) wurde durch Behandlung mit 4 M HCl in Dioxan (6 mL) fiir 1 h bei
RT zu Verbindung 22 umgesetzt. Nach Evaporation des Losungsmittels konnten 463 mg

(1.34 mmol, quant.) eines weifden Feststoffs erhalten werden.

1H NMR (400 MHz, DMSO0) 6 10.78 (s, 2H), 8.41 (d, /= 8.2 Hz, 1H), 8.04 (d, / = 8.4 Hz, 1H),
7.72 (dd, J=11.3, 4.0 Hz, 1H), 7.69 - 7.61 (m, 2H), 7.07 (d, J = 8.3 Hz, 1H), 4.71 - 4.58 (m,
2H), 3.94 (d, J=19.8 Hz, 4H), 3.75 - 3.69 (m, 2H), 3.56 (s, 1H), 3.54 (d, /= 18.3 Hz, 3H);
13C NMR (101 MHz, DMSO) 6 152.76, 127.54,127.45,126.61, 125.12,122.60, 122.03, 120.72,
104.66, 66.36, 63.20, 62.88, 54.72, 51.51. HRMS (ESI-MS): berechnet: 273.15975 fiir
C16H21N202 [M + H+*]. Gefunden: 273.15995.
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9.1.2.22 Darstellung von 1-(3-(tert-Butyl)-1-(3-nitrophenyl)-1H-pyrazol-5-yl)-
3-(4-(2-morpholinoethoxy)naphthalen-1-yl)harnstoff (23)

o)
N

Eine Losung aus 22 (200 mg, 0.46 mmol) und DIPEA (315 pL, 1.84 mmol) in DMSO (10 mL)
wurde fiir 10 min bei RT geriihrt. Nach Zugabe von 8 (159 mg, 0.46 mmol) in DMSO (1 mL)

O,

wurde die Reaktionsmischung fiir 9 h bei 60 °C geriihrt. AnschliefSend wurde der auf RT
abgekiihlte Ansatz mit ges. NaHCO3-Lsg. versetzt und mit EtOAc (4 x 25 mL) extrahiert. Die
kombinierten organischen Phasen wurden iiber Na;SO4 getrocknet und im Vakuum einge-
engt. Sdulenchromatographie an Kieselgel (0-2% MeOH/DCM) lieferte 232 mg (0.42 mmol,

91%) der gewlinschten Verbindung als braunes Harz.

1H NMR (400 MHz, DMSO-ds) 6 8.77 (s, 1H), 8.75 (s, 1H), 8.44 (t, ] = 1.9 Hz, 1H), 8.23 (dd,
J=8.2,1.4 Hz, 1H), 8.17 (dd, /= 6.5, 3.1 Hz, 1H), 8.09 (dd, J = 8.1, 1.0 Hz, 1H), 7.88 - 7.79 (m,
2H), 7.53 (dd, J = 6.0, 3.6 Hz, 2H), 7.49 (d, ] = 8.3 Hz, 1H), 6.95 (d, / = 8.4 Hz, 1H), 6.41 (s, 1H),
4.25 (t, ] = 5.5 Hz, 2H), 3.62 - 3.55 (m, 4H), 2.84 (t, / = 5.5 Hz, 2H), 2.54 (s, 4H), 1.30 (s, 9H);
13CNMR (101 MHz, DMSO-ds) 6 161.82, 153.43, 151.40, 148.10, 139.92, 137.97, 130.78,
129.44, 129.13, 126.40, 126.35, 125.41, 125.24, 122.14, 121.26, 117.54, 107.16, 105.02,
98.70, 66.27,57.02, 53.74, 53.67, 40.43, 32.20, 30.07. HRMS (ESI-MS): berechnet: 559.26634
fiir C30H35N605 [M + H*]. Gefunden: 559.26542.
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9.1.2.23 Darstellung von 1-(1-(3-Aminophenyl)-3-(tert-butyl)-1H-pyrazol-5-
yl)-3-(4-(2-morpholinoethoxy)naphthalen-1-yl)harnstoff (19)

o)
N

Einer Losung aus 23 (268 mg, 0.48 mmol) in EtOH (6 mL) wurden NHsHCOO (121 mg,

Ho

1.92 mmol) und 5% Pd/C (102 mg, 0.048 mmol) zugefiigt und die entstandene Suspension
fiir 90 min unter Riickfluss (90 °C Olbadtemperatur) umgesetzt. Nach Filtration der Reakti-
onsmischung wurde das Losungsmittel im Vakuum entfernt und der Riickstand per HPLC
(MeCN/H20 + 0.1% TFA) gereinigt. Anschlief}ende Sdulenchromatographie an Kieselgel
(4% MeOH/DCM) lieferte 169 mg (0.32 mmol, 66%) der Zielverbindung als rosa-weifsen
Feststoff.

1H NMR (400 MHz, DMSO-ds) & 8.85 (s, 1H), 8.60 (s, 1H), 8.18 (d, J = 7.7 Hz, 1H), 7.94 (d,
J=8.2Hz, 1H), 7.67 (t, /= 7.9 Hz, 1H), 7.61 - 7.50 (m, 2H), 7.16 (t, ] = 7.9 Hz, 1H), 6.97 (d,
J=8.5Hz, 1H), 6.73 (t,] = 1.9 Hz, 1H), 6.62 (dd, ] = 13.0, 5.0 Hz, 2H), 6.35 (s, 1H), 5.42 (s, 2H),
4.26 (t, ] = 5.6 Hz, 2H), 3.61 - 3.57 (m, 4H), 2.86 (dd, ] = 12.7, 7.4 Hz, 2H), 2.55 (bs, 4H), 1.26
(s, 9H); 13C NMR (101 MHz, DMSO) 6 160.17, 152.34, 150.80, 149.78, 139.22, 137.43, 129.50,
128.26, 126.68, 126.36, 125.36, 125.20, 121.97, 121.92, 120.24, 112.88, 111.37, 109.95,
105.11, 93.75, 66.25, 57.04, 53.67, 40.13, 31.99, 30.28. HRMS (ESI-MS): berechnet:
529.29217 fiir C30H37N603 [M + H+]. Gefunden: 529.29161.
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9.1.3 Synthese von TBK1-Inhibitoren

9.1.3.1 Darstellung von 4,6-Dichlor-2-(methylsulfonyl)pyrimidin (69)

Einer Losung aus 4,6-Dichlor-2-(methylthio)pyrimidin (3.00 g, 15.4 mmol) in DCM (100 mL)
wurde bei 0 °C portionsweise mCPBA (77%ig, 13.8 g, 61.5 mmol) zugefiigt und die resultie-
rende Suspension fiir 72 h bei RT geriihrt. Nach mehrmaligem Waschen der Reaktionsmi-
schung mit ges. Na;S;03- und NaHCO3-Lsg. (2:1) und Extraktion der kombinierten wassrigen
Phasen mit EtOAc (3 x 200 mL) wurden die vereinigten organischen Phasen tiber Na;SO4
getrocknet und das Losungsmittel im Vakuum entfernt. Sdulenchromatographie an Kieselgel
(20-33% EtOAc/PE) lieferte 3.00 g (13.3 mmol, 86%) des gewiinschten Produkts als weifden
Feststoff.

1H NMR (400 MHz, DMSO-ds) 6 8.42 (s, 1H), 3.43 (s, 3H); 13C NMR (101 MHz, DMSO-ds) 6
164.84, 162.66, 125.35, 39.23; 13C NMR (101 MHz, DMSO-ds) 6 164.84, 162.66, 125.35,
39.23; HRMS (ESI-MS): berechnet: 226.94433 fiir CsHsCl;N20,S [M + H+]. Gefunden: nicht
detektierbar.

9.1.3.2 Darstellung von 4,6-Dichlor-2-(4-nitrophenoxy)pyrimidin (70a)

Cl

SUYA
Cl N/)\O

Zu einer Losung aus 4-Nitrophenol (673 mg, 4.84 mmol) in abs. THF (15 mL) wurde bei 0 °C
NaH (60% Dispersion in Mineraldl, 193 mg, 13.4 mmol) gegeben. Die Reaktionslésung wur-
de fiir 30 min bei 0 °C umgesetzt, anschliefiend bei 0 °C zu einer Loésung aus 69 (1.00 g,
4.39 mmol) in THF (15 mL) getropft und die resultierende Reaktionsmischung fiir weitere
4 h umgesetzt. Nach Zugabe von EtOAc und ges. NaHCO3-Lsg. erfolge die Extraktion der

wassrigen Phase mit EtOAc (3 x 100 mL). Die vereinigten organischen Phasen wurden iiber
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Na,S04 getrocknet und die fliichtigen Bestandteile im Vakuum entfernt. Sdulenchromato-
graphische Reinigung an Kieselgel (10% EtOAc/PE) lieferte 565 mg (2.00 mmol, 45%) eines

weifden Feststoffs.

1H NMR (500 MHz, DMSO-ds) 6 8.39 - 8.32 (m, 2H), 7.86 (s, 1H), 7.68 - 7.52 (m, 2H);
13C NMR (126 MHz, DMSO-ds) 6 162.63, 162.58, 156.61, 145.08, 125.62, 122.67, 117.04.
HRMS (ESI-MS): berechnet: 285.97807 fiir C10HsCl2N303 [M + H+]. Gefunden: nicht detek-

tierbar.

9.1.3.3 Allgemeine Arbeitsanweisung zur Darstellung von 2-Phenoxy-

substituierten 4,6-Dichlorpyrimidinen (70b-e)

Einer Losung aus 69 in ‘BuOH wurde Natriumacetat zugefiigt und die Reaktionsmischung
fiir 10 min bei 90 °C umgesetzt. Dem Ansatz wurde das entsprechende 4-substituierte Phe-
nol zugesetzt und fiir weitere 30 min unter Riickfluss geriihrt. Nach Zugabe von EtOAc und
ges. NaHCOz-Lsg. folgte die Extraktion der wassrigen Phase mit EtOAc (3 x 100 mL). Die
vereinigten organischen Phasen wurden iiber Na,SO4 getrocknet, im Vakuum eingeengt und

das Rohprodukt ohne vorherige Reinigung in der nachfolgenden Reaktion eingesetzt.

9.1.3.4 Darstellung von 4,6-Dichlor-2-(4-fluorphenoxy)pyrimidin (70b)

70b wurde entsprechend der allgemeinen Arbeitsanweisung 9.1.3.3 und unter Verwendung
von 69 (300mg, 1.32 mmol), Natriumacetat (217 mg, 2.65 mmol) und 4-Fluorphenol
(148 mg, 1.32 mmol) in tBuOH (10 mL) hergestellt. Es wurden 124 mg des Rohprodukts als

weifder Feststoff erhalten.
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9.1.3.5 Darstellung von 4,6-Dichlor-2-(p-tolyloxy)pyrimidin (70c)

70c wurde entsprechend der allgemeinen Arbeitsanweisung 9.1.3.3 und unter Verwendung
von 69 (300 mg, 1.32 mmol), Natriumacetat (217 mg, 2.65 mmol) und p-Cresol (157 mg,
1.45 mmol) in ‘BuOH (10 mL) hergestellt. Es wurden 303 mg eines gelben Rohmaterials

erhalten.

9.1.3.6 Darstellung von 4,6-Dichlor-2-(4-isopropylphenoxy)pyrimidin (70d)

70d wurde entsprechend der allgemeinen Arbeitsanweisung 9.1.3.3 und unter Verwendung
von 69 (300 mg, 1.32 mmol), Natriumacetat (217 mg, 2.65 mmol) und 4-Isopropylphenol
(198 mg, 1.45 mmol) in tBuOH (10 mL) hergestellt. Es wurden 303 mg des Rohmaterials als

gelber Feststoff erhalten.

