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Kurzfassung

Als Hauptfunktion von Proteinkinasen wird gemeinhin der katalytische
Phosphattransfer von Adenosin-5¢-triphosphat (ATP) auf ihre Substrate und deren damit
einhergehende Aktivierung angesehen, wodurch Kinasen eine zentrale Rolle in zelluldren
Signaltransduktionskaskaden einnehmen. In den letzten Jahren sind allerdings
zunehmend Kinase-Funktionen beschrieben worden, die, unabhdngig von dem
katalytischen Mechanismus, wichtige biologische Rollen, wie z.B. die Regulation oder
Lokalisation ihrer Substrate iber Protein-Protein-Interaktionen oder die Ausbildung von
Multienzym-Komplexen, einnehmen. Dies kann bspw. durch die Adressierung
alternativer Binderegionen fernab des aktiven Zentrums des Enzyms realisiert werden.
Daher kommt der Entdeckung von entsprechenden Bindetaschen und der Entwicklung
von niedermolekularen Substanzen, die geriistgebende Funktionen modulieren kdnnen,

eine grundlegende Bedeutung zu.

In dieser Arbeit wird die Struktur-basierte Konzeption und organische Synthese von
2-Arylchinazolinen beschrieben, die kirzlich als Liganden einer lipophilen Bindetasche
(LiPoL.is) der Proteinkinase p38a identifiziert wurden, deren biologische Rolle bislang
jedoch noch nicht vollstandig geklart werden konnte. Die hergestellten Liganden wurden
unter Verwendung unterschiedlicher biophysikalischer Methoden hinsichtlich ihrer

Affinitat zur Kinase charakterisiert und der angenommene Bindungsmodus durch

Kristallisationsexperimente validiert.

Resonanzsignal (RU)

-100 0 100 200 300 400 504
Zeit (s)

Abb. I: Schematische Darstellung der Struktur-basierten Entwicklung von Liganden der lipophilen Bindetasche in
p38a. Der Bindungsmodus zuvor identifizierter LiPoLis wurde analysiert und hieraus strukturell unterschiedliche
Derivate abgeleitet, synthetisiert, biophysikalisch charakterisiert und ko-kristallisiert.
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Hierbei zeigte sich, dass die Liganden wie postuliert in die lipophile Tasche binden,
jedoch eine nur unzureichende Affinitat aufweisen, um flr den Einsatz als molekulare
Sondenmolekile in biologischen Systemen zu dienen. In Folge wurden in einem
chemisch-genetischen  Ansatz irreversibel bindende LiPoLis entworfen, die
mafRgeschneiderte Cystein-Mutanten von p38a unter Ausbildung einer kovalenten
Bindung adressieren sollten, um so die Verweildauer am Enzym zu maximieren. Im
Rahmen von massenspektrometrischen Analysen wurden entsprechende Liganden-
Protein-Paare identifiziert und in weiterfihrenden Messungen sowie strukturbiologischen
Untersuchungen die jeweils eingefiihrten Cysteine als Markierungsposition bestatigt.

Die auf diese Weise gefundenen Liganden sind somit hinsichtlich der selektiven
Reaktivitdt und damit irreversiblen Modifikation des Zielenzyms als Sondenmolekile
geeignet, um in zukunftigen Studien fir die Aufklarung der biologischen Funktion der
untersuchten Bindetasche in p38a eingesetzt zu werden.

Abb. II: Schematische Darstellung des chemisch-genetischen Ansatzes zur kovalenten Adressierung der lipophilen
Bindetasche in Cystein-Mutanten von p38a mit Elektrophil-tragenden Liganden. Artifiziell eingefiihrte Cysteine in der
Néahe der lipophilen Bindetasche wurden genutzt, um die Ausbildung einer kovalenten Bindung mit Elektrophil-
dekorierten LiPoLis zu ermdglichen.

In einem weiteren Teil dieser Arbeit wurden im Rahmen verschiedener
Kollaborationsprojekte ~ Kristallstrukturen ~ von  diversen  ATP-kompetitiven
Kinaseinhibitoren im Komplex mit p38a geltst und diskutiert, wodurch mafgebliche
Erkenntnisse in Bezug auf die jeweilige Fragestellung erzielt und beigesteuert werden

konnten.
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Abstract

The main function of protein kinases is widely considered the activation of their
substrates by catalytic phosphotransfer from adenosine-5¢-triphosphate (ATP),
explaining the central role of kinases in cellular signaling cascades. Recently, more and
more functions independent from this catalytic mechanism were described, that are
involved in several biological processes, e.g., by regulation or localization of their
substrates via protein-protein interactions or the formation of multi-enzyme complexes,
respectively. This is usually realized by addressing alternative binding regions distant
from the enzyme’s active site. Hence, the discovery of corresponding binding pockets
and the development of small molecules capable of modulating scaffolding functions are
of great interest in current scientific research.

In the present work, the structure-based design and organic synthesis of
2-arylquinazolines, which were identified as ligands of a lipophilic binding pocket
(LiPoLis) in p38a mitogen-activated protein kinase (MAPK), is described. Since the
function of this pocket is not fully understood yet, the LiPoLis were thought to aid in
elucidating its biological role. The generated compounds were characterized applying
several biophysical methods to determine their affinity towards the enzyme and the
suggested binding mode was validated by means of protein crystallography. Concluding
these studies, the ligands were shown to positively address the lipophilic pocket (LP) but
exhibiting a very low affinity, making them unsuitable to serve as molecular probes in
biological systems. Consequently, electrophile-decorated LiPoL.is were designed to target
cysteine mutants of p38a MAPK, forming a covalent bond within the LP to maximize the
residence time at the enzyme. Employing mass spectrometric analysis, specific ligand-
protein pairs were identified and in tandem measurements and via co-crystallization, the
introduced cysteines were verified as the actual labeling positions.

Therefore, it could be shown that the thus found ligands exhibit a favorable reactivity
and accordingly irreversible modifications of the target enzyme, rendering them suitable
to be used in future studies to dissect the biological function of the described binding
pocket in p38a MAPK.

In another part of this thesis, various complex crystal structures of diverse
ATP-competitive p38a MAPK inhibitors could be solved and were discussed,
significantly contributing insightful results with respect to the underlying scientific

questions.
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1 Einleitung

1.1 Proteinkinasen

Proteinkinasen sind seit ihrer Entdeckung und Validierung als Zielstrukturen fur die
Adressierung mit Wirkstoffen zur Behandlung von verschiedenen Krankheiten ein
wesentlicher Bestandteil medizinisch-chemischer Forschung im akademischen Umfeld
und der pharmazeutischen Industrie. Uber 500 Vertreter dieser Enzymfamilie werden
vom humanen Genom codiert und stellen als solche u.a. entscheidende Komponenten bei
der Informationsweitergabe in  zellularen  Signalnetzwerken  dar.l!  Als
Phosphotransferasen katalysieren Proteinkinasen die Ubertragung der y-standigen
Phosphatgruppe (PO.+*) des Co-Substrats Adenosin-5‘-triphosphat (ATP) auf
Hydroxylgruppen von Aminosdure-Seitenketten ihrer Substrate. Hierbei wird
hinsichtlich der Substratspezifitat zwischen Ser/Thr- und Tyr-Kinasen unterschieden.
Durch die Einfiihrung einer hohen negativen Punktladungsdichte durch die
Phosphorylierung wird haufig eine Konformations-anderung induziert, welche i.d.R. mit
funktionellen Konsequenzen in Form von Aktivitatsmodulierungen einhergeht. Dazu
zahlen bspw. die direkte (teilweise) Inhibierung bzw. Aktivierung des Substrats oder
dessen Effektor-vermittelte Regulation, wobei eingebrachte Phosphate hierbei als
Erkennungsregion dienen.[>3 In Signaltransduktionskaskaden spielt die Kinase-
vermittelte Kontrolle der Aktivitat beteiligter Komponenten eine besonders tragende
Rolle, da stets eine korrekte Umwandlung &uBerer Stimuli zu spezifischen Zellantworten
gewahrleistet sein muss, um einen ,,gesunden” Phinotyp aufrechtzuerhalten.[¢! Eine
Fehlregulation von Kinasen aufgrund genetischer Ldsionen ist daher die Ursache
zahlreicher Erkrankungen, darunter die Entstehung diverser Krebsarten, und stellt
Proteinkinasen somit als klinisch relevante Zielstrukturen in den Fokus moderner
Wirkstoffentwicklung.l”-
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1.1.1 Struktur und Funktion

Innerhalb der Klasse der Proteinkinasen ist die molekulare Struktur dieser Enzyme
hoch konserviert, wobei insh. das aktive Zentrum, in dem sich die ATP-Bindestelle
befindet und wo der katalytische Phosphattransfer ablauft, hervorzuheben ist. Es
befindet sich zwischen der vorwiegend a-helikalen, C-terminalen Subdomane und der
S-Faltblatt-reichen, N-terminalen Subdoméne, welche beide durch eine flexible
Scharnierregion miteinander verbunden sind und zusammen die katalytisch aktive
Kinasedomane aufbauen (Abb. 1A). Bei Bindung ins aktiven Zentrum bildet der
Adeninbaustein  von ATP Wasserstoffbriickenbindungen (WBBs) mit der
Scharnierregion aus (Adenin-bindende Region), wéahrend die Triphosphat-Einheit zum
einen von Katalytischen Aminosdure-Seitenketten (Glu in a-Helix C und Lys in
Faltblatt 3) gebunden und weiterhin tiber zwei Mg?*-lonen komplexiert wird, die tiber
das Asp des DFG-Motivs in der Aktivierungsschleife koordiniert sind. Durch
zusétzliche polare Wechselwirkungen mit der Gly-reichen Schleife wird letztendlich
eine prazise Ausrichtung von ATP fir den katalytischen Transfer des Phosphats
gewahrleistet (Abb. 1B).[1%

