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Kurzfassung

Die Rezeptortyrosinkinasen der Familie der epidermalen Wachstumsfaktor-Rezeptoren, EGFR
(HER1) und HERZ2 bis HER4, stehen an der Spitze eines komplexen Regulationsnetzwerks liber
das verschiedene Prozesse des Zellwachstums und des Lebenszyklus der Zelle gesteuert
werden. Wachstumsfaktoren binden an den extrazelluldren Teil der Rezeptoren und aktivieren
die intrazelluldre Kinasedomane, die wiederrum das Signal innerhalb der Zelle auf weitere
Effektorproteine ibertragt. Die Gene der EGF-Rezeptoren wurden als Proto-Onkogene
identifiziert, da genetische Lasionen, die zu einer Fehlregulation und Uberaktivitit der EGF-
Rezeptoren fiihren, ursichlich fiir die Entstehung bestimmter Krebserkrankungen sind. So
resultiert die Punktmutation EGFR-L858R beispielsweise in einer iiberaktiven Kinasedomane,
was zur Entstehung des nicht-kleinzelligen Lungenkrebs (NSCLC) fiihrt. Die Entdeckung
einiger niedermolekularer organischer Molekiile als EGFR-Kinaseinhibitoren und deren
Weiterentwicklung zur zielgerichteten Krebstherapie war ein Meilenstein der modernen
Medizin und medizinischen Chemie. Die Ursache der Krebsentstehung ist duf3erst vielfaltig und
mit Ausnahme einiger Beispiele, wie NSCLC, nicht auf eine einzige genetische Léasion
reduzierbar. Erlotinib und Gefitinib werden als Inhibitoren der ersten Generation in der
Erstlinientherapie von NSCLC mit EGFR-L858R Aktivierungsmutation eingesetzt und sind
Beispiele fiir die moderne zielgerichtete Krebstherapie mit Kinaseinhibitoren. Mit
fortschreitender Behandlung entwickeln sich in EGFR-Resistenzmutationen (T790M und
C797S) gegen die erste und ebenfalls gegen die zweite und dritte Wirkstoffgeneration. Eine
konstante Entwicklung neuer Inhibitoren gegen neu auftretende Wirkstoffresistenzen ist

daher eine stetige Herausforderung fiir die medizinische Chemie.

Die konformationelle Plastizitit von EGFR ist von fundamentaler Bedeutung fiir dessen
Regulationsmechanismus. Die aC Helix und die Aktivierungsschleife sind zentrale Elemente in
der Kinasedomine von EGFR und zeigen charakteristische Anderungen ihrer Konformation
beim Ubergang zwischen aktivem und inaktivem Zustand. Im aktiven Zustand liegt die
Aktivierungsschleife unstrukturiert vor und mit einer in Richtung der ATP-Bindetasche
geneigten oC Helix. Im Gegensatz dazu bildet sich im inaktiven Zustand ein kurzes, helikales
Segment innerhalb der Aktivierungsschleife und die oC Helix neigt sich von der
ATP-Bindetasche weg. Wir fragten uns, ob diese charakteristischen Konformationsanderungen
in EGFR fiir den Aufbau eines Assaysystem genutzt werden kénnen, um neuartige EGFR-
Inhibitoren zu identifizieren. Acrylodan ist ein Fluorophor mit ausgepragter Solvatochromie
und reagiert auf Anderungen der Polaritit seiner Mikroumgebung mit einer bathochromen

Verschiebung im Fluoreszenzemissionsspektrum. Eine Modifikation der Aktivierungsschleife
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mit Acrylodan erlaubt die Beobachtung der zuvor beschriebenen Konformationsanderung, da
Acrylodan von EGFR in den beiden Stadien unterschiedlich stark abgeschirmt wird. So konnte
mit dem acrylodanmarkierten EGFR das Prinzip des FLiK-Assay (Fluorescent Labels in Kinases)
auf EGFR ausgeweitet werden. Die Anderung im Emissionsspektrum wird auch durch
Inhibitoren induziert die EGFR in der inaktiven Konformation stabilisieren (z.B. Lapatinib),
aber nicht von Inhibitoren die die aktive Konformation stabilisieren (z.B. Gefitinib). Viele der
bekannten EGFR-Inhibitoren stabilisieren die aktive Konformation. Der EGFR-FLIK erlaubt es
Inhibitoren zu identifizieren, die EGFR in der inaktiven Konformation stabilisieren und so den
bisher weniger bekannten chemischen Raum fiir neuartige Wirkstoffe in der Krebstherapie zu

erschlief3en.

Die Kristallisation von Inhibitoren im Komplex mit ihrem Zielmolekiil ermdglicht die
Aufklarung des molekularen Wirkmechanismus und erlaubt die rationale Weiterentwicklung
und Optimierung der Inhibitoren. Zur Unterstiitzung von Projekten der Wirkstoffentwicklung
gegen EGFR-Resistenzmutationen wurde ein Kristallisationssystem fiir den EGFR-WT und die
EGFR-T790M Mutante etabliert. Mit Hilfe der Rontgenkristallographie und der
Strukturaufklarung einiger Pyrazolopyrimidine in EGFR-T790M konnten wertvolle Einsichten
gewonnen werden, wie zukiinftige Inhibitorgenerationen in Hinsicht auf ihre Selektivitat und

Affinitat weiter optimiert werden kénnen.

Neben EGFR ist auch HER2 als direktes Mitglied der Rezeptorfamilie ein Zielprotein der
zielgerichteten Krebstherapie. Die Insertionsmutante A775_G776insYVMA im Exon 20 der
Kinasedomine von HER2 fiihrt zu deren Uberaktivierung. Diese Mutation wird auch im
Kontext von NSCLC gefunden. Allerdings weniger als primire Treibermutation sondern auch
als erworbene Resistenzmutation gegen EGFR-Inhibitoren. In diesem Falle blockiert ein
Inhibitor das Signal vom tiberaktiven EGFR woraufhin die Krebszelle das onkogene Signal iiber
die HER2-Insertionsmutante umleitet, um ihr Uberdauern zu gewdhrleisten. Ein
aktivitatsbasiertes Assaysystem wurde etabliert um im Hochdurchsatz insbesondere nach
spezifischen Inhibitoren der Exon 20 Insertionsmutante zu suchen. So konnten aus einer
Substanzbibliothek der Arbeitsgruppe einige Fragmente identifiziert werden, die
bemerkenswert selektiv die Exon 20 Insertion inhibieren und die weitere Wirkstoff-

entwicklung in neue Richtungen fiihren kénnten.
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Abstract

The receptor tyrosine kinases of the epidermal growth factor receptor family, EGFR (HER1)
and HER2 to HER4, are at the top of a complex regulation network which regulates several
process in cell growth and in the life cycle of the cell. Growth factors bind to the extracellular
domain of the receptor which activates the intracellular kinase domain and transduce the
signal to further effector proteins. The genes of the EGF-receptors were identified as
proto-oncogenes, since genetic lesions can cause a dysregulation and over activation of the
receptor which result in the emergence of cancer. A point mutation in the kinase domain, like
LB58R, cause an overly active kinase domain and as a result non-small cell lung cancer
(NSCLC). The discovery of small molecules as EGFR kinase inhibitors and their progression to
targeted cancer therapy was a milestone in modern medicine and medicinal chemistry. The
cause of cancer emergence is diverse and with the exception of some examples, like NSCLC,
often not linked to a single genetic lesion. The first generation inhibitors erlotinib and gefitinib
are used in first-line treatment of EGFR-L858R dependent NSCLC and are prime examples in
modern targeted cancer therapy with kinase inhibitors. Resistance mutations occur in EGFR
(T790M and C797S) with an ongoing duration of the treatment which render first generation
inhibitors ineffective, as well as the second and third generation of inhibitors. A continuous
development of novel Inhibitors targeting newly emerging drug resistances is a constant

challenge in medicinal chemistry.

The conformational plasticity of EGFR is a fundamental mechanism in the receptor regulation.
The oC helix and the activation loop are central elements within the kinase domain and
undergo characteristic conformational changes during the transition between active and
inactive state. In the active state the activation loop is unstructured, with the aC helix oriented
towards the ATP binding site. In the inactive state a short helical segment forms within the
activation loop and the aC helix is turned away from the ATP binding site. We asked ourselves
if these characteristic conformational changes are suitable to build an assaysystem that allows
for the identification of novel EGFR inhibitors. Acrylodan is a fluorophore with pronounced
solvatochromism and reacts to changes in polarity of its microenvironment with a
bathochromic shift in its fluorescence emission spectra. A modification of the activation loop
with acrylodan allows the detection of previously described conformational changes, since
acrylodan is shielded by the protein in different degrees. In that way the FLiK-assay principle
(Fluorescence Labels in Kinases) was applied to EGFR. The changes in emission spectra were
further induced by inhibitor binding to and stabilizing the inactive conformation of EGFR (e.g.

lapatinib), but not by inhibitors binding the active sate (e.g. gefitinib). Many known EGFR



X Abstract

inhibitors stabilize EGFR in its active state. The EGFR-FLiK allows the identification of inactive
state stabilizing inhibitors and to further exploit so far less known chemical space for novel

drugs in cancer therapy.

The crystallization of an inhibitor in complex with its target protein allows the elucidation of
its molecular mode of action and allows further rational development and improvement. A
crystallization system for EGFR-WT and EGFR-T790M was established to support drug
development projects in the group. Important insight could be achieved by X-ray
crystallography and structure elucidation of some pyrazolopyrimidines in EGFR-T790M which
allow for further improvement of future inhibitor generation in regard of affinity and

selectivity.

Besides EGFR, the family member HER2 is a target in targeted cancer therapy as well. The
insertion mutant A775_G776insYVMA within the exon 20 of the kinase domain results in their
over activation. This particular mutation is also found in NSCLC. However, the insertion
mutation less common as primary driver mutation in the context of NSCLC and being found as
acquired resistance mutation against EGFR inhibitors. In this case the signal from
overactivated EGFR is blocked by an inhibitor, whereupon the cell bypasses the oncogenic
signal over the HER2 insertion mutant to ensure cell survival. An activity based assay was
established to search for inhibitors, especially for the exon 20 insertion mutants, in a high
throughput format. In that way, some fragments were identified out of a substance library that
inhibit the HER2 insertion with remarkable selectivity and might guide future drug

development to new directions.



Einleitung 1

1 Einleitung

1.1 Die Familie der Epidermalen Wachstumsfaktor-Rezeptoren und ihr Wirken

in der Signaltransduktion

Im Jahr 1986 wurde Stanley Cohen fiir die Entdeckung des epidermalen
Wachstumsfaktor-Rezeptors (EGFR, epidermal growth factor receptor) und seine Forschung
auf dem Gebiet der Wachstumsfaktoren mit dem Nobelpreis ausgezeichnet. Die Entdeckung
von EGFR und dessen Funktionen im Organismus war ein wichtiger Meilenstein in der
Biochemie und auf dem Weg zur modernen Medizinischen Chemie.[!l Ein weiterer Meilenstein
aus dieser Zeit war die Entdeckung des ersten viralen Onkogens vSrc im retroviralen Genom
des rous sarcoma virus und einige Jahre spater die Entdeckung seines humanen Homologs cSrc.
Mit dem fiir eine Tyrosinkinase codierenden cSrc konnte erstmals die Existenz von Onkogenen
und Proto-Onkogenen sowie der direkte Einfluss einzelner Mutationen auf die Transformation
gesunder Zellen in Krebszellen nachgewiesen werden.[?l Neben cSrc wurden im Laufe der Jahre
weitere (Proto-)Onkogene identifiziert, wie z.B. EGFR, ABL, RAS, cMyc und viele andere. Wie
cSrc besitzt auch EGFR mit dem erythroblastic leukemia viral oncogene homolog (VErbB) ein
retrovirales Homolog.l31 EGFR ist Teil einer Rezeptor-Familie bestehend aus vier strukturell
und funktionell eng verwandter Membranproteine, die nach EGFR als human epidermal growth
factor receptor HER1 bis HER4 oder nach dem viralen Onkogen als ErbB1 bis ErbB4 bezeichnet
werden. Die Gene der HER-Familie codieren fiir Rezeptortyrosinkinasen (RTK) und regulieren
unter anderem Uber den RAS-RAF-MEK-ERK und den PI3K-AKT-mTOR Signalweg eine hoch
komplexe und verzweigte Signalkaskade.[*5] Der Organismus steuert iiber die Freisetzung von
Wachstumsfaktoren sowie deren Erkennung und Bindung durch die EGF-Rezeptoren
elementare Prozesse in der Differenzierung, Proliferation und Apoptose der Zellen.[¢-11] Nach
heutigem Kenntnisstand ist es daher leicht vorstellbar, dass eine Storung in der
Rezeptorregulation eine unkontrollierte Proliferation der Zelle auslésen kann. Bei einer
solchen Storung, beispielsweise hervorgerufen durch eine Mutation im Gen des Rezeptors,
wird aus dem Proto-Onkogen das aktive Onkogen, als treibende Kraft in der Transformation
gesunder Zellen zu Krebszellen. In der Klinik werden verschiedene Arten von onkogener
Aktivierung unterschieden.[1213] Beispielsweise wurde in einer bestimmten Untergruppe von

Brustkrebs eine zusatzliche Kopie des HER2-Gens gefunden, hervorgerufen durch eine
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Genamplifikation, wodurch im normalen Zyklus der Proteinbiosynthese die Anzahl an
Rezeptoren auf der Zelloberflache steigt. In Folge dessen steigt ebenfalls die Starke des Signals
in Richtung zellinneres sobald Wachstumsfaktoren an den extrazelluliren Doméanen der
Rezeptoren binden.['4 Eine weitere Genamplifikation kann die Gene der Wachstumsfaktoren
selbst betreffen, was dann zu einer erh6hten Konzentration an Wachstumsfaktoren im System
fiihren kann und damit ebenfalls eine verstarkte Rezeptoraktivierung hervorruft.[5-181 Andere
Méglichkeiten der Aktivierung kénnen des Weiteren durch Punktmutationen, Deletionen oder
Insertionen, wie z.B. L858R oder E746_T751delLREA in EGFR oder A775_G776insYVMA in
HER2 ausgeldst werden. Hier wird durch eine Mutation innerhalb der Kinasedoméne von EGFR
oder HER2 die enzymatisch aktive Konformation stabilisiert, bzw. das dynamische
Gleichgewicht zwischen enzymatisch aktiver und inaktiver Konformation verschoben, so dass
die Kinase eine gesteigerte Aktivitit und gesteigerte Signalrate aufweist (z.B. im
nicht-kleinzelligen Lungenkrebs).[1922] Chromosomentranslokationen oder Genfusionen
konnen ebenfalls die Aktivitit von Kinasen beeinflussen. Beispielsweise fiihrt eine
Chromosomentranslokation zur Formation des sogenannten Philadelphia-Chromosoms und
zur Expression des auf diesem Chromosom codierten BCR-ABL Fusionsproteins. Infolge der
Genfusion wird ein regulatorisches Segment der ABL Kinase durch ein Segment der breakpoint
cluster region (BCR) ersetzt was in einer konstitutiven Aktivierung der Kinase resultiert und
zur Entstehung chronisch myeloischer Leukadmie fiihrt.[23] Neben Onkogenen existieren auch
Tumorsuppressorgene, die eine negative Regulation auf einen Signalweg ausiiben der z.B. das
Zellwachstum kontrolliert. Geht diese negative Regulation durch eine loss of function Mutation
(z.B. PTEN loss) verloren steigt infolge dessen die Signaltransduktion durch den betreffenden
Signalweg.[2425] Die EGFR-Familie besteht aus vier strukturell eng miteinander verwandten
Proteinen (HER1 bis 4), welche eine extrazellulire Ligandenbindungsdomaéine, eine
Transmembrandomane und eine intrazelluldre Proteinkinasedomane besitzen, von der aus
das externe Signal innerhalb der Zelle weiterverbreitet wird.[26] Der enzymatisch aktive Teil ist
die Kinasedomaine, die wiederum eine mit den iiber 500 Mitgliedern des humanen Kinoms
gemeinsame, hoch konservierte Struktur aufweist.[27] Proteinkinasen gehdren zur Gruppe der
Transferasen. Bereitgestellt vom Kosubstrat Adenosintriphosphat (ATP) katalysieren
Proteinkinasen den Transfer einer Phosphatgruppe auf Aminosduren, die eine
Hydroxylgruppe in ihrer Seitenkette tragen. Neben den Proteinkinasen finden sich im
Organismus noch weitere Kinasen, die z.B. Lipide oder verschiedene Zuckermolekiile
phosphorylieren und Aufgaben im Aufbau von Lipidmembranen oder im Metabolismus
iibernehmen. Bei Proteinkinasen wird, je nachdem auf welche Seitenkette die Phosphatgruppe
Uibertragen wird, zwischen Serin/Threonin- und Tyrosinkinasen unterschieden.[28] Eine

weiterer Typ, die Histidin-Kinase, wurde in Menschen und Tieren bisher nur in den
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Mitochondrien gefunden, spielt aber in Pflanzen, Pilzen und Prokaryonten eine wichtige Rolle
in der Signaltransduktion. Die Phosphorylierung eines Proteins gehdért zu den
posttranslationalen Modifikationen und dient der Steuerung unzihliger physiologischer
Prozesse, wie z.B. der oben beschriebenen Regulation des Zellwachstums, aber u.a. auch der
Regulation des Zellzyklus, Immunsystems, Nervensystems und der Transkriptionskontrolle.
Aufgrund der chemischen Struktur eines Phosphats wird bei einer Phosphorylierung eine hohe
punktuelle, negative Ladungsdichte auf das Substrat iibertragen. Diese Ladung kann in
Proteinen Konformationsdnderungen induzieren, indem ionische Interaktionen oder
Netzwerke von Wasserstoffbriicken beeinflusst werden, wodurch beispielsweise die
katalytische Aktivitit eines Enzyms aktiviert oder deaktiviert werden kann. Eine andere
Moglichkeit chemische Informationen iiber eine Phosphorylierung zu iibertragen, ist die
Ausbildung von Interaktionsflichen fiir weitere Proteine oder die Geriistfunktion in
Proteinkomplexen. Zum Beispiel bilden phosphorylierte Tyrosinseitenketten eine Schnittstelle
fiir regulatorische SH2-Domanen und vermitteln so weitere Protein-Protein-Interaktionen fir
die Signalweiterleitung.[291 Den Kinasen gegeniiber stehen die Phosphatasen, die die Hydrolyse
phosphorylierter Hydroxylgruppen katalysieren. So kann die Zelle durch das dynamische
Zusammen- oder Gegenspiel von Kinasen und Phosphatasen verschiedene Prozesse

regulieren.[30]