9.1.3.7 Darstellung von 4,6-Dichlor-2-(4-methoxyphenoxy)pyrimidin (70e)

70e wurde entsprechend der allgemeinen Arbeitsanweisung 9.1.3.3 und unter Verwendung

von 69 (300 mg, 1.32 mmol), Natriumacetat (217 mg, 2.65 mmol) und 4-Methoxyphenol
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(164 mg, 1.32 mmol) in ‘BuOH (10 mL) hergestellt. 124 mg des Rohprodukts wurden als

weifder Feststoff erhalten.

9.1.3.8 Allgemeine Arbeitsanweisung zur Darstellung von 4-Pyrazolo-

substituierten 6-Chlor-2-phenoxypyrimidinen (71a-e)

Eine Losung aus 5-Methyl-1H-pyrazol-3-amin und DIPEA in DMF wurde fiir 10 min bei 85 °C
gerithrt. Darauf folgend wurde das zu derivatisierende 2-Phenoxy-substituierte 4,6-Di-
chlorpyrimidin (70a-e) zugegeben und die entstehende Reaktionsmischung fiir weitere
12 h bei 85 °C umgesetzt. Nach beendeter Reaktion wurde der Ansatz mit EtOAc bzw. DCM
und ges. NaHCO3-Lsg. versetzt, mit EtOAc bzw. DCM extrahiert, iiber Na;SO4 getrocknet und
die vereinigten organischen Phasen im Vakuum eingeengt. Sdulenchromatographie an Kie-

selgel lieferte das gewiinschte Produkt.

9.1.3.9 Darstellung von 6-Chlor-N-(5-methyl-1H-pyrazol-3-yl)-2-(4-

nitrophenoxy)pyrimidin-4-amin (71a)

N-NH
|
WA

o
Cl N/)\O

71a wurde entsprechend der allgemeinen Arbeitsanweisung 9.1.3.8 und unter Verwendung
von 5-Methyl-1H-pyrazol-3-amin (338 mg, 3.48 mmol), DIPEA (646 pL, 3.80 mmol), 70a
(906 mg, 3.17 mmol) und DMF (20 mL) hergestellt. Sdulenchromatographie an Kieselgel
(50-75% EtOAc/PE) lieferte 767 mg (2.21 mmol, 70%) des gewlinschten Produkts als matt-
gelben Feststoff.

1H NMR (400 MHz, DMSO0-d¢) 6 12.03 (s, 1H), 10.43 (s, 1H), 8.35 (d, / = 7.8 Hz, 2H), 7.54 (d,
J=9.0 Hz, 2H), 6.56 (s, 1H), 5.62 (s, 1H), 2.00 (s, 3H). HRMS (ESI-MS): berechnet: 347.06539
und 349.06244 fiir C14H1235CINgO3 und C14H1237CINgO3 [M + H*]. Gefunden: 347.06551 und
349.06243.
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9.1.3.10 Darstellung von 6-Chlor-2-(4-fluorphenoxy)-N-(5-methyl-1H-pyrazol-
3-yl)pyrimidin-4-amin (71b)

JoNes
NéLO

71b wurde entsprechend der allgemeinen Arbeitsanweisung 9.1.3.8 und unter Verwendung

von 5-Methyl-1H-pyrazol-3-amin (54 mg, 0.56 mmol), DIPEA (98 pL, 0.58 mmol), 70b

C

(124 mg, 0.48 mmol) und DMF (10 mL) hergestellt. Die sdulenchromatographische Reini-
gung des Rohprodukts an Kieselgel (50-75% EtOAc/PE) lieferte 119 mg (0.37 mmol, 28%,

2 Stufen) des gewlinschten Produkts als matt-gelben Feststoff.

1H NMR (500 MHz, DMSO0-d¢) 6 11.99 (s, 1H), 10.34 (s, 1H), 7.31 - 7.24 (m, 4H), 6.51 (s, 1H),
5.62 (s, 1H), 2.07 (s, 3H); 13C NMR (126 MHz, DMSO0-ds) 6 173.27, 160.45, 158.62, 148.78,
124.00, 120.57, 116.10 (?/cr = 23.4 Hz), 109.09, 99.24, 95.26, 83.27, 10.39. HRMS (ESI-MS):
berechnet: 320.07089 und 322.06794 fiir C14H1235CIFNsO und C14H1237CIFNsO [M + H*]. Ge-
funden: 320.07116 und 322.06801.

9.1.3.11 Darstellung von 6-Chlor-N-(5-methyl-1H-pyrazol-3-yl)-2-(p-
tolyloxy)pyrimidin-4-amin (71c)

N-NH
|
WAL

Bsleg

71 mg (0.22 mmol, 17%, 2 Stufen) 71c als gelber Feststoff wurden gemaf} der allgemeinen
Arbeitsanweisung 9.1.3.8 unter Verwendung von 5-Methyl-1H-pyrazol-3-amin (156 mg,
1.61 mmol), DIPEA (240 pL, 1.41 mmol), 70c (300 mg, Rohprodukt) und DMF (15 mL) so-
wie Sdulenchromatographie an Kieselgel (50-75% EtOAc/PE) hergestellt.
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1H NMR (500 MHz, DMSO0-d¢) 6 11.96 (s, 1H), 10.29 (s, 1H), 7.26 (d, / = 5.7 Hz, 2H), 7.08 (d,
J=8.2 Hz, 2H), 6.50 (s, 1H), 5.64 (s, 1H), 2.35 (s, 3H), 2.06 (s, 3H). HRMS (ESI-MS): berech-
net: 316.09596 und 318.09301 fiir C15H1535CINsO und CisH1537CINsO [M + H+]. Gefunden:
316.09637 und 318.09322.

9.1.3.12 Darstellung von 6-Chlor-2-(4-isopropylphenoxy)-N-(5-methyl-1H-
pyrazol-3-yl)pyrimidin-4-amin (71d)

SN
Cl N O

71d wurde entsprechend der allgemeinen Arbeitsanweisung 9.1.3.8 und unter Verwendung
von 5-Methyl-1H-pyrazol-3-amin (119 mg, 1.20 mmol), DIPEA (216 pL, 1.23 mmol), 70d
(303 mg, Rohprodukt) und DMF (15 mL) hergestellt. Sdulenchromatographie an Kieselgel
(50-75% EtOAc/PE) lieferte 61 mg (0.18 mmol, 14%, 2 Stufen) des gewiinschten Produkts
als gelben Feststoff.

1H NMR (500 MHz, DMSO0-d¢) 6 12.01 (s, 1H), 10.35 (s, 1H), 7.31 (d, /= 7.8 Hz, 2H), 7.12 (d,
J=8.4 Hz, 2H), 6.51 (s, 1H), 5.73 (s, 1H), 2.94 (sep, ] = 6.6 Hz, 1H), 2.05 (s, 3H), 1.24 (s, 3H),
1.23 (s, 3H). HRMS (ESI-MS): berechnet: 344.12726 und 346.12431 fiir C17H1935CINsO und
C17H1937CINsO [M + H*]. Gefunden: 344.12730 und 346.12425.
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9.1.3.13 Darstellung von 6-Chlor-2-(4-methoxyphenoxy)-N-(5-methyl-1H-
pyrazol-3-yl)pyrimidin-4-amin (71e)

N-NH
A

jsNen

|
cI”>N"o

56 mg (0.17 mmol, 13%, 2 Stufen) 71e als gelber Feststoff wurden gemaf3 der allgemeinen
Arbeitsanweisung 9.1.3.8 unter Verwendung von 5-Methyl-1H-pyrazol-3-amin (40 mg,
0.41 mmol), DIPEA (72 pL, 0.42 mmol), 70e (95 mg, 0.35 mmol) und DMF (10 mL) sowie
Saulenchromatographie an Kieselgel (50-75% EtOAc/PE) hergestellt.

1H NMR (400 MHz, DMSO-ds) § 11.97 (s, 1H), 10.32 (s, 1H), 7.17 - 7.09 (m, 2H), 7.00 (d,
J=8.2Hz, 2H), 6.47 (s, 1H), 5.64 (s, 1H), 3.78 (s, 3H), 2.04 (s, 3H); 3C NMR (101 MHz,
DMSO0-ds) 6 162.31, 158.36, 156.65, 154.80, 146.10, 123.02, 114.52, 98.96, 96.01, 55.42,
35.80, 30.78, 10.42. HRMS (ESI-MS): berechnet: 332.09088 und 334.08793 fiir
C15H1535CINsO2 und C1sHis37CINsO, [M + H+]. Gefunden: 332.09119 und 334.08811.

9.1.3.14 Allgemeine Arbeitsanweisung zur Darstellung von 2-Phenoxy-6-

piperazino-4-pyrazolo-substituierten Pyrimidinen (63)

Das umzusetzende Intermediat (71a-e) wurde in 1-Methylpiperazin gel6st und die entstan-
dene Reaktionslosung fiir 30 min bei 110 °C gertihrt. Nach Abkiihlen auf RT wurde dem An-
satz ges. NaHCOsz-Lsg. und EtOAc zugefiigt und die wassrige Phase mit EtOAc
(3-5 x 50-100 mL) extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden tiber Na,SO,4 ge-
trocknet und das Losungsmittel im Vakuum entfernt. Die Aufreinigung des Rohprodukts
erfolgte durch Saulenchromatographie an Kieselgel (2-6% MeOH/DCM + 1% NH3(q)
und/oder per HPLC (MeCN/H;0 + 5 mM Ammoniumacetat).
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9.1.3.15 Darstellung von N-(5-Methyl-1H-pyrazol-3-yl)-6-(4-methylpiperazin-
1-yl)-2-(4-nitrophenoxy)pyrimidin-4-amin (63i)

N-NH
|
o

eNen

Die Herstellung von 63i erfolgte gemafd der allgemeinen Arbeitsanweisung 9.1.3.14 und
unter Verwendung von 71a (452 mg, 1.30 mmol) und 1-Methylpiperazin (10 mL). 439 mg
(1.07 mmol, 82%) des gewiinschten Produkts konnten nach sdulenchromatographischer

Aufreinigung als hellgelber Feststoff isoliert werden.

1H NMR (500 MHz, DMSO-ds) 6 11.83 (s, 1H), 9.33 (s, 1H), 8.29 (d, /= 9.0 Hz, 2H), 7.43 (d,
J=9.0 Hz, 2H), 6.36 (s, 1H), 5.64 (s, 1H), 3.43 (s, 4H), 2.34 (s, 4H), 2.20 (s, 3H), 2.07 (s, 3H).
13C NMR (126 MHz, DMSO-ds) 6 164.29, 161.42, 158.85, 148.81, 143.66, 138.49, 138.05,
125.15, 122.47, 9497, 79.63, 54.03, 45.66, 43.70, 9.96. HRMS (ESI-MS): berechnet:
411.18876 fiir C19H23Ng03 [M + H*]. Gefunden: 411.18887.