Die N-terminale Begrenzung der Scharnierregion wird durch die
Tursteheraminoséure markiert, welche durch Gréf3e und Polaritat den Zugang zu einer
hydrophoben Untertasche (hydrophobe Regionl, HRI) im aktiven Zentrum
reguliert.!] Eine weitere hydrophobe Region, HRII, befindet sich am C-terminalen
Ende der Scharnierregion.[!>13] Einige der zuvor genannten Strukturmotive stellen
charakteristische Kennzeichen des Aktivitatszustands der Kinase dar.l'1 Im
ATP-gebundenem Zustand nimmt die Kinase eine aktive, sogenannte DFG-in-
Konformation ein, in der das DFG-Asp in die Richtung des aktiven Zentrums zeigt,
wahrend das DFG-Phe zur a-Helix C orientiert ist und letzteres dabei eine allosterische
Tasche besetzt, die benachbart zur ATP-Bindestelle liegt. Entsprechend findet in der
inaktiven DFG-out-Konformation eine Reorganisation der beiden Seitenketten statt,
sodass sich das DFG-Asp aus dem aktiven Zentrum hinaus dreht und das DFG-Phe die
zuvor blockierte Tasche freigibt (Abb. 1C,D).[1%.15]
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N-terminale Subdomane

C-terminale Subdomane

Abb. 1: Struktur und Funktion von Proteinkinasen. A) Ubersichtsdarstellung der Kinasedoméane bestehend aus
N-terminaler und C-terminaler Subdomane, die tiber die Scharnierregion (pink) miteinander verbunden sind. Zwischen
den beiden Subdoménen liegt das aktive Zentrum des Enzyms, in dem das Co-Substrat ATP bindet (PDB: 1ATP). B)
Stabilisierung von ATP (gelb) im aktiven Zentrum Gber Ausbildung von Wasserstoffbriickenbindungen (gelbe Punkte)
zwischen Scharnierregion und Adenineinheit von ATP, polarer Kontakte des Triphosphats zum Proteinriickgrat der
Glycin-reichen Schleife (gelb) sowie zu zwei Mg?*-lonen (lila Kugeln), die dariiber hinaus mit dem DFG-Asp und
Aminosdure-Seitenketten in der katalytischen Schleife koordiniert sind. C) Links: Aktives Zentrum einer aktiven
Kinase in DFG-in-Konformation mit charakteristischer Salzbriicke zwischen dem Glu in a-Helix C und dem Lys in
Faltblatt 3 (blau). Entlang der Scharnierregion befinden sich die Adenin-bindende Region (braun), HRII (beige) sowie
durch die Tursteheraminosaure in der Zugéanglichkeit kontrollierte HRI (rot); rechts: Aktives Zentrum einer inaktiven
Proteinkinase in DFG-out-Konformation mit von N-terminaler Subdoméne dissoziierter a-Helix C und nach Rotation
des DFG-Motivs freigegebener allosterischer Tasche (violett) (PDB: 3W8Q).
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Abhangig vom Aktivierungszustand der Kinase nimmt die a-Helix C ebenfalls
unterschiedliche Konformationen an.[*®l Dabei spielt der Abstand zur flexiblen
Aktivierungsschleife, auf der sich ein charakteristisches Motiv  mit
Phosphorylierungstellen zur Aktivierung der Kinase befindet, eine entscheidende
Rolle bei der Koordinierung von ATP.[17-181 Proteinkinasen im aktiven Zustand weisen
auflerdem Motive auf, die sich tiber beide Subdoménen erstrecken. Hierzu gehtren das
regulatorische Rickgrat (R-Spine), welches aus vier hydrophoben Aminosaure-
Seitenketten aufgebaut ist, die zum Teil Bestandteil der konservierten DEG- und HRD-
Motive sind, und zum anderen das katalytische C-Spine, welches unter Einbeziehung
des Adeninrings von ATP ausgebildet wird.[9-20]

1.1.2 Klinische Relevanz und Kinaseinhibitoren

Zahlreiche Krankheitsbilder konnten in den vergangenen Jahren mit der
Fehlregulation von Kinasen korreliert werden. Dazu zahlen vor allem die Entstehung
diverser Tumorarten, wie z.B. nicht-kleinzelliger Lungenkrebs (EGFR)[?Y, chronisch-
myeloische Leukamie (BCR-AbI)?2, gastrointestinaler Stromatumor (cKit)!2¥l oder
Brustkrebs (HER2)124, aber auch Entziindungskrankheiten, bspw. Schuppenflechte und
chronisch obstruktive Lungenerkrankungen (p38«)[25-26], rheumatoide Arthritis (JNK)[27]
sowie diverse weitere Krankheiten.[?82°1 In der Regel bedingt eine Dysregulation
entsprechender Kinaseaktivitat eine fehlerhafte Weiterleitung von Signalen innerhalb von
Transduktionskaskaden und fihrt damit zu einer ungewinschten, pathologischen
Antwort  auf  Zellebene.  Diese  resultiert  bspw. in  unkontrollierte
Zellproliferation, -wachstum und Apoptose (Krebs) oder anhaltende Produktion und
Freisetzung von Zytokinen (Entzundungserkrankungen). Mit dem zunehmenden
Verstandnis und der molekularen Aufklarung zellularer Signalnetzwerke wurde der Weg
fiir eine (Arzneistoff-)Therapie mit klinisch relevanten Proteinkinasen als Zielstrukturen
geebnet. Klassischerweise wird hierbei die Aktivitét fehlregulierter Kinasen mit Hilfe von
Hemmstoffen gesenkt, die als Kinaseinhibitoren bezeichnet und entsprechend des

Wirkmechanismus in verschiedene Klassen (Typ I-1V) unterteilt werden.[23]
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Typ I- und Typ II-Inhibitoren fungieren als ATP-Analoga und adressieren das aktive
Zentrum in der aktiven DFG-in- (Typ I) oder inaktiven DFG-out-Konformation (Typ I1)
und verhindern im gebundenen Zustand die Bindung und Umsetzung vom Co-Substrat,
wobei manche Hemmstoffe vom Typ | in bestimmten Kinasen auch ,,Zwischenzustinde*
des DFG-Motivs (DFG-in between)3 stabilisieren konnen (Abb. 2A,B).[333 Eine der
wesentlichen Herausforderungen in der Entwicklung von Kinaseinhibitoren liegt
aufgrund der strukturellen Ahnlichkeit unter Proteinkinasen darin, Selektivitat gegentiber
spezifischen Kinasen zu erreichen, was mit bloRen ATP-Mimetika schwierig zu erreichen
ist.134-3%1 Die Ausnutzung der allosterischen Tasche, die durch Einnahme der DFG-out-
Konformation freigegeben wird, stellt eine Moglichkeit zur Selektivitats-Steigerung dar,
da diese strukturell einzigartige Merkmale fur bestimmte Kinasen aufweisen kann.
Inhibitoren vom Typ Il adressieren diese Region zwar, stehen aber immer noch in
Kompetition mit ATP, waéhrend fir Typ lll-Inhibitoren Spezifitdt durch exklusive
Bindung in die allosterische Tasche erzielt wird (Abb. 2B,C).[¥] Manche Kinasen
besitzen Bindetaschen, die sich in einiger Entfernung zum aktiven Zentrum befinden und
direkt mit der katalytischen Aktivitat in Verbindung stehen, welche fiir diese
entsprechenden Kinasen einzigartig sind und deswegen zur Steigerung der Selektivitat
unter Verwendung allosterischer Typ IV-Inhibitoren ausgenutzt werden konnen
(Abb. 2E).[31 Eine weitere Mdglichkeit bietet die Adressierung nicht-konservierter
nukleophiler Aminosaure-Seitenketten (i.d.R. Cys) in der ATP-Bindetasche mit kovalent
bindenden Inhibitoren (oftmals Typ V1), die eine reaktive Gruppe in Form eines
Elektrophils tragen (Abb. 2D).[3€]
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Abb. 2: Klassifizierung von Proteinkinaseinhibitoren. A) In aktiver DFG-in-Konformation von cSrc gebundener Typ I-
Inhibitor Dasatinib (PDB: 3G5D); in der Adenin-bindenden Region werden WBBs (gelbe Punkte) zur Scharnierregion
(rosa) ausgebildet und hydrophobe Strukturmotive besetzen HRI und Il; B) in inaktiver DFG-out-Konformation von
cAbl gebundener Typ lI-Inhibitor Imatinib (PDB: 3K5V); zusétzlich zu den typischen Interaktionen eines Typ I-
Inhibitors wird die durch Rotation vom DFG-Phe freigegebene allosterische Tasche besetzt; C) in allosterischer Tasche
von cSrc gebundener Typ Il1-Inhibitor (PDB: 3F3U); keine Kontakte zur Scharnierregion werden ausgebildet, sondern
exklusiv die allosterische Tasche (und HRI) adressiert; D) kovalenter EGFR-Inhibitor Afatinib (PDB: 4G5J);
irreversible Inhibition durch Ausbildung einer kovalenten Bindung mit dem am C-terminalen Ende der Scharnierregion
gelegenen Cystein; E) in vom aktiven Zentrum entfernter Bindetasche von cAbl gebundener allostersicher Typ V-
Inhibitor GNF-2 (magenta) (PDB: 3K5V); die Besetzung der Myristoyl-Bindetasche in der C-terminalen Subdoméne
fuhrt zur Induktion des Autoinhibitionsmechanismus. (Abb. nach Rabiller et al.)