1.2 Die Struktur und Regulation der EGF-Rezeptoren

Wie bereits erwdhnt bestehen EGFR sowie HER2 und die weiteren HER’s aus einer
extrazelluliren Liganden Bindungsdomdine an der die Wachstumsfaktoren binden, einer
Transmembrandomaéne, iliber die der Rezeptor in der Membran verankert ist und einer
intrazelluliren Doméane mit Kinasefunktion. Die extrazellulaire Doméane (ECD) besteht bei den
vier Rezeptoren aus vier Subdomanen und bindet, je nach Rezeptor, verschiedene Vertreter
aus der Familie der epidermalen Wachstumsfaktoren (z.B. EGF, TGF-a, NRG, usw.).3132] Im
ligandengebundenen, aktivierten Zustand liegt EGFR im Dimer vor, entweder als Homodimer
mit einem weiteren EGFR Protein oder als Heterodimer mit HER2, HER3 oder HER4. Allerdings
konnen auch inaktive, ligandenfreie Rezeptordimere (preformed dimers) beobachtet werden,
die aber auch dem gleichen Aktivierungsmechanismus unterliegen.33-361 Die EGF-Bindestelle
in der ECD wird durch die Subdomaénen I bis III gebildet (Abbildung 1). Bei der Bindung von
EGF findet eine Konformationsdanderung statt, in deren Verlauf der Dimerisierungsarm in

Subdomane II freigelegt wird.[37 Dieser Dimerisierungsarm bildet eine Interaktionsflache fiir
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die Protein-Protein-Interaktion zwischen den zwei Monomeren und forciert somit die Bildung
des Homo- bzw. Heterodimers. Im nicht aktivierten Zustand liegt die ECD in einer
geschlossenen (tethered) Konformation vor, in der der Dimerisierungsarm von den anderen
Subdomanen abgeschirmt wird und die Interaktion verhindert wird.[2¢] Fiir HER2 ist derzeit
kein Ligand bekannt der an der ECD bindet, allerdings befindet sich die ECD dieses Rezeptors
auch ohne gebundenen Liganden in einem permanent aktiven Zustand. Durch ein Netzwerk
von Wasserstoffbriickenbindungen und ionischen Wechselwirkungen in der ECD, welches bei
EGFR nicht vorhanden ist, wird die aktivierte Struktur mit einem ausgebildeten
Dimerisierungsarm stabilisiert.381 Diese strukturelle Besonderheit hat auch zur Folge, dass

HER2 der bevorzugte Partner bei der Bildung von Heterodimeren in der HER-Familie ist.[39]

Abbildung 1. (A) Monomere, ligandenfreie extrazellulire Domane von EGFR (PDB-ID: 4UV7). (B) Struktur der
homodimeren extrazelluldren Doméne von EGFR mit gebundenem EGF (PDB-ID: 3N]JP). Subdomaéne (Sd) I bis IV in
Blau - Griin - Gelb - Rot. EGF in Magenta.

Uber die Transmembrandoméne (TM) wird die strukturelle Anderung innerhalb der ECD iiber
die Membran in das Zellinnere iibertragen. Die TM ist ein einzelnes helikales Segment
bestehend aus 44 Aminosduren mit zwei charakteristischen CG4 like motif
Interaktionsmotiven, je eines am N-terminalen Ende der Helix (T¢48G649-X;-G652A653) sowie am
C-terminalen Ende (A661-X3-G665) wobei Uber dieses im ligandenfreien Zustand (preformed
dimer) die Interaktion der beiden TM stattfindet. Bindet ein Ligand an die ECD &dndert sich
ebenso die Ausrichtung der beiden Transmembranhelices und der Interaktionsbereich
wechselt vom C-terminalen zum N-terminalen CG4-Motif (Abbildung 2).[*0411 Diese
strukturelle Anderung leitet das, durch die Bindung von EGF ausgeléste, Signal weiter in

Richtung intrazelluldre Domane.
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Abbildung 2. Modell der Transmembrandoméne von EGFR im Dimer und schematische Darstellung der Interaktion
tiber die CG4 like motifs T648G649-X2-G652A653 (N-terminal, EGF gebundener Rezeptor) und A¢61-X3-G665 (C-terminal,
EGF freier Rezeptor).

Die intrazellulire Doméne (ICD) des Rezeptors besteht neben der Kinasedomane noch aus
einem Juxtamembransegment (JM) und dem tyrosinreichen C-terminalen Schweif (C-terminal
tail). Studien legen nahe, dass das JM in einer ungeordneten Struktur vorliegt, sofern an der
ECD kein Ligand gebunden ist. Bindet dagegen beispielsweise EGF oder TGF-a, bildet sich im
JM ein helikales Segment, welches mit einem weiteren helikalen Segment eines weiteren
EGF-Rezeptors in Wechselwirkung tritt.[#243] Die Interaktion des JM im dimeren Rezeptor
bedingt eine weitere Konformationsdnderung und Umlagerung der Kinasedoménen. Im
ligandenfreien preformed dimer liegt die Kinasedomdne in einem autoinhibierten

symmetrischen Dimer vor (Abbildung 3).

A B

N-Terminus
aC Helix

C-Terminus

Abbildung 3. (A) Kinasedoméne von EGFR im symmetrischen, inaktiven Dimer. (B) EGFR-Kinasedomine im
asymmetrischen, aktiven Dimer. Bereiche in Blau reprdsentieren das N-terminale Ende der einzelnen
Kinasedomane, die roten Bereiche markieren den C-Terminus. In Griin markiert die aC Helix als essentieller Teil
der Interaktionsfliche bei der Formation des asymmetrischen Dimers. Die obere (hellblaue) Kinase ist in der
activator Position, die untere (hellbraune) in der aktivierten receiver Position. (PDB-IDs: 2GS7 und 4RIW,
modifiziert).
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Erst durch die Aktivierung des Rezeptors ordnen sich die Kinasedoméanen im asymmetrischen
Dimer an, wobei eine Kinase die activator Position einnimmt und die Kinase in der receiver
Position aktiviert (Abbildung 3). Erst durch diese Anordnung und Aktivierung im
asymmetrischen Dimer kommt es im C-terminal tail zu einer Reihe von
Autophosphorylierungen an diversen Tyrosinseitenketten, die dann wiederum weitere
Effektorproteine rekrutieren und somit das Signal in der Zelle weiterleiten.[3644-48] [nnerhalb
der Kinasedomdne werden zwei Subdomdnen unterschieden zwischen denen die ATP-
Bindetasche gebildet wird. Die die N-terminale Subdomane ist iiberwiegend aufgebaut aus
[-Faltblattern wohingegen die C-terminale Subdomane reich an a-Helices ist (Abbildung 4).
Verbunden sind die beiden Subdomaénen iiber die Scharnierregion (hinge region). Diese stellt
eine flexible Verbindung her und erlaubt die dynamische Orientierung beider Subdoméanen
zueinander. Weitere konservierte, charakteristische Strukturelemente sind der Tiirsteherrest
(gatekeeper) am Anfang der Scharnierregion, die Aktivierungsschleife (4-loop) mit dem
typischen DFG-Motiv (Asp-Phe-Gly), die glycinreiche Schleife (Gly-X-Gly-X-X-Gly Motiv) und
die aC Helix. Der Tiirsteherrest kontrolliert tiber seine Grofie und Polaritit den Zugang zur
ATP-Bindetasche und einer dahinterliegenden hydrophoben Tasche. Die Bindung des
Kofaktors ATP wird durch Interaktionen mit der glycinreichen Schleife und iiber die
Koordination der Phoshpatgruppen mit Mg2+-lonen, durch Interaktionen des Aspartats im
DFG-Motiv und tiber Wasserstoffbriicken zur Scharnierregion realisiert.[27.49-521 Die Abspaltung
des y-Phosphats und dessen Ubertragung auf das Substrat wird durch ein katalytisches Lysin
in der N-terminalen Subdomane realisiert. Auch wenn die grundlegende Struktur der Kinasen
hoch konserviert ist gibt es dennoch einige Unterschiede in deren Aktivierungsmechanismen.
Ein typischer Aktivierungsmechanismus ist die Phosphorylierung der Aktivierungsschleife,
damit einhergehend die Umlagerung dieser und des DFG-Motivs von der DFG-out in die DFG-in
Konformation. In der inaktiven Konformation der Kinase (DFG-out) besetzt die Seitenkette des
Phenylalanins im DFG-Motiv die ATP-Bindetasche und verhindert die Bindung von ATP. Als
Teil der ATP-Bindetasche befindet sich nahe der aC Helix die sogenannte allosterische Tasche,
die im aktiven Zustand (DFG-in) durch das Phenylalanin besetzt wird und somit Raum fiir die
Bindung von ATP schafft. Diese Mechanismen und der Ubergang von DFG-out zu DFG-in sind
beispielsweise bei Src-Kinasen zu beobachten (z.B. PDB-ID: 2QQ7, DFG-in; 3TZ7, DFG-out).
Auch wenn die DFG-out/in Umlagerung eine der bekannteren Mechanismen in Proteinkinasen
ist, ist diese nur bei einem vergleichsweise kleinen Teil des Kinoms zu finden.[53-551 Auch in der
HER-Familie ist diese Art der Aktivierung nicht zu beobachten. Zwar gibt es hier ebenfalls eine
Konformationsanderung in der Aktivierungsschleife, diese geht allerdings nicht mit einer
ausgepragten Umlagerung des DFG-Motivs einher. Charakteristischer fiir die HER-Familie ist

die Verlagerung der oC Helix von der aC-out in die aC-in Konformation wahrend der
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Ausbildung des asymmetrischen Dimers. Im asymmetrischen Dimer nehmen die beiden
beteiligten Kinasen unterschiedliche Positionen ein. Die Kinase in der activator Position
interagiert tiber ihren C-Terminus mit einem hydrophoben Bereich am N-Terminus, nahe der
oaC Helix, der receiver Kinase.[*5] Damit stabilisiert die activator Kinase eine kompaktere
Konformation der receiver Kinase mit einer einwarts, in Richtung der ATP-Bindetasche
gerichteten aC Helix (aC-in). In der aC Helix befindet sich ein Glutamat, dessen Seitenkette in
der aC-in Konformation in Richtung der ATP-Bindetasche bzw. in Richtung des katalytischen
Lysins orientiert ist. Durch die rdumliche Nahe der schwach basischen Carbonylfunktion zum
primaren Amin in der Lysinseitenkette wird dessen Aciditiat bzw. Nucleophilie erh6ht und die
Abspaltung des ATP-y-Phosphats unterstiitzt. Ein ahnlicher Mechanismus wird beispielsweise
auch in den Cyclin-abhdngigen Kinasen (CDK) beobachtet.[5¢1 Die so aktivierte HER-Kinase
transphosphoryliert verschiedene Tyrosinseitenketten im C-terminal tail, was wiederum
weitere Effektorproteine rekrutiert die das Signal weiterleiten. Interessanterweise hat die
Kinasedomidne von HER3 den gleichen strukturellen Aufbau wie die anderen
Familienmitglieder, besitzt aber aufgrund einiger nativer Mutationen an katalytisch wichtigen
Positionen in der ATP-Bindetasche, nur etwa ein Tausendstel der enzymatischen Aktivitat von
EGFR. HER3 wird daher zur Klasse der Pseudokinasen gezahlt.[47.57-60] Auch wenn HER3 als
Pseudokinase keine ausgepragte enzymatische Aktivitat besitzt ist der Rezeptor dennoch in
der Lage Dimere auszubilden. Im Dimer fungiert die intrazellulare Kinasedomane als activator
Kinase, bevorzugt im Dimer mit HER2, und ermdglicht so die Phosphorylierung des

C-terminal tail sowie die Signaltransduktion
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Aktivierungs-
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Abbildung 4. Allgemeiner Aufbau einer Proteinkinase am Beispiel von EGFR-Wildtyp mit AMP-PNP in der
ATP-Bindetasche (PDB-ID: 3V]O).

1.3 Small Molecules als Kinaseinhibitoren

Niedermolekulare Verbindungen oder auch small molecules erwiesen sich in den letzten
Jahrzehnten als wertvolles Werkzeug in der chemischen Biologie. In der Erforschung von
Kinasen werden sie iberwiegend als Inhibitoren der enzymatischen Aktivitit eingesetzt und
erlauben Einblicke wie verschiedene Kinasen in komplexen Signalnetzwerken in der Zelle
interagieren. Aus dem anfanglichen Einsatz als chemische Werkzeuge in der Forschung sind

einige wertvolle Therapeutika entstanden die z.B. Einsatz in der Krebstherapie fanden.[61l
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Klassifiziert werden diese niedermolekularen Kinaseinhibitoren iiblicherweise in Typ I bis
Typ 1V, kovalente Inhibitoren und Substratanaloga.?”l Aufgrund hoher Ahnlichkeiten in
Sequenz und Struktur unter den Proteinkinasen, ist es eine Herausforderung Inhibitoren zu
entwickeln, die selektiv gegen eine bestimmte Kinase oder Kinasefamilie wirken. Substrate
sind oft andere Proteine oder Subdomdnen und haben eine verhadltnismafiig grofde
Interaktionsfliche fiir eine Protein-Protein-Interaktion. Substratanaloga sind hingegen oft
kiirzere Peptidfragmente, die dhnlich dem natiirlichen Substrat aufgebaut sind und mit diesem
um die Bindestelle konkurrieren.[62.63] Inhibitoren vom Typ I, Typ Il und Typ III binden in der
aktiven Tasche bzw. in der ATP-Bindetasche. Die weitere Klassifizierung in die verschiedenen
Typen erfolgt aufgrund des spezifischen Bindungsmodus.[64-66] Typ [ Inhibitoren (z.B. Dasatinib
in Src, PDB-ID 3G5D) verhalten sich ATP-kompetitiv, bilden Interaktionen zur Scharnierregion
aus und binden die Kinase in der aktiven (DFG-in) Konformation.[67] Viele der bekannten
reversiblen EGFR-Inhibitoren, wie z.B. Erlotinib, konnen dem Typ I zugeordnet werden und
stabilisieren EGFR in der aktiven aC-in Konformation. Typ II Inhibitoren erstrecken sich von
der Scharnierregion in Richtung der allosterischen Tasche im Bereich der aC Helix und
stabilisieren die inaktive (DFG-out) Konformation der Kinase, z.B. Imatinib in Abl (PDB-ID
2HYY).l681 Fiir EGFR sind nur wenige Inhibitoren bekannt, die die inaktive Konformation
stabilisieren und eher einen Typ I/II-Hybrid darstellen, wie z.B. Lapatinib.[¢9l Typ III
Inhibitoren binden ausschliefdlich in dieser allosterischen Tasche ohne Verbindung zur
Scharnierregion und oft mit Interaktionen zum DFG-Motiv und zur aC Helix, z.B. RL37 in Src
(PDB-ID 3F3U).[701 Rein allosterische Inhibitoren, die entfernt vom aktiven Zentrum binden
werden als Typ IV Kklassifiziert. Diese allosterischen Inhibitoren beeinflussen die enzymatische
Aktivitdit durch eine nicht-kompetitive Bindung mit Kofaktoren oder Substraten. Sie
modulieren die Konformation des Enzyms, stabilisieren oder induzieren bestimmte
konformationelle Anderungen oder interferieren bei der Protein-Protein-Interaktion mit
anderen regulatorischen Proteinen oder Doméanen. Diese Inhibitorklasse verspricht Vorteile in
Bezug auf die Selektivitit iiber andere Kinasen, allerdings sind allosterische Bindestellen nicht
immer verfligbar oder bekannt. Ein bekannter Typ IV Kinaseinhibitor ist beispielweise
MK-2206 in AKT (PDB-ID 3096).[711 Einige Kinasen verfiigen im Bereich des aktiven Zentrums
tiber ein Losungsmittel-exponiertes Cystein. Durch eine Modifikation des Inhibitors mit einem
Elektrophil, wie einem Micheal-Akzeptor, kann eine Addition des Inhibitors an dieses Cystein
stattfinden und so eine irreversible Bindung ausbilden. Viele der bekannten irreversiblen
EGFR-Inhibitoren (z.B. WZ4002) zeigen neben der kovalenten Bindung ebenfalls ein
Typ I-Bindungsmuster, in Hinblick auf ihren Bindungsmodus in der ATP-Bindetasche und die
Stabilisierung der aktiven Konformation.[72 Die Bindung eines reversiblen Inhibitors an die

Kinase steht immer im dynamischen Gleichgewicht zwischen Assoziation und Dissoziation.
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Durch eine kovalente Bindung des Inhibitors bleibt die Kinase inhibiert bis sie von der Zelle
degradiert wird. Befiirchtungen, dass die Inhibitoren mit einem Elektrophil in der Zelle
unspezifisch mit jedem Nukleophil reagieren konnten was dem Losemittel zugdnglich ist (z.B.
Glutathion), konnten in der Praxis durch die Wahl geeigneter Elektrophile mit angepasster
Reaktivitit entkréftet werden. Beispiele fiir solche irreversible Verbindungen in der Klinik sind
AZ9219 oder CO01686 zur Therapie des wirkstoffresistenten nicht-kleinzelligem
Lungenkarzinoms (EGFR-L858R/T790M).[73-75] Aufgrund der hohen strukturellen Ahnlichkeit
der Kinasen ist die Selektivitat der Inhibitoren ein wichtiger Faktor. Trifft ein Inhibitor neben
seiner Zielkinase noch weitere Kinasen kann dies zu ernsten Nebenwirkungen (adverse effects)
fiilhren. Eine Selektivitit fiir eine onkogene Mutante iliber ihren Wildtyp ist ebenfalls
erstrebenswert, z.B. BCR-ABL tiiber ABL oder EGFR-L858R iber EGFR-WT. Es ist leicht
vorstellbar, dass die Inhibition einer Wildtyp-Kinase aufderhalb des Tumorgewebes
schwerwiegende Folgen haben kann, was letztendlich auch zum Scheitern einer Therapie

fiihren kann.