9.1.3.16 Darstellung von 2-(4-Fluorphenoxy)-N-(5-methyl-1H-pyrazol-3-yl)-6-
(4-methylpiperazin-1-yl)pyrimidin-4-amin (63c)

N-NH
|
WA

iy

/@No

Entsprechend der allgemeinen Arbeitsanweisung 9.1.3.14 wurde 63c durch Umsetzung von
71b (95 mg, 0.28 mmol) und 1-Methylpiperazin (15 mL) dargestellt. Sdulenchromatogra-
phie an Kieselgel und anschlief3ende Aufreinigung per HPLC lieferten 90 mg (0.23 mmol,

82%) der gewlinschten Zielverbindung als weif3en Feststoff.
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1H NMR (600 MHz, DMSO-ds) 6 11.77 (s, 1H), 9.24 (s, 1H), 7.25 - 7.21 (m, 2H), 7.20 - 7.15
(m, 2H), 6.21 (s, 1H), 5.62 (s, 1H), 3.45 - 3.37 (m, 4H), 2.38 - 2.30 (m, 4H), 2.19 (s, 3H), 2.08
(s, 3H); 3CNMR (151 MHz, DMSO-ds) 6 164.17, 161.37, 158.11, 149.45, 148.91, 137.93,
129.80, 123.79 (3Jcr=7.5Hz), 115.70 (¥cr=23.1 Hz), 94.95, 78.95, 54.10, 45.72, 43.66,
10.19. HRMS (ESI-MS): berechnet: 384.19426 fiir Ci9H23FN;O0 [M +H*]. Gefunden:
384.19455.

9.1.3.17 Darstellung von N-(5-Methyl-1H-pyrazol-3-yl)-6-(4-methylpiperazin-
1-yl)-2-(p-tolyloxy)pyrimidin-4-amin (63e)

N-NH
HN/“\/)\

N /E:;N\O@/

N

Basierend auf der allgemeinen Arbeitsanweisung 9.1.3.14 und unter Verwendung von 71c
(60 mg, 0.19 mmol) und 1-Methylpiperidin (10 mL) sowie Aufreinigung per Sdulenchroma-
tographie an Kieselgel und HPLC wurden 55 mg (0.14 mmol, 74%) des gewiinschten Pro-

dukts als weif3er Feststoff isoliert.

1H NMR (600 MHz, DMSO0-d¢) 6 11.75 (s, 1H), 9.20 (s, 1H), 7.20 (d, J = 8.3 Hz, 2H), 7.01 (¢,
J=5.5Hz, 2H), 6.19 (s, 1H), 5.62 (s, 1H), 3.44 - 3.38 (m, 4H), 2.36 - 2.32 (m, 4H), 2.32 (s,
3H), 2.20 (s, 3H), 2.07 (s, 3H); 13C NMR (151 MHz, DMSO0-ds) 6 164.41, 161.36, 151.12,
148.99, 133.27, 137.85, 129.58, 121.75, 95.15, 78.90, 69.95, 54.11, 45.71, 43.65, 20.40, 9.84.
HRMS (ESI-MS): berechnet: 380.21933 fiir C20H26N70 [M + H*]. Gefunden: 388.21969.
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9.1.3.18 Darstellung von 2-(4-Isopropylphenoxy)-N-(5-methyl-1H-pyrazol-3-
yl)-6-(4-methylpiperazin-1-yl)pyrimidin-4-amin (63f)

Gemafd der allgemeinen Arbeitsanweisung 9.1.3.14 und unter Verwendung von 71d
(40 mg, 116 pmol) und 1-Methylpiperazin (10 mL) sowie Aufreinigung durch Saulenchro-
matographie an Kieselgel und HPLC wurden 40 mg (98 umol, 84%) des gewlinschten Ziel-

molekiils als weifer Feststoff hergestellt.

1H NMR (600 MHz, DMSO0-d¢) 6 11.75 (s, 1H), 9.21 (s, 1H), 7.26 (d,] = 8.5 Hz, 2H), 7.07 - 7.00
(m, 2H), 6.19 (s, 1H), 5.66 (s, 1H), 3.46 - 3.38 (m, 4H), 2.92 (sep, J = 6.9 Hz, 1H), 2.39 - 2.29
(m, 4H), 2.20 (s, 3H), 2.06 (s, 3H), 1.23 (s, 3H), 1.22 (s, 3H); 13C NMR (151 MHz, DMSO-ds) 6
164.31, 161.38, 151.24, 148.86, 144.18, 137.80, 129.78, 126.88, 121.60, 94.48, 78.99, 54.14,
45.74, 43.68, 32.85, 24.04, 10.17. HRMS (ESI-MS): berechnet: 408.25064 fiir C22H30N70
[M + H*]. Gefunden: 408.25056.

9.1.3.19 Darstellung von 2-(4-Methoxyphenoxy)-N-(5-methyl-1H-pyrazol-3-
yl)-6-(4-methylpiperazin-1-yl)pyrimidin-4-amin (63h)

N-NH
HNM\

JsBen

Analog der allgemeinen Arbeitsanweisung 9.1.3.14 und unter Verwendung von 71e (45 mg,
136 umol) und 1-Methylpiperazin (5 mL) sowie Aufreinigung durch Sdulenchromatographie
an Kieselgel und HPLC wurden 44 mg (111 pmol, 82%) des gewlinschten Produkts als wei-
Ber Feststoff erhalten.
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1H NMR (600 MHz, DMSO-ds) 6 11.75 (s, 1H), 9.22 (s, 1H), 7.08 - 7.02 (m, 2H), 6.99 - 6.91
(m, 2H), 6.16 (s, 1H), 5.62 (s, 1H), 3.76 (s, 3H), 3.43 - 3.38 (m, 4H), 2.36 - 2.31 (m, 4H), 2.19
(s, 3H), 2.06 (s, 3H); 3C NMR (151 MHz, DMSO-d¢) 6 164.32, 161.35, 156.02, 149.02, 146.77,
137.83, 130.27, 122.94, 114.17, 94.86, 78.81, 55.35, 54.13, 45.75, 43.67, 9.87. HRMS (ESI-
MS): berechnet: 396.21425 fiir C20H26N702 [M + H*]. Gefunden: 396.21406.

9.1.3.20 Darstellung von 2-(4-Aminophenoxy)-N-(5-methyl-1H-pyrazol-3-yl)-
6-(4-methylpiperazin-1-yl)pyrimidin-4-amin (63j)

N-NH
HN/L/)\

s Ve
L L

Zu einer Losung aus 63i (50 mg, 0.13 mmol) in EtOH (8 mL) wurden NH4HCOO (49 mg,
0.78 mmol) und 5% Pd/C (28 mg, 0.01 mmol) gegeben. Die Suspension wurde fiir 1 h bei
95 °C (Olbadtemperatur) umgesetzt und nach anschlieRender Filtration der Reaktionsmi-
schung tliber Kieselgur wurde das Filtrat im Vakuum eingeengt. Sdulenchromatographie an
Kieselgel (4% MeOH/DCM) lieferte 35 mg (0.09 mmol, 69%) der Zielverbindung als gelben
Feststoff.

1H NMR (400 MHz, DMSO-ds) 6 11.70 (s, 1H), 9.14 (s, 1H), 6.76 (d, J = 8.7 Hz, 2H), 6.56 (d,
J=8.7 Hz, 2H), 6.29 - 6.04 (m, 1H), 5.71 (s, 1H), 4.91 (s, 2H), 3.40 (s, 4H), 2.36 - 2.30 (m,
4H), 2.19 (s, 3H), 2.10 (s, 3H). HRMS (ESI-MS): berechnet: 381.21458 fiir C19H25NgO [M + H+].
Gefunden: 381.21539.
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9.1.3.21 Darstellung von tert-Butyl 5-methyl-3-((6-(4-methylpiperazin-1-yl)-
2-(4-nitrophenoxy)pyrimidin-4-yl)amino)-1H-pyrazol-1-carboxylat
(72)

Einer Losung aus 63i (500 mg, 1.22 mmol) in abs. MeOH (10 mL) und EtsN (648 pL,
4.65 mmol) wurde Boc,0 (1.1 mL, 4.79 mmol) zugegeben und die entstandene Reaktionsmi-
schung fiir 12 h bei RT umgesetzt. Im Anschluss wurde die klare Lésung mit DCM (20 mL)
und ges. NaHCO3-Lsg. (20 mL) versetzt und die wassrige Phase mit DCM (3 x 100 mL) extra-
hiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden liber Na;SO4 getrocknet und die fliichti-
gen Bestandteile im Vakuum entfernt. Sdulenchromatographie an Kieselgel (3-6%
MeOH/DCM) lieferte 412 mg (0.81 mmol, 66%) des gewiinschten Produkts als rosa Fest-
stoff.

1H NMR (400 MHz, DMSO-ds) 6 9.92 (s, 1H), 8.31 (d, / = 9.1 Hz, 2H), 7.48 - 7.41 (m, 2H), 6.66
(s, 1H), 5.96 (s, 1H), 3.47 (s, 4H), 2.35 (s, 4H), 2.31 (s, 3H), 2.20 (s, 3H), 1.54 (s, 9H); 13C NMR
(101 MHz, DMSO-ds) 6 164.37, 163.31, 160.64, 158.63, 150.34, 148.22, 143.87, 143.29,
125.24,122.67, 102.48, 83.55, 81.19, 54.00, 45.61, 43.62, 27.56, 13.98. HRMS (ESI-MS): be-
rechnet: 511.24119 fiir C24H31NgOs [M + H*]. Gefunden: 511.24046.
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9.1.3.22 Darstellung von tert-Butyl 3-((2-(4-aminophenoxy)-6-(4-
methylpiperazin-1-yl)pyrimidin-4-yl)amino)-5-methyl-1H-pyrazol-1-
carboxylat (73)

Zu einer Losung von 72 (175 mg, 0.34 mmol) und Ammoniumformiat (132 mg, 2.09 mmol)
in EtOH (10 mL) wurde 5%iges Pd/C (73.2 mg, 0.03 mmol) gegeben. Die Suspension wurde
fiir 30 min unter Riickfluss bei 90 °C (Olbadtemperatur) geriihrt und der Katalysator im
Anschluss iiber Kieselgur abfiltriert. Das Filtrat wurde im Vakuum eingeengt, der Riickstand
in DCM aufgenommen und mit ges. NaHCOs-Lsg. sowie Wasser gewaschen. Nach Trennung
der Phasen wurde die organische Phase iiber Na,;SO. getrocknet und im Vakuum kon-
zentriert. Sdulenchromatographische Aufreinigung (2-4% MeOH/DCM + 1% NHz(.q) lieferte
133 mg (0.28 mmol, 82%) des gewlinschten Produkts als gelb-braunen Feststoff.