1.1.3 Nicht-katalytische Funktionen von Kinasen

Nach wie vor fokussieren sich die meisten wissenschaftlichen Publikationen in der
Kinaseforschung auf den Phosphattransfer und dessen Inhibition. Ein erhebliches
Interesse an den translatorischen und strukturbiologischen Aspekten dieser Enzyme wird
u.a. durch die hohe Anzahl der im Komplex mit Hemmstoffen im aktiven Zentrum ko-
kristallisierten Strukturen in der PDB verdeutlicht. Es werden allerdings zunehmend vom
katalytischen Mechanismus unabhangige Funktionen entdeckt, bei denen Kinasen
oftmals  Oberflachenareale  als  Interaktionsregionen  fir  intermolekulare
Wechselwirkungen (z.B. mit Substraten oder Effektoren) bereitstellen.[3%-4%1 Zu solchen
sogenannten gerustgebenden Funktionen (scaffolding functions) z&hlt im Wesentlichen
die Modulierung molekularer Interaktionen, indem die Verfiigbarkeit beteiligter
Komponenten ermdglicht, vereinfacht bzw. eingeschréankt wird. Dies kann tber die

veranderte Lokation (bspw. zu spezifischen Elementen von Transduktionskaskaden oder
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Aktivierungsprozessen) oder die Stabilisierung von entsprechenden Substraten (bspw.
durch deren Schutz vor Abbau) erreicht werden (Abb. 3).4142 Von geriistgebenden
Funktionen von Kinasen wird angenommen, dass sie in Anzahl und Bedeutung die
bislang hauptsachlich untersuchten katalytischen Funktionen (bersteigen koénnten;
allerdings ist noch vergleichsweise wenig tber sie bekannt.[*3

Beispielsweise stabilisiert der epidermale Wachstumsfaktorrezeptor (EGFR) den
membranstandigen Natrium-/Glukose-Cotransporter 1 und tragt auf diese Weise zu einer
Aufrechterhaltung eines basalen intrazellularen Glukose-Spiegels bei. Folglich wird die
Autophagozytose von Krebszellen unterbunden.l*l Eine weitere Kinase-unabhéngige
Funktion von EGFR ist die Interaktion mit dem pro-apoptotischen p53-regulierten
Modulator der Apoptose und dessen damit verbundene Herunterregelung, wodurch der

Zelltod verhindert wird.[4°]

Bindung von Effektor Inhibition Aktivierung Bindung von Effektor

C] dd &

Schutz (z B. vor Abbau) V\\ l
ATP ADP @
> — L—L
Inhibition

.

i .
5 Translokation

=

Abb. 3: Schematische Darstellung katalytischer und gerlistgebender Funktionen von Kinasen. Jeweilige Substrate (S)
kénnen von Kinasen direkt oder indirekt in ihrer Regulation und Lokalisation beeinflusst werden, ohne dass dafir eine
Aktivitatsmodulation (iber Phosphorylierung(en) erfolgen muss.
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Vertreter der Mitogen-aktivierten Proteinkinasen (MAPKs) p38 fungieren in

proliferierenden Zellen Uber nicht-katalytische Mechanismen als Effektor der dual-
spezifischen Tyrosin-Phosphorylierungs-regulierten Kinase 1B und blockieren so deren
Funktion als Transkriptionsfaktor, wodurch eine Modulation der transkriptorischen
Aktivitat erreicht wird.[*81 Die fokale Adhasionskinase- (FAK-)vermittelte Lokation von
Paxillin zur Zellmembran initiiert die Aktivierung vom JNK-Signalweg und eine damit
verbundene Zellmotilitat.[*’1 Fir FAK wurde ferner beschrieben, dass es zusammen mit
der verwandten Protein-Tyrosinkinase 24 in den Zellkern transloziert, wo sie an den
Tumorsuppressor p53 und die E3 Ubiquitin-Proteinligase Mdm2 binden und so die
Ubiquitinylierung von p53 und dessen darauffolgenden Abbau einleiten. Dies fiihrt zu
gesteigertem Zellwachstum und -tiberleben. ]
Diese Beispiele zeigen die maRgebliche biologische Relevanz nicht-katalytischer,
geriistgebender Funktionen von Kinasen im zelluldren Kontext sowie deren Implikation
in bspw. der Entstehung von Krankheiten und Wirkstoffresistenzen auf. Eine der ndchsten
grolRen Herausforderungen in der medizinisch-chemischen Forschung wird es sein, die
Identifikation und Analyse entsprechender beteiligter Komponenten sowie die
Aufklarung der hervorgerufenen physiologischen Effekte voranzutreiben. Die in der
vorliegenden Arbeit diesbeziiglich behandelte Fragestellung kénnte am Beispiel der
MAPK p38a einen moglichen Beitrag auf diesem Gebiet leisten.

1.2 Mitogen-aktivierte Proteinkinase p38a

1.2.1 Zellulare Funktionen von p38a

Die Ser/Thr-Kinasen p38 sind Mitglieder der MAPK-Familie, zu der hauptséchlich
noch extrazellulare Signal-regulierte Kinasen (Erks) und JNKs zahlen.[*l Es wird
zwischen vier p38-Isoformen unterschieden (p38a, S, y und o), die zwar eine hohe
Sequenzidentitat teilen, jedoch in bestimmten Geweben verschieden stark exprimiert
vorliegen und jeweils spezifische Aufgaben erfiillen.[5% p38a (MAPK14) ist von diesen
Isoformen am eingehendsten in seiner Funktion verstanden und wird als die relevanteste

bzw. eine essentielle Variante des Enzyms angesehen.[51-52
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Die zellulére Lokalisation von p38a hdngt insb. vom Aktivitatszustand und dem
jeweiligen Zelltyp ab. Beispielsweise kann zuvor im Cytoplasma ,,ruhendes® p38a nach
Phosphorylierung, wu.a. als Antwort auf Ultraviolett- (UV-)Strahlung oder
Desoxyribonukleinséure- (DNA-)Schéden, in den Nukleus translozieren und hat dort
Zugang zu Transkriptions-involvierten Substraten (Abb. 4).153-54 Spezifische Reaktionen
auf solche dufleren Reize werden durch Weiterleitung entsprechender Signale Uber
sogenannte MAPK-Kaskaden hervorgerufen.l® Im Fall von p38a zahlen neben den
bereits genannten Stimuli oxidativer Stress®l, Freisetzung pro-inflammatorischer
Zytokinel®’],  osmotischer Schock[®®l, Bindung von Wachstumsfaktoren an ihre
Rezeptoren® und ionisierende Strahlung!®>1 zu Auslésern, die eine Aktivierung des
Signalweges initiieren. Das extrazellulare Signal wird von membranstandigen
Rezeptoren aufgenommen und im Zellinneren an die Kkleinen Guanosin-
5¢-triphosphatasen Rac und Cdc42 weitergegeben, bevor es das MAPK-Modul erreicht,
welches die sequentielle Abfolge nacheinander geschalteter Proteinkinasen bezeichnet.
Am Anfang dieser charakteristischen, das eintreffende Signal verstarkenden und
dirigierenden Kaskade stehen je nach Stimulus spezifische MAPKKKSs (MAPK-Kinase-
Kinasen), zu deren Substraten MAPKKSs (MAPK-Kinasen) zdhlen, welche nach ihrer
Aktivierung wiederum letztendlich MAPKSs (hier: p38c) phosphorylieren.[60-62]

Die Aktivierung von p38 findet Uber eine konventionelle duale Phosphorylierung an
Thr180 und Tyr182 im Thr-Gly-Tyr-Motiv der Aktivierungsschleife statt und ermdglicht
Reaktionen auf den initialen Reiz, die von Dauer und Intensitat des eintreffenden Signals
abhéngen. Durch Modulation der Aktivitat beteiligter Komponenten des jeweiligen
Transduktionspfades bspw. in Form von Dephosphorylierung durch Phosphatasen oder
Expressionsregulation, konnen diese Parameter kontrolliert werden.[63-641 Knapp 100
Substrate von p38a sind derzeit bekannt, zu denen u.a. weitere Proteinkinasen und diverse
Transkriptionsfaktoren zahlen.[®566] Eine der ersten Entdeckungen diesbeztglich war die
Identifikation von p38a als Aktivator der MAPK-aktivierten Proteinkinase 2.[67]
Ansonsten zahlen zu den Hauptfunktionen von p38a z.B. die Regulation der Produktion
von  entzindungsfordernden  Zytokinen  wie  Interleukinen  oder  dem
Tumornekrosefaktor-o  (TNFa) und die damit verbundene Kontrolle von
Zellproliferation, -differenzierung, -migration und -berlebenl®-¢° die Reparatur von
DNA-Schaden und dadurch bedingte Auswirkungen auf kardiovaskulare Homgostasel"™!
und Fortschreiten von Krebserkrankungent™! sowie Angiogenese und dem Umbau von

Aktinfilamenten in Endothelzellen!>2,
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Abb. 4: Zentrale Position von p38a in Signalnetzwerken. Ausschnitt der p38a-vermittelten Signaltransduktion,
beginnend von einem extrazellularen Stimulus tber Induktion der MAPK-Kaskade bis zur Aktivierung verschiedener
Substrate; Kinasen (rot), Transkriptionsfaktoren (TFs, blau), G-Proteine (griin). Legende: ATF1/2: aktivierender
TF 1/2; Cdc42: Zellteilungskontrollprotein 42-Homolog; Elk1: ETS-Doménen-enthaltender TF; MEKK: MAPKKKZ1;
MK2/3: MAPK-aktivierte Proteinkinase 2/3; MKK3/4/6: MAPKK3/4/6; MNK1/2: MAPK-interagierende Ser/thr-
Proteinkinase 1/2; MSK1/2: Ribosomale Protein-S6-Kinase 1/2; P: Phosphat; Rac: Ras-verwandtes C3 Botulinum-
Toxin-Substrat; Rho: Ras-dhnliches GTP-bindendes Protein; Statl: Singal-Ubertrager und -Aktivator der
Transkription 1; STE20: Ser/Thr-Kinase 20; TAO: Ser/Thr-Kinase TAO; TAU: Mikrotubuli-assoziiertes Protein TAU.

Wie bereits geschildert fokussiert sich die Kinaseforschung im Wesentlichen auf die
Entwicklung potenter Inhibitoren klinisch relevanter Vertreter, zu denen auch p38a z&hit.
Als eine der ersten entziindungshemmenden Wirkstoffe wurden (Imidazolyl)pyridine
entdeckt, zu denen auch SB203580 als prominentes Beispiel eines Typ I-Inhibitors von
p38a zahlt.[?l BIRB 796 stellt einen ausgiebig charakterisierten Typ Il-Inhibitor dar, der
sich durch eine besonders langsame Dissoziation und dadurch entsprechend effiziente

Hemmung von p38a auszeichnet.[”?l Zu den potentesten bislang bekannten p38-
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Inhibitoren z&hlt der Typ I-Binder Skepinone-L, welcher durch seltene Interaktionen
innerhalb der Scharnierregion ein ausgezeichnetes Selektivitats- und Aktivitatsprofil
erreicht, die an spaterer Stelle dieser Arbeit detaillierter besprochen werden (vgl.
Kapitel 5.1).[71  Alle genannten Substanzen sind Beispiele ATP-kompetitiver
Hemmstoffe (Abb.5), die jedoch nicht als therapeutisch einsetzbare Wirkstoffe
zugelassen wurden. In der Forschung fungieren sie allerdings als unentbehrliche
chemische Sondenmolekiile zur Analyse und Aufklarung zellularer Funktionen und
Prozesse, in denen p38a involviert ist (vgl. Kapitel 1.3).