1.4 EGFR in der Medizin und in der Wirkstoffforschung

Uber Jahrzehnte bestand die klassische Krebstherapie darin einen Tumor operativ zu
entfernen, das Wachstum der Krebszellen mittels Zytostatika zu hemmen, einen Tumor mit
ionisierender Strahlung zu zerstéren oder einer Kombination aus den verschiedenen
Methoden. Viele dieser Methoden sind mit erheblichen Nebenwirkungen verbunden und
stellen eine extreme Belastung fiir den Patienten dar ohne Garantie, dass der Patient eine
permanente oder zumindest tempordre Heilung erfdhrt. Mit der Entdeckung und
Identifizierung der (Proto-)Onkogene riickte auch EGFR in den Fokus der pharmazeutischen
Forschung und im Laufe der letzten Jahre wurden EGFR und HER2 bis HER4 als Treiber mit
verschiedenen Krebsarten in Verbindung gebracht, wie z.B. in NSCLC, Glioblastoma,
Brustkrebs, Hautkrebs, Magenkarzinom, u.a., was wiederrum das Konzept der zielgerichteten
EGFR-Therapie befliigelte.[’6-911 Frithe Beispiele fiir verschiedene Strategien in der
zielgerichteten Tumortherapie sind Trastuzumab zur Behandlung von Brustkrebs sowie
Imatinib zur Behandlung der chronisch myeloischen Leukdmie und gastrointestinaler
Stromatumoren (GIST). 92951 Trastuzumab ist ein monoklonaler Antikdrper dessen
komplementares Antigen die extrazellulire Domane von HER2 darstellt. Durch die Bindung
des Antikorpers wird die Dimerisierung von HER2 blockiert und in Folge dessen auch die

Signaltransduktion durch den Rezeptor. Imatinib ist ein Tyrosinkinaseinhibitor zur Inhibition
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der onkogenen Kinasemutanten BCR-ABL in CML und cKIT in GIST (Stammzellfaktor-
Rezeptors, z.B. Exon 11 Mutationen). Mit Imatinib zeigte sich zum ersten Mal im klinischen
Umfeld welches Potential in der zielgerichteten Krebstherapie mit small molecules steckt, da
Imatinib in Patienten weniger Nebenwirkungen hervorrief als die bis dato angewandten
konventionellen Therapien und dem Patienten wiahrend der Therapie zu einer gesteigerten
Lebensqualitat verhalf. Ein weiteres Therapiefeld fiir Kinaseinhibitoren eréffnete sich durch
die Identifizierung von EGFR-Aktivierungsmutationen und deren Rolle in der
Krebsentstehung. Punktmutationen in Exon 21 (L858R) sowie Deletionen in Exon 19
(E746_T751delLREA) sind als Treibermutationen fiir die Entstehung des nicht-kleinzelligen
Lungenkrebs (non small cell lung cancer, NSCLC) verantwortlich.[9697] Lungenkrebs gehort zu
den am haufigsten auftretenden Krebserkrankungen und in Deutschland erkranken jahrlich
etwa 38.000 Manner und Frauen. NSCLC stellt hierbei eine besonders aggressive Form des
Lungenkrebs (ca. 80 % aller Lungenkrebspatienten) dar.[9899 Allerdings zeigte sich bei
Sequenzanalysen des Genoms von NSCLC-Patienten ein differenzierteres Bild. NSCLC lasst sich
demnach nicht nur auf eine einzige genetische Lasion reduzieren. Bei etwa 40 % der Patienten
ist auf genetischer/molekularer Ebene nicht bekannt was die Krankheit auslost. Andere haufig
gefundene Ausloser waren beispielsweise Mutationen in KRAS, BRAF, MET, ALK und HER2.
[100,101] Dies zeigt, dass die zielgerichtete Therapie von NSCLC mit EGFR-Mutationen nur ein
Baustein in der Behandlung einer komplexen Krankheit darstellt und das eine genetische
Analyse des Krebsgenoms des Patienten fiir eine effektive Therapie von zentraler Bedeutung
ist. Erlotinib und Gefitinib wurden als Erstlinientherapie zur gezielten Behandlung von
Patienten mit EGFR-L858R Mutation oder EGFR Exon19 Deletion zugelassen und waren zu
Beginn der Therapie dufierst erfolgreich. Allerdings trat ein Problem auf was dazu fiihrte, dass
der zuvor fiir besiegt gehaltene Krebs erneut aufflammte. Durch eine zusitzlich erworbene
sekundére Mutation in EGFR-L858R an der Position der Tiirsteheraminosdure T790M wurden
die Inhibitoren unwirksam.[1021 Mit der Zeit zeigte sich, dass diese sekundire
Resistenzmutation nach einigen Monaten der Therapie bei vielen Patienten auftrat. Im Wildtyp
besitzt EGFR einen vergleichsweise kleinen, polaren Threonin-Tiirsteher, der bei der
erworbenen Resistenz zu einem groéfieren, unpolaren Methionin-Tilirsteher mutiert. Das
gleiche Schema wurde auch bei anderen Kinasen beobachtet, beispielsweise bei der
Behandlung von BCR-ABL mit Imatinib, wo ebenfalls eine Resistenzmutation des
Tiirsteherrests (T3151) auftritt.[193] ATP-kompetitive Kinaseinhibitoren stehen in starker
Kompetition mit der hohen intrazelluliren ATP-Konzentration (1 bis 10 mM) um ihre
Bindestelle im aktiven Zentrum. Es konnte gezeigt werden, dass sich die Michaelis-Menten
Konstante (Kj,) fiir ATP in der EGFR-L858R Mutante erhoht, wodurch sich die Affinitdt von ATP

verringert und sich in Folge dessen die Effektivitit ATP-kompetitiver Inhibitoren erhoht.



12 Einleitung

Durch die sekunddare T790M-Mutation wird der ATP-K, wieder abgesenkt und die
ATP-kompetitiven Inhibitoren verlieren an Effektivitit. Einen zusatzlichen Einfluss hat die
Grofle des Tirsteherrestes. Hierbei konnen sich auf Grund der Grofien- und
Polaritatsunterschiede ebenfalls negative Effekte auf die Bindung des Inhibitors ergeben.[104-
106] Auch wenn die zielgerichtete Krebstherapie aufgrund der Resistenzentwicklung zunéchst
einen Riickschlag erleben musste, bestand weiterhin ein erhebliches Potential fiir diese
Therapieform. Auf der Suche nach EGFR-Inhibitoren der zweiten Generation riickten
kovalente, irreversible Inhibitoren in den Fokus. Diese Inhibitoren sind mit elektrophilen
funktionellen Gruppen versehen und kénnen in EGFR eine Michael-Addition mit einem
nucleophilen Thiol einer Cysteinseitenkette (Cys797) am Rande der ATP-Bindetasche
eingehen. Die Inhibitoren der zweiten Generation, wie Afatinib oder Dacomitinib, erwiesen
sich zunéachst als sehr Effektiv und auch erste klinische Studien verliefen erfolgversprechend,
doch die hohen Erwartungen konnten in der Klinik als Therapie gegen EGFR-L858R/T790M

aufgrund mangelnder Wirksamkeit im Patienten letztendlich nicht erfiillt werden. [73.98,107-110]
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Abbildung 5. Beispiele fiir verschiedene Tyrosinkinaseinhibitoren.

Viele Inhibitoren der ersten und zweiten Generation, ob mit oder ohne Elektrophil, basieren
auf einem Chinolin- oder Chinazolingrundgeriist. In den letzten Jahren konnten neuartige
chemische Strukturen identifiziert werden, die nicht auf den bis dato bekannten
Grundgertsten basieren und hochpotent gegen die resistenten Krebszellen waren. Die

Verbindung WZ4002 und insbesondere deren Nachfolger CO1686 und AZ9291 zahlen seit
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vielversprechenden Ergebnissen in spaten klinischen Studien zur dritten Generation. So wurde
AZ9291 (Osimertinib) im Sommer 2016 von der US-amerikanischen Food and Drug
Administration und der Europdischen Arzneimittel-Agentur zur Behandlung von EGFR-
L858R/T790M zugelassen.[72111112] Ungliicklicherweise konnten Studien bereits eine neue
Resistenzentwicklung gegen die Inhibitoren der dritten Genration offenlegen, noch bevor diese
breiten klinischen Einsatz erfuhren. Durch die Mutation des Cys797 zu einem Serin verlieren
auch die Inhibitoren der dritten Genration an Wirkung, da die Hydroxylgruppe in der
Seitenkette des Serins unter physiologischen Bedingungen keine Michael-Addition mit den
kovalenten Inhibitoren eingehen kann.[113114] Die direkten Resistenzmutationen in EGFR sind
allerdings nicht die einzige Moglichkeit wie die Tumorzelle ihr Uberleben sichert und das
onkogene Signal aufrechterhalten kann. Aktivierungsmutanten in HER2, wie die
A775_G776insYVMA Insertionsmutanten, konnen z.B. als neue Treibermutationen neben
EGFR-Mutationen auftreten.[115-118] Ein seit einiger Zeit bekannter Resistenzmechanismus ist
die Umleitung und Aufrechterhaltung des Signals durch andere Rezeptoren. Beispielsweise
kann die Krebszelle bei einer Genamplifikation der Rezeptortyrosinkinase cMET das onkogene
Signal am inhibierten EGFR-Signalweg vorbeileiten und so ihr Uberleben gewihrleisten.[119]
Wird EGFR z.B. durch Erlotinib inhibiert iibernehmen in einigen Krebszellen auch die EGFR
verwandten Rezeptoren HER2 oder HER3 die Aufrechterhaltung des onkogenen Signals.
[20117,120-122] Djese verschiedenen Resistenzmechanismen verdeutlichen die komplexe
Resistenzproblematik und machen die Identifizierung neuer Inhibitoren und die Entwicklung
neuer Therapien noch anspruchsvoller. Im Sommer 2016 wurde mit EAIOO1 erstmals eine
neue Klasse von EGFR-Inhibitoren beschrieben die nicht ATP-kompetitiv in einem Typ III
artigen Bindungsmodus binden.[123] Zusammen mit Lapatinib ist EAIO01 ein Beispiel fiir eine
alternative Klasse an Inhibitoren, die EGFR in der inaktiven Konformation binden und
moglicherweise einen neuen chemischen Raum sowie alternative Strategien zur Adressierung
von Wirkstoffresistenzen in EGFR eroffnen. Die Entwicklung der EGFR-Inhibitoren
verdeutlicht zum einen die Chancen, die sich in der Therapie zielgerichteten Therapie mit
diesen ergeben, aber zugleich auch eines der grofdten Probleme, ndamlich die permanente
Evolution der Krebszellen. Da sich die Krebszellen aufgrund ihrer genetischen Instabilitat
schnell verdndern und anpassen konnen wird es auch in Zukunft zu weiteren
Resistenzbildungen kommen, was wiederum eine fortlaufende Entwicklung der

EGFR-Inhibitoren nétig machen wird.
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2 Zielsetzung

Die epidermalen Wachstumsfaktor-Rezeptoren (HER1-4) sind prominente Onkogene und
entscheidend an der Entstehung verschiedener Krebserkrankungen beteiligt. In den letzten
Jahren der Forschung und klinischen Entwicklung haben niedermolekulare organische
Kinaseinhibitoren ihren Wert wund ihr Potential bei der Behandlung einiger
Krebserkrankungen, wie des nicht-kleinzelligen Lungenkrebs (NSCLC), bewiesen. Die
Entwicklung von Wirkstoffresistenzen gegen die eingesetzten Erstlinientherapeutika ist ein
grofdes Problem in der Klinik, da viele EGFR-L858R positiven NSCLC Patienten durch eine
erworbene Resistenzmutation (T790M/C797S) einen Riickfall erleiden. Auch die Instabilitat
und Heterogenitat des Krebsgenoms macht eine einfache Behandlung schwierig. All dies macht
eine konstante Entwicklungsarbeit nétig um auch in Zukunft effektive Wirkstoffe gegen diese
aggressive Art des Lungenkrebs zur Verfiigung stellen zu kénnen. Nur wenige Inhibitoren, wie
z.B. Lapatinib, sind bekannt die EGFR in der inaktiven Konformation stabilisieren.
Beispielsweise zeigt Lapatinib vorteilhafte Eigenschaften in Bezug auf seine Selektivitat und
Pharmakokinetik, wodurch diese Inhibitorklasse tendenziell vorteilhaft erscheint. Da in
Hochdurchsatzverfahren meist mit aktivititsbasierten Assays nach neuen Inhibitoren gesucht
wird, kann nicht unterschieden werden, ob eine Verbindung die aktive oder inaktive
Konformation von EGFR stabilisiert. Mit der Anwendung des Fluorescent Labels in Kinases
(FLiK) Assay auf EGFR ist es mdglich gezielt nach chemischen Strukturen zu suchen, die EGFR
in der inaktiven Konformation stabilisieren. Mit dem FLiK-Assay sollte ein Werkzeug
entwickelt werden, um diesen bislang kaum untersuchten chemischen Raum weiter zu
erforschen und Strukturen zu identifizieren die &hnlich wie Lapatinib die inaktive
Konformation stabilisieren. Aus diesen neuen Strukturen kénnten dann neuartige Inhibitoren
und Modulatoren von EGFR entwickelt werden. Um dies zu erreichen ist ein Verstdndnis der
Struktur neuer Liganden im Zielprotein von grofier Bedeutung. Die Proteinkristallisation
erlaubt die Aufklirung von Bindungsmodi und ermoglicht die strukturbasierte
Weiterentwicklung von Liganden. Ziel war es daher ein Kristallisationssystem fiir EGFR zu
etablieren, um die Wirkstoffentwicklung zu unterstiitzen. Die genetischen Ursachen fiir die
Entstehung von NSCLC sind vielfaltig und nicht auf die LB58R-Aktivierungsmutation begrenzt.
Gleiches gilt fiir die Wirkstoffresistenzen, die ebenfalls vielfaltige Mechanismen zeigen kdnnen.
HER2 und insbesondere die Insertionsmutation HER2 A775_G776insYVMA wurden ebenfalls
als genetische Lasionen und im Kontext der Resistenzentwicklung in NSCLC identifiziert. Daher
koénnten HER2 spezifische Inhibitoren als ein weiterer Baustein in der Behandlung des

nicht-kleinzelligen Lungenkrebs Bedeutung finden. Mit der Etablierung eines
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aktivitiatsbasierten Assays fiir den HER2-Wildtyp und die YVMA-Insertionsmutante sowie
eines Kristallisationssystems fiir den Wildtyp sollte die Entwicklung von HER2-Inhibitoren

vorangetrieben werden.
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3 Beobachtung konformationeller Anderungen in

der Rezeptortyrosinkinase EGFR

Die intrinsische Regulation von Proteinkinasen ist durch diverse konformationelle
Anderungen gewihrleistet, die potentiell viele Moglichkeiten bieten um gezielt die Funktion
der Kinase in verschiedenen Stadien bzw. Zustdnden zu adressieren. [90.124] Die Therapeutika
der ersten Generation (Gefitinib und Erlotinib) haben ihren Effektivitit bei der Behandlung
von EGFR-Aktivierungsmutationen (L858R) bewiesen und auch die kovalenten Inhibitoren der
dritten Generation (CO1686 und AZ9291) zeigten ihre Effektivitit gegen die sekundire
Resistenzmutation (T790M).[74111125] Nur gegen eine tertidre Resistenzmutation (C797S) ist
bisher noch kein effektiver Wirkstoff in der Klinik verfiigbar.[112-1141 Die zuvor erwdhnten
EGFR-Inhibitoren wurden mit dem Fokus entwickelt, die Bindung von ATP in der
ATP-Bindetasche zu verhindern, dabei die Phosphorylierung des Substrats und die
weiterfithrende Signaltransduktion zu blockieren. Interessanterweise zeigten aktuelle Studien
weitere Wirkmechanismen von EGFR-Inhibitoren, wobei die Blockierung des
Phosphotransfers nicht den einzigen Aspekt reprasentiert. Die intrazellulare Kinasedoméane
und die extrazelluldre Ligandenbindungsdomane sind iiber die Transmembrandoméne und
das Juxtamembransegment, welches ein wichtiges Element der Rezeptorregulation darstellt,
verbunden.[*44548] Die Bindung von EGF oder TGF-a an die extrazellulire Domane resultiert in
verschiedenen Konformationen des Juxtamembransegments.[“243]1 Dieses Wechselspiel ist
durch Mutationen innerhalb der Kinasedomine, z.B. L858R, iiber einen allosterischen
Mechanismus gestort. Interessanterweise konnen die vorher genannten Inhibitoren die
Konformation des Juxtamembransegments durch die Bindung in der Kinasedomaéne in einer
Weise wiederherstellen wie es im Wildtyp der Fall ist.[126127] Diese Entdeckung kdnnte den Weg
bereiten um EGFR auf Basis der Konformation des gesamten Rezeptors durch small molecules
mit neuartigen Wirkmechanismen zu modulieren. Beispielsweise bietet der
4-Anilinoquinazolininhibitor Lapatinib einzigartige Bindungseigenschaften, die das Potential
von Konformationen-modulierenden Verbindungen untermauern.¢] Im Gegensatz zu anderen
klassischen Kinaseinhibitoren vom Typ I, wie Gefitinib, die in der aktiven Konformation
binden, stabilisiert Lapatinib die inaktive Konformation der Kinasedomane von EGFR.[69.128]
Die verfiigbaren Kristallstrukturen untermauern das EGFR nicht in der Lage ist eine
ausgepragte DFG-out Konformation einzunehmen, dhnlich der von ABL gebunden mit
Imatinib.[1291 EGFR nimmt eine inaktive Konformation ein, in der die aC Helix von der ATP-

Bindetasche weg zeigt (aC-out) und einer aktiven Konformation bei der die «aC Helix nach innen
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zur ATP-Bindetasche zeigt (aC-in).[691301 Aktuelle Computerberechnungen basierend auf
molekulardynamischen Simulationen deuten darauf hin, dass EGFR moglicherweise
intermedidre Zustinde zwischen der aktiven und inaktiven Konformation einnehmen
kann.['311 Wihrend dieses Ubergangs erfihrt die Kinasedomine eine partielle Entfaltung
(cracking) der Scharnierregion um, durch die Verschiebung der beiden Subdomainen
zueinander, mehr Raum zu schaffen fiir eine Umlagerung des DFG-Motivs in der
Aktivierungsschleife.l131 Liganden, die EGFR in einer solchen intermedidren Konformation
binden und stabilisieren, konnten einen innovativen Ansatz bieten um krankheitsassoziierte
EGFR-Mutanten zu adressieren. Vor einigen Jahren etablierten Simard et al. die FLiK Methode
(Fluorescent Labels in Kinases), ein fluoreszenzbasiertes Assaysystem zur Detektion von
Liganden und deren Bindungsmodi in den Kinasen Src, ABL, AKT und p380.[132-137] Es stellte
sich also die Frage ob diese Methode ebenfalls geeignet war EGRF-Inhibitoren zu identifizieren
und im Hinblick auf ihren Bindungsmodus zu klassifizieren. Die Methode erlaubt es gezielt
neue, noch wenig bekannte chemische Strukturen zu identifizieren und so die Entwicklung
neuer Liganden zu unterstiitzen, die gezielt einzigartige Konformationen stabilisieren. Ziel war
es auf diese Weise Inhibitoren gegen wirkstoffresistente EGFR-Mutanten zu identifizieren und
neue niedermolekulare Sondenmolekiile fiir die chemische Biologie zu entwickeln um die

komplexe und dynamische Regulation von EGFR tiefergehend zu untersuchen.