1H NMR (400 MHz, DMSO0-ds) 6 9.81 (s, 1H), 6.78 (d, ] = 8.7 Hz, 2H), 6.58 (d, J = 8.7 Hz, 2H),
6.28 (s, 1H), 6.01 (s, 1H), 4.97 (s, 2H), 3.44 (s, 4H), 2.34 (s, 7H), 2.20 (s, 3H), 1.53 (s, 9H).
13CNMR (101 MHz, DMSO-ds) 6 165.08, 164.40, 160.74, 150.65, 148.31, 145.62, 143.40,
143.08, 122.37, 114.16, 103.16, 83.39, 54.11, 48.58, 45.69, 43.58, 27.60, 14.14. HRMS (ESI-
MS): berechnet: 481.26701 fiir C24H33Ng0s [M + H*]. Gefunden: 481.26676.
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9.1.3.23 Darstellung von N-(4-((4-((5-methyl-1H-pyrazol-3-yl)amino)-6-(4-
methylpiperazin-1-yl)pyrimidin-2-yl)oxy)phenyl)acrylamid (63a)

N-NH
HN/L/)\ H
NeSene

Eine Losung aus 73 (200 mg, 0.42 mmol) in THF (5 mL) wurde auf 0 °C gekiihlt und mit
DIPEA (646 uL, 3.80 mmol) versetzt. Dem Ansatz wurde eine Losung aus Acryloylchlorid
(762 pL, 0.94 mmol) in THF (20 mL) iiber einen Zeitraum von 30 min hinzugetropft und
dieser nach vollstindiger Zugabe fiir weitere 2 h bei 0 °C geriihrt. Anschlieffend wurden
DCM (~50 mL) und ges. NaHCOs-Lsg. (~50 mL) zugesetzt. Nach Extraktion der wassrigen
Phase mit DCM (2 x 50 mL) wurden die vereinigten organischen Phasen {iber Na,;SO4 ge-
trocknet und das Losungsmittel im Vakuum entfernt. Der Riickstand wurde erneut in DCM
(1 mL) aufgenommen und bei RT fiir 2 h mit 25% TFA in DCM (15 mL) behandelt. Nach vor-
sichtiger Zugabe von ges. NaHCOz-Lsg. (30 mL) wurde die wdssrige Phase mit DCM
(3 x 100 mL) extrahiert, die kombinierten organischen Phasen iiber Na,SO4 getrocknet und
die fliichtigen Bestandteile im Vakuum entfernt. Durch Aufreinigung des Rohprodukts per
Saulenchromatographie an Kieselgel (4-6% MeOH/DCM + 1% NH3ng) konnten 60 mg

(0.14 mmol, 33%) des gewtlinschten Produkts als weifder Feststoff isoliert werden.

1H NMR (400 MHz, DMSO-ds) 6 11.74 (s, 1H), 10.17 (s, 1H), 9.20 (s, 1H), 7.69 (d, / = 8.6 Hz,
2H), 7.63 (s, 1H), 7.09 (d, ] = 8.6 Hz, 2H), 6.44 (dd, / = 16.9, 10.0 Hz, 1H), 6.28 (s, 1H), 5.76 (d,
J=5.4Hz, 1H), 5.64 (s, 1H), 3.44 - 3.39 (m, 4H), 2.34 (s, 4H), 2.20 (s, 3H), 2.05 (s, 3H);
13C NMR (126 MHz, DMSO) 6 164.45, 164.24,162.98, 161.40, 149.00, 138.72, 135.51, 131.86,
128.65, 126.70, 122.24, 120.11, 94.90, 78.93, 54.08, 45.67, 43.65, 10.13. HRMS (ESI-MS):
berechnet: 435.22515 fiir C2;H27Ng02 [M + H*]. Gefunden: 435.22457.
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9.1.3.24 Darstellung von N-(4-((4-((5-Methyl-1H-pyrazol-3-yl)amino)-6-(4-
methylpiperazin-1-yl)pyrimidin-2-yl)oxy)phenyl)propionamid (63b)

63b (115 mg, 0.24 mmol) wurde in THF (5 mL) vorgelegt, bei 0°C mit DIPEA (163 pL,
0.96 mmol) versetzt und dem Ansatz unter Riihren eine Loésung aus Propionylchlorid
(84 uL, 0.85 mmol) in THF (20 mL) tropfenweise zugefiigt. Die Reaktionsmischung wurde
fir weitere 30 min bei 0°C umgesetzt und anschlieffend mit DCM (~50 mL) und ges.
NaHCOs-Lsg. (~50 mL) versetzt. Nach Extraktion mit DCM (2 x 50 mL) und Vereinigung der
organischen Phasen, folgte die Entfernung des Losungsmittels im Vakuum. Der Riickstand
wurde in DCM (1 mL) aufgenommen und unter Riihren fiir 1 h mit 25% TFA in DCM (10 mL)
behandelt. Nach Alkalisierung mit ges. NaHCOs3-Lsg. und Extraktion der wassrigen Phase mit
DCM wurden die kombinierten organischen Phasen eingeengt. Das Rohprodukt wurde
durch Saulenchromatographie an Kieselgel (1-6% MeOH/DCM + 1% NH3(.q)) und anschlie-
8ender HPLC (MeCN/H;0+5mM Ammoniumacetat) aufgereinigt, wodurch 61 mg

(0.14 mmol, 58%) des gewiinschten Produkts als weifder Feststoff erhalten wurden.

1H NMR (500 MHz, DMSO-ds) 6 11.73 (s, 1H), 9.87 (s, 1H), 9.19 (s, 1H), 7.60 (d, / = 8.8 Hz,
2H), 7.05 (d, = 8.9 Hz, 2H), 6.19 (s, 1H), 5.63 (s, 1H), 3.43 - 3.37 (m, 4H), 2.35 - 2.29 (m,
6H), 2.19 (s, 3H), 2.06 (s, 3H), 1.09 (t,/ = 7.6 Hz, 3H). 13C NMR (126 MHz, DMSO0-ds) 6 171.73,
164.47,164.23, 161.38, 148.50, 137.44, 135.87, 122.07, 119.73, 114.41, 95.11, 78.87, 54.09,
45.70, 43.65, 29.48, 10.17, 9.75. HRMS (ESI-MS): berechnet: 437.24080 fiir Cz2H29NgO>
[M + H*]. Gefunden: 437.24023.
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9.2 Biochemische Charakterisierung

9.2.1 Vorbemerkungen

Zur biochemischen Charakterisierung ausgewahlter organischer Verbindungen, im Hinblick
auf die Bestimmung ihrer ICso-Werte gegeniiber diversen Kinasen, wurde das kommerziell
erhaltliche Assaysystem KinEASE™ von Cisbio Bioassays genutzt. Weiterhin fand dieses
System Anwendung bei der Durchmusterung fokussierter Substanzbibliotheken. Fiir die
Messung der direkten, kovalenten Bindung niedermolekularer organischer Inhibitoren an
Zielproteine wurde die Methode nach Kliiter et al.2® gewahlt. Chemikalien und Reagenzien
zur Vorbereitung von Puffer-, Protein- und Additivlosungen wurden von den Firmen Fisher
Scientific, Carl Roth GmbH und Sigma-Aldrich bezogen und ohne weitere Reinigung ver-
wendet. Proteine, die nicht laborintern exprimiert und isoliert wurden, wurden kommerziell
tiber die Firmen Millipore GmbH, Proginase GmbH und Invitrogen Corporation erworben

(vgl. Tabelle 9.2.1).

Tabelle 9.2.1: Ubersicht iiber kommerziell bezogene Proteinpriparationen.

Protein (aktiv) Hersteller Bestellnummer Lotnummer(n)
Abl, T3151 Invitrogen Corporation PV3866 39639B
Aurora A, wt Millipore GmbH 14-511 1590319-B

KIT, V559D/T6701 Proginase GmbH 1044-0000-1 002
KIT, wt Proqinase GmbH 0979-0000-1 010
DI9SN044N
DI9SN044N-A
TBK1, wt Millipore GmbH 14-628
D9SN044N-B

D9SN044N-C
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9.2.2 Aktivititsbasiertes Assaysystem (KinEASE™)

9.2.2.1 Grundlagen

Das aktivitdtsbasierte Testsystem beruht auf der Detektion des y-Phosphatgruppentransfers
von ATP, katalysiert durch die zu untersuchende Kinase, auf ein biotinyliertes, artifizielles
Substratpeptid mit implementiertem Tyr bzw. Ser/Thr durch Forster-Resonanzenergie-
transfer. Dazu wird die Kinase mit unterschiedlichen Konzentrationen an Inhibitor prainku-
biert und die Katalysereaktion anschlieféend durch Zugabe von ATP und Substrat gestartet.
Nach der optimalen Reaktionszeit wird diese durch Zugabe einer Detektionslosung ge-
stoppt. Eine Komponente dieser Losung stellt EDTA dar, welches das fiir die Katalysereakti-
on essentielle Mg?+ komplexiert und somit aus der Reaktion entfernt. Nach abgeschlossener
Kinasereaktion kann die relative Menge des Phosphotransfers auf das eingesetzte Peptid
durch Bindung eines ebenfalls in der Stopp-Lsg. enthaltenen Streptavidin-gebundenen
XL665-Fluorophors (FRET-Akzeptor) sowie eines pTyr- bzw. pSer/pThr-spezifischen Anti-
korpers, mit terminal verkniipftem Eu3+-Kryptat (FRET-Donor), an das phosphorylierte
Substrat ermittelt werden. Diese Bestimmung erfolgt liber Messung der zeitaufgeldsten
Emission bei einer Wellenldnge von 665 nm bzw. 620 nm und einer Exzitationswellenldnge
von 317 nm (vgl. Abbildung 9.1). Fiir die Bestimmung von [Cso-Werten oder Assayparame-
tern wurden mindestens drei unabhéngige Experimente in Duplikaten durchgefiihrt und die

Resultate als Mittelwert mit zugehoriger Standardabweichung angegeben.

620 nm
655 nm
\ 317 nm biotinyliertes Peptid

Kinase, - ‘IHJ.H

P P
STV-XL665 *
_—
pTyr-AK Eud*-Kryptat

Abbildung 9.1: Grundlegendes Prinzip des aktivitatsbasierten Assaysystems KinEASETM,

Streptevidin-gebundener
Fluorophor

pTyr-spezifischer Antikérper mit
Eul*Kryptat

o & %
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9.2.2.2 Arbeitsanweisung zur Generierung von ICso-Werten per HTRF®

Der Assay wurde in weifden Mikrotiterplatten (384 Kavitdten) mit einem Kavitdatsvolumen
von 25 pL der Firma Greiner Bio One (#784075) durchgefiihrt und die resultierende Fluo-
reszenzemission mit Hilfe eines TECAN Infinite M1000 Mikrotiterplatten-Lesegerits gemes-
sen. Allgemeine Assayparameter in Korrelation zur jeweils verwendeten Kinase sind in Ta-
belle 3.2.1 aufgefiihrt. Zundchst wurden 5 pL der zu untersuchenden Proteinkinase in Kina-
sepuffer (MgCl;, DTT, Triton X-100, 5 x HTRF-Puffer, H,0) vorgelegt und anschlief3end mit
2.5 pL einer Inhibitorl6sung inkubiert. Da die Inhibitoren als Stammlésung in DMSO vorla-
gen, betrug der finale Gehalt an DMSO im Testsystem 2%. Die Inkubationszeit von Kinase
und Inhibitor richtete sich nach der Art der niedermolekularen Verbindungen (kovalent
oder reversibel bindend) sowie der Stabilitit der Kinase bei RT, und konnte somit in einem

Bereich von 30-240 min variieren.

Tabelle 9.2.2: Additivkonzentrationen in Kinase- und Detektionspuffer fiir unterschiedliche Kinasen. Fiir die
Untersuchung von potentiell kovalent bindenden Inhibitoren wurde kein DTT verwendet.