Interessanterweise wurden im Laufe der Zeit alternative Mechanismen identifiziert,
die (neben der Aktivierung tber die MAPK-Kaskade) zur Modulation der p38a-Aktivitat
fihren. Die Bindung von TABL1 (transformierende Wachstumsfaktor-f-aktivierte
Proteinkinase 1-bindendes Protein 1) induziert bspw. eine konformative Umordnung der
Aktivierungsschleife in p38a und ermoglicht so eine Autophosphorylierung.l’>-76l
Aullerdem kann p38a in T-Zellen im Rahmen der T-Zell-Rezeptor-vermittelten
Phosphorylierung an Tyr323 durch die (-Ketten-assoziierte Proteinkinase ZAP70
aktiviert werden.[’”1 Ein besonderes Beispiel wurde mit der Entdeckung eines rein
allosterischen Inhibitors beschrieben, der eine Binderegion in der C-terminalen
Subdomaéne der Kinase adressiert.["]

Diese Studien veranschaulichen einmal mehr die zunehmende Bedeutung der
Identifikation von alternativen Regionen, die von Interaktionspartnern in der Zelle oder
niedermolekularen Substanzen besetzt werden koénnen sowie der Aufklarung ihrer
Funktion im physiologischen Kontext. In diesem Zusammenhang wird folgend eine

mdgliche solche Region, die in p38a entdeckt wurde, im Detail erlautert.

1.2.2 Lipophile Bindetasche in p38«

Die lipophile Bindetasche (LP) ist in der C-terminalen Subdoméne von p38«a
lokalisiert und beschreibt eine vorwiegend aus hydrophoben Aminosduren aufgebaute
Binderegion flir eine Auswahl bekannter Liganden (LiPoLis) (Abb.5). Zum Teil
existieren Ko-Kristallstrukturen im Komplex mit der Kinase, die eine Analyse der
konformativen Auswirkungen bei Bindung der LiPoLis ermdglichen, wobei maligebliche
Strukturelemente innerhalb der LP identifiziert wurden (siehe unten). Allerdings ist die
biologische Funktion dieser Tasche und ihrer Liganden noch nicht vollstandig

verstanden, wobei je nach Studie verschiedene Hypothesen hierzu aufgestellt wurden.
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Abb. 5: ATP-kompetitive Inhibitoren und LiPoLis fiir p38«. Ubersichtsdarstellung der Kinasedoméne von p38a mit
gebundenem ATP (gelb) im aktiven Zentrum und 3a (griin) in der LP (PDB: 1ATP, 4DLJ); links: Vertreter ATP-
kompetitiver Inhibitoren, rechts: Literatur-beschriebene LiPoLis.

Die LP befindet sich in einer Region der Kinasedomane, die als MAPK insert
bezeichnet wird und fiir die entsprechende Familie bzgl. des ansonsten typischen Aufbaus
der Kinasedoméne einzigartig ist. In der Literatur findet dieser Bereich nur wenig
Erwahnung, wobei z.B. Studien an Erk2 (MAPKZ1) zeigten, dass ein Entfernen des insert
zum Ausschluss des Enzyms aus dem Zellkern fiihrt.[”¥1 Diskin et al. 16sten 2007 die
Kristallstruktur des Detergens n-Octyl-4-D-glucopyranosid (BOG) im Komplex mit p38a
und beobachteten eine signifikante Konfomationsanderung im MAPK insert.[® Anhand
dieser Studie erfolgte erstmals die Identifikation der LP als Bindetasche fir Lipid-artige
Molekdile und der an ihrer Ausbildung beteiligten Strukturelemente dieser Region.

Im Wesentlichen wird die LP durch die zwei a-Helices 1L.14 und 2L.14, die durch eine
kurze Schleife miteinander verbunden sind sowie die aEF/aF-Schleife ausgebildet
(Abb. 6A). Diese Bereiche sind plastisch flexibel und ermdglichen eine Offnung der
Tasche und somit die Bindung von LiPoLis. Dabei spielen insb. Trp197 und Met198 in
der aEF/aF-Schleife eine maligebende Rolle. In Abwesenheit eines LiPoLis als passendes
Substratmolekil besetzen die Seitenketten dieser Aminoséuren als ,,Pseudoliganden® den
Zugang zur LP und der geringe Abstand zwischen den beiden zuvor genannten
strukturgebenden Bereichen fiihrt zu einer Schlieung der Tasche. Eine Umordnung der

Trp197- und Met198-Seitenketten wird in Anwesenheit von LiPoLis induziert, sodass das
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konformative Gleichgewicht auf Seite eines ge6ffneten Zustands der LP verlagert wird.
Im Fall von BOG rotiert Trp197 um ca. 90° aus der Tasche und das zuvor vergrabene
Met198 wechselt in eine Losungsmittel-exponierte Orientierung, woraufhin bis zu zwei
BOG-Molekile in die auf diese Weise (teilweise) freigegebene LP binden kénnen und
sich aEF/aF-Schleife und 1L14/2L.14 rdumlich voneinander entfernen (Abb. 6B). Die
lipophile Octyl-Kette von BOG bindet dabei tief in die LP, wéhrend die polare
Kopfgruppe WBBs mit polaren Aminosdureseitenketten (Asn201, Lys249, Asp292,
Ser293, Asp294), dem Proteinriickgrat (His199, Asn201, Ser293) sowie mit umgebenden
Wassermolekiilen eingeht. Andere LiPoLis (siehe unten) induzieren eine
Konfomationsdnderung in Form einer Trp-Rotation um bis zu ca. 180° und eine
vollstdndige Freigabe des Innenraums der Tasche. Das VVorhandensein des zentralen Trp
in p38a, welches anderen Vertretern der MAPKSs im insert fehlt, stellt eine strukturelle
Besonderheit dar und kdnnte angesichts der tragenden Rolle bei der Ligandenbindung
eine distinkte biologische Funktion der Tasche nahelegen.[84

A aEF/aF

‘ Met198

His199 , GIn201

E

90-180°
Rotation

Abb. 6: Plastische Flexibilitat der LP und Ko-Kristallstrukturen von LiPoLis im Komplex mit p38a. A) Freigabe der
LP durch Konformationsénderungen von Trp197 und Met198; Trp197 rotiert dabei abhdngig vom anwesenden LiPoLi
um 90-180° und nimmt verschiedene Orientierungen der Seitenkette ein; flexible Offnungszustande der Tasche (roter
Pfeil). LP von p38a im Komplex mit B) BOG (PDB: 2NPQ), C) 4-FPP (PDB: 3HVC), D) 1 (PDB: 3NEW), E) Perifosin
(PDB: 4E6C), F) 3a (PDB: 4DLJ); WBBs (gelbe Punkte).
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Die Verwendung von Detergenzien und insb. von BOG fuhrte in der Vergangenheit
bereits zur Entdeckung von Lipidbindungsregionen in Enzymen.[f2-81 In einer
weiterflihrenden Arbeit zeigten Diskin et al., dass die Bindung von BOG in die LP keine
direkte biologische Relevanz besitzt, stellten jedoch die Hypothese auf, dass die Tasche
ebenfalls von strukturell &hnlichen Molekiilen adressiert werden konnte.[8 Auf Basis von
Modellierungsstudien postulierten die Autoren die LP als Zielregion der als p38-
Effektoren beschriebenen 12(s)- und 15(s)-Hydroxyeicosatetraensduren, konnten dies
experimentell allerdings nicht belegen.[84-851 Bereits 2004 konstatierten Nolen et al., dass
die aEF/aF-Schleife die Konformation der Aktivierungsschleife stabilisieren und auf
diese Weise modulieren konnte, wodurch ihr (bzw. Liganden des MAPK insert) eine
Rolle in der Feinregulierung der Kinaseaktivitat zukommen wiirde. 28]

Eine spatere Ko-Kristallstruktur zeigt p38a im Komplex mit dem SB203580
strukturell verwandten 4-[3-(4-Fluorophenyl)-1H-pyrazol-4-yl]pyridin (4-FPP) sowohl
im aktiven Zentrum als auch in der LP (Abb. 6C).[87-88] Der Fluorophenyl-Substituent des
Liganden besetzt das Innere der LP und induziert eine 180°-Rotation von Trp197. Dies
ermdglicht die Ausbildung einer z-z-Stapelwechselwirkung zwischen dieser Seitenkette
und der Pyridineinheit von 4-FPP, welche aullerdem eine Wasser-vermittelte WBB mit
der Seitenkette und dem Rickgrat-NH von Ser251 eingeht. Das Pyrazol-Grundgerust
bildet eine direkte WBB mit dem Ser293-NH aus. Bis auf eine Ausnahme konnten trotz
des vergleichbaren chemischen Aufbaus keine Derivate von SB203580 in der LP
beobachtet werden.[®9 Die veroffentlichte Struktur zeigt allerdings eine meta-Substitution
des halogenierten aromatischen Systems, die eine optimale Orientierung des gesamten
Molekails in der LP beglinstigen kénnte (PDB: 11AN).

Computer-gestutzte Analysen legen nahe, dass die LP aufgrund der raumlichen
Flexibilitat Molekle verschiedenster Form und GréRe binden kann.[871 Zu den bislang
beschriebenen Funktionen des MAPK insert in anderen Kinasen z&hlen bspw. die
Bereitstellung von Bindungsregionen fiir Strukturmotive von spezifischen Substraten[®-
91 oder die direkte Involvierung in Protein-Protein-Wechselwirkungen (PPIs) zur
Vermittlung nicht-katalytischer Funktionenl®2-%1, Basierend darauf nahmen Perry et al.
nach der Entdeckung von 4-FPP als LiPoLi &hnliche Mechanismen, wie bspw. die
(Trans-)Lokation oder eine Beeinflussung der Konformation von p38a bzw.

entsprechender Substrate, fir die LP an.[®7
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Im Rahmen von Hochdurchsatz-Screenings wurde von der Firma Abbot ein weiterer
LiPoLi in Form von 4-(Trifluoromethyl)-3-(3-(trifluoromethyl)phenyl)-1,7-dihydro-
6H-pyrazolo[3,4-b]pyridin-6-on (1) gefunden (Abb. 6D).[%! Ahnlich zu den vorherigen
Strukturen verdréngt hier der Trifluoromethylphenyl-Substituent das Trp197 aus dem
Inneren der LP und ermdglicht somit Stapelinteraktionen mit dessen Seitenkette und dem
Pyrazolopyridinon-Kern von 1. Die Heteroatome des Grundgerusts bilden zudem direkte
WBBs zu dem Riickgrat der Aminoséuren Lys249, Ser251 und Ser252 aus.