3.1 Design der FLiK-Konstrukte

Die Konstrukte umfassen die intrazellulare Kinasedomane, ohne Juxtamembransegment und
C-terminalen Schweif. Die Struktur von EGFR im Komplex mit Lapatinib zeigt die Kinase in
einem inaktiven Zustand mit einem kurzen Segment der Aktivierungsschleife in einer helikalen
Struktur (PDB-ID: 1XKK).[691 Wir stellten die Hypothese auf, dass dieses Segment von fiinf
Aminosiuren C-terminal vom DFG-Motiv geeignet ist, um konformationelle Anderungen zu
detektieren. Sequenzanalysen und Alignments zeigten, dass in etwa 47 Kinasen ein natiirliches
Cystein an der DFG+2 Position vorkommt (A859C). Es lag daher nahe, dass ein Cystein an
dieser Position, fiir die spatere selektive Modifizierung mit dem thiolreaktiven Fluorophor
Acrylodan, vermutlich toleriert werden wiirde. Zuséatzlich zum DFG+2-Konstrukt wurde auch
das DFG+5-Konstrukt (L862C) konstruiert, da dies am Ende des helikalen Segments lokalisiert
ist und moglicherweise eine ausgepragte Interaktion mit der glycinreichen Schleife eingehen
konnte. Um die gezielte ortsspezifische Markierung mit einem Fluorophor gewdahrleisten zu

kénnen wurden zusatzlich alle Oberflichen bzw. Losemittel-exponierten Cysteine gegen
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Serine mutiert. Die Konstrukte wurden im Rahmen der Diplomarbeit von S. Ocal, 2011

erzeugt.[138]

aC Helix

Aktivieru ngs-
schleife
© . Markierungs-

positionen

Abbildung 6. Struktur der EGFR-FLiK-Konstrukte. In griin markiert sind die Cysteine, die im Laufe des
Konstruktdesigns gegen Serine ausgetauscht wurden um unspezifische Reaktionen mit Acrylodan zu vermeiden. In
weifs dargestellt sind weitere Cysteine, die im Inneren der Struktur liegen und dem umgebenden Ldsemittel nicht
zuganglich sind. In Magenta illustriert sind die zwei Positionen der Acrylodanmarkierung in der
Aktivierungsschleife. (PDB-ID: 1M14).

Wie bereits in Kapitel 1.3 erwahnt, werden Kinaseinhibitoren in vier Kategorien unterteilt. Die
Typen I bis IIl binden in der ATP-Bindetasche und der Typ IV auf3erhalb der ATP-Bindetasche.
Im Bereich der Kinasedoméne bindende Typ IV EGFR-Inhibitoren konnten bislang nicht
identifiziert werden und eine adressierbare allosterische Bindestelle ist ebenfalls unbekannt.

In der Theorie sind fiir die Detektion im FLiK-Assay die Typen I bis III von Relevanz, wobei die
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Typen II und III, basierend auf der klassischen Einteilung, in der allosterischen Tasche nahe
der aC Helix binden und durch ihre Stabilisierung der inaktiven aC-out Konformation im Assay
detektiert werden sollen.. Acrylodan (6-Acryloyl-2-dimethylaminonaphthalen) ist ein relativ
kleines Fluorophor mit ausgepragtem Solvatochromismus und Stokes-Verschiebung, d.h.
dndert sich die Polaritat des den Fluorophor umgebenden Losemittels verschiebt sich die
Wellenldnge des emittierten Lichts zu hoheren Wellenldngen (bathochrome Verschiebung

oder Rotverschiebung).
A B
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Abbildung 7. (A) EGFR im Komplex mit Erlotinib (Cyan) in der aktiven Konformation (aC Helix in der aC-in
Konformation). (B) EGFR in der inaktiven Konformationen im Komplex mit Lapatinib (Rosa) (aC Helix in der aC-
out Konformation). Hervorgehoben sind die charakteristische kurze helikale Struktur in der inaktiven
Konformation der Aktivierungsschleife (Braun) sowie die nach auflen orientierte aC Helix (Dunkelblau) (PDB-
codes: 1M17 und 1XKK).

Das Einbringen von Acrylodan in einen Bereich der Kinase, der wie die Aktivierungsschleife
einer strukturellen Plastizitit unterliegt, erlaubt es durch die Anderungen im
Fluoreszenzemissionsspektrum direkt die Bindung eines Liganden zu detektieren, der eine
bestimmte Konformationsdnderung induziert oder stabilisiert. Kristallstrukturen von EGFR in
der Apoform oder im Komplex mit ATP zeigen die Kinase in der aktiven Konformation mit
ungeordneter Aktivierungsschleife. Es ist daher anzunehmen, dass die frei in Ldsung
existierende aktive Konformation der isolierten Kinasedomédne den Grundzustand

reprdsentiert, mit einer entfalteten Aktivierungsschleife und der aC Helix in der aC-in
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Konformation. In diesem Zustand bindet Lapatinib an EGFR und induziert die
Konformationsdanderung der aC Helix sowie der Aktivierungsschleife, in der sich nun das
helikale Segment formt und die chemische Mikroumgebung um Acrylodan sowie dessen
Fluoreszenzemissionsspektrum verandert (Abbildung 8). Damit bietet der Assay die
Moglichkeit gezielt nach Liganden bzw. Inhibitoren zu suchen, die die inaktive Konformation

stabilisieren.

s
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Abbildung 8. Schematische Darstellung des Assay Prinzips. Die Bindung eines Liganden induziert den Ubergang
von der aktiven Konformation (links) in die inaktive Konformation (rechts). Bei diesem Ubergang findet eine
Rotverschiebung (bathochrome Verschiebung) der Fluoreszenzemission statt, die wiederum als charakteristisches
Signal detektiert werden kann.

Die in der Literatur bekannten und umfassend charakterisierten Inhibitoren Dasatinib,
Gefitinib, und Lapatinib wurden als Referenzverbindungen zur Etablierung des Assays
gewdhlt. Dasatinib ist ein typischer Typ [ Kinaseinhibitor, welcher urspriinglich fir
Tyrosinkinasen der Src-Family entwickelt wurde und ein vergleichsweise weites
Inhibitionsspektrum gegen weitere Tyrosinkinasen besitzt, u.a. auch gegen EGFR mit einer
mittleren nanomolaren Dissoziationskonstante (Kq) von 120 nM.[139.140] Gefitinib und Lapatinib
wurden als EGFR-Inhibitoren entwickelt und haben niedrig nanomolare Ks-Werte von 1 nM
bzw. 2.4 nM.[69.139-142] Beide Inhibitoren werden ebenfalls als Typ I Inhibitoren klassifiziert,
wobei beide in der ATP-Bindetasche binden, aber unterschiedliche Konformationen
stabilisieren. Gefitinib stabilisiert die aktive Konformation analog zu Dasatinib, wohingegen
Lapatinib die inaktive Konformation stabilisiert. In den folgenden Kapiteln werden die

weiteren Schritte zur heterologen Expression und Reinigung der Konstrukte sowie deren



22 Beobachtung konformationeller Anderungen in der Rezeptortyrosinkinase EGFR

weiteren Verwendung in der Etablierung des Assays beispielhaft am DFG+2-Konstrukt

dargestellt.

3.2 Expression in Insektenzellen (Exkurs)

Die verwendeten EGFR-FLiK-Konstrukte und alle weiteren in dieser Arbeit beschriebenen
Konstrukte, wurden in Insektenzellen nach dem baculovirus expression vector system (BEVS)
exprimiert. Bei diesem System werden Zellen aus dem Ovarium von Spodoptera frugiperda,
einer Mottenart heimisch in Teilen Nord- und Stidamerikas, als Wirtsorganismus genutzt und
mit genetisch modifizierten Baculoviren der Art Autographa californica nuclear polyhedrosis
virus (AcNPV) infiziert. Dazu wird aus dem Virusgenom das Gen eines Proteins der Virushiille
entfernt und durch die Sequenz des gewiinschten Zielproteins (protein of interest, POI) ersetzt.
Der AcNPV bildet sog. occlusion bodies als robuste Uberdauerungsform, um auflerhalb des
Wirtsorganismus zu iiberleben. Innerhalb dieser occlusion bodies befinden sich mehrere
einzelne Baculoviren eingebettet in das Hiillprotein Polyhedrin. Zum Ende des natiirlichen
Lebenszyklus des Virus produziert eine infizierte Zelle grofde Mengen Polyhedrin. Die
genetisch modifizierten Baculoviren, mit dem Gen des POI anstelle des Polyhedrin,
produzieren nun nicht mehr das Virushiillprotein sondern grofie Mengen des gewiinschten
POI.[143-145] Mittlerweile sind verschiedene Methoden literaturbekannt und auch kommerziell
verfligbar, die unter dem BEVS-Begriff eingeordnet werden, beispielsweise das bac-to-bac
System (Invitrogen) oder die in dieser Arbeit verwendeten Systeme BacMagic (Novagen,
Millipore) und flashBac (Oxford Technologies). Die hier beschriebenen FLiK-Konstrukte
wurden nach einem modifizierten BacMagic Protokoll exprimiert. Diese Methode beruht auf
dem Austausch der genetischen Information, die auf einem Transfervektor codiert ist, mit dem
Bacmid durch homologe Rekombination innerhalb der Insektenzelle. Das Bacmid tragt das
Virusgenom und enthélt eine BAC-Sequenz (bacterial artificial chromosome), die die
Kultivierung und Vervielfaltigung des Bacmids in E. coli ermdéglicht. Eine Besonderheit dieser
Methode ist die Verwendung eines verkiirzten Teils des ORF-1629 (open reading frame), der
fiir die Entwicklung des Virus essentiell ist. Der Transfervektor codiert neben dem Gen des POI
auch den zum Bacmid komplementaren Teil des ORF-1629 und wird von den Bereichen der
homologen Rekombination flankiert. Im nachsten Schritt folgt die Transfektion der Zelle mit
Hilfe eines Transfektionsreagenz. Dieses besteht aus einer Mischung von Lipiden oder
Polymeren, die Vesikel um die zu transfizierende DNA bilden und von der Insektenzelle

aufgenommen werden konnen. Tritt ein mit Bacmid-DNA und Transfervektor beladenes



Beobachtung konformationeller Anderungen in der Rezeptortyrosinkinase EGFR 23

Vesikel mit der Zellmembran in Kontakt wird dessen Fracht ins Cytosol freigesetzt und
zelleigene Mechanismen unterstiitzen die homologe Rekombination und den Genaustausch
zwischen Bacmid und Transfervektor. Aufgrund der Konstruktion des Transfervektors, ist die
Virusproduktion ohne das Zielgen praktisch ausgeschlossen. Dadurch werden weitere
Selektionsschritte tiberfliissig, die in anderen BEVS-Systemen notwendig sind um positive von
falsch positiven Baculoviren zu selektieren. Ein weiterer Vorteil dieses Systems ist die
Prozessierung des Transfervektors in E. coli, so kann das Konstrukt auf einfache Weise
modifiziert und vervielfaltigt werden. Als Besonderheit wurden die FLiK-Konstrukte in dieser
Arbeit als Fusionsproteine mit dem griin fluoreszierenden Protein (eGFP) konzipiert. Das eGFP
kann als loslichkeitsvermittelende Doméne bei der Expression des POI dienen und dariiber
hinaus kann iiber die Fluoreszenz eine einfache visuelle Uberpriifung der Transfektion und
Proteinexpression erfolgen. Wenn die homologe Rekombination in der Zelle erfolgreich war
und der Virus die Funktionen der Zelle iibernommen hat, produziert die Zelle neue
Viruspartikel und das POI. Am Ende des Zyklus autolysiert die Zelle und setzt die Viruspartikel
in das umgebende Medium frei. Das Medium wird von Zellresten befreit und fiir weitere
Virusamplifikationen oder Proteinexpressionen eingesetzt. Die Konzentration an
Viruspartikeln ist nach der ersten Transfektion zu gering fiir eine robuste Proteinexpression
im praparativen Mafdstab, daher werden je nach Protokoll noch weitere Virusamplifikationen
nachgeschaltet. Bei der Expression in Insektenzellen koénnen generell zwei
Herangehensweisen betrachtet und diskutiert werden. Entweder die Konzentration an
infektiosen Viruspartikeln (Virustiter) wird titriert und das optimale Verhaltnis von Virus zu
Zellen (multiplicator of infection, MOI) fiir die Expression eingestellt oder der Virus wird im
Uberschuss zu den Zellen gegeben, sodass statistisch jede Zelle infiziert wird. Zur Bestimmung
des MOI werden sogenannte Plaque Assays oder Antikorper-basierte Assays verwendet, beide
sind verhaltnismafdig aufwandig durchzufiihren oder kostenintensiv. Im Gegensatz zu den
vorher genannten Methoden kann iiber die eGFP-Fluoreszenz ebenfalls der Virustiter
bestimmt werden. Hierzu wird bei einer konstanten Zellzahl und einer Verdiinnungsreihe an
Virus getestet, ab welcher Viruskonzentration eGFP-Fluoreszenz in den Zellen sichtbar ist.[146]
Zu Beginn der Arbeiten mit dem BEVS wurden die Virustiter der einzelnen Konstrukte iiber die
Verdiinnungsmethode ermittelt, dieses wurde aber im Laufe der Zeit nicht weiter verfolgt und
die Virustiter wurde fortan abgeschitzt. Da der Virustiter wahrend der Lagerung
kontinuierlich abnimmt und auch die Infektiositdt der Viren sinkt, muss der Virustiter vor
jeder Expression neu bestimmt werden. Aus vorherigen Arbeiten und aus den Erfahrungen
anderer Anwender (Dortmund Protein Facility) wurde klar, dass der MOI nur bedingt Einfluss
auf die Effektivitit der Expression hat und ein genereller Uberschuss an Virus zu einer

robusteren Expression fiihrt. Der Virus wurde insgesamt dreimal amplifiziert (P3-Virus), mit
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einem finalen Virustiter von tiber108 Viruspartikeln pro mL Medium. Fiir die Expression wurde
ein Verhaltnis von 30 mL Kultur mit 3x10¢ Zellen/mL zu 1 mL P3-Virussuspension eingestellt,
was erfahrungsgemafd einem MOI von etwa 10 entspricht, d.h. einer Zelle stehen 10 Viren
gegeniiber. Ein Weiter Faktor flir den Erfolg der Expression in Insektenzellen ist die
Inkubationszeit oder auch time of harvest (TOH). Dieses Expressionssystems erlaubt die
Verwendung verschiedener Promotoren, die in verschiedenen Phasen des Lebenszyklus der
Viren aktiv sind. Es werden friihe, spate und sehr spate Promotoren unterschieden, abhidngig
davon welcher Promoter die Expression des POI kontrolliert kann die TOH unterschiedlich
ausfallen und ebenfalls abhédngig von der Stabilitdt des POI bzw. abhangig vom Verhalten des
POI in der Zelle (evtl. toxische Eigenschaften, Degradation, 0.d.). Da fiir die Expressions-
kontrolle ein sehr spater Polyhedrin-Promotor genutzt wurde, lies sich die optimale TOH auf
etwa 48 h bis maximal 96 h eingrenzen.[143-145] Da es sich bei dem BEVS in S. frugiperda um ein
eukaryotisches Expressionssystem handelt bietet dieses Vorteile gegeniiber prokaryotischen
Systemen wie E. coli. Proteine aus hoheren Organismen, wie z.B. humanes EGFR, sind durch die
prokaryotische Expressionsmaschinerie oft nicht zuganglich. Die Verwendung des BEVS stellt
einen guten Kompromiss dar, zwischen vergleichsweise einfacher Handhabung und effizienter

Expression in einem eukaryotischen System.

3.3 Isolierung und Markierung der FLiK-Konstrukte

Die EGFR-FLiK-Konstrukte waren N-terminal mit eGFP fusioniert, sowie zur erleichterten
Isolierung aus dem Zellysat mit einem Hexahistidin-Affinitatstag versehen, der sich wiederum
am N-Terminus von eGFP befand (His¢-eGFP-EGFR). Die einzelnen Schritte zur Isolierung und
Reinigung des POI aus den Insektenzellen waren eine Ni2+-Affinitdtschromatographie gefolgt
von einer Anionenaustauschchromatographie, der Abspaltung des Hiss-eGFP, einer erneuten
Ni2+-Affinitdtschromatographie und einer Groflenausschlusschromatographie an einem fast
protein liquid chromatography (FPLC) System. Da sich die FLiK-Konstrukte bei der Reinigung
gleich verhielten, wird im Folgenden beispielhaft die Isolierung des DFG+2-Konstrukts
besprochen, gefolgt von der Markierung mit Acrylodan. Details zu Methoden,

Pufferzusammensetzungen, usw. sind im Methodenteil aufgefiihrt.
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3.3.1 Reinigung von EGFR-FLiK

Im ersten Schritt zur Reinigung der EGFR-FLiK-Konstrukte wurde eine Ni2+-Affinitats-
chromatographie durchgefiihrt. Ein typisches Chromatogramm mit dem dazugehorigen Gel
der SDS-Page ist in Abbildung 9 gezeigt. Die Konstrukte eluieren schon bei geringen
Imidazolkonzentrationen (ca. 25 mM) und enthalten noch einige Verunreinigungen durch
weitere Proteine. Durch die Wahl eines geeigneten Gradienten und Fraktionierung konnte in

diesem Schritt aber bereits ein guter Reinigungsgrad erreicht werden.
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Abbildung 9. (A) Chromatogramm der Ni2+-Affinitdtschromatographie des DFG+2 EGFR-FLiK-Konstrukts (MW 66
kDa). Schwarz: UV-Absorption bei 280 nm; Rot: Konduktivitdt; Blau: Anteil Elutionspuffer (500 mM Imidazol). (B)
SDS-Page ausgewdhlter Fraktionen aus Chromatogramm (A). Aufgetragen wurde eine Probe aus dem Durchfluss
der Saule (1), sowie verschiedene Fraktionen des Elutionspeaks (2) und (3).