Assaypuffer Detektionslésung

Protein MgCl; DTT Triton X100 XL665 (nM) XL665/Subst.
Abl, T315I4 150 1/2

5mM 1 mM 0.01%

Abl, wtea 100 1/1
Ark1 as3cys 75 1/4
Ar'f;‘isfl'cys 62.5 1/4

Ark1, wt 50 1/4

b 25 1/4

Aurora A, mut 10mM 1mM 0.01% 71.3 1/8
Aurora A, wt 225 1/2
Ao z
v55911()I/TT'6701 74 174
KIT, wt 87.5 1/4
cSrc, DM 125 1/2
5mM 1 mM 0.01%
cSrc, SM 100 1/1
TBK1 10mM 1mM 0.01% 250 1/4

a Der Assaypuffer wurde nach Anweisung des Herstellers mit 50 nM des Additivs ,,SEB“ versetzt.
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Im Anschluss erfolgte die Zugabe von 2.5 pL einer ATP/Substrat-Mischung, wobei deren
finale Konzentrationen im Bereich des ermittelten Ky-Wertes fiir die jeweils getestete Kina-
se lagen (siehe Kap. 9.2.2.4). Fiir die Untersuchung von Tyr-Kinasen wurde hierbei das von
Cisbio erhaltliche universale TK-Substrat verwendet, wahrend fiir die Testung von Ser/Thr-
Kinasen drei verschiedene Substrate (Substrat-1,-2 und -3) zur Verfiigung standen, die im
Einzelfall fiir die zu studierende Transferase anzupassen waren (vgl. Tabelle 9.2.5). Die
Kinasereaktion dauerte fiir die in der Enzymkinetik (siehe Kap. 9.2.2.3) als ideal bestimmte
Zeitspanne an und wurde im Anschluss daran durch Zugabe von 10 pL der Stopplosung (De-
tektionspuffer, STK- oder TK-Antikorper, STV-XL665) gestoppt. Das molare Verhiltnis von
Fluorophor zu Substrat konnte dabei je nach untersuchter Kinase die Quotienten 1/8, 1/4,
1/2 oder 1/1 einnehmen. Die Bestimmung der Fluoreszenzintensitaten erfolgte nach 1h
Inkubationszeit. Dazu wurden die Probe-enthaltenden Kavitaten zur Detektion des resultie-
renden FRET bei einer Wellenldnge von 317 nm angeregt und die resultierende Emission
bei 665 nm sowie 620 nm determinert. Durch Quotientenbildung Emeesnm/Emezonm der
Emissionswerte und graphischer Auftragung gegen die verwendeten Inhibitor-
konzentrationen in logarithmischem Mafstab lieferte das Fitting mit der ,Dosis-Wirkungs-

Formel Nr. 200“

B
fleo) =T+ TR (1)
1+(@)
Cro = Inhibitorkonzentration (total) T = obere Asymptote
B = untere Asymptote H = Hill-Koeffizient

ICs0 = halbmaximale inhibitorische Konzentration

in , Xlfit for Excel” (IDBS) die entsprechenden Aktivitits-/Inhibitionskurven und zugehorigen
[Cs0-Werte (Abbildung 9.2).
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Abbildung 9.2: Dosis-Wirkungs-Kurve durch Auftragung der logarithmierten Inhibitorkonzentration gegen die
relative Aktivitdt (Emeess nm/Eme20nm) der untersuchten Kinase. Das Fitting erfolgte mit Hilfe von XIfit (IDBS) und
der Formel ,Dosis-Wirkung Nr. 200“.

Pufferbestandteile:

5 x HTRF-Puffer: HEPES 250 mM (pH 7.0), NaN3 0.1%, BSA 0.05%,

Orthovanadat 0.5 mM

Detektionspuffer: HEPES 50 mM (pH 7.0), BSA 0.1%, KF 0.8 M, EDTA 20 mM

Tabelle 9.2.3: Ubersicht der Geriteeinstellungen TECAN Infinite M1000 - HTRF® KinEASE™,

Parameter Wert
Messmethode Fluorescence Top Reading
Exzitation/Bandweite 317 nm/20 nm
Emission1/Bandweitel 620 nm/10 nm
Emission2/Bandweite2 665 nm/10 nm
Flash Modus 100 Hz/50 Flashes
Gain Optimal
Integrationszeit 500 ps
Verzogerung 60 us
Settle time 10 ms

Z‘-Position 25000 um
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9.2.2.3 Etablierung des HTRF-Systems - Enzymtitration & Enzymkinetik

Zur Etablierung des Assaysystems fiir eine spezifische Kinase wurde zundchst die Enzymak-
tivitdt bestimmt. Dazu wurden verschiedene Mengen des Proteins, in einer Konzentrations-
reihe ausgehend von 100 ng/Kavitidt in 4-fachen Verdiinnungsschritten, mit saturierenden
Konzentrationen an ATP (100 uM) und Substrat (1 pM) fiir 30 min inkubiert. Die Kinasere-
aktion wurde dabei durch Vereinigung von 5 pL Kinase und 5 pL Substrat/ATP-L6sung ge-
startet und durch Zugabe von 10 pL Stopplésung (Fluorophor/Substrat = 1/8) beendet. Eine
graphische Auftragung der eruierten Daten gegen die logarithmierten Werte der verwende-
ten Proteinmengen, wie unter 9.2.2.2 beschrieben, resultierte im Idealfall in einer sigmoida-
len Kurve mit zugehorigen Plateaus (Minimum, Maximum). Die optimale Proteinkonzentra-
tion liefs sich im linearen Teil des Steigungsbereichs bei einem Wert, welcher ca. 80% des

Maximalquotienten betrug, manifestieren (vgl. Abbildung 9.3).

Enzymaktivitat Enzymkinetik
4.04
4.04
3.5
3.5
3.0 301
g 2.54 g 5]
© 2.0 3
E 1.5 E 154
Eg 1.04 E$ 1.0
w w
0.5 m KITwt 0.5 " KITwt
) ® KITV559D/T670! ® KITV559D/T6701
0.0 0.01
1E-3 001 0.1 1 10 100 0 20 40 60 80 100
Kinasekonzentration [ng/Kavitét] Zeit [min]

Abbildung 9.3: Bestimmung der optimalen A) Enzymmenge sowie B) Reaktionszeit.

Unter Verwendung der als ideal ermittelten Kinasemenge wurde im zweiten Etablierungs-
schritt die Kinetik der Substratphosphorylierung und somit die optimale Inkubationszeit
von Kinase und Substrat/ATP bestimmt. Dazu wurde die Reaktion wie im ersten Schritt
beschrieben unter Uberschusskonzentrationen an ATP (100 uM) und Substrat (1 uM)
durchgefiihrt und zu verschiedenen Zeitpunkten innerhalb einer Spanne von 0-120 min
durch Zugabe der Stopplosung (Fluorophor/Substrat =1/8) beendet. Die Auftragung der
wie zuvor beschrieben ermittelten Quotienten (Em 665 nm/Em 620 nm) resultierte in einer
ansteigenden Messkurve, welche die optimale Inkubationszeit im linearen Steilbereich bei

einem Quotienten, der ca. 80% des Maximalwerts betrug, abbildete (vgl. Abbildung 9.3).
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9.2.2.4 Etablierung des HTRF-Systems - ATP- & Substrat-Ky

Um das Verdrangungsgleichgewicht von ATP mit den zu untersuchenden, meist kompetiti-
ven, Inhibitoren moéglichst gering zu halten, wird im Assaysystem ein ATP-Gehalt verwen-
det, der im Bereich des Ky-Wertes liegt. Dadurch wird sichergestellt, dass der Assay stabile
und solide Daten liefert, da der Ky die Konzentration des halbmaximalen katalytischen Um-
satzes reprasentiert, sodass die zu untersuchende Transferase unter optimalen Umsatzbe-
dingungen die Katalysereaktion vollzieht. Weiterhin wird die Konkurrenzreaktion zwischen
Inhibitor und ATP minimiert, sodass die Effektivitit des Inhibitors nicht artifiziell durch
Kompetition herabgesetzt wird. Zur Bestimmung des ATP-Ky wurde eine Konzentrations-
reihe ausgehend von 900 uM bzw. 300 uM ATP (Assaykonzentration) in Dreifachverdiin-
nungen erstellt, um zwolf verschiedene Datenpunkte zu erhalten, und eine finale Menge an
entsprechendem Substrat von 1 uM eingestellt. Nach Zusammenfiligen von 5 pL der so vor-
bereiteten Mischungen mit 5 pL Kinase (Konzentration wie zuvor bestimmt), Inkubation fiir
die im Speziellen ermittelte Reaktionszeit und Beendigung der Reaktion mittels Stopplosung
(10 pL, Fluorophor/Substrat = 1/8) erfolgte die Ermittlung und Auftragung der FRET-Daten
gegen die eingesetzten Konzentrationen an ATP. Das Fitting der Datenpunkte erfolgte mit
dem Programm XIfit (IDBS) unter Verwendung der Formel ,Michaelis-Menten Kinetik

Nr. 250“

fle) = Hme )

c Ky
¢ = Substrat-/ATP-Konzentretion Vmax = maximale Reaktionsgeschwindigkeit

Kwm = Michaelis-Konstante n = Steigungsfaktor

und lieferte die entsprechenden Ky-Werte bei halbmaximaler Transferaseaktivitit (vgl. Ab-

bildung 9.4).
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Abbildung 9.4: Beispielhafte Bestimmung des A) ATP-Ku und B) Substrat-Ku nach Michaelis-Menten fiir KIT
V559D/T6701.

Analog zum ATP- wurde ebenfalls der Substrat-Ky (Abbildung 9.4) fiir jede getestete Kinase
ermittelt. Die finalen Substratkonzentrationen wurden dabei ebenfalls in einer Verdiin-
nungsreihe (12 Datenpunkte in Duplikaten) ausgehend von 4 pM bzw. 2 uM in Zweifachver-
diinnungen mit einem Gehalt von 100 uM ATP (final) erstellt. Dariiber hinaus musste hier-
bei in der Stopplosung fiir jeden Messpunkt mit variierter Substratkonzentration das molare
Standardverhaltnis von 1/8 zwischen STV-XL665 Fluorophor und eingesetztem Substrat
eingestellt werden. Da die Menge des Fluorophors jedoch Einfluss auf die FRET-Messung
nimmt, wurde fiir jede im Versuch verwendete Substratkonzentration eine Vergleichsmes-
sung ohne Kinase durchgefiihrt und die ermittelten Hintergrundwerte von jeder Messung
subtrahiert, um eine Verfilschung der Ergebnisse aufgrund unterschiedlicher Fluorophor-
konzentrationen zu vermeiden. Die zu vereinigenden Volumina (Kinase, Substrat/ATP,
Stopplosung) sowie die Methode zur Auswertung der Datenpunkte entsprachen hierbei

denen, welche auch bei der Bestimmung des ATP-Ky verwendet wurden.

Im Assaysystem selbst variierten die verwendeten Konzentrationen an ATP und Substrat im
Bereich vom Ein- bis Zweifachen des validierten Ky, da in einigen Féllen stabile und repro-
duzierbare Primardaten mit Referenzinhibitoren lediglich bei erhéhtem ATP-/Substrat-Ky

ermittelt werden konnten.
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9.2.2.5 Etablierung des HTRF-Systems - Gehalt an Fluorophor XL665

Abschlief}end wurde die Menge an Fluorophor im verwendeten System angepasst, sodass
das resultierende Assayfenster, d.h. der Faktor zwischen minimaler und maximaler Aktivitat
bzw. der S/N-Nexus, bei der Erstellung der Dosis-Wirkungs-Kurve moglichst maximal
waren. Dazu wurden je vier Datenpunkte, davon zwei mit zugefiigter Kinase fiir 100% Akti-
vitdit und zwei exklusive Kinase fiir 0% Aktivitat (Hintergrund), fir das Fluoro-
phor/Substrat-Verhéltnis (1/8, 1/4, 1/2, und 1/1) generiert. Die Konzentrationen an ATP
und Substrat waren hierbei analog den zuvor ermittelten optimalen Mengen (Kapitel

9.2.2.4) zu verwenden.