Ausgangspunkt fur die weitere Charakterisierung von 1 war eine inhibitorische
Aktivitat im Screening-Assay von 1.2 uM. In der entsprechenden Kristallstruktur wurde
teilweise Differenzelektronendichte im aktiven Zentrum gefunden, die 1 zugeordnet
werden und eine Erklarung fur die hemmende Wirkung darstellen kann. Weiterhin gibt
die Struktur keinen Aufschluss Uber einen mdglichen Mechanismus einer postulierten
allosterischen Inhibition (wie z.B. im Fall von AbI®] oder Akt®®l), Die Autoren
diskutieren (ahnlich wie Nolen et al.[®¢, siehe oben) einen Zusammenhang mit der
geometrischen Ausrichtung der Aktivierungsschleife. Dabei kénnte das konservierte, im
MAPK insert von p38a befindliche APE-Motiv eine Rolle spielen, dessen Funktion im
Zusammenhang mit der Interaktion zu Aminoséuren in der Aktivierungsschleife bereits
beschrieben wurde.l¥"1

BioFocus beschrieb im selben Jahr die Entdeckung und Weiterentwicklung von dem
Fragment N°-(4-Chlorophenyl)-1H-1,2,4-triazol-3,5-diamin (2a) zu N°-([1,1'-Biphenyl]-
4-yl)-1H-1,2,4-triazol-3,5-diamin  (2b) als LiPoLis.[®®! Zu den hauptsachlichen
Interaktionen innerhalb der LP z&hlen WWBs zu Ser293 und Lys294 sowie eine
Umorientierung des Trp197.2 In der vorliegenden Publikation wurde dieser Mechanismus
als Neuheit beschrieben, tatsdchlich konnte dies jedoch bereits in vorangegangenen
Publikation gezeigt werde.[8724 Interessanterweise wurde auch der hydrophobe Kontakt
zum Cs-Atom von Glul92 als wichtige Wechselwirkung mit dem tief in die Tasche

bindenden Aromaten konstatiert.

& Die in der Publikation beschriebenen Strukturen sind nicht in der PDB hinterlegt.
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Mit Hilfe einer kleinen Substanzbibliothek konnten Einfliisse auf die Affinitat der
Liganden in Abhé&ngigkeit des hydrophoben Restes in 5-Position des Triazolkerns
abgeleitet werden, wobei mit steigender GroRe des Substituenten die Affinitat zu p38a
zunahm. Allerdings zeigten Ko-Kristallisationsstudien mit 2b, dass im Vergleich zu 2a
zusétzliche Elektronendichte im aktiven Zentrum der Kinase beobachtet werden kann und
somit wie im Fall von 4-FPP und 1 eine super-stochiometrische Bindung vorliegt, die
eine direkte, nicht-allosterische Inhibition des Enzyms bewirken kénnte.

Ein weiteres Beispiel fir die Adressierung der LP mit niedermolekularen Substanzen
stellen Phosphatidylinositolether-Lipidanaloga (P1As) dar.*1 Urspriinglich wurden P1As
als Akt-Inhibitoren entworfen, allerdings wurde auch beobachtet, dass sie zu
Autophosphorylierung von MAPKSs fiihren.[100-101] |nshesondere wurde die Aktivierung
von p38a anhand von PlA-induzierter Apoptose gezeigt und spater mit dem strukturell
verwandtem Perifosin Ahnliches beobachtet.[192 Die Kenntnis der mit den PIAs und
Perifosin vergleichbaren chemischen Struktur von BOG als bekannter LiPoL.i fiihrten zur
Annahme, dass diese ebenfalls in entsprechender Weise in die LP binden kénnten. In
diesbezuglichen Ko-Kristallstrukturen zeigt sich ein geringfiugig abweichender
Bindungsmodus fur die Lipid-artigen Molekiile, in dem die Seitenkette von Trp197 zwar
um ca. 90° aus der Tasche rotiert, die Indoleinheit im Vergleich zu BOG jedoch um fast
90° gedreht ist, sodass der Aminosdurerest von dem bindenden LiPoLi und His199
flankiert und eingeklemmt wird (Abb. 6E). Die Ausbildung von van-der-Waals-
Wechselwirkungen der Kohlenwasserstoff-Kette im Inneren der Tasche und polarer
Interaktionen in der Peripherie der LP entspricht im Wesentlichen dem beobachteten
Muster, das aus den bereits bekannten Strukturen hervorgeht.

Insbesondere die Liganden-induzierte konformative Stabilisierung von His199 fiihrt
zu einer bemerkenswerten konformativen Anderung in der aEF/aF-Schleife und kniipft
an Beobachtungen und Hypothesen von Nolen et al. an.%8l In weiterfiihrenden
Kristallisationsexperimenten, in denen Trpl97 durch Ala ersetzt wurde, zeigte sich
wiederum eine vollstandige Schliefung der Tasche, was einer raumlichen Verschiebung
der aEF/aF-Schleife von ca. 6-8 A entspricht.[®) In diesem Zustand kann die LP weder
von ,,Pseudoliganden Trp197 und Met198 besetzt noch von externen LiPoLis adressiert
werden. Die Autoren postulieren aulRerdem, dass aufgrund der Diversitét der bekannten
LiPoLis verschiedene, d.h. beglnstigende oder tendenziell unvorteilhafte
Konformationsdnderungen induziert werden, die unterschiedliche Effekte auf die
katalytische Aktivitat haben kénnten.
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Eine weitere Klasse von niedermolekularen Substanzen, die in die LP binden, sind
4-Amino-2-arylchinazoline (Abb. 6F).[1%1 Die zufallige Entdeckung in der Arbeitsgruppe
Rauh geht auf Studien zu ATP-kompetitiven Inhibitoren fur p38a zurlick, wobei flr
einige ko-kristallisierte Derivate Differenzelektronendichte nicht im aktiven Zentrum,
sondern in einer definierten Bindetasche im MAPK insert gefunden wurde.[!%4 Diese
LiPoLis bestehen aus einem Chinazolinkern, der an 2-Position mit einem arylischen
Strukturmotiv (i.d.R. Phenyl, Ph), versehen ist, in 4-Position einen Amin-verknipften
hydrophoben Substituenten tragt und in 7-Position ein primares anilinisches Amin
aufweist. In den Kiristallstrukturen lassen sich charakteristische Wechselwirkungen wie
die 7-7-Stapelinteraktion zwischen dem Chinazolin-Grundgerist und Trp197 sowie eine
direkte WBB des 7-Amins zu Asp294 beobachten (PDB:4DLI, 4DLJ).1%I Die
hydrophobe Einheit in 4-Position des Liganden bindet tief in die LP und Wasser-
vermittelte WBBs werden zur Ser251-Seitenkette und dem Ruckgrat von Ser251 und
Lys249 ausgebildet.

Mit einem bestimmten Substitutionsmuster der Liganden konnte ebenfalls
Elektronendichte in der ATP-Bindetasche gefunden werden. Allerdings kdnnen LiPoLis
so modifiziert werden, dass sie eine exklusive Besetzung (gemessen an der
Differenzelektronendichte) der LP aufweisen. Ahnlich wie in den Studien zu 2a und 2b
wurde flr die Charakterisierung der Chinazolin-basierten LiPoLis 3a,b eine steigende
Affinitdt mit wachsender GroRe des 4-Substituenten beobachtet. Interessanterweise
konnte kein direkter Effekt auf die enzymatische Aktivitat der Kinase, weder inhibitorisch
noch aktivierend, festgestellt werden. 10!

Zusammenfassend wird in einem Grol3teil der publizierten Arbeiten zu LiPoLis neben
der Funktion als allosterische Hemmstoffe eine Involvierung abseits der katalytischen
Aktivtat von p38a postuliert. Hypothesen beziehen sich auf intra- oder intermolekulare
Interaktionen, in denen bspw. PPIs eine Rolle spielen. Die genaue Aufklarung der an der
Bindung von LiPoLis beteiligten Mechanismen, wie bspw. die Identifikation potentieller
Wechselwirkungspartner der LP im physiologischen Kontext, stellt bis heute eine
unbeantwortete Fragestellung dar. Zur Bearbeitung solcher chemisch-biologischer

Aufgaben steht mittlerweile eine Vielzahl experimenteller Methoden zur Verfugung.
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1.3 Technologien und Methoden in der Chemischen Biologie

Im Allgemeinen wird Chemische Biologie als die Wissenschaft bezeichnet, die mit
Hilfe von chemischen Methoden versucht biologische Ph&nomene und Prozesse
aufzuklaren.['%] Die Bandbreite der hierbei angewandten Methoden und Technologien
wird durch die Vielzahl der hierzu beisteuernden Teildisziplinen ermdglicht. Wesentliche
Meilensteine der Chemischen Biologie, wie u.a. die Sequenzierung und Synthese von
DNA, der Einsatz bioorthogonaler Chemie in lebenden (Test-)Systemen oder
mafgebliche Beitrage zur Wirkstoffforschung und -entwicklung, hatten nicht ohne das
Zusammenspiel der Expertisen aus bspw. organischer Chemie, Molekularbiologie und
Biochemie oder System- und Strukturbiologie erreicht werden konnen.[*%71 Zum Beispiel
schafft die auf chemo-informatische und kristallographische Vorarbeiten beruhende
struktur-basierte Entwicklung und Synthese von niedermolekularen Sonden oder
Peptiden die VVoraussetzung fir die Generierung von Substanzbibliotheken. Mit Hilfe von
Assay- und Screening-Systemen konnen letztere getestet werden und sind potentiell in
der Lage spezifische biologische Ereignisse sichtbar zu machen und auf diese Weise

funktionelle Implikationen aufzuzeigen.[108-112]
1.3.1 Biologische und chemische Perturbationsanalysen

Als Perturbation wird die Storung eines biologischen Systems auf Ebene des Genoms
bzw. von Genprodukten bezeichnet, die zu einer Veranderung im beobachteten Phanotyp
filhren kann.['%38] Die biologische oder chemische Induktion von Perturbationen kann
genutzt werden, um Informationen Uber Komponenten zellularer Prozesse, insb. der
Signaltransduktion, und deren molekulare Interaktionen zu erhalten.