Im Anschluss an die Affinititschromatographie konnte iiber eine Anionenaustausch-
chromatographie ein weiterer Reinigungserfolg erzielt werden. Ein beispielhaftes
Chromatogramm und ein Gel der SDS-PAGE sind in Abbildung 10 zu sehen. Das
Hise-eGFP-EGFR (MW 66 kDa) konnte durch einen flachen Gradienten an Elutionspuffer
zundchst weiter von unerwiinschten Verunreinigungen befreit werden. Durch eine folgende
stufenweise Erhohung der Konzentration an Natriumchlorid wurde das Zielprotein dann
schlagartig und konzentriert von der Saule eluiert (Peak 4) um die folgenden Handgriffe und
Reinigungsschritte durch ein geringeres Volumen an Proteinlosung zu erleichtern. Zu
erkennen ist, dass das Zielprotein bereits mit einigen Verunreinigungen in Peak (3) eluiert,
moglicherweise bedingt eine unspezifische Bindung der restlichen Proteine an das Zielprotein
eine frithere Elution. In Peak (5) konnten im Gel, trotz eines verhaltnismafdig intensiven

UV-Signals, keine Banden in identifiziert werden.
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Abbildung 10. (A) Anionenaustauschchromatographie der Eluate der Ni2*-Siule. Schwarz: UV-Absorption bei 280
nm; Rot: Konduktivitat; Blau: Anteil Elutionspuffer (1 M Natriumchlorid). (B) Analyse der Fraktionen mittels
SDS-Page und Coomassie-Farbung. Aufgetragen wurde eine Probe des Saulendurchfluss (1), sowie Proben aus
verschiedenen Zeitpunkten der Elution (2) bis (5). In Peak (4) ist eine Intensive Bande bei einem Molekulargewicht
von 66 kDa zu erkennen die dem EGFR-Konstrukt entspricht.

Im Anschluss der Anionenaustauschchromatographie wurden alle Hiss-eGFP-EGFR
enthaltenden Fraktionen vereinigt und zur Abspaltung des His¢-eGFP mit HRV-3C Protease
(PreScission Protease) inkubiert. Die Abspaltung des His¢-eGFP wurde aus zwei Griinden erst
nach dem Anionentauscher durchgefiihrt. Zum einen erleichtert die eGFP-Fluoreszenz die
Verfolgung des Proteins wahrend der Reinigung. Zum anderen stabilisiert die eGFP-Fusion das
Konstrukt und steigert dessen Loslichkeit, sodass wihrend der Dialyse gegen einen Puffer mit
niedriger lonenstdrke kein oder nur wenig Prazipitat entsteht. Allerdings konnte nicht
verhindert werden, dass nach der Abspaltung des Hiss-eGFP ein Teil des ungespaltenen
Proteins prazipitierte und auch ein grof3er Teil des gespaltenen EGFR ebenfalls im Prazipitat
zu finden war (Abbildung 11 B). Vermutlich liegt ein Teil des His¢-eGFP-EGFR nach der
Expression in den Insektenzellen zum Teil nicht korrekt gefaltet vor und wird durch die
eGFP-Fusion in Losung gehalten. Wird das eGFP abgespalten geht dieser Effekt verloren und
EGFR prazipitiert. Moglicherweise ist die Fehlfaltung ebenfalls die Ursache fir die
unvollstindige Spaltung, da die Interaktion der Protease mit ihrer Erkennungssequenz
gehindert sein konnte. Um nach der Spaltung freies Hises-eGFP sowie ungespaltenes
Hise-eGFP-EGFR von freiem EGFR abzutrennen wurde eine weitere Ni2*-Sdule verwendet
(Abbildung 11). Das freie EGFR befand sich nun zusammen mit der Protease im Durchfluss der
Ni2+-Sdule, wie im zugehorigen Gel zu erkennen ist. Im Elutionspeak der Sdule befand sich

hingegen nur noch das freie His¢-eGFP sowie ungespaltenes Fusionsprotein.
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Abbildung 11. (A) Chromatogramm der Ni2+-Affinitdtschromatographie nach Abspaltung des Hiss-eGFP. Schwarz:
UV-Absorption bei 280 nm; Rot: Konduktivitit; Blau: Anteil Elutionspuffer (500 mM Imidazol). Molekulargewichte:
Hise-eGFP-EGFR: 66 kDa, Hiss-eGFP:30 kDa, EGFR: 36 kDa, HRV-3C Protease: 45 kDa. (B) Wahrend der Abspaltung
des Hise-eGFP wurde ein weifdes Prézipitat beobachtet. Eine Probe des Prazipitats nach der Zentrifugation (Pellet)
sowie eine Probe des Uberstandes wurden mittels SDS-Page analysiert. (C) SDS-Page Analyse des Chromatogramms
aus (A). Auf dem Gel ist eine Probe des konzentrierten Durchflusses der Ni2+-Sdule mit dem gespaltenen EGFR zu
sehen sowie Proben der Eluatfraktionen (1).

Im finalen Reinigungsschritt und zum Abtrennen der Protease wurde eine
Grofdenausschlusschromatographie durchgefiihrt (Abbildung 12). Es wurden zwei Peaks
beobachtet, wobei der erste die Protease (ca. 45 kDa) enthielt sowie einige hoher molekulare
Verunreinigungen. Der zweite Peak enthielt das gewiinschte EGFR-Konstrukt in hoher
Reinheit (ca. 36 kDa). Die EGFR-enthaltenen Fraktionen wurden vereinigt, mittels einer

Zentrifugenfiltereinheit eingeengt und sofort fiir die Markierung mit Acrylodan eingesetzt.
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Abbildung 12. (A) Grofienausschlusschromatographie des Durchflusses der Anionenaustauschchromatographie.
(B) SDS-Page einiger Fraktionen aus den Peaks (1) und (2). Molekulargewicht der Protease 45 kDa und EGFR 36
kDa.
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3.3.2 Markierung mit Acrylodan

Fur den FLiK-Assay wurden die DFG+2 und DFG+5-Konstrukte mit Acrylodan (6-Acryloyl-2-
dimethylaminonaphthalen) markiert (DFG+2ac und DFG+5ac). Aus der Literatur sind einige
Fluorophore bekannt, die sich tendenziell fiir den Einsatz im FLiK-Assay eignen wiirden. Die
Wabhl fiel auf Acrylodan, da dieses aus vorherigen Arbeiten und aufgrund der besonders
ausgepragten Solvatochromie und Stokes-Verschiebung als eines der effektivsten Fluorophore
bekannt ist.[70.132134135137] Das verwendete Acrylodanderivat trug zur Modifikation von
Cysteinseitenketten einen thiolreaktiven Acrylamid-Michaelakzeptor. Da alle Cysteine aus
dem Protein entfernt wurden, die dem Losemittel direkt zugdnglich waren, war eine
mehrfache Markierung mit Acrylodan nicht zu erwarten. Nichts desto trotz wurde nur ein 1.5-
facher molarer Uberschuss an Fluorophor fiir die Markierung verwendet und nicht
abreagiertes Acrylodan nach Ende der Inkubationszeit mit Dithiothreitol (DTT) abgefangen
sowie durch Umpufferung entfernt. Uberpriift wurde die Markierungsreaktion mittels LC-MS
(Abbildung 13). Fiir das DFG+2-Konstrukt wurde nur eine Spezies im Massenspektrum
gefunden, die der Proteinmasse plus Acrylodan entspricht (berechnete Masse 36443 Da,
gefunden 36448 Da). Dies entspricht einer einfachen und vollstindigen Markierung des
DFG+2-Konstrukts mit Acrylodan. Bei dem DFG+5-Konstrukt konnten zwei Spezies
identifiziert werden, das unmarkierte Protein (berechnete Masse 36176 Da, gefundene Masse
36178 Da) und das einfach mit Acrylodan markierte Protein (berechnete Masse 36401 Da,
gefundene Masse 36404 Da) mit einer Ausbeute von ca. 60 %. Womoglich ist das DFG+5-
Konstrukt unter den Bedingungen instabil oder eine teilweise Fehlfaltung des Proteins

verhindert eine effektivere Reaktion mit Acrylodan.
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Abbildung 13. LC-MS Analyse der Markierungsreaktion mit Acrylodan (225 Da). (A) Eine einfache Modifikation
des DFG+2-Konstrukts mit Acrylodan (berechnete Masse 36443 Da, gefunden 36448 Da) konnte bestatigt werden.
Des Weiteren konnte kein unmodifiziertes DFG+2 detektiert (erwartete Masse 36218 Da) werden. (B) Die
Markierung des DFG+5-Konstrukts mit Acrylodan verlief unvollstindig. Die Reaktionsldsung enthielt einfach
markiertes DFG+5 (berechnete Masse 36176 Da, gefundene Masse 36178 Da) und unmodifiziertes DFG+5
(berechnete Masse 36401 Da, gefundene Masse 36404 Da). Die korrespondierenden Verteilungen von
Ladung/Masse sind in (C) fiir DFG+2 und (D) fiir DFG+5 abgebildet.

Um zu iberpriifen ob die eingebrachten Mutationen oder die Markierung mit Acrylodan die
Struktur oder Funktion der Kinase negativ beeinflussen, wurde die Kinaseaktivitit sowie der
Kn-Wert fiir ATP und ein Substratpeptid bestimmt und mit einem unveranderten Wildtyp-
Konstrukt verglichen (Abbildung 14, das Wildtyp-Protein stammte aus dem Bestand der
AG-Rauh). Alle getesteten Konstrukte zeigen enzymatische Aktivitit und die gemessenen
Werte fiir den ATP-K;» und den Substrat-K, liegen in der gleichen GréfRenordnung. Generell
liegt die Aktivitat des Wildtyps und des DFG+2-Konstrukts, mit und ohne Acrylodan, in einem
dhnlichen Bereich. Das DFG+5-Konstrukt scheint hingegen geringfiligig weniger aktiv. Da die
Mutationsmuster bei den FLiK-Konstrukten identisch sind, ist der Unterschied in der Aktivitat
des DFG+5 vermutlich auf den Einfluss der Cysteinsubstitution (L862C) zur

Acrylodanmarkierung zurtickzufiihren.



30  Beobachtung konformationeller Anderungen in der Rezeptortyrosinkinase EGFR

50 Il DFG+5
—_ DFG+5 acrylodan
g DFG+2 . I ATP-K,, Substrat-K,,
> 151 DFG+2 acrylodan : I I [uM] [WM]
E 4 - Wildtyp I Wildtyp 1.8+0.3 0.41+0.08
% 1.0 DFG+2 32%05 | 0.57+0.14
S DFG+2
é— 05 acrylodan 23+04 0.46£0.12
_8 ’ DFG+5 1.4+03 0.37+£0.12
[ DFG+5

0.0 aorylodan | 2-4%07 0.27 +0.04

Kinase [ng]

Abbildung 14. Messung der Kinaseaktivitit der EGFR-FLiK-Konstrukte DFG+2 und DFG+5, mit und ohne
Acrylodanmarkierung, sowie des Wildtyp-Konstrukts als Referenz. Die Kinaseaktivitdt wurde basierend auf der
Phosphorylierung eines artifiziellen Substratpeptids mit dem Cisbio kinEASE HTRF Assay bestimmt.

Da nur minimale Unterschiede in den K,-Werten zu beobachten waren und die Kinase
enzymatische Aktivitat besitzt konnte davon auszugegangen werden, dass die Auswirkungen
der Acrylodanmarkierung oder des Mutationsmusters auf die Funktion der Kinase zu
vernachldssigen waren. Zusdtzlich wurde noch die inhibitorische Aktivitit (ICsp) der
Referenzinhibitoren getestet (Tabelle 1). Der direkte Vergleich von ICs-Werten aus
verschiedenen Quellen oder Assay-Systemen ist im Falle von EGFR nur bedingt mdglich, da die
enzymatische Aktivitit vom verwendeten Konstrukt abhidngig sein kann. So hat das
Juxtamembransegment eine aktivierende Wirkung auf die isolierte Kinasedomane. Ohne es ist
die Kinase enzymatisch weniger aktiv, was sich wiederum auf enzymatische Parameter und
den ICsp eines Inhibitors auswirken kann.[*4] Generell sind alle getesteten Inhibitoren aktiv und
zeigen einen dhnlichen Trend. Die ICs,-Werte des Wildtyps, des unmarkierten und des
markierten DFG+2-Konstrukts liegen in der gleichen Groéfdenordnung, die des DFG+5-

Konstrukts fallen dagegen hoher aus.

Tabelle 1. ICs-Werte der Referenzinhibitoren in den verwendeten EGFR-FLiK-Konstrukten und dem Wildtyp-
Konstrukt.

ICsp [nM]
Gefitinib  Lapatinib ~ Dasatinib
Wildtyp 81+21 55#%21 199 £ 59
DFG+2 6.0x14 55%21 47 + 4
DFG+2 acrylodan | 42+38 6.5+0.7 3200+1700
DFG+5 543+544 11+7 3200 + 141
DFG+5 acrylodan | 82+ 23 35+x4 3700 £ 4600
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3.3.3 Bestimmung von Dissoziationskonstanten

Im Vergleich zu indirekten Assay-Systemen in denen beispielsweise der enzymatische Umsatz
eines Substrats in Gegenwart eines Inhibitors beobachtet wird, wird im FLiK-Assay direkt die
Bindung eines Liganden als Fluoreszenzsignal beobachtet. Dies erlaubt die Bestimmung von
Dissoziationskonstanten (K;) sowie von kinetischen Assoziations- und Dissoziationsraten (ko
und kog). Das Absorptionsmaximum von Acrylodan (ca. 390 nm) liegt in einem Bereich in dem
small molecules, wie z.B. Kinaseinhibitoren, ebenfalls eine UV-Absorption zeigen kdénnen
(300nm bis 400 nm). Im Vorfeld zur Kj;-Bestimmung wurden Absorptions- und
Emissionsspektren von acrylodanmarkierten EGFR (DFG+2ac) und Lapatinib (positiv
Kontrolle) aufgenommen um mogliche Interferenzen durch Lapatinib-Autofluoreszenz
aufzukliren. In den Spektren (Abbildung 15) ist eine Uberschneidung des Absorptions- und
des Emissionsspektrums von Acrylodan und Lapatinib zu erkennen. Bei einer Anregung von
Acrylodan bei dessen Absorptionsmaximum (389 nm) wird ebenfalls die Autofluoreszenz von
Lapatinib angeregt, durch die Verschiebung der Anregungswellenldnge von 389 nm zu 420 nm
konnte die Anregung der Autofluoreszenz von Lapatinib vermieden und dennoch eine starke

Acrylodanfluoreszenz angeregt werden.
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Abbildung 15. (A) Absorptions- (EX) und Emissionsspektren (EM) von Lapatinib und acrylodanmarkierten DFG+2.
Deutlich zu erkennen ist, dass die Maxima im Absorptions- und im Emissionsspektrum tiberlagern. Bei einer
Anregung von Acrylodan beim Maximum von 389 nm wird ebenfalls eine Autofluoreszenz von Lapatinib beobachtet
welche den Assay storen konnte. (B) Durch die Verschiebung der Anregungswellenldange von Acrylodan zu 420 nm
kann die Autofluoreszenz von Lapatinib vermieden werden und trotzdem ein robustes Emissionsspektrum fiir
Acrylodan beobachtet werden.

Um die durch die Bindung von Lapatinib hervorgerufene Verschiebung im
Fluoreszenzspektrum des DFG+2ac und DFG+5ac-Konstrukts zu bestimmen, wurde zunachst
in einer Kiivette jeweils 50 nM einer Proteinlésung von acrylodanmarkierten DFG+2 bzw.
DFG+5 vorgelegt, jeweils 100 nM Lapatinib zugegeben, 15 min inkubiert und ein
Fluoreszenzspektrum gemessen (Abbildung 16). Beim DFG+5ac-Konstrukt ist nach Zugabe
von Lapatinib lediglich eine relativ geringe Verschiebung im Emissionsspektrum mit einem

schwachen Anstieg der Fluoreszenzintensitat messbar. Das Maximum im Emissionsspektrum
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des DFG+2ac-Konstrukts zeigt dagegen eine deutliche Zunahme der Fluoreszenzintensitiat und

eine Verschiebung um ca. 14 nm zu langeren Wellenldngen.
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Abbildung 16. Anderungen im Fluoreszenzemissionsspektrum der acrylodanmarkierten Konstrukte DFG+5 (A)
und DFG+2 (B) im Grundzustand mit DMSO (schwarz) und in Gegenwart von 100 nM Lapatinib (rot). Zu erkennen
ist die bathochrome Verschiebung des Emissionsmaximums von ca. 500 nm zu 514 nm im DFG+2-Konstrukt.