Zum Start der Reaktion wurden 5 pL Kinase respektive Assaypuffer vorgelegt, mit je 5 pL
Substrat/ATP-Mix versetzt, diese nach der optimalen Inkubationszeit durch Zugabe von
10 pL Stopplosung beendet und die Datenpunkte nach weiterer Inkubation fiir 1 h wie oben
beschrieben (Kapitel 9.2.2.2) determiniert. Zur Bestimmung eines ICso-Wertes wurde jenes

Fluorophor/Substrat-Verhaltnis verwendet, welches ein maximales S/N-Verhaltnis aufwies.

Tabelle 9.2.4: Pipettierschema zur Durchfithrung der Etablierungsschritte.

Stufe Vprotein  Vsubstrat  Varp  Vgesamt  Csubstrat carp Vsiopp XL665/Subst.
Enzymtitration 5 uL 5 uL 10 pL 1 uM 100 uM 10 pL 1/8
EnzymKinetik 5uL 5 uL 10 pL 1uM 100 uM 10 pL 1/8
ATP-Ku 5L 25puL  25puL 10 pL 1uM variabel 10 pL 1/8
Substrat-Ku 5 uL 25uL  2.5uL  10puL variabel 100uM 10 uL 1/8
Fluorophor 5uL 5 uL 10 uL.  optimal optimal 10 pL variabel

Die Durchfiihrung aller Etablierungsschritte (Kapitel 9.2.2.3 - 9.2.2.5 und Tabelle 9.2.4) ist
essentiell, um zu garantieren, dass die mit diesem System erzielten Resultate aufgrund ro-

buster und reproduzierbarer Primardaten erzeugt wurden.

9.2.2.6 Ubersicht - Generierung von ICso-Werten

Grundlage fiir die Erstellung von Dosis-Wirkungskurven war die Verwendung aller zuvor als

optimal bestimmten Assayparameter (vgl. Tabelle 9.2.5).
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Tabelle 9.2.5: Verwendete Parameter zur Durchfiihrung des KinEASE™ Assays (Cisbio Bioassays) fiir diverse
Kinasen.

Protein Fluorophor/ Substrat Kin.aﬁe pro ATP Substrat Rk-_Zeit
Substrat Kavitit (ng) (nM) (nM) (min)
Abl, T315I 1/2 TK 0.33 6 0.3 120
Abl, wt 1/1 TK 7.5 30 0.1 60
Ark1 as3cys 1/4 STK?2 20 20 0.3 16
Ark1 as3cys 1/4 STK2 4 20 0.25 16
+ Picl

Ark1l, wt 1/4 STK2 6 15 0.2 15
Arkl, wt 1/4 STK2 2 40 0.1 15
Aurora A, mut 1/8 STK2 30 16 0.57 30
Aurora A, wt 1/2 STK?2 3 25 0.45 18
Afg‘l;;l‘: d‘::l“ 1/4 STK2 100 12 0.65 25
V55911§I}I‘+6701 1/4 TK 0.9 20 0.3 30
KIT, wt 1/4 TK 0.6 90 0.35 30
cSrc, DM 1/2 TK 0.7 1 0.25 20
cSrc, SM 1/1 TK 1.2 15 0.1 45
TBK1 1/4 STK3 10 30 1 110

Zur Determination von ICso-Werten wurden zunidchst Verdiinnungsreihen (6- bzw. 8-fach
Verdiinnungen) der zu untersuchenden Inhibitoren in DMSO hergestellt. Diese wurden in
Assaypuffer uberfithrt und anschlief;end 2.5 pL. der so vorbereiteten Losungen unter-
schiedlicher Inhibitorkonzentrationen mit 5 pL an zu evaluierender Kinase vereinigt (finale
DMSO-Konzentration: 2%). Nach einer Prdinkubation von 30-240 min (je nach Stabilitat der
Kinase bei RT und gewiinschter Untersuchungsmethode) erfolgte die Zugabe von 2.5 pL
Substrat/ATP-Mix und Inkubation fiir die als optimal bestimmte Zeitspanne fiir die jeweilige
Kinase. Abschlieflende Zugabe von 10 pL Stopplésung und Inkubation fiir 1 h sowie Ausle-
sen der Datenpunkte mittels TECAN Infinite M1000 Mikrotiterplatten-Lesegerit lieferte die

Primérdaten zur Generierung von Dosis-Wirkungs-Kurven.

Zur Ermittlung eines 1Cso-Wertes wurden mindestens drei voneinander unabhingige Mes-

sungen in Duplikaten durchgefiihrt.
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9.2.3 Assaysysteme zur direkten Bindungsdetektion in Ark1

9.2.3.1 Grundlagen

Chinazolin- und Chinolingrundgeriiste, welche mit elektronenarmen Gruppen wie Michael-
Akzeptor-Systemen dekoriert sind, besitzen bei einer Anregungswellenldange von ~390 nm
eine schwache Fluoreszenzemission im Bereich von ~420 nm. Der Grund hierfiir liegt im
intrinsischen, photo-induzierten Elektronentransfer (PET) vom Fluorophor auf den elektro-
nenarmen Rest.218 Die Bindung eines mit diesen Eigenschaften ausgestatteten, kovalent mo-
dulierenden Inhibitors zu Zielproteinen durch Additionsreaktionen von spezifisch adres-
sierten Cysteinen fiihrt zu einem signifikanten Anstieg der Quantenausbeute der intrinsi-
schen Fluoreszenz der Chinazolin- und Chinolinsysteme.28 219 Der nukleophile Angriff der
Thiol-Funktionalitit eines Cysteins an den terminalen Michael-Akzeptor (hier: in
6-Position) fiihrt zur Auflosung der Doppelbindung und damit einhergehender Aufthebung
der Konjugation zum amidischen Carbonyl, wodurch ein Ubergang der terminalen Kohlen-
stoffatome von sp?- zu sp3-hybridisierten Spezies erfolgt. Dieses Bindungsereignis sorgt
dafiir, dass kein intrinsischer PET mehr stattfindet, was durch Messung einer steigenden

Fluoreszenzemmission verfolgt werden kann (vgl. Abbildung 9.5).

Abbildung 9.5: Prinzip der Detektion direkter kovalenter Bindungen von Inhibitoren zu deren Zielproteinen.29
Freie Kinase und freier Inhibitor stehen zunachst im Gleichgewicht zur reversiblen Form des Enzym-Inhibitor-
Komplexes. Nach initialer, reversibler Interaktion zwischen Protein und Inhibitor erfolgt die Ausbildung einer
kovalenten Bindung unter Anderung der Fluoreszenzeigenschaften des Inhibitors.
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9.2.3.2 Direkter Bindungsassay in Kiivetten

Emissionsspektren (380-580 nm), bei einer Exzitationswellenldnge von 368 nm, zur Detek-
tion der Ausbildung einer direkten kovalenten Bindung diverser 4-substituierter 6-Amino-
chinazoline (24-27) zu Arkl wt und einer Mutationsvariante (L166A/E173C) wurden mit
Hilfe eines JASCO FP-6500 Fluoreszenzspektrometers in 4.5 mL Quarzkiivetten (vier klare
Seiten, Carl Roth GmbH) gemessen. Dazu wurden zunichst 3 mL des Assaypuffers
(50 mM Tris (pH 7.5), 150 mM NaCl, 0.005% Triton X-100) vorgelegt und 4.5 pL einer
0.1 mM Inhibitorlésung in DMSO des zu untersuchenden Binders zugegeben, um eine finale
Konzentration von 0.15 uM zu erhalten. Eine Endkonzentration des zu evaluierenden Pro-
teins von 0.1 uM wurde durch die Zugabe des entsprechenden Volumens der vorliegenden

Stammlésungen erreicht (vgl. Tabelle 9.2.6).xii

Tabelle 9.2.6: Ark1l-Stammlésungen, -Verdiinnungen und -Konzentrationen zur Ermittlung von Emissionsspek-
tren in Quarzkiivetten.

Protein MW (kDa) Stammlsg. V (Protein) V (Puffer) c (final)
1.43 mg/mL
Ark1l 42.41 8.9 uL. 3 mL 0.1 uM
33.7 uM
1.51 mg/mL
Ark1-as3-cys 42.30 8.4 uL 3 mL 0.1 uM
35.7 uM

Zur Gewahrleistung einer homogenen Messlésung wurde diese vor der Aufnahme jedes
Emissionsspektrums fiir 30 sec geriihrt (Magnetrihrer, implementiert im Messgeréat). Ein
Referenzspektrum jeder Inhibitorzubereitung in Assaypuffer zum Zeitpunkt 0 min wurde
vor der Zugabe des jeweiligen Proteins aufgenommen, die Endpunktbestimmung erfolgte
nach Zugabe und Inkubation fiir 60 min, um die vollstindige Aquilibrierung der Kompo-
nenten der vereinigten Losungen zu gewdhrleisten. Die finale Konzentration an DMSO im
Assaysystem betrug 0.15%. Weitere Messparameter wurden wie in der Literatur be-
schrieben verwendet (vgl. Tabelle 9.2.7).29 Kompetitionsexperimente von 25 und 27 mit 24
erfolgten unter Anwendung der gleichen Parameter und zusatzlicher Prainkubation der zu
untersuchenden Testsubstanz fiir 30 min. Die verldngerte Inkubationszeit fiihrte zu einer

allgemeinen Herabsetzung der detektierten RFUs im Assaysystem.

sl Die zu untersuchenden Ark1-Proteinstammldsungen stammen aus der kooperierenden Arbeits-
gruppe um Dr. Silke Hauf aus dem Friedrich-Miescher-Laboratorium der Max-Planck-Gesellschaft in
Tiibingen.
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Tabelle 9.2.7: Ubersicht der Geriteeinstellungen des JASCO FP-6500 Fluoreszenzspektrometers.

Parameter Wert
Emission 380-580 nm
Exzitation 368 nm
Bandweite 3 nm
Resonanz 10 nm

9.2.3.3 Echtzeit-Detektion kovalenter Bindungsbildung in Mikrotiterplatten

Der Assay wurde in schwarzen Mikrotiterplatten (384-Kavitiaten) mit einem Kavitatsvolu-
men von 25 pL der Firma Greiner Bio-One GmbH (Art.-Nr. #784076) durchgefiihrt, wobei
die zeitabhdngige Fluoreszenzemission unter Verwendung eines TECAN Infinite® M1000
Mikrotiterplatten-Lesegerdts gemessen wurde. Die Exzitation der Probe enthaltenden Kavi-
titen erfolgte bei einer Wellenlinge von 368 nm (Blende = 5 nm), wihrend die Anderung
der Fluoreszenzintensitit bei einer Wellenldnge von 420 nm (Blende = 20 nm) beobachtet
wurde. Die Reaktion wurde durch Vereinigung gleicher Volumina (7 pL) der zu untersu-
chenden Proteinlésung und des Inhibitors (je 1 pM) gestartet und die Fluoreszenzintensitat
direkt im Anschluss in Zeitintervallen von 30 sec liber einen Zeitraum von 1 h gemessen. Es
erfolgte eine Vorverdiinnung der Proteinstammldsungen, sowie der 0.1 mM DMSO-
Inhibitorlésungen in Assaypuffer, zur Einstellung der gewiinschten Konzentration von je-

weils 1 pM (vgl. Tabelle 9.2.8).

Tabelle 9.2.8: Arkl-Stammlésungen, -Verdiinnungen und -Konzentrationen zur Ermittlung zeitabhingiger
Fluoreszenzemission in Mikrotiterplatten.