Praktisch kann dies mit Hilfe von genetischen Methoden, wie z.B. das gezielte
Einflgen/Entfernen von codierenden DNA-Abschnitten (knock-in/-out) mittels
Transkriptionsaktivator-artiger Effektornukleasen*14l oder dem CRISPR/Cas9 (clustered
regulatory interspaced short palindromic repeats/CRISPR-associated protein 9)-
System[1° sowie dem Abbau von messenger-RNA nach Transkription (knock-down)
mittels small interfering-RNA[16] erreicht werden. Durch diese Art von Perturbationen
wird eine dauerhafte Reduktion des Expressionslevels der Zielstruktur bewirkt, sodass
Auswirkungen bei Verlust des Genprodukts beobachtet werden, die einen Informationen

tber bis dahin unbekannte oder unerforschte Proteine gewonnen werden kénnen.t]
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Diesen Methoden gegeniiber stehen chemische Perturbationsansétze, die sich i.d.R.
Substanzen bedienen, die mit dem bereits exprimierten Zielprotein interagieren und es
funktionell stilllegen. Zu solchen Substanzen zahlen Nukleinsaure- oder Peptid-basierte
Aptamerel18 sowie insb. kleine chemische Molekiile wie bspw. Enzyminhibitoren. Beide
Herangehensweisen erfordern allerdings gewisse Voraussetzungen in Form von
Vorkenntnissen zur Zielstruktur um deren erfolgreiche Adressierung oder die Herstellung
von bendétigten Reagenzien zu ermdglichen.

Die genannten Beispiele der Genomchirurgie bedienen sich technisierter,
mafgeschneiderter Nukleasen, wobei als resultierender Endeffekt das adressierte
Genprodukt nicht mehr hergestellt wird. Im Vergleich dazu ermdglicht die Verwendung
von chemischen Sonden die Untersuchung von gerustgebenden Funktionen am nicht
mehr funktionellen Protein, da es noch ,,physisch vorhanden* ist. Weitere Vorteile dieser
Art der Perturbation liegen in der generellen Reversibilitat der Adressierung durch
niedermolekulare Substanzen sowie der Mdoglichkeit Dosis-Wirkungs-Beziehungen
aufzustellen und den induzierten Phanotyp konzentrationsabhangig zu analysieren. [
Daruber hinaus ist bei der Stérung mit chemischen Sonden gegeniiber genetischen
Methoden der eintretende Effekt deutlich schneller zu beobachten. Transport und
Transfektion (wie bspw. das Passieren von Zellmembranen) kénnen in manchen Féllen
Herausforderungen darstellen, die jedoch mittels chemischer Optimierung oder

Formulierungen der eingesetzten Substanzen bewdltigt werden kénnen.[120-121]

1.3.2 Beispiele fur Ansatze in der Chemischen Genetik

Grundsétzlich wird zwischen zwei Arten von chemisch-genetischen Ansétzen
unterschieden, die einen Rickschluss auf den hervorgerufenen Phanotyp zulassen:
Vorwarts- und rickwarts-gerichtete Chemische Genetik (forward und reverse chemical
genetics). In vorwarts-gerichteten Strategien wirken die eingesetzten Substanzen als
Ausldser einer bestimmten (biologischen) Reaktion, die analysiert werden kann.
Demgegeniber stehen rickwarts-gerichtete Methoden, mittels derer durch Einfiihren
eines mutierten Allels des Zielproteins eine spezifische Sensitivitat gegentiber individuell
konzipierter Molekiile und eine entsprechende Sondierung erlaubt wird.[122

Ein prominentes Beispiel flr einen solchen Ansatz stellt die sogenannte bump-and-
hole-Strategie dar. In der Vergangenheit wurde hiermit bereits mehrfach erfolgreich die

Identifikation von Substraten von Proteinkinasen demonstriert, die mit klassischen
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genetischen Methoden aufgrund der hohen strukturellen Homologie der aktiven Zentren
nur schwierig zu untersuchen sind, da in knock-out-Experimenten oftmals eine
funktionelle Kompensierung des getroffenen Zielproteins bewirkt wird. Mit Hilfe
strukturell modifizierter und radioaktiv markierter ATP-Analoga (y%2-P) und einer
entsprechend genetisch maligeschneiderten Zielkinase, die eine Mutation in der hoch-
konservierten Tursteher-Position tragt, kann der Transfer des Phosphats auf Substrate
nachvollzogen werden.[*23125] Hierzu besitzt das ATP-Analog einen geeigneten, zum
eingebrachten Zielprotein komplementéaren Substituenten, der eine durch Einfuhrung
einer sterisch weniger anspruchsvollen Aminoséure (i.d.R. Gly/Ala) erzeugte Kavitat
besetzt und dartiber hinaus die Kinaseaktivitdt nicht beeinflussen darf sowie die Wildtyp
(WT)-Variante der Kinase aussparen muss.[126]

Dieses Konzept wurde beziliglich chemischer Perturbationsstudien ebenfalls auf Allel-
spezifische Inhibition der manipulierten Zielstrukturen Ubertragen, wobei artifizielle
Sensitivitdt bzw. Affinitdt gegeniiber dem jeweiligen Protein ausgehend von zuvor
unspezifischen Hemmstoffen erzielt wurde.l'?’I In dhnlicher Form fand die Strategie
Anwendung fur Transkriptionsfaktoren mit gesteigerter Nukleotid-Spezifitat und wurde
spater bzgl. der ldentifikation von Kinasesubstraten und -funktionen von Shokat und
Mitarbeitern methodisch etabliert (Abb. 7A,B).11281291 Ein weiteres gepaartes bzw.
beidseitiges Selektionselement neben der Mutanten/Liganden-Kompatibilitat stellt die
Kombination mit irreversibel bindenden Inhibitoren dar, d.h. die Adressierung strukturell
einzigartiger oder mittels ortsspezifischer Mutagenese eingefiihrter Cysteine. Solche
kovalenten Sondenmolekiile kénnen weiterhin mit Reporterfunktionen versehen werden
(bspw. Affinitat-tags oder Fluorophoren), um eine detektierbare Signalgebung (read-out)

zu ermoglichen.[130]
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" @ i @ N C @
promiskuitive Inhibition ~bump-and-hole” kovalente Adressierung

kombinierter Ansatz zur
Multikinase-Selektivitat

Abb. 7: Chemisch-genetische Strategien zur selektiven Adressierung von Kinasen. A) Unselektive, promiske Inhibition
mit konventionellen Kinaseinhibitoren; B) bump-and-hole-Ansatz: Selektive Adressierung eines Analog-sensitiven
Allels (,,hole) mit einem mafigeschneiderten Inhibitor (,,bump*); C) kovalente Adressierung Cys-tragender Kinasen
mit Elektrophil (E)-tragenden Inhibitoren; D) Multikinase-Selektivitét durch orthogonale Adressierung zweier Kinasen
mittels Kombination der vorgestellten Methoden. (Abb. nach Kung et al.)

So konnte in entsprechenden Studien bspw. gezeigt werden, dass im direkten
Vergleich (fur die gewahlte Zielkinase) durch Cys-Mutation die katalytische Aktivitat
weniger (negativ) beeinflusst wird als durch Einfiihrung eines Analog-sensitiven Allels
(Tursteher-Positition). Ein artifizielles Cystein an gegebener Position dient als
strukturelles Merkmal, um die Zielkinase gegentiber speziell entwickelter Elektrophil-
tragender Inhibitoren zu sensibilisieren, wobei mit kovalenter Bindung eine Erhéhung
von Potenz und Selektivitat einhergehen sollte (Abb. 7C).[131-132] Ein weiterer Vorteil der
beiden Ansétze liegt in ihrer Orthogonalitat zueinander, d.h. zwei bestimmte Kinasen
konnen gezielt und unabhdngig voneinander inhibiert werden, was kombinatorische

Studien zu Multikinase-Signalwegen ermaglicht (Abb. 7D).[133]
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1.3.3 Proteinidentifikation und -charakterisierung

Die zuvor genannten Methoden ermoglichen die Induktion von bestimmten
Phanotypen durch (funktionelle) Perturbation der Zielstrukturen und stellen somit den
Ausgangspunkt bzw. hilfreiche Werkzeuge fiir weiterfihrende Studien dar. Zur
Identifikation und Charakterisierung von entsprechenden Proteinen, insb. im Hinblick auf
PPlIs, existiert ein vielfaltiges Arsenal an biologischen Techniken.

Zunachst muss hierfiir bspw. in Zellexperimenten oder durch Behandlung mit Lysaten
die Bildung von Protein-Komplexen zwischen dem zu untersuchenden ,,Koder” (bait)
und seinen als ,,Beute” (prey) bezeichneten Interaktionspartnern erfolgen sowie ein
spaterer Nachweis ermdglicht werden. Letzteres kann im Allgemeinen mittels primarer
Antikorper (Abs) gegen die bekannte Zielstruktur oder ein zuvor -eingeflihrtes
detektierbares Epitop in Form eines tags (His, GST, FLAG, CBD, etc.) realisiert werden.
Das resultierende komplexe Probengemisch wird anschlieBend entweder direkt analysiert
oder zunéchst biochemisch getrennt (Gelelektrophorese, Chromatographie, etc.), um eine
Reinigung oder sogar Isolation von Kdder/Beute-Komplex(en) zu erzielen.