Eine mogliche Erklirung fiir die Unterschiede in den Spektren zwischen den
Markierungspositionen A859C und L862C kénnten die Kristallstrukturen liefern (Abbildung
17). Die schwache Anderung im Fluoreszenzspektrum von DFG+5 ist auf eine dhnliche
Umgebungspolaritit in der aktiven und inaktiven Konformation zuriickzufiihren, da
vermutlich die zuvor postulierte Interaktion mit der glycinreichen Schleife nicht soweit
ausgepragt war wie angenommen. Die Position A859C ist in der aktiven Konformation durch
die gestreckte Aktivierungsschleife dem Losemittel zugdnglicher und wird in der inaktiven

Konformation durch das helikale Segment vom Losemittel starker abgeschirmt.
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Abbildung 17. Schematische Darstellung der Positionen der Cysteinmutationen fiir die Einfithrung des Fluorophors
in der aktiven Konformation (A) und der inaktiven Konformation (B). Mutation A859C entspricht dem DFG+2-
Konstrukt, L862C entspricht dem DFG+5-Konstrukt. (Darstellung basiert auf den PDB-ID 1XKK und 1M14).
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Zur Bestimmung von Ky;-Werten wurden in Kiivetten die Fluoreszenzspektren einer
Konzentrationsreihe des jeweiligen Inhibitors in DFG+2ac und DFG+5ac vermessen. In
Abbildung 19 sind Beispielspektren von DFG+2ac mit Dasatinib, Gefitinib und Lapatinib
dargestellt. Bei Dasatinib und Gefitinib ist eine Abnahme der Fluoreszenzintensitit ohne
Verschiebung des Emissionsmaximums zu beobachten, was vermutlich auf die langsame
Denaturierung des Proteins wahrend der Messung, aufgrund der Durchmischung mittels
Magnetriihrer, zuriickzufithren ist. Die Verwendung eines Magnetriihrers war dennoch
notwendig, um nach Zugabe der DMSO-Inhibitorlésung zur Proteinlésung eine homogene
Verteilung der Komponenten zu gewahrleisten. Die langsame Abnahme der Intensitit ist auch
bei Lapatinib zu beobachten, wird aber durch die bathochrome Verschiebung und steigende
Intensitat des Emissionsmaximums iiberlagert. Der Effekt der Proteindegradation wahrend
der Messung kann bei der Bestimmung des K4 durch die Bildung eines Quotienten zweier
Wellenldngen bertcksichtigt werden. Durch die Auftragung des Quotienten der
Fluoreszenzintensitit bei 514 nm und 464 nm (Isi4nm/ls64nm) gegen die logarithmische
Inhibitorkonzentration und anschlieflender Anpassung einer sigmoidalen Kurve kann aus
deren Wendepunkt der Kq berechnet werden (Abbildung 19 D). Durch Dasatinib und Gefitinib
wird keine Verschiebung im Emissionsspektrum hervorgerufen, daher bleibt der Quotient
I514nm/l464nm bei steigender Konzentration trotz abnehmender Intensitit gleich. Bei Lapatinib
ist hingegen ein konzentrationsabhangiger Anstiegt des Quotienten Is14m/l464nm Zu beobachten.
Bei der vorher angesprochenen Auswertung konnte fiir Lapatinib ein Ky von 9.6 + 2.3 nM
berechnet werden, was sehr gut mit literaturbekannten Werten von 2.4 nM (ermittelt in einem

biochemischen Verdriangungsassay)4% und 17 nM (bestimmt mittels SPR)[147] {ibereinstimmt.
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Abbildung 18. Chemische Struktur der verwendeten Referenzverbindungen.
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Abbildung 19. FLiK-Messung in Kiivetten, Fluoreszenzspektren von 440 nm bis 600 nm bei verschiedenen
Inhibitorkonzentrationen von 0 bis 1 puM. (A) Dasatinib (B) Gefitinib (C) Lapatinib. (D) Auftragung des
Verhaltnisses der Fluoreszenzintensitdt Isianm/l464nm gegen die logarithmische Inhibitorkonzentration. Durch
Anpassen einer sigmoidalen Kurve kann aus deren Wendepunkt der Kqs abgelesen werden. Nur Lapatinib zeigt einen
sigmoidalen Verlauf. Gezeigt ist eine Beispielkurve, der Kz und die Standardabweichung wurden auf Basis drei
unabhangiger Experimente bestimmt.

Wie in Abbildung 16 zu erkennen ist, ist die Anderung im Fluoreszenzspektrum des
acrylodanmarkierten DFG+5-Konstrukts deutlich schwacher ausgepriagt als im DFG+2-
Konstrukt. Nichts desto trotz lief§ sich mit dem DFG+5-Konstrukt ebenfalls ein K;-Wert von
22 + 4 nM fiir Lapatinib ermitteln (Anhang, Abbildung 52). Dieser ist etwa doppelt so hoch wie

der Kqim DFG+2-Konstrukt, liegt aber noch in der gleichen Gréfdenordnung wie die genannten

Literaturwerte (2.4 nMI140l und 17 nM[147).

3.3.4 Bestimmung von Bindungskinetiken

Eine weitere Anwendungsmaglichkeit des FLiK-Assay ist die Bestimmung der kinetischen

Assoziations- und Dissoziationsrate kon und kg (Gleichung 1).
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kon
R|-[L k
(Rl +[L] = [RL] — Ko= 22 Fopr (1)
k, ff [RL] kon
[R] : Rezeptorkonzentration [L] : Ligandkonzentration

Der kon oder der kos ist nicht direkt Uiber die Messung der Fluoreszenzemission zuganglich.
Uber die Beobachtung der Anderung der Fluoreszenzintensitit, iiber die Zeit bei steigender
Inhibitorkonzentration, kann allerdings die beobachtete Reaktionsgeschwindigkeit (kobs)
abgeleitet werden. Dazu wird eine Exponentialfunktion pseudo-erster Ordnung an den
Fluoreszenzverlauf, unter Annahme eines Schliissel-Schloss-Prinzips der Ligand-Rezeptor
Interaktion, angepasst. Dies wurde mit dem Datenverarbeitungsprogramm Origin 9.5
(OriginLab, Gleichung (2) und (3)) durchgefiihrt. Die so ermittelten k,,-Werte wurden im
Anschluss gegen die jeweilige Lapatinibkonzentration aufgetragen. Durch lineare Regression
konnte aus der Steigung der Geradengleichung (3) dann der k., und aus dem Schnittpunkt mit

der Ordinatenachse der k,yabgelesen werden.

[RL]; = [RL]eq - (1 —e™"os) (2)

y(@) = yo+ A - eFovst (3)

[RL]: : Konzentration des Rezeptor-Ligand Komplex zum Zeitpunkt t
[RL]eq: Konzentration des Rezeptor-Ligand Komplex im Equilibrium
t: Zeit in Sekunden

Yo : Offset
A: Amplitude

Auf diese Weise konnte ein k,, fir Lapatinib von 0.77 * 0.12 pM-1s-1bestimmt werden. Aus der
Literatur sind weitere k,,-Werte aus verschiedenen Quellen bzw. Assay-Systemen bekannt.
Kitagawa et al.['47] bestimmten mittels Oberflichenplasmonenresonanz (SPR) einen k., von
0.098 puM-ist, Wood et al.[69130] bestimmten in einen biochemischen Assay einen k., von
0.02 uM-1s'1 und Shan et al.l31 berechneten auf Grundlage von Molekulardynamik-
Simulationen einen k., von 3.1 uM-1s-1. Die Berechnung aus Gleichung (1) ergab einen ko5 von
7.5 x 103 571, Literatur bekannte Werte liegen zwischen 1.2 x 10-3 s und 4 x 10-5 s-1.[69,147-149]
Beim Vergleich der verschiedenen Werte fiir k., und k,raus den verschiedenen Quellen ist eine
Streuung unvermeidbar. Alle Methoden beruhen auf verschiedenen Prinzipien und wurden
zudem mit verschiedenen, artifiziellen EGFR-Konstrukten durchgefiihrt. Mittels SPR
bestimmte Werte sind nur bedingt direkt mit Werten aus dem EGFR-FLiK oder aus MD-
Simulationen vergleichbar. Die Frage welches der genannten Systeme liefert Werte die dem
physiologischen System am nachsten kommen bleibt offen. Hier ist der interne Vergleich mit

Referenzsubstanzen wichtiger flir die Beurteilung der Ergebnisse. Dennoch bietet die
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FLiK-Methode einige Vorteile, insbesondere im Hinblick auf den apparativen Aufwand der

Messung, beispielsweise im Vergleich zu SPR-Messungen.

A B

n ¥
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Abbildung 20. (A) Anderung der Intensitit der Fluoreszenzemission bei 514 nm und bei steigender
Lapatinibkonzentration. Durch anpassen einer Kurve einer Reaktionsgeschwindigkeit pseudo erster Ordnung kann
die beobachtete Geschwindigkeitskonstante kops bestimmt werden. (B) Durch Auftragung des koss (n=3) gegen die
Lapatinibkonzentration und anschliefdender linearer Regression kann aus der Steigung der Geraden der ko, und der
korbestimmt werden.

Durch die Bindung von Lapatinib an das acrylodanmarkierte EGFR wird eine
Konformationsidnderung zur inaktiven Konformation induziert, was wiederum eine erhohte
Fluoreszenzintensitiat bei 514 nm hervorruft. Wird Lapatinib aufgrund des ATP-kompetitiven
Bindungsmodus aus der ATP-Bindetasche verdrangt sollte sich die Konformationsianderung
wieder umkehren und das Fluoreszenzsignal bei 514 nm wieder absinken. Dieser Effekt sollte
durch die Verdriangung von Lapatinib mit dem nicht-hydrolisierbaren ATP-Analogon
AMP-PNP erreicht werden (Abbildung 21 B). Die reversible Bindung von Lapatinib konnte auf
diese Weise nicht bestitigt werden, da durch die Zugabe von AMP-PNP im
Beobachtungszeitraum nur eine geringe Abnahme in der Fluoreszenzintensitat hervorgerufen
werden konnte, die vermutlich auf degradierendes Protein zuriickzufithren war. Aus der
Literatur ist bekannt, dass Lapatinib fiir einen Typ I Inhibitor ungew6hnlich kleinen kg besitzt.
Daher wurde des Weiteren versucht Lapatinib mit einem anderen Typ I Inhibitor zu
verdrangen. Gefitinib besitzt eine h6here Bindungsaffinitit als AMP-PNP und sollte dadurch in
der Lage sein, Lapatinib effektiver zu verdringen. Der Uberschuss an Gefitinib konnte die
Fluoreszenzintensitit im beobachteten Zeitraum allerdings nur geringfiigig absenken
(Abbildung 21 A). Gefitinib ist bekannt EGFR in der aktiven Konformation zu stabilisieren,
wobei auch Kristallstrukturen von EGFR in der inaktiven Konformation bekannt sind in die
Gefitinib gesoakt werden konnte.[150] Dies koénnte bedeuten, dass Gefitinib in der Lage war
Lapatinib aus dem FLiK-Konstrukt zu verdrdngen, dies aber nicht wie erwartet im
Fluoreszenzspektrum zu sehen war, da Gefitinib nicht in der Lage ist EGFR von der inaktiven

Konformation in die aktive Konformation zu tiberfiithren.
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Abbildung 21. 50 nM Lapatinib wurden in einer Kiivette unter stdndigen Riihren zu 25 nM acrylodanmarkierten
DFG+2 pipettiert. Die Fluoreszenzintensitit erreichte ein stabiles Plateau fiir etwa 120 s bzw. 60 s. Danach wurden
(A) 10 pM Gefitinib oder (B) 200 uM AMP-PNP zugegeben um Lapatinib aus der ATP-Bindetasche zu verdrdngen.

Die Bestimmung der Geschwindigkeitskonstanten und die Verdrangungsexperimente wurden
ebenfalls fiir das DFG+5-Konstrukt durchgefiihrt und sind im Anhang dargestellt (Abbildung
52). Es wurde auf gleiche Weise verfahren wie bereits in den vorherigen Abschnitten fiir das
DFG+2-Konstrukt beschrieben. Der ko, bzw. ko fiir DFG+5 wurde mit 0.83 * 0.16 uM-1s-1 bzw.
1.8x 102 s1 berechnet und sind damit hoher als im DFG+2-Konstrukt und weichen auch

weiter von den literaturbekannten Werten ab.
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3.4 Zusammenfassung

Die Aktivitdit der Rezeptortyrosinkinase EGFR wird durch ein komplexes Netzwerk
konformationeller Anderungen kontrolliert. Ist dieses gestort, kann dies zur Transformation
gesunder Zellen zu Krebszellen fiihren. Beispielsweise ist die EGFR-L858R Mutation in NSCLC
eine der bekanntesten Treibermutationen und erworbene Resistenzentwicklungen stellen ein
akutes Problem in der Klinik dar, was die Entwicklung neuer Inhibitoren unabdingbar macht.
Neben der klinischen Anwendung zur Therapie verschiedener Krankheiten sind
niedermolekulare organische Molekiile effektive Werkzeuge in der Forschung um detaillierte
Einblicke in biologische Prozesse zu erlangen. EGFR-Inhibitoren modulieren oder stabilisieren
aktive und inaktive Konformationen des Rezeptors und ihr Einsatz ermoglicht ein
detaillierteres Verstindnis der Rezeptordynamik und -regulation. Viele Liganden sind
bekannt, die EGFR in der aktiven Konformation stabilisieren (Typ I) und ATP daran hindern in
der aktiven Tasche zu binden. Auf der anderen Seite sind nur wenige Liganden bekannt, die
EGFR in der inaktiven Konformation stabilisieren, etwa in einem Typ II- oder Typ IlI-artigen
Bindungsmodus. Durch die Markierung der Aktivierungsschleife, zwei Aminosiduren
C-terminal des DFG-Motivs, mit dem solvatochromen Fluorophor Acrylodan konnte das
Prinzip des FLiK-Assays in EGFR etabliert werden. Dies ermdglicht es durch weitere
Anwendungen in Zukunft gezielt nach neuen chemischen Verbindungen zu suchen, die die
inaktive Konformation der Kinasedomaéne stabilisieren. Fiir die Referenzverbindung Lapatinib,
welche die inaktive Konformation stabilisiert und in einer Typ I/Il Zwischenform bindet,
konnte eine Dissoziationskonstante von 9.6 + 2.3 nM bestimmt werden, welche mit bereits
publizierten Werten (zwischen 2.4 nM und 17 nM) iibereinstimmt. Typische Typ I Inhibitoren,
wie Gefitinib und Dasatinib, wurden hingegen im FLiK-Assay nicht detektiert, da diese die
aktive Konformation stabilisieren. Da der FLiK-Assay die direkte Bindung eines Liganden
detektiert, war es weiterhin moglich, kinetische Bindungsstudien durchzufithren und damit
Assoziationsraten (kon) zu bestimmen. Fiir Lapatinib wurde so ein ko, von 0.77 + 0.12 pM-1s-t
bestimmt, welcher mit anderswo publizierten Daten korreliert (zwischen 0.098 pM-ts-1 und
3.1 uM-1s-1). Mit dem EGFR-FLiK konnte ein einfaches und kostenglinstiges Assay-Format
entwickelt werden, welches potentiell miniaturisierbar ist und es erlaubt im Hochdurchsatz
gezielt nach chemischen Strukturen zu suchen, die die inaktive Konformation der EGFR-
Kinasedomadine stabilisieren. Dies ermoglicht es den bislang wenig erforschten chemischen
Raum potentieller Stabilisatoren der inaktiven Konformation von EGFR zu erschlieflen und
diesen fiir die Entwicklung neuer Inhibitoren gegen Wirkstoffresistente Krebszellen zu nutzen.
Zusatzlich ermoglicht der Assay neue Werkzeugmolekiile fiir die chemische Biologie und die

Erforschung der Biologie der epidermalen Wachstumsfaktorrezeptoren zu entwickeln.
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4 Kristallisationsstudien an EGFR mit neuartigen

Inhibitoren

Die Kristallisation eines Proteins, z.B. eines Enzyms oder eines Membranrezeptors, ist ein
wichtiger Pfeiler in der Wirkstoffentwicklung, da hierdurch die Identifizierung und
Charakterisierung von Bindestellen und Bindungsmodi von Liganden im Detail moglich wird.
Bei der Proteinkristallisation und der Rontgenstrukturanalyse macht man sich die Beugung
von Rontgenstrahlen an Proteinkristallen zu Nutze, um die Struktur des Proteins und eines
Wirkstoffes im Komplex mit diesem auf atomarer Ebene aufzuklaren. Ein allgemeines Prinzip
bei der Beugung von Licht ist, dass die Wellenldnge des Lichts der Grofie des zu
untersuchenden Objekts entspricht. Ubliche Atomradien oder Atomabstinde zwischen C-C,
C-0, C-N, wie sie in Proteinen zu finden sind, liegen etwa bei 100 pm bis 150 pm (1.0 A bis
1.5 A) und damit im Bereich der Wellenldnge von Rontgenstrahlung. Die eigentliche Beugung
findet hierbei an der Elektronenhiille der Atome statt und nicht an den Atomkernen. Die
Intensitdt der gebeugten Rontgenstrahlen an einzelnen Proteinen in Losung ist nicht
ausreichend um daraus die Struktur aufzukldren. Proteinkristalle bestehen aus einzelnen
Molekiilen, die sich durch eine sich wiederholende symmetrische Anordnung auszeichnen.
Durch die hohe Symmetrie und die Beugung der Rontgenstrahlen an vielen einzelnen sich
wiederholenden Molekiilen im Kristall, wird das Signal soweit verstarkt, dass daraus die
Struktur berechnet werden kann.[151] Eine hédufig verwendete Methode zur Herstellung von
Proteinkristallen ist die Dampfdiffusionsmethode im sitzenden oder hdngenden Tropfen.
Dabei wird ein Tropfen der wassrigen Proteinlosung mit einem Tropfen der Reservoirlosung
vermischt und in einem Luftdicht verschlossenen Container iiber einer Reservoirlosung, die
ein hygroskopisches Fallungsmittel enthalt (beispielsweise Polyethylenglycol), inkubiert. Aus
dem Proteintropfen diffundiert Wasser tliber die Gasphase in die Reservoirl6sung, wodurch
sich die Konzentration der Bestandteile des Tropfens langsam und stetig erh6ht bis das Protein
die Loslichkeitsgrenze tberschreitet und idealerweise Kristallisationskeime bildet. Die Wahl
eines geeigneten Fallungsmittels ist von zentraler Bedeutung damit Kristallisationskeime
entstehen und keine unkontrollierte Proteinprazipitation auftritt. Im nachsten Schritt wird der
Proteinkristall aus dem Tropfen entfernt und in fliissigem Stickstoff eingefroren, durch einen
Rontgenstrahl rotiert und ein Datensatz von Beugungsbildern/Streubildern aufgenommen.
Der Datensatz ist ein Muster von regelméf3ig, symmetrisch angeordneten Reflexen aus deren

Abstand zueinander und deren Intensititen eine Karte der Elektronendichte berechnet
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werden kann (Abbildung 39), in die Uber computergestiitzte Methoden die einzelnen

primiren, sekundiren und tertidren Strukturelemente des Proteins eingepasst werden.