Protein MW (kDa) Stammlsg. V (Protein) V (Inhibitor) ¢ (final)
42.4 pg/mL
Ark1l 42.41 7 uL 7 uL 0.5 uM
1 uM
42.3 pg/mL
Ark1-as3-cys 42.30 LuM 7 uL 7 uL 0.5 uM
vl

Kompetitionsexperimente mit ATP bzw. 1NM-PP1 als Kompetitoren der 4-substituierten
6-Aminochinazoline erfolgten durch Inkubation des Proteins (3.5 pL, 2 uM) mit 3.5 pL des
entsprechenden, konkurrierenden Molekiils in unterschiedlichen Konzentrationen (ATP:
1 mM, 0.1 mM, INM-PP1: 1 uM, 2 uM) fiir 15 min vor Zugabe des zu untersuchenden Inhi-

bitors (7 pL). In allen Fallen wurden Kinase- und Inhibitorlésungen im gleichen Assaypuffer,
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wie unter Kapitel 9.2.3.2 fiir die Messung von Emissionsspektren in Quarzkiivetten be-
schrieben, vorbereitet. Die Konzentration an DMSO im Assay variierte im Bereich von
0.5-1.5% fiir Kompetitionsexperimente, in simtlichen librigen Fallen betrug diese 0.5%. Die
Gerateeinstellungen des Mikrotiterplatten-Lesergerats wurden in Anlehnung an die ver-

wendete Literatur?? tibernommen und gegebenenfalls angepasst (Tabelle 9.2.9).

Tabelle 9.2.9: Ubersicht der Geriteeinstellungen am TECAN Infinite M1000 - Direkter Bindungsassay.

Parameter Wert
Messmethode Fluorescence Top Reading
Exzitation/Bandweite 368 nm/5 nm
Emission/Bandweite 420 nm/15 nm
Flash Modus 100 Hz/10 Flashes
Gain 110
Anzahl der Leseprozesse 5
Integrationszeit 2000 ps
Verzogerung 0 ps
Z‘-Position 24470 uM
Kinetik-Intervall 30 sec

9.2.4 Hochdurchsatzdurchmusterung fokussierter Substanzbiblio-

theken

Die Durchmusterung von Substanzbibliotheken mit einer Gréfie von ~1000 niedermoleku-
larer organischer Verbindungen erfolgte sowohl in weifien Mikrotiterplatten (384 Kavita-
ten) der Firma Corning (#3673) als auch der Firma Greiner (#784075) mit einem Arbeitsvo-

lumen von jeweils 20 pL (Kavitatsvolumen: 25 pL).

Die Untersuchung von Substanzbibliotheken auf neuartige Binder wurde fiir die Ziel-
proteine Abl (wt und T315I), Aurora A (wt) und TBK1 (wt) durchgefiihrt, wobei die ver-
wendeten Assayparameter den zuvor in der Etablierung des KinEASE™-Systems ermittelten
Werten fiir die jeweilige Kinase (vgl. Tabelle 9.2.5) entsprachen. Da die transferierten Volu-
mina der DMSO-Inhibitorlésungen bei den durchgefiihrten Hochdurchsatzdurchmusterun-
gen im nL-Bereich lagen, wurden dem Kinasepuffer 2% DMSO zugefiigt, um eine Vergleich-
barkeit der Daten mit den abschliefenden Validierungen per ICso-Bestimmungen (s.u.) zu

gewdhrleisten.
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Flir die Prainkubation der zu untersuchenden Transferase mit potentiellen Bindern wurden
8 uL. der entsprechenden Proteinpraparation vorgelegt, mit 2 x 6.6 nL. der 10 mM DMSO-
Inhibitorstammldsungen versetzt, die verwendete Mikrotiterplatte fiir 30 sec bei 2000 rpm
geschiittelt (Orbitalschiittler MixMate, eppendorf) und fiir 30 min bei RT in einer Feuchte-
kammer inkubiert. Der Transfer der Stammlésungen in die Reaktionskavitdten erfolgte da-
bei mit einem 384er Pin-Tool Transfersystem.xv Im Anschluss erfolgte die Zugabe von 2 pL
des jeweils entsprechenden Substrat/ATP-Mix mit Hilfe eines automatischen Dispensiersys-
tems (Multidrop Combi, Thermo Scientific). Nach erneuten 30 sec bei 2000 rpm und an-
schliefiender Inkubation fiir die optimale Reaktionszeit, erfolgte die Beendigung der Reakti-
on durch manuelle Zugabe von 10 pL Stopplosung. Die Eruierung der Daten erfolgte analog
zu Kapitel 9.2.2.2 durch Quotientenbildung Em 665 nm/Em 620 nm. Als Kontrollen fiir die
Zuverlassigkeit des im Einzelfall durchgefiihrten Assays wurden der Referenzinhibitor Stau-
rosporin als Positivkontrolle (0% Kinaseaktivitat) sowie DMSO als Negativkontrolle (100%

Aktivitat) verwendet.

Fir den mathematischen Ausdruck, um die Reliabilitit als Zahlenwert darzustellen wurde

die Formel
3(opto;
7' =1 — 3pton) 3)
|tp-tinl
op = Standardabweichung (Positivkontrollen) on = Standardabweichung (Negativkontrollen)
up = Mittelwert (Positivkontrollen) un = Mittelwert (Negativkontrollen)

herangezogen, wobei gilt: wenn 0.5 < Z“< 1.0, so ist davon auszugehen, dass die ermittelten
Werte solide und wenig fehlerbehaftet sind.220 Je grofler dabei der Wert fiir Z, desto robus-
ter die Daten, die generiert wurden. Um die Zuverldssigkeit der Ergebnisse weiter zu erho-
hen, wurden aus Primdrdurchmusterungen ausschlief3lich Daten mit Z‘ = 0.6 verwendet. Die
Hochdurchsatzdurchmusterungen wurden in Einfachbestimmungen durchgefiihrt. Samt-
liche Verbindungen, welche die Kinaseaktivitat auf einen Wert von <20-40% (je nach Ziel-
protein und Anzahl an potenten Verbindungen) herabsetzten wurden als Trefferverbindun-
gen definiert und durch einen Validierungsschritt (ICso-Bestimmung, vgl. Kapitel 9.2.2.2)

bestdtigt oder verworfen.

xv Durchmusterungen mit Hilfe eines voll-automatisierten Pin-Tool-Pipettierroboters wurden in Ko-
operation mit der Lead Discovery Center GmbH, Dortmund durchgefiihrt.
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9.2.5 Charakterisierung in Krebszelllinien

9.2.5.1 K562 Zellliniexv

Bcr-Abl exprimierende CML Zellen (K562) wurden wie von Sos et al. beschrieben in Dupli-
katen auf Zellkulturplatten (6-Kavitaten) kultiviert.22! Nach Zellaufzucht fiir 24 h folgte die
Behandlung mit dem jeweiligen Inhibitor der Wahl fiir 96 h. Reprasentative Bilder wurden
durch Transmissions-Lichtmikroskopie angefertigt und die Zellen anschliefiend mit
Trypanblau eingefarbt, um die Lebendzellzahl mit Hilfe einer Neubauer Zahlkammer zu
ermitteln. Die determinierte Anzahl an Zellen setzt sich aus vier unabhangigen Auszdhlun-
gen zusammen, wobei die Fehlerbalken die Standardabweichung des Mittelwerts fiir jede

Behandlung illustrieren.

9.2.5.2 GIST Zelllinienxvi

Die fiir die Untersuchungen erforderlichen Zelllinien GIST-T1 und GIST-48B wurden gemaf3

Henze et al.222 charakterisiert, etabliert und fiir alle weiteren Experimente eingesetzt.

GIST-T1

Zelllinie abstammend von humanem, unbehandeltem, metastasierenden GIST, welche eine
57 bp Deletion im KIT Exon 11 tragt und somit eine Empfindlichkeit gegeniiber dem kom-

merziellen Kinaseinhibitor Imatinib aufweist.223

GIST-T1 T6701

Auf Basis der GIST-T1-Linie generierte Zelllinie mit zusatzlicher Tiirstehermutation T670I
und damit einhergehender Resistenz zu Imatinib. Die Zellen wurden von Prof. Dr. Brian Ru-
bin (Department of Molecular Genetics, Lerner Research Institute sowie Department of Ana-
tomic Pathology und Taussing Cancer Center, Cleveland Clinic; Cleveland, OH 44195) zur Ver-
fligung gestellt.

x Experimente in Kooperation mit der Arbeitsgruppe ,Funktionelle Krebsgenomik” um Prof. Dr. Ro-
man Thomas am MPI fiir neurologische Forschung in Kéln

xi Durchgefiihrt in Kooperation mit der Arbeitsgruppe um PD Dr. med. Sebastian Bauer am West-
deutschen Tumorzentrum des Universitatsklinikums in Essen
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GIST-48B

KIT-negative Zelllinie, die trotz der Prasenz einer aktivierenden KIT Mutante auf geneti-
scher Ebene (primare, homozygote KIT Exon 11 Missense-Mutation (V560D) sowie sekunda-
re, heterozygote KIT Exon 17 Mutation (D820A)) das zugehorige KIT-Transkript sowie Pro-

tein in nicht feststellbaren Mengen exprimiert.224

Viabilitatsexperimente wurden mit Hilfe des colorimetrischen Sulforhodamin B Assays
durchgefiihrt.225 Dazu wurden 15,000 bis 30,000 Zellen der zu untersuchenden Zelllinien
pro Kavitit in einer 96er Mikrotiterplatte mit flachem Boden (Falcon, Lincoln, NJ) ausplat-
tiert und fiir einen Tag in Serum-enthaltendem Medium kultiviert. Anschlief3end erfolgte die
Behandlung (72 h) mit potentiellen KIT-Inhibitoren sowie Imatinib bzw. Ponatinib als Refe-
renzinhibitoren und DMSO als Kontrolle. Die Sulforhodamin B Absorption wurde an einem
Genion Luminometer (Tecan) ermittelt und die Daten mit Bezug auf die DMSO-Kontrolle
normalisiert. Alle Datenpunkte wurden in Triplikaten oder Quadruplikaten fiir jede Platte

bestimmt und mindestens einmal repliziert.

Flir die Western Blot Analyse wurden Proteinlysate aus Zelllinien-Monoschichten nach
Standardprotokoll hergestellt.226 Elektrophorese und Immunoblotting wurden wie in der
Literatur beschrieben durchgefiihrt.22? Veranderungen in Proteinexpressions- und Phos-
phorylierungsleveln wurden durch Chemolumineszenz mit Hilfe eines FIJI LAS3000 Systems
und der Science Lab 2001 ImageGauge 4.0 Software visualisiert und quantifiziert. Die ver-
wendeten Antikorper gegen pKIT Y703, pAkt S473 und p44/42 MAPK T202/Y204 stamm-

ten von der Firma Cell Signaling.
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9.3 Strukturbiologische Untersuchungen

9.3.1 Vorbemerkungen

Die zur Ziichtung von Proteinkomplexkristallen verwendeten Puffer und Losungen wurden
mit Reagenzien hergestellt, die iiber die Firmen AppliChem, Fluka, Sigma-Aldrich und Carl
Roth GmbH bezogen und ohne weitere Reinigung verwendet wurden. Die Kristalle wurden
in Kristallisationsplatten (EasyXtal, 24 Kavitdten) der Firma QIAGEN im hdngenden Tropfen

geziichtet.