Beispielsweise stellen Co-Immunprazipitation!*34l und andere pull-down-Experimente
Madglichkeiten dar, Wechselwirkungspartner eines bestimmten Proteins ausfindig zu
machen, indem dieses entweder Uber Abs prazipitiert oder tber einen Affinitats-tag an
Polymerkugeln (beads) immobilisiert wird.[**® Mit Hilfe von Far-Western Blots erfolgt
der Nachweis von PPIs Uber gelelektrophoretische Auftrennung eines Lysats, Ubertrag
auf eine Membran und darauffolgende Inkubation mit dem Kdder, welcher schlieBlich
uber spezifische Abs oder Markierungen detektiert werden kann.[*3¢! Die Anwendbarkeit
dieser Methoden hangt von der Stérke der zu Grunde liegenden Wechselwirkung ab, die
entweder stabil oder transient sein kann, wobei viele wesentliche PPIs kurzzeitiger Natur
und deswegen eher schwach sind.['37-138] Eine Identifikation kann in solchen Fallen
mittels cross-linking[3 oder Markierungs-Reagenzien! realisiert werden. Ein weiterer
prominenter Ansatz zur Untersuchung von PPIs stellt das Hefe-Zwei-Hybrid-System dar,
welches viele direkte Vorteile bietet, da auch weniger starke Wechselwirkungen in vivo
nachgewiesen werden kdnnen und keine weiteren Reagenzien oder vorherige Reinigung
erforderlich sind. Allerdings wird dabei vorausgesetzt, dass Proteine in Hefe exprimiert
und korrekt gefaltet werden. Aullerdem existieren Limitierungen in der Detektion falsch
positiver Ergebnisse aufgrund verénderter Proteinoberflichen oder Auslésen der

Transkription ohne tatsachlicher Assemblierung eines Komplexes.[141
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Neben Anwendungen in (chemo-)proteomischen Fragestellungen avancierte die
vielseitig einsetzbare Massenspektrometrie (MS) zu einer unentbehrlichen Technologie
in der Identifikation und Validierung von PPIs.[142] Beispielsweise liefern Tandem-MS
(MS/MS)-Studien  durch  Erzeugung, Isolation und Detektion  mehrerer
Molekilionenfragment-Generationen Masseninformationen, die zur Sequenzaufklarung
von Peptiden herangezogen werden konnen.[**®l Fundamentale Voraussetzung fiir eine
erfolgreiche Identifizierung gefundener Proteine auf Basis genannter Daten oder eines
Peptidmassen-Fingerprintsi44 stellen bioinformatische Verfahren und der Zugang zu
entsprechenden Datenbanken dar. Die Kombination von biochemischer Tandem-
Affinitats-Reinigung von Protein-Komplexen und instrumenteller MS-Analytik stellt
einen leistungsfahigen Ansatz zur ldentifikation von PPIs dar, indem die Signalqualitét
durch signifikante Reduktion des Hintergrund-Rauschens, d.h. ungewiinschte Proteine in
der Probe, verbessert und die anschlieBende Auswertung erleichtert wird.[145] Zusatzlich
konnen quantitative MS-Studien bspw. Uber isobare Markierungs- (iTRAQ)46] oder
stabile Isotopen-Labeling-Anséatze (SILAC)I471  durchgefiihrt werden. Beziiglich
Aktivitats-basierten  Protein-Profilings!#81  und  Substanz-zentrierter  chemischer
Proteomik#®! wird (quantitative) MS zur (potentiell proteomweiten) Identifikation der
gefundenen Proteine genutzt.

Zur Charakterisierung von (bio-)molekularen Interaktionen existieren u.a. eine
Vielzahl an biophysikalischen Methoden, wie z.B. Oberflachenplasmonenresonanz
(SPR)-Spektroskopie, Isotherme Titrationskalorimetrie (ITC), Thermal-Shift-Assay
(TSA), Microscale-Thermophorese (MST) oder Bio-Layer-Interferometrie (BLI), welche
(zum Teil) an entsprechender Stelle dieser Arbeit erlautert werden (Kapitel 3.3).

Als ein weiteres zentrales Element im Repertoire chemisch-biologischer Methoden
liefert die (Protein-)Kristallographie wertvolle Informationen bzgl. Einsicht in die
raumliche Struktur (makro-)molekularer Komplexe, bspw. zwischen Liganden (bzw.
Inhibitoren) und Enzymen oder zweier Proteine, auf atomarer Ebene und bietet somit eine
Grundlage fiir die Wirkstoffforschung sowie die Identifikation und Charakterisierung

entsprechender Interaktionen.[150]
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1.4 Proteinkristallographie

Anders als von der Lichtmikroskopie bekannt, bedarf es zur Auflosung von Strukturen
im atomaren Detail Wellenlangen von etwa 1 A, d.h. Réntgenstrahlen. Da es praktisch
bislang nicht mdglich ist ein Réntgenstrahlen-Streumuster zur Detektion zu fokussieren,
muss auf eine computergestiitzte, mathematische Auswertung von Diffraktionsbildern
zuruckgegriffen werden. Die von einem einzelnen Molekil verursachte Beugung wére
allerdings zu schwach, um gemessen werden zu kdnnen, sodass stattdessen hoch-
geordnete, dreidimensionale Anordnungen von (gleichen) Molekilen in Form eines
Kristalls benotigt werden, um das Signal zu amplifizieren. Ein Kristall kann demnach mit
einem dreidimensionalen Beugungsgitter fir Rontgenstrahlen verglichen werden,
welches zu Interferenzen im Diffraktionsmuster fiihrt, das auf einem entsprechenden
Detektor als eine Reihe von einzelnen Signalen (Reflexen) erscheint. Jedes Atom tréagt
dabei zu der Intensitét eines jeden Reflexes im Beugungsmuster bei. Da Rontgenstrahlen
an den Elektronen der Molekiile im Kristall gebeugt werden, fihrt die Auswertung eines
Datensatzes von Diffraktionsbildern zu einer dreidimensionalen Kartierung der
Elektronenverteilung der untersuchten Struktur, einer sogenannten
Elektronendichte(-karte).  Mathematisch  kann das  Beugungsexperiment als

Fouriertransformation (1) beschrieben werden.[151

1 f .
p(X, Y, Z) = v Z Z z |Fhk|| glonki e-27rl(hx+ky+|z) (1)
h k|

p(X, Y, 2): Elektronendichte; V: Volumen der Einheitszelle; h,k,l: Miller-Indices;

|Frial: Strukturfaktoramplituden; ana: Phasen der Strukturfaktoren

Die Strukturfaktoren Fri werden durch Amplitude (|Fyy|) und Phase (and) definiert,
die fur jeden Reflex bekannt sein missen, um mittels reverser Fouriertransformation
wieder in eine Elektronendichtekarte umgerechnet werden zu kdnnen. Allerdings kann
nur die Amplitude experimentell direkt bestimmt werden, wahrend die
Phaseninformation verloren geht, was als Phasenproblem bezeichnet wird.[*52 Fiir das
erfolgreiche ,Losen” einer Kristallstruktur miissen ausreichend gute Phasen-
Informationen erhalten werden, um eine interpretierbare Elektronendichtekarte zu

berechnen.
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Im Folgenden wird das Kristallisations-Verfahren der Dampfdiffusion im hédngenden
Tropfen (im Gegensatz zum ,,sitzenden Tropfen*) beschrieben (Abb.8A). Hierbei
befindet sich in einer mit einem Deckglas gasdicht verschlossenen Kavitdt eine
Reservoirlosung, die im Allgemeinen Fallungsmittel (z.B. Polyethylenglykol (PEG),
(NH4)2S04) und Puffer verschiedener pH-Werte sowie ggf. Additive (Detergenzien,
Metallionen, etc.) enthélt. Auf die Deckglas-Innenseite wird ein (konzentrierter)
Proteintropfen einer moglichst reinen und homogenen Praparation pipettiert und mit
Reservoirlosung versetzt. Getrieben durch das Bestreben nach Konzentrationsausgleich
findet Uber Dampfdiffusion eine stetige Anreicherung des Fallungsmittels im
Kristallisationstropfen statt. WWahrend dieses Prozesses wird auch das Protein konzentriert
und erreicht unter beginstigenden Bedingungen (Temperatur, Proteinkonzentration,
Reservoirzusammensetzung, pH, Verhaltnis Protein/Reservoir, etc.) einen Zustand der
,Supersaturierung  (Ubersittigung) und wird in Form von Kristallen, bzw.
Kristallisationskeimen aus der Loésung getrieben (Abb. 8B).[1581 Allerdings kdénnen
wahrend des Vorgangs auch Prazipitation des Proteins oder die Entstehung von

Salzkristallen auftreten bzw. die Tropfen klar verbleiben.

A B

hangender Tropfen

Uber- unstabile
sattigung Prazipitations-Zone

* Nukleations-

Proteinkonzentration

Reservoir

unterséttigte

A 4

variabler Parameter
(bspw. Salz- oder Préazipitantkonzentration)

Abb. 8: A) Kristallisationsexperiment im hangenden Tropfen; B) Phasendiagramm der Proteinkristallisation in
Abhangikeit variabler Parameter; 1: Direkter Ubergang von der untersattigten Zone in die unstabile Zone fiihrt zur
Prézipitation des Proteins; Il: Erreichen der metastabilen Zone flhrt zur Kristallisation bzw. Keimbildung und einem
folglichen Abfall der Proteinkonzentration in Lsung.
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Nach erfolgreicher Kristallisation werden Kristalle mit einer Nylonschlaufe (loop) aus
dem Tropfen prépariert und in flussigem N2 gekhlt, nachdem sie zuvor zum Schutz vorm
Gefrieren ggf. in eine kryogene Losung getaucht wurden (Abb. 9A). Der loop lasst sich
Uber Magneten an einen Goniometer-Kopf montieren, welcher die prazise Ausrichtung
des Kristalls im Rontgenstrahl ermdglicht. Unter fortwahrendem N»-Kaltluft-Strom wird
der Kristall dann mit kollimierten ROntgenstrahlen beschossen, die in einem
entsprechenden Generator als charakterisitsche Cu-K,-Strahlung des Anodenmaterials
entstehen. In der Rontgenstrukturanalyse wird vermehrt von Synchrotron-
Strahlenquellen Gebrauch gemacht, da die hier beim Abbremsprozess beschleunigter
Elektronen erzeugte, hochenergetische Strahlung u.a. eine schnellere Aufnahme von
Daten gewahrleistet und zu besseren Auflosungen fiihrt.[154

Rontgenstrahlen treffen nach Ablenkung durch den Kristall auf einen Detektor und
erzeugen ein charakteristisches Beugungsmuster (Abb. 9B). Ein einzelnes
Diffraktionsbild reicht bereits aus, um Kenntnis Gber Raumgruppe, Einheitszelle sowie
gof. Auflésung des Kristalls zu gewinnen. Die Aufnahme eines Datensatzes erfolgt
abhangig von der Kristallsymmetrie durch inkrementelle Drehung des Kristalls im
Rontgenstrahl und anschlieBende computergestiitzte Auswertung der gemessenen

Reflexe (Datenprozessierung).