4.1 Konstruktdesign und die Expression in Insektenzellen.

Das Konstruktdesign ist fiir eine erfolgreiche Kristallisation des Proteins ebenfalls von
fundamentaler Bedeutung. Besteht ein Protein aus mehreren funktionellen Domanen kann
dies eine besondere Herausforderung fiir die Kristallisation darstellen. Eine haufig verfolgte
Strategie in diesem Kontext ist die Kristallisation der einzelnen isolierten Doméanen anstelle
des vollstindigen Konstrukts. Mit dem Ziel ein Kristallisationssystem fiir
EGFR-Kinaseinhibitoren zu etablieren, wurde fiir die Kristallisationsversuche ein Konstrukt
gewahlt, das die insolierte Kinasedomane von EGFR mit den Aminosduren 686 bis 1022
(Uniprot Eintrag P00533) umfasst. Das Wildtyp-Konstrukt von EGFR wurde fiir die Expression
in Spodoptera frugiperda codonoptimiert, von der Firma GeneArt (ThermoFisher) synthetisiert
und in plEx/Bac3 Transfervektoren kloniert. Zur effektiven Isolierung aus dem Zellysat wurde
das Konstrukt mit einem N-terminalen Hexahistidin-Tag modifiziert, gefolgt von einer
Schnittstelle fiir die Thrombin-Protease. Die Mutanten EGFR-L858R, -L858R/T790M
und -T790M wurden mittels ortspezifischer Mutagenese auf Basis des Wildtyps erstellt und in
E. coli XL10 Zellen amplifiziert. Die Transfektion zur Erzeugung des rekombinanten
Baculovirus wurde von der Dortmund Protein Facility (DPF) nach dem flashBac-Protokoll in
Sf9-Zellen durchgefiihrt. Weiterfiihrende Testexpressionen, time of harvest (TOH) Analysen
und die Virusamplifikationen zum P2-Virus wurden ebenfalls von der DPF vorgenommen. Die
Amplifikation zum P3-Virus, die Expression im praparativen Mafdstab und die Reinigung des
Zielproteins wurden dann im AK-Rauh durchgefiihrt. Vor der weitfiihrenden Amplifikation des
P2-Virus zum P3-Virus wurde von der DPF eine Testexpression durchgefiihrt, die im weiteren
Kapitel beschrieben wird. Fiir die einzelnen Analysen wurde jeweils ein Aliquot der Sf9 Zellen
lysiert und in eine Vertiefung einer Mikrotiterplatte verbracht in der eine Ni2+-Affinitdtsmatrix
immobilisiert war. Die weitere Analyse erfolgte in drei Schritten: 1) Immobilisierung der
Proteine mit His-Tag in der Mikrotiterplatte, 2) Auswaschen der Proteine ohne His-Tag, 3)
Elution der mit einem His-Tag modifizierten Proteine mittels eines Imidazolpuffers. Proben
aus dem Lysat und dem Eluat wurden anschliefdend iiber Kapillarelektrophorese (capillary

electrophoresis, CE) analysiert.
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Abbildung 22. Expressionsanalyse mittels Kapillarelektrophorese von EGFR-Wildtyp (ca. 40 kDa) in Sf9
Insektenzellen. Analysiert wurden Proben des Zellysats und des Eluats einer Testreinigung iiber Ni-Affinitdtsmatrix.
Im Lysat und im Eluat ist nach einer Expressionszeit von 48 h eine Bande mit dem korrespondierenden
Molekulargewicht zu EGFR-WT zu erkennen (griiner Pfeil). Die starke Bande im Eluat zeigt eine effektive
Uberexpression an 1oslichem Protein.

Durch die Gegeniiberstellung einer unprozessierten Probe aus dem Rohlysat, welche alle
Proteine der Insektenzelle enthdlt, und einer Probe aus dem Eluat des Bindungsassays, die
idealerweise nur Proteine mit His-Tag enthalt, lasst sich somit abschatzen wieviel 16sliches
Protein bei der Expression erzielt werden kann. In der Praxis ist die Bindung an die
Affinitdtsmatrix nicht nur auf Proteine mit His-Tag beschrankt und es findet sich i.d.R. eine
mehr oder minder stark ausgepragte unspezifische Bindung weiterer Proteine, die sich in der
CE als Hintergrund detektieren lassen. Beim EGFR-WT ist im Lysat und im Eluat eine Bande
mit korrespondierendem Molekulargewicht von ca. 40 kDa (Abbildung 22, griine Pfeile) nach
48 h und 72 h sichtbar. Die Intensitit der EGFR-WT Bande zeigt keine Anderung von 48 h
Expressionszeit zu 72 h. Die Expressionszeit/TOH von mindestens 48 h ist ausreichend und
eine langere Expression zeigt keine signifikante Zunahme an EGFR-WT Protein in der 18slichen

Fraktion.
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Abbildung 23. Expressionsanalyse mittels Kapillarelektrophorese von EGFR-L858R (ca. 40 kDa) in Sf9
Insektenzellen. Analysiert wurden Proben des Zellysats und des Eluats einer Testreinigung iiber Ni-Affinitdtsmatrix.
Nur im Lysat ist nach einer Expressionszeit von 48 eine Bande mit dem korrespondieren Molekulargewicht zu
EGFR-L858R zu erkennen (griiner Pfeil).

Bei der CE des Lysat aus der Expression von EGFR-L858R ist nach 48 h Expression eine Bande
mit dem Molekulargewicht von etwa 40 kDa erkennbar die EGFR-L858R zugeordnet werden
kann (Abbildung 23). Die korrespondierenden Banden im Eluat sind allerdings sehr schwach
und auch der Hintergrund der unspezifisch gebundenen Proteine im Eluat ist hoch. Diese
Beobachtungen sind ein Indiz fiir eine ineffiziente Expression an ldslichen Protein der

L858R-Mutante.
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Abbildung 24. Expressionsanalyse mittels Kapillarelektrophorese von EGFR-L858R/T790M (ca. 40 kDa) in Sf9
Insektenzellen. Analysiert wurden Proben des Zellysats und des Eluats einer Testreinigung iiber Ni-Affinitdtsmatrix.
Im Lysat ist nach 72 h Expressionszeit eine Bande mit dem Molekulargewicht von EGFR-L858R/T790M sichtbar
(griiner Pfeil), die korrespondierende Bande fehlt im Eluat. Dies bedeutet, dass das Protein exprimiert wurde aber
nicht 16slich vorlag.

Die Einfiihrung der L858R-Mutation hatte offenbar einen negativen Einfluss auf die Stabilitat
des Proteins und dieser Trend konnte ebenfalls bei der L858R/T790M-Mutante weiter
beobachtet werden. Nur im Lysat ist eine Bande mit entsprechenden Molekulargewicht von
etwa 40 kDa erkennbar (Abbildung 23), aber keine Bande im Eluat die auf eine losliche
Uberexpression schliefRen lief3e. Durch die Kombination der beiden Mutationen wurde das
Konstrukt offenbar soweit destabilisiert, dass zum grofditen Teil nur unldsliches Protein

exprimiert wurde.
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Abbildung 25. Expressionsanalyse mittels Kapillarelektrophorese von EGFR-T790M (40 kDa) in Sf9 Insektenzellen.
Analysiert wurden Proben des Zellysats und des Eluats einer Testreinigung iiber Ni-Affinitdtsmatrix. Im Lysat und
im Eluat ist nach einer Expressionszeit von 48 h eine Bande mit dem korrespondieren Molekulargewicht zu
EGFR-T790M zu erkennen (griiner Pfeil). Die starke Bande im Eluat zeigt eine effektive Uberexpression im
Gegensatz zu EGFR-L858R und L858R/T790M und nur geringfiigig schwécher als beim Wildtyp.

Sowohl im Lysat als auch im Eluat der Expression von EGFR-T790M sind in Héhe von etwa 40
kDa (Abbildung 25) deutliche Banden in der CE erkennbar. Die Banden sind weniger intensiv
im Vergleich zum Wildtyp, aber deutlich starker als bei EGFR-L858R und -L858R/T790M.
Vermutlich hat die T790M-Mutation ebenfalls einen destabilisierenden Effekt auf die
Proteinstruktur, aber weniger stark ausgeprdgt als die L858R-Mutation. Die optimale
Expressionszeit betrug zwischen 48 h und 72 h, wobei bei der Probe nach 72 h im Eluat bereits
ein geringer Riickgang der Bandenintensitidt zu beobachten war. Aufgrund des geringeren
Anteils an Protein in der 16slichen Fraktion von EGFR-L858R und -L858R/T790M wurde der
Fokus fiir die folgenden Kristallisationsversuche auf den Wildtyp und die wirkstoffresistente

T790M-Mutante gelegt.

4.2 Isolierung der EGFR-Kristallisationskonstrukte

Im folgenden Kapitel wird die Isolierung der EGFR-Kristallisationskonstrukte beispielhaft

anhand der wirkstoffresistenten EGFR-T790M Mutante erlautert. Details zu den einzelnen
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Schritten, Pufferzusammensetzung und Methoden sind im Methodenteil beschrieben (Kapitel
6.7) Nach der Lyse der Insektenzellen wurde das EGFR-Konstrukt zunichst iiber eine
Niz2+-Affinitdtschromatographie angereichert. Das POl eluierte zusammen mit einigen
unspezifisch an der Sdule gebunden Proteinen, so dass noch weitere Reinigungsschritte

angeschlossen wurden (Abbildung 26).
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Abbildung 26. (A) Chromatogramm der Ni2+-Affinitdtschromatographie des EGFR-T790M-Konstrukts. Schwarz:
UV-Absorption bei 280 nm; Rot: Konduktivitdt; Blau: Anteil Elutionspuffer (Imidazol. (B) Coomassie-SDS-Page
einiger Fraktionen aus dem Chromatogramm (A). Aufgetragen wurde eine Probe aus dem Durchfluss der Saule (1),
sowie verschiedene Fraktionen des Elutionspeaks (2) und (3). In Hoéhe von 40 kDa ist eine deutliche Bande von
EGFR-T790M im Elutionspeak erkennbar.

Im Anschluss an die Ni%+-Sdule folgte eine Anionenaustauschchromatographie. In Vorbereitung
dazu wurde eine Dialyse gegen einen Puffer mit niedriger lonenstdrke durchgefiihrt,
wahrenddessen ebenfalls die Abspaltung des Hise-Tags erfolgte. Bei der Dialyse kam es zu der
Bildung eines weifden Prazipitats, welches aber zum Grof3teil aus Verunreinigungen bestand
und nur Spuren des EGFR-Konstrukts enthielt (Abbildung 27). Durch einen stufenweisen
Gradienten an Elutionspuffer konnte ein Grofiteil der verblieben Verunreinigungen iiber die

Anionentauschersaule abgetrennt werden.
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Abbildung 27. (A) Anionenaustauschchromatographie der Eluate der Niz+-Saule. Schwarz: UV-Absorption bei 280
nm; Rot: Konduktivitdt; Blau: Anteil Elutionspuffer (Natriumchlorid). (B) Analyse der Fraktionen mittels SDS-Page
und Coomassie-Farbung. Aufgetragen wurden Proben des Saulendurchfluss (1) und (2), sowie Proben aus
verschiedenen Zeitpunkten der Elution (3) bis (8). Im Vorfeld wurde im Zuge der Dialyse der Hise-Tag mittels
Thrombin abgespalten. Vom entstandenen weifien Prizipitat (Pellet) und dem Iéslichen Uberstand (Uberstand)
wurde ebenfalls eine Probe genommen und analysiert. Ungespaltenes EGFR-T790M: etwa 40 kDa, nach
Thrombinspaltung: 38 kDa.

Im Chromatogramm der Anionenaustauschchromatographie sind fiinf Peaks ((4) bis (8)) zu
erkennen in denen Spuren des gespaltenen EGFR-T790M bei 38 kDa zu finden sind. Peak (4)
enthalt den Grof3teil des POI in hoher Reinheit, wobei in den anderen Peaks das POl zusammen
mit verschiedenen Verunreinigungen eluierte. Mittels einer Gréfienauschlusschromatographie
wurde anschliefend die Reinheit des POl aus den Fraktionen des Peak (4) fiir die
Kristallographie noch weiter gesteigert (Abbildung 28). Im zugehorigen Chromatogramm sind
zwei Peaks zu sehen: der erste mit einigen hoher molekularen Verunreinigungen und er zweite

mit dem POI bei etwa 38 kDa in guter Reinheit.
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Abbildung 28. (A) Chromatogramm der Grofdenausschlusschromatographie des Eluats der
Anionenaustauschchromatographie. (B) SDS-Page einiger Fraktionen aus den Peaks (1) und (2). In Peak (2), in Héhe
von 38 kDa, ist das POI in guter Reinheit enthalten.

4.2.1 Analyse von Phosphorylierungsstufen

Ein wichtiger Parameter bei der Kristallisation von Proteinen ist das Vorliegen einer moglichst
reinen und homogenen Proteinlosung. Bei der heterologen Expression von Proteinen kann es
zu posttranslationalen Modifikation des POI durch den Expressionsorganismus kommen.
Insbesondere kann bei der Expression einer enzymatisch aktiven Kinase durch
Autophosphorylierung ein heterogenes Gemisch verschiedener Phosphorylierungszustande
entstehen, so dass bei der Isolierung des exprimierten EGFR moéglicherweise eine Mischung
von unphosphorylierten und (mehrfach) phosphorylierten Protein erhalten wird. Durch die
Ladung der Phosphorylierung auf der Oberfliche des Proteins koénnten sich fiir die
Kristallisation ungiinstige Wechselwirkungen ergeben, die letztendlich die Bildung von
Kristallen verhindern. Um unphosphorylierte von phosphorylierten EGFR-Spezies
abzutrennen wurde vor der Kristallisation noch eine weitere Anionenaustausch-
chromatographie mit einem stirkeren Sdulenmaterial (Mono Q, GE) durchgefiihrt, welches
sich durch eine hohere Affinitdt gegeniiber anionischen Molekiilen auszeichnet. Durch die
héhere Trennleistung der Sdule konnten kleinere Unterschiede in der Gesamtladung des

Proteins, hervorgerufen durch die Phosphatgruppen, aufgetrennt werden.
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Abbildung 29. (A) Chromatogramm der Trennung von verschiedenen Phosphorylierungsstufen des EGFR-T790M
mittels Mono Q Anionenaustauschchromatographie. Von den Peaks (1) bis (3) wurden Proben genommen und
mittels LC-MS analysiert. Die korrespondierenden Massenspektren sind in (B) bis (D) abgebildet. Die theoretische
unphosphorylierte Masse des EGFR-T790M belauft sich auf 37871 Da, die einfach phosphorylierte Spezies besitzt
eine theoretische Masse von 37951 Da. Gefunden wurde eine Spezies mit 37866 Da in Peak (1) welche dem
unphosphorylierten Protein entspricht. In Peak (2) wurden sowohl unphosphorylierte als auch die einfach
phosphorylierten Spezies mit 37869 Da bzw. 37942 Da gefunden. Peak (3) enthdlt nur die unphosphorylierte
Spezies mit 37864 Da.

Bei der massenspektrometrischen Analyse von EGFR-T790M und des EGFR-WT konnte jeweils
eine unphosphorylierte und eine einfach phosphorylierte Spezies identifiziert werden
(Abbildung 29 und Abbildung 30). Das unphosphorylierte Protein war in beiden Fillen im
groflen Uberschuss vorhanden und somit konnten final 3 bis 4 mg EGFR-WT sowie
EGFR-T790M aus einer 2.5 L Insektenzellkultur fiir die nachfolgenden Kristallisations-
experimente bereitgestellt werden. Es wurde ebenfalls versucht die phosphorylierten Spezies
zu isolieren, aber aufgrund des geringen Anteils am Gesamtprotein konnte keine ausreichende
Menge des WT- bzw. T790M-Konstrukt isoliert werden um damit weitere
Kristallisationsstudien durchzufiithren. Im Peak (3) der Auftrennung der EGFR-T790M Spezies
(Abbildung 30) ist ebenfalls noch unphosphoryliertes Protein zu finden. Trotz des hohen UV-
Signals war es nicht moglich das Protein in ausreichender Menge zu konzentrieren.
Moglicherweise enthielt der Peak oligomeres EGFR-T790M wodurch es nicht zusammen mit

dem Hauptpeak (1) eluierte.
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Abbildung 30. (A) Chromatogramm der Trennung von verschiedenen Phosphorylierungsstufen des EGFR-WT
mittels Mono Q Anionenaustauschchromatographie. Von den Peaks (1) bis (3) wurden Proben genommen und
mittels LC-MS analysiert. Die korrespondierenden Massenspektren sind in (B) bis (D) abgebildet. Die theoretische
unphosphorylierte Masse des EGFR-WT belauft sich auf 37828 Da, die einfach phosphorylierte Spezies besitzt eine
theoretische Masse von 37908 Da. Gefunden wurde eine Spezies mit 37837 Da in Peak (1) welche dem
unphosphorylierten Protein entspricht. In Peak (2) und Peak (3) wurden sowohl unphosphorylierte als auch die
einfach phosphorylierten Spezies gefunden.

4.3 Kristallisation von EGFR-WT und EGFR-T790M

Die Kristallisation von Proteinen, insbesondere im Komplex mit verschiedenen Liganden bzw.
Inhibitoren, ist eine wichtige Technik in der modernen medizinischen Chemie. Die Aufklarung
der Struktur eines Liganden im Komplex mit seinem molekularen Zielprotein ermdéglicht die
Identifikation von Protein-Ligand-Wechselwirkungen und darauf aufbauend die gezielte
Entwicklung und Optimierung des Liganden. Zur Etablierung eines Kristallisationssystems
wurden Kristallisationsversuche mit einigen Referenzverbindungen durchgefiihrt. Die Wahl
fiel auf einige aus der Literatur bekannte EGFR-Inhibitoren und einige weitere Inhibitoren die
im AK-Rauh gezielt gegen EGFR-T790M entwickelt und synthetisiert wurden (Abbildung 18
und Abbildung 31).
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Abbildung 31. Chemische Struktur der fiir die Kristallisationsexperimente verwendeten EGFR-Inhibitoren. Die
Verbindungen AZ9291 und CO1686 sind literaturbekannte Inhibitoren, die weiteren Verbindungen mit
RL-Nummer wurden im Arbeitskreis synthetisiert.