9.3.2 Strukturauflésung und Strukturbestimmung

Diffraktionsdaten wurden am Synchrotron des Paul Scherrer Instituts in Villingen (SLS,
Schweiz) mit der Rontgenquelle PX10SA bis zu einer Auflosung von 2.1 A unter Verwendung
von Réntgenstrahlen einer Wellenlinge von ~1A aufgenommen. Alternativ wurde der
Rontgengenerator Bruker AXS Microstar des Max-Planck Instituts in Dortmund zur Auf-
nahme von Diffraktionsdaten bis zu einer Auflsung von 3.1 A (Wellenlidnge ~1.54 A) ge-

nutzt. Die Prozessierung und Skalierung der Datensatze erfolgte mit XDS228 bzw. XSCALE.228

Die Strukturauflésung der cSrc- bzw. p38a-Komplexstrukturen wurde durch molekularen
Ersatz mit Hilfe des Programms PHASER und unter Verwendung der bereits publizierten
Templatstrukturen 201Q22% sowie 3QUD?2!5 durchgefiihrt. Im Falle von cSrc waren zwei, bei
p38a ein Molekiil in der asymmetrischen Einheit vorzufinden. Das Modell wurde zundchst
durch simuliertes Tempern mit CNS230 verfeinert, um systematische Fehler durch molekula-
ren Ersatz zu minimieren. Manuelle Modifizierung der Molekiile innerhalb der asymmetri-
schen Einheit erfolgte mit COOT,231 die finale Verfeinerung mit REFMAC5.232 [nhibitor-
Topologiedateien wurden auf dem Dundee PRODRG2 Server?33 generiert. Die Validierung
der verfeinerten Strukturen erfolgte mit PROCHECK.234 Detaillierte Daten fiir Verfeinerung

und Ramachandran-Statistiken sind unter Kapitel 9.3.4 zu finden.



192 Experimenteller Teil

9.3.3 Kristallisation

9.3.3.1 cSrcwt

Fragmente und Inhibitoren wurden mit cSrc wt kokristallisiert, indem zunéchst 1000 uM
DMSO-Inhibitorlésung mit 200 uM cSrc wt (6.1 mg/mL in 50 mM Tris, pH 8.0, 100 mM NaCl,
1 mM DTT, 5% Glycerol (v/v)) auf Eis fiir 1 h prainkubiert wurden. Anschlief3end wurden
Kristalle unter Verwendung der Dampfdiffusionsmethode im hdangenden tropfen geziichtet.
Dazu wurde die Protein-Inhibitor-Losung zundchst fiir 5 min bei 13000 rpm zentrifugiert
und je 1 uL des Uberstands mit 1 L der entsprechenden Reservoirlosung (0-30 mM NaCl,
pH 7.0, 9-20% Ethylenglycol) vereinigt. Die innerhalb von ca. 3 Tagen gewachsenen Kristalle
(flache Plittchen) wurden nach Uberfiihrung in eine cryogene Losung, bestehend aus 30%
(v/v) Glycerol in Reservoir, fiir 2-3 sec in fliissigem Stickstoff tiefgefroren und fiir Diffrakti-

onsexperimente verwendet.

9.3.3.2 p38a

Protein-Inhibitor-Komplexe wurden durch Vereinigung von 30 pL p38a (10 mg/mL in
20 mM Tris, pH 7.4, 200 mM NacCl, 5% (v/v) Glycerol) mit 0.3 uL (100 mM in DMSO) und
anschliefdender Inkubation fiir 1-2 h auf Eis erzeugt. Die Proben wurden fiir 5 min bei
13000 rpm zentrifugiert, um prézipitierten Uberschuss des Inhibitors sowie Proteins zu
entfernen. Zur Generierung von Proteinkristallen wurden 1.5 puL. Protein-Inhibitorlésung
mit je 0.5 pL. Reservoirlosung (100 mM MES, pH 5.6-6.2, 20-30% PEG4000, 50 mM n-Octyl-
B-Glucopyranosid) vereinigt und im hangenden Tropfen bei 20 °C inkubiert (Dampfdiffusi-
onsmethode). Die Kristalle wurden mit einem cryogenen Schutz bestehend aus 20%
PEG400 in Reservoir ausgestattet, bevor diese in fliissigem Stickstoff tiefgefroren und fiir

Beugungsexperimente im Rontgenstrahl verwendet wurden.
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9.3.4 Ubersicht - Kristallstrukturen und Verfeinerungsparameter

Tabelle 9.3.1: Datensammlung und Verfeinerungsstatistiken fiir die Komplexstrukturen cSrc_2d, 2g und 2h.a xvii

cSrc_2d (3TZ9)

cSrc_2g (3TZ7)

cSrc_2h (3TZ8)

Datensammlung
Raumgruppe
Einheitszelle

a, b, c(A)

By (°)

Auflésung (A)

Rsym bZW. Rinerge (%)
1/ol
Vollstandigkeit (%)
Redundanz

Verfeinerung

Auflésung (A)

Anzahl an Reflexen

Ruwork/ Rree

Anzahl an Atomen
Protein
Ligand/Ion
Wasser

B-Faktoren
Protein
Ligand/Ion
Wasser

RMS Abweichungen

Bindungslingen (A)
Bindungswinkel (°)

P1

42.02, 63.42,74.20
79.60, 87.89, 89.98
45.0-3.10 (3.20-
3.10)e

8.2 (49.6)

9.6 (4.0)

91.8 (93.7)

1.8 (1.8)

42.0-3.10
12538
21.1/28.3

4194
74
54.5
54.4
59.9

0.012
1.363

P1

42.55, 64.28, 75.40
79.28, 87.38,90.20
40.0-3.30 (3.40-
3.30)

6.3 (17.1)

15.2 (5.6)

95.8 (95.6)

2.2 (2.2)

28.6-3.30
11296
18.3/24.3

4190
92
21.0
20.9
26.4

0.009
1.190

P1

42.00, 63.58, 74.51
79.08, 87.69, 89.88
50.0-2.70 (2.80-
2.70)a

4.8 (16.8)

14.9 (5.1)

96.2 (90.3)

2.3 (2.2)

42.0-2.70
20008
19.8/25.8

4195
98
80
28.0
28.0
30.9
22.9

0.008
1.136

Struktur (PDB-Eintrag)

Wellenlinge (A)
Temperatur

Rontgenquelle

Ramachandran-Auftragung:

Seitenketten in

bevorzugten Regionen
zusatzlich erlaubten Regionen
generell erlaubten Regionen
unerlaubten Regionen

cSrc_2d (3TZ9)
1.003900
90K

SLS X10SA

86.9%
12.2%
0.7%
0.2%

cSrc_2g (3TZ7)
1.54170
100K

Bruker AXS
Microstar

88.1%
11.5%
0.5%
0.0%

cSrc_2h (3TZ8)
0.977032
90K

SLS X10SA

90.6%
9.0%
0.4%
0.0%

a Fiir alle cSrc-Komplexstrukturen wurden Diffraktionsdaten eines Einzelkristalls genutzt, um die Struktur zu
16sen. Werte in Klammern reprasentieren die Auflésung fiir die hochste Schale.

wii Die Datensammlung, Strukturlésung und Verfeinerung zur Anfertigung der Komplexkristall-

strukturen cSrc_2d, 2g und 2h wurde von Dr. Christian Griitter durchgefiihrt.
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Tabelle 9.3.2: Datensammlung und Verfeinerungsstatistiken fiir die Komplexstrukturen cSrc_76 und _77.2

cSrc_76 (4FIC) cSrc_77
Datensammlung
Raumgruppe P1 P1
Einheitszelle
a,b,c(A) 42.03,63.01,73.56 42.21,63.24,74.76
o, By (%) 79.63,88.12,90.17 101.35,90.44, 90.09
Auflosung (A) 50.0-2.5 (2.60-2.50)¢ 50.0-2.1 (2.20-2.10)¢
Rsym bzw. Ruerge (%) 6.1 (34.7) 9.1 (36.6)
I/ol 14.2 (4.1) 11.9 (4.0)
Vollstandigkeit (%) 97.8 (97.1) 96.1 (95.4)
Redundanz 3.5(3.6) 1.9 (1.9)
Verfeinerung
Auflosung (A) 43.4-2.50 43.3
Anzahl an Reflexen 25142 42544
Ruwork/Riree 19.8/24.4 19.7/23.9
Anzahl an Atomen
Protein 3913 4257
Ligand/Ion 32 68
Wasser 97 236
B-Faktoren 41.9 37.4
Protein 42.0 37.5
Ligand/Ion 451 41.3
Wasser 37.3 34.6
RMS Abweichungen
Bindungslingen (A) 0.013 0.010
Bindungswinkel (°) 1.473 1.142
Struktur (PDB-Eintrag) cSrc_76 (4FIC) cSrc_77
Wellenlinge (A) 0.979400 0.978600
Temperatur 90K 90K
Rontgenquelle SLS X10SA SLS X10SA
Ramachandran-Auftragung:
Seitenketten in
bevorzugten Regionen 87.9% 90.2%
zusétzlich erlaubten Regionen 11.4% 9.3%
generell erlaubten Regionen 0.7% 0.4%
unerlaubten Regionen 0.0% 0.0%

a Fiir alle cSrc-Komplexstrukturen wurden Diffraktionsdaten eines Einzelkristalls genutzt, um die Struktur zu

16sen. Werte in Klammern reprasentieren die Auflésung fiir die hochste Schale.
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Tabelle 9.3.3: Datensammlung und Verfeinerungsstatistiken fiir die Komplexstrukturen p38a_80 und _81.4

p38a_81 (3UVR) p38a_80
Datensammlung
Raumgruppe P212121 P212121
Einheitszelle
a, b, c(A) 62.86, 68.25,73.70 64.62,72.95,76,92
o, B,y (%) 90.0,90.0,90.0 90.0,90.0,90.0
Auflosung (A) 50.0-2.10 (2.20-2.10) 50.0-2.10 (2.20-2.10)
Rsym bzw. Ruerge (%) 9.1 (38.6) 2.9 (30.6)
I/ol 17.7 (5.2) 25.8 (5.2)
Vollstandigkeit (%) 99.8 (99.8) 98.4 (97.7)
Redundanz 5.3 (5.1) 4.2 (4.3)
Verfeinerung
Auflésung (A) 47.8-2.10 48.4-2.10
Anzahl an Reflexen 19044 21490
Ruwork/Riree 20.4 / 24.5 22.1/279
Anzahl an Atomen
Protein 2662 2744
Ligand/Ion 79 82
Wasser 118 43
B-Faktoren
Protein 21.8 49.0
Ligand/Ion 19.4 52.7
Wasser 21.3 41.4
RMS Abweichungen
Bindungslingen (A) 0.011 0.012
Bindungswinkel (°) 1.452 1.488
Struktur (PDB-Eintrag) p38a_81 (3UVR) p38a_80
Wellenlinge (A) 0.978600 0.978600
Temperatur 90K 90K
Rontgenquelle SLS X10SA SLS X10SA
Ramachandran-Auftragung:
Seitenketten in
bevorzugten Regionen 88.2% 86.5%
zusétzlich erlaubten Regionen 10.8% 12.5%
generell erlaubten Regionen 1.0% 1.0%
unerlaubten Regionen 0.0% 0.0%

a Fiir alle p38a-Komplexstrukturen wurden Diffraktionsdaten eines Einzelkristalls genutzt, um die Struktur zu

l6sen. Werte in Klammern reprasentieren die Auflosung fiir die hochste Schale.
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