Die zentrale Herausforderung der Proteinkristallisation ist die Suche nach einer geeigneten
Bedingung zur Erzeugung von Proteinkristallen. Es wurden daher zwei Strategien verfolgt um
zunichst eine Kristallisationsbedingung fiir den Wildtyp zu finden. Zum einen wurde ein
Screen mit ca. 1000 verschieden Bedingungen durchgefiithrt (Big-Screen) um neue
Kristallisationsbedingungen zu identifizieren und zum anderen wurden Fine-Screens
basierend auf bereits in der Literatur beschriebenen Bedingungen durchgefiihrt.[106142152153]
Flir den Big-Screen wurden kommerziell erhaltliche NexTal Crystallisation Suites (QIAGEN,
JSCG Core Suite I-11I, PACT, Classics 1/1I, MbClass I/1I, ComPAS, PEGs) verwendet. Es wurden
verschiedene Ansatze getestet, in denen EGFR-WT als Apoprotein und im Komplex mit
verschiedenen Liganden (reversible und irreversible, z.B. Erlotinib, Lapatinib, RL235, RL1113)
bei unterschiedlichen Konzentrationen an Protein eingesetzt wurde (Abbildung 32). In den

etwa 1000 verschiedenen Bedingungen des Big-Screens waren iiberwiegend Tropfen mit
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schwachem bis starkem Proteinprazipitat zu beobachten und in keiner der getesteten

Bedingungen konnte Kristallwachstum beobachtet werden.

Abbildung 32. Beispielhafte Ergebnisse des Screens fiir (A) EGFR-WT Apoprotein bei 200 mM Ammoniumacetat,
20 % (w/v) PEG 3350 und (B) fiir EGFR-WT im Komplex mit RL1113 bei 200 mM Di-Na-Tartrat Dihydrat, 20 %
(w/v) PEG 3350.

Fiir die Fine-Screens wurden bereits publizierte Bedingungenl[106.142,152,153] gls Ausgangspunkt
gewahlt, wobei nur in der folgenden Bedingung erste kleine Apokristalle des EGFR-WT
beobachtet werden konnten: 1000 mM Na/K-Tartrat, 100 mM Na-MES, 1 mM TCEP, pH 7, 8
mg/mL EGFR-WT (Apoprotein), bei 20 °C im hingenden Tropfen. Ausgehend von dieser
Bedingung wurde dann systematisch die Konzentration an Na/K-Tartrat, der pH-Wert und die
Proteinkonzentration variiert, sowie verschiedene Ansatze als Apo- und als Komplexkristalle

mit verschiedenen Verbindungen (vgl. Abbildung 31 und Abbildung 33).

Abbildung 33. (A) EGFR-WT Apokristalle zu Beginn der Fine-Screens. (1.1 M Na/K-Tartrat, 100 mM MES pH 6.9,
20 °C, 8 mg/mL EGFR). (B) Durch Optimierung der Proteinkonzentration konnte die Anzahl der Kristalle reduziert
und deren Grofie deutlich gesteigert werden. (0.9 M Na/K-Tartrat, 100 mM MES pH 7.0, 20 °C, 3 mg/mL EGFR).
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Die grofde Anzahl an kleinen Kristallen liefd auf eine zu hohe Zahl an Kristallisationskeimen
schliefien. Durch die Verringerung der Konzentration an EGFR-WT von 8 mg/mL auf 3 bis
4 mg/mL konnte die Bedingung soweit optimiert werden, dass nur noch wenige grofiere,
kubische Kristalle entstanden. Die Kristalle konnten gefischt werden und in 20%iger (v/v)
Glycerol-Kryolésung in fliissigen Stickstoff eingefroren werden. Ein Datensatz eines
Apokristalls wurde am Swiss Light Source Synchrotron (SLS) des Paul Scherrer Instituts in
Villigen (Schweiz) aufgenommen. Die Auflésung des EGFR-WT Apokristalls betrug 3.0 A und
der Kristall formte sich in der kubisch innenzentrierten Raumgruppe 123 mit einem einzigen

Monomer in der Einheitszelle.

Um Kristalle von EGFR-WT im Komplex mit Inhibitoren zu erzeugen, wurde das Protein im
Vorfeld der Kristallisation zusammen mit dem jeweiligen Inhibitor inkubiert. Hierbei wurden
ebenfalls verschiedene Parameter variiert, die das Protein und das anschliefende
Kristallwachstum beeinflussen konnten. Zunichst wurde die Konzentration an Inhibitor
zwischen einem 1.5- bis 5-fachen molaren Uberschuss variiert. Bei vielen der getesteten
Verbindungen handelte es sich um irreversible Inhibitoren, die Cys797 am Rande der
ATP-Bindetasche adressieren und kovalent modifizieren. Aus LC-MS Analysen der
Proteinlésungen war erkennbar, dass die Testverbindungen eine hohe Reaktivitit aufwiesen
und bereits bei einem doppelten molaren Uberschuss in einem Zeitraum von 1 bis 2 Stunden
vollstindig abreagierten (vgl. Abbildung 36). Alle verwendeten Inhibitoren lagen
standardmafdig als 10 mM DMSO-Stammldsung vor. Fiir folgende Experimente wurde der
Anteil an DMSO in der Proteinldsung auf ein Minimum reduziert, da bereits bei einem Anteil
von 5% Proteinprazipitation beobachtet werden konnte. Alternativ dazu wurde versucht
hoher konzentrierte Inhibitorlésungen (z.B. 100 mM) einzusetzen. Dies war allerdings nur
bedingt anwendbar, da die Loslichkeitsgrenze vieler Inhibitoren bereits bei einer 10 mM
DMSO-Losung erreicht war. In einem weiteren Ansatz wurde das jeweilige Volumen an 10 mM
DMSO Inhibitorldsung vorgelegt und das DMSO mit einer Speed-Dry Zentrifuge (Zentrifugation
bei 50°C und Unterdruck) entfernt, der so erzeugte Feststoff wurde dann direkt in der
Proteinlésung aufgenommen und resuspendiert. Mit keiner der zuvor beschriebenen
Methoden konnten Komplexkristalle erzeugt werden. Offenbar stort die Bindung des
Inhibitors in EGFR-WT die Ausbildung von Kristallen. Um ein Kristallwachstum zu induzieren
wurden Micro-Seeding Experimente mit den zuvor erzeugten Apokristallen durchgefiihrt.
Hierzu wurden einige Apokristalle zerkleinert und die so erhaltenen Kristallfragmente in die
zuvor praparierten Kristallisationstropfen iiberfiihrt. Allerdings war dies nicht zielfithrend
und es konnte lediglich die Bildung von Proteinprazipitat im Tropfen beobachtet werden. Eine
weitere alternative Methode um Komplexstrukturen zu erhalten ist das Soaking. Dabei werden

Apokristalle zusammen mit dem Inhibitor in der Kristallisationslésung inkubiert. Aufgrund des
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hohen Wasseranteils in den Kristallen kann der Inhibitor in den Kristall und in die
ATP-Bindetasche diffundieren, vorausgesetzt die Bindetasche ist zuginglich und z.B. nicht
durch andere Proteinmolekiile im Kristall blockiert. Problematisch erwies sich hierbei erneut
die DMSO-Konzentration im Tropfen. Beispielweise entspricht 0.1 pL einer 10 mM
DMSO-Stammlosung in einem 2 pL Kristallisationstropfen bereits einem Anteil von 5 % DMSO
(1 mM Inhibitorkonzentration im Tropfen). Unter diesen Bedingungen waren die Apokristalle
nicht stabil und l6sten sich nach wenigen Minuten im Tropfen auf. Letztendlich konnten aber
doch einige Komplexkristalle iiber das Soaking generiert werden. Dazu wurde das DMSO aus
der Inhibitorstammlésung abgedampft und der erhaltene Feststoff in der jeweiligen
Reservoirlosung des Apokristalls resuspendiert (1 mM Losung). Nicht geloster Feststoff wurde
anschlieféend abzentrifugiert. Die Apokristalle wurden dann iiber Nacht direkt in der
Reservoir-Inhibitorl6sung inkubiert. Viele der Kristalle waren nach dem Soaking nicht mehr in
der Lage Rontgenstrahlen zu streuen. Von den Kristallen die noch streuten wurden Datensatze
am SLS aufgenommen, die eine vergleichsweise niedrige Auflosung (> 3.5 A) hatten und bis auf
einige Ausnahmen iiberwiegend keine Elektronendichte eines Liganden in der
ATP-Bindetasche zeigten. Im folgenden Abschnitt werden zwei Strukturen des EGFR-Wildtyps
im Komplex mit RL235 und RL1075 besprochen, die durch das Soaking erzeugt werden
konnten. In Abbildung 34 ist die Kristallstruktur des Inhibitors RL235 im Komplex mit
EGFR-WT bei einer Auflésung von 4.0 A in der Raumgruppe 123 dargestellt (siehe Tabelle 3 fiir

weitere Statistiken).
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Abbildung 34. Kristallstruktur des EGFR-WT im Komplex mit RL235. Abgebildet ist der Ligand mit einem
Ausschnitt seiner Elektronendichte (graues Netz). Charakteristisch sind die Wasserstoffbriicken zur
Scharnierregion (rot gepunktete Linien). Zusétzlich markiert ist die Tilirsteher Aminosdure Thr790 und die «C Helix
(Magenta). Im oberen Bereich ist der LigPlot/154 des Liganden abgebildet. Im LigPlot sind schematisch die
verschiedenen Interaktionen des Liganden mit Aminosduren am Rande der ATP-Bindetasche dargestellt; rote
Halbkreise: hydrophobe Interaktionen, Griin: Wasserstoffbriickenbindungen (Lange in A).

Der Inhibitor RL235 wurde als irreversibler Inhibitor entwickelt und sollte eine kovalente
Bindung zum Cys797 eingehen. Allerdings ist auf Basis der Elektronendichte eindeutig
erkennbar, dass RL235 einen reversiblen, nicht kovalenten Bindungsmodus einnimmt. Das

Methylpyrazol und das zum Pyrimidinkern verbriickende Stickstoffatom bilden drei
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Wasserstoffbriicken zum Peptidriickgrat der Scharnierregion (GIn791 und Met793) aus.
Aufierdem konnten mit Hilfe der LigPlot Software noch weitere hydrophobe Interaktionen des
Liganden im Bereich der ATP-Bindetasche visualisiert werden.[!541 Die zu erwartende
kovalente Bindung von RL235 mit Cys797 konnte nicht bestatigt werden, da aufgrund der
Orientierung des Liganden, mit dem Acrylamid-Elektrophil in Richtung der oC Helix, eine
Reaktion mit Cys797 nicht moglich war. Die Reaktionszeit fiir die kovalente Bindung war beim
Soaking durch die Inkubation tiber Nacht gegeben und aus LC-MS Studien sowie alternativen
Kristallisationsstudien in der Modelkinase cSrcl!55] (vgl. PDB-ID: 5D11 und Abbildung 36) ist
eine eindeutige kovalente Modifikation des Cys797 durch RL235 erkennbar. Die reversible
Bindung von RL235 kénnte auf einen zweistufigen Bindungsmodus hinweisen. In der ersten
Stufe bindet der Inhibitor tiber Wasserstoffbriickenbindungen und hydrophobe Interaktionen
reversibel in der ATP-Bindetasche, so wie es auch aus der Kristallstruktur und dem LigPlot
erkennbar ist (Abbildung 34). In der zweiten Stufe bildet sich dann die kovalente Bindung
zwischen dem Michael-Akzeptor und der Cysteinseitenkette aus. Vermutlich handelt es sich
bei dieser Struktur um ein Kristallisationsartefakt, das letztendlich nicht den vollstindigen

Bindungsmodus und das System in Losung beschreibt.

Neben der zuvor beschriebenen Struktur konnte noch eine weitere Struktur von EGFR-WT im
Komplex mit RL1075 bei einer Aufldsung von 3.7 A in Raumgruppe 123 gelost werden (die
Struktur wurde im Rahmen der Bachelorarbeit von Ina Landel, 2014 erzeugt, der Inhibitor

stammt aus dem Arbeitskreis von Prof. Dr. Stefan Laufer, Universitiat Tiibingen, Abbildung

35).1156,157]
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Abbildung 35. Kristallstruktur des EGFR-WT im Komplex mit RL1075. Abgebildet ist der Ligand mit einem
Ausschnitt seiner Elektronendichte (graues Netz). Charakteristisch sind die Wasserstoffbriicken zur
Scharnierregion (rot gepunktete Linien). Zusatzlich markiert ist die Tiirsteher Aminosdure Thr790, das katalytische
Lys745 (Purpur) und die aC Helix (Magenta). Die Elektronendichte fiir den Inhibitor war unvollstindig, es fehlt
Elektronendichte fiir das N-Ethylacrylamid-Elektrophil. In der Abbildung ist nur der Teil des Inhibitors abgebildet
fiir den Elektronendichte sichtbar war. Im oberen Bereich ist der LigPlot/154 des Liganden gezeigt, ebenfalls nur der
Teil, fiir welchen Elektronendichte sichtbar war. Im LigPlot sind schematisch die verschiedenen Interaktionen des
Liganden mit Aminosduren am Rande der ATP-Bindetasche dargestellt, als rote Halbkreise die hydrophoben
Interaktionen, in Griin die Wasserstoffbriickenbindungen (Lange in A).
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Der Inhibitor RL1075 war ebenfalls als kovalenter Inhibitor konzipiert und sollte eine Bindung
zu Cys797 ausbilden. In der Kristallstruktur fehlt die Elektronendichte fiir den Teil des
Molekiils der den Michael-Akzeptor tragt. Sichtbar ist nur die polyzyklische Substruktur die
eine Bindung zur Scharnierregion eingeht, inklusive des Schwefelatoms, das iiber einen
Thioether zum  N-Ethylacrylamid verbriickt. In  Rontgenkristallstrukturen von
Proteinkristallen sind Elektronendichten von Strukturen mit hoher Flexibilitit und hoher
Unordnung oft nicht oder nur teilweise sichtbar. Die N-Ethylacrylamidgruppe in RL1075 weist
eine hohe Flexibilitat auf die dazu fiihrt, dass keine Elektronendichte fiir diesen Bereich des
Molekiils erhalten werden konnte. Aus dieser Beobachtung ldsst sich ebenfalls ableiten, dass
es keine kovalente Bindung zum Cys797 gibt. Durch eine kovalente Bindung wiirde ebenfalls
die Flexibilitit des Liganden eingeschrankt und es sollte zumindest teilweise weitere
Elektronendichte, besonders im Bereich um das Schwefelatom am Cys797, erkennbar werden.
Auch RL1075 wurde als irreversibler EGFR-Inhibitor konzipiert, wohingegen in der Struktur
nur ein reversibler Bindungsmodus erkennbar ist. Vermutlich ist das N-Ethylacrylamid zu
flexibel und die Geometrie des Molekiils erlaubt es nicht eine fiir eine Michael-Addition

optimale Orientierung zum Cys797 einzunehmen.

Zur Unterstiitzung der Entwicklung von Inhibitoren gegen die wirkstoffresistente
T790M-Mutante sollte ebenfalls ein Kristallisationssystem fiir EGFR-T790M etabliert werden.
Da die Kristallisation des EGFR-WT bereits realisiert werden konnte und die beiden
Konstrukte lediglich in ihrer Tiirsteher Aminosdure unterschiedlich waren, wurde die
Kristallisationsbedingung der EGFR-WT Apokristalle als Startpunkt verwendet und zusatzlich
noch ein Screening nach weiteren alternativen Bedingungen in An- und Abwesenheit von
Liganden (Abbildung 31) durchgefithrt. Um das Kristallisationsfenster zu finden wurde
systematisch der pH-Wert des urspriinglichen MES-Puffers (6.9 bis 7.5), die Konzentration des
Fallungsmittels Na/K-Tartrat (600 mM bis 1500 mM), die Proteinkonzentration und das
Verhaltnis von Protein zu Kristallisationslosung im Kristallisationstropfen (Protein:Reservoir,
1:1, 1.5:1, 2:1) verdndert und bei Temperaturen von 4 °C und 20 °C inkubiert. Fiir die
Kokristallisation wurde die Proteinl6sung zunachst mit den jeweiligen Inhibitoren fiir zwei bis
drei Stunden vorinkubiert, bevor letztendlich die Kristallisationstropfen prapariert wurden.
Die Zugabe der Inhibitoren erfolgte als Feststoff nach Abdampfen einer 10 mM
DMSO-Stammldsung mit definierter Menge an Ligand, der anschliefRend direkt in der
Proteinlésung resuspendiert wurde (2- bis 5-facher molarer Uberschuss). Aus dieser Lésung
wurde ein Aliquot abgenommen und mittels LC-MS analysiert (Abbildung 36). Die
Massenspektren, die direkt aus der Kristallisationslosung bestimmt wurden, enthielten jeweils
eine Hauptspezies die eindeutig dem jeweiligen Protein-Inhibitor-Addukt zuzuordnen war und

was auf die anschliefRende Bildung von Kokristallen schlief3en lief3.
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Abbildung 36. Massenspektrum einiger Kristallisationslésungen. Die zu erwartenden (theoretischen) Massen sind
in Klammern dargestellt. In Rot ein Referenzspektrum von EGFR-T790M mit DMSO, in Schwarz das Spektrum des
jeweiligen Inhibitors. In den vier gezeigten Spektren liegt die Masse des EGFR-Inhibitor-Komplexes im zu
erwartenden Bereich. Die Reaktion des Inhibitors mit dem Protein war in den Abgebildeten Spektren praktisch
vollstandig (>95%) und es konnten nur Spuren von nicht modifiziertem EGFR-T790M gefunden werden.

Am haufigsten wuchsen nadelférmige Kokristalle, mit AZ9291 oder RL235 (Abbildung 37, A
bis D), von kurzer kompakter Form oder feine, stark verwachsene Nadeln. Die Messungen von
Datensdtzen kleiner Kristalle im Bereich von < 50 um konnte an den Rontgenbeamlines des
MPI-Dortmund nicht realisiert werden. So zeigte sich bei der Messung von Datensitzen am
MPI, dass die nadelférmigen Kristalle die Rontgenstrahlen nicht oder nur dufderst schwach
streuten. Da zunachst nicht klar war, ob die Kristalle nicht st