A Réntgenstrahl
&[S
B 2/3
$/2
L/8
@ /.5
@
Wifiinaktionsbild :

Abb. 9: Vom Kiristall zum Strukturmodell. A) Sich in Schleife befindender Proteinkristall wird mit
Rontgenstrahlen beschossen; B) an den Elektronen des Kristalls abgelenkte Rdntgenstrahlen erzeugen ein
aus Reflexen bestehendes Diffraktionsbild; C) Elektronendichte (Fo-Fc: grun (positiv), rot (negativ); 2Fo-Fe:
blau) wird nach Ldsen des Phasenproblems mittels Fourier-Transformation berechnet (Bilder von:
https://www.qgiagen.com/no/shop/sample-technologies/protein/protein-crystallization/, 21.02.2017,
15:50 h; www.slideshare.net/ChristineMeyer6/christine-meyer-senior-seminar-presentation, 21.02.2017,
15:55 h; http://journals.iucr.org/j/issues/2003/01/00/ks0174/ks0174fig3.html, 21.02.2017, 16:00 h).
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Experimentell gelingt das ,Losen des Phasenproblems grundlegend, indem
Informationen Uber die Zielstruktur zugénglich gemacht werden. Eine hdufig verwendete
Methode stellt der molekulare Ersatz dar, wobei die Struktur(koordinaten) eines
ahnlichen Proteins, dem (Sequenz-)Homologiemodell, mittels Rotation und Translation
mit den experimentellen Daten zur Ubereinstimmung gebracht und die resultierenden
Phasen des Modells genutzt werden.[*%] Das Fehlen eines Startmodells verkompliziert
eine Losung der Struktur, sodass bspw. elektronenreiche ,,schwere Atome* an
verschiedenen Positionen im Protein implementiert werden, die messbare Unterschiede
in den Reflexintensitaten verursachen ((multipler) isomorpher Ersatz).[156] Alternativ
kann sich (zusétzlich) das anomale Streuverhalten bestimmter Atome zu Nutze gemacht
werden, um Phaseninformationen zu erhalten, indem ein oder mehrere
aufeinanderfolgende Datensétze desselben Kristalls bei Wellenldangen im Bereich der
Absorptionskante (des anormalen Streuers) aufgenommen werden (single- oder
multiwavelength anomalous dispersion), wobei oftmals Selen, bspw. in Form von
Selenomethionin, Anwendung findet und dartber hinaus Synchrotronstrahlung erfordert
wird.[*>7 Sind sowohl Amplituden und Phasen der Strukturfaktoren bekannt, kann mittels
der reversen Fouriertransformation schlie3lich eine Elektronendichte(karte) berechnet
werden (Abb. 9C).

Die Interpretation der Elektronendichte erfolgt anschlieRend in Form eines Modells
aus Atom-Koordinaten, das der Proteinsequenz entsprechend aus Aminosaure-
,Bausteinen“ aufgebaut wird. Die erstellte Struktur wird in einem Abgleich mit den
experimentell bestimmten Daten verfeinert und auf diese Weise optimierte Phasen
kalkuliert. Diese kdnnen genutzt werden, um deutlichere Elektronendichtekarten und
damit wiederum bessere Modelle zu erhalten. Dabei werden wiederholt Zyklen von
Modellbau und Verfeinerung durchlaufen bis keine Verbesserung mehr erzielt wird. Eine
Differenzelektronendichte wird auf Basis der Unterschiede zwischen berechneten und
beobachteten Strukturfaktor-Amplituden sowie den bestimmten Phasen erstellt und
spiegelt Unterschiede zwischen tatséchlicher Struktur und dem derzeitigen, zu
verfeinernden Modell wieder (Fo-Fc-Karte). Bereiche, die im Modell fehlen, werden dabei
als positive Differenz dargestellt, wahrend jene Bereiche, die (falschlicherweise)
eingebaut wurden, jedoch nicht mit der experimentell bestimmten Struktur
Ubereinstimmen, negative Differenz verursachen. Als weitere Differenzelektronendichte
représentiert eine 2Fo-Fc-Karte fehlende oder tberzahlige Atome als geringere bzw.

erhohte Dichte und zeigt eine Kontur des Molekiils.[*58]
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Bestimmte kristallographische Parameter dienen als wichtige KenngréRRen bei der
Datensatz-Prozessierung und hauptsachliches Mal flr die Qualitét einer Kristallstruktur
nach Verfeinerung.[*> Als Auflosung der Diffraktionsdaten werden die minimalen
Abstande der Kristallgitter-Ebenen bezeichnet, die eine noch messbare Streuung der
Rontgenstrahlen gewahrleisten und somit Uber das Detail der Elektronendichte(karte)
bestimmen. Das gemittelte Verhéltnis von Reflex-Intensitdt und Fehler (Signal-zu-
Rauschen) <I/a(1)> sollte oberhalb eines bestimmten Schwellenwertes (i.d.R. > 2.0)
liegen und definiert die Auflésungsgrenze, mit o(l) als Unsicherheit der Messungen.
Weitere relevante Parameter in diesem Zusammenhang sind u.a. Rmerge (0der Rsym, Rint)
bzw. Rmeas1%%, Redundanz (oder Multiplizitat) und die Vollstandigkeit eines Datensatzes.

Der R-Faktor (Rwork) drickt die Ubereinstimmung der beobachteten Reflex-
Amplituden mit den berechneten Amplituden des generierten Modells wéhrend der
Verfeinerung aus und ist somit ein Indikator fur die Abweichung des Modells von der
tatsdchlichen Position der Atome im Kristall. Rsee berechnet sich analog zu Rwork,
allerdings nur fir einen kleinen Prozentsatz zuféllig ausgewahlter Reflexe, die vom
kompletten Verfeinerungsprozess des Modells ausgeschlossen wurden, und dient somit
als MaB fiir Uberinterpretation der experimentellen Daten.[!61] Die sogenannten B-
Faktoren geben Auskunft Uber thermische Dynamik eines Atoms, wobei flexiblere
Bereiche i.d.R. nicht gut aufgelost sind und in der Struktur zu erhohten
Temperaturfaktoren filhren.[*> Zur Validierung des erstellten Modells wird weiterhin ein
Ramachandran-Plot herangezogen, eine Auftragung der Torsionswinkel-Paare ¢/y des
Protein-Ruickgrats gegen deren statistisch zu erwartende Verteilung.[*%% Die Deponierung
finaler Strukturmodelle erfolgt in die offentlich zugédngliche Protein Data Bank
(PDB).[163-164]
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2 Motivation und Zielsetzung

Die hauptséchliche Bedeutung von Proteinkinasen wird traditionell dem katalytischen
Phosphattransfer, u.a. als ,,molekularer Schalter” in Signaltransduktionswegen, und der
damit verbundenen Beteiligung in der Entstehung vielzahliger Krankheiten, aus der sich
eine klinische Relevanz ableitet, zugesprochen. Allerdings werden zunehmend spezielle,
Kinase-unabhéngige Funktionen dieser Enzyme aufgedeckt, insb. als gerustgebende
Komponenten in Multi-Protein-Komplexen, von denen angenommen wird, dass sie in
Anzahl und Wichtigkeit die bislang vornehmlich beschriebene biologische Rolle
ubersteigen. Aus diesem Grund existiert ein generelles Interesse an der Identifikation von
Oberfl&achenregionen oder Bindungstaschen, die in der Ausbildung von PPIs oder der
Bindung von Liganden involviert sind. Die zu Grunde liegenden Mechanismen sind
meistens nicht trivial und kompliziert aufzukléaren, sodass bspw. molekulare Sonden
wertvolle Hilfsmittel darstellen, entsprechende Fragestellungen nach nicht-katalytischen

Kinase-Funktionen zu beantworten.

Vor Kurzem wurden im Rahmen von Ko-Kristallisationsexperimenten im Arbeitskreis
Rauh die 7-Amino-2-phenylchinazoline 3a,b als Liganden einer lipophilen Bindetasche
in der MAPK p38a beschrieben. Im Vergleich zu Strukturen in Abwesenheit solcher
LiPoLis stabilisieren diese Substanzen durch die Ausbildung charakteristischer
Wechselwirkungen innerhalb der LP eine spezifische Konformation eines Trp-Restes
(Trpl197) innerhalb der Tasche. In Vorarbeiten konnte allerdings gezeigt werden, dass in
Gegenwart der Chinazoline kein direkter Einfluss auf die katalytische Aktivitat der
Kinase zu beobachten ist. Trotz diverser Hypothesen zur biologischen Rolle der LP in
p38a ist die genaue Funktion der Tasche bis heute noch nicht vollstandig verstanden. Die
beschriebenen Liganden konnten hierbei als Hilfsmittel in entsprechenden Studien dienen
und somit das Verstandnis maoglicher Implikationen, bspw. die Rekrutierung von
Substraten oder feinregulierender Effektoren bzw. die Involvierung in komplexeren

Prozessen, fordern.
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In dieser Arbeit soll ausgehend von den bekannten LiPoLis 3a,b im Komplex mit p38a
zunachst eine fokussierte Substanzbibliothek von 2-Arylchinazolin-Derivaten modelliert,
synthetisiert und anschlieBend biophysikalisch charakterisiert werden. Insbesondere
unter Etablierung und Anwendung eines geeigneten SPR-Assays soll die Verfolgung und
Untersuchung von Bindeereignissen in Echtzeit ermdglicht werden. Als orthogonale
Testsysteme kdmen bspw. TSA, MST oder BLI in Frage. Die Validierung der Struktur-
basierten Entwicklung soll mit Hilfe der Analyse von Ko-Kristallstrukturen realisiert
werden. Ausgehend von einem ersten Synthese- und Charakterisierungszyklus sollen
Struktur-Wirkungs-Beziehungen abgeleitet und relevante, Affinitats-vermittelnde
Strukturelemente weiterhin optimiert werden, sodass schlieBlich fur den Einsatz als

molekulare Sonden geeignete Liganden generiert werden.

Hierfir stellt die Entwicklung eines chemisch-genetischen, kovalenten Ansatzes eine
attraktive Alternative zur Adressierung mit reversiblen LiPoLis dar, da eine in diesem
Zusammenhang vorteilhafte maximal andauernde Besetzung der LP erzielt werden
kénnte. Die Verwirklichung eines solchen artifiziellen Systems umfasst die Planung und
Synthese von Elektrophil-modifizierten Liganden sowie Konzeptionierung und
Expression Cystein-tragender p38a-Mutanten und einen abschlieBenden Nachweis einer

kovalenten Bindungskniipfung mittels MS und Ko-KTristallisation.

Eine  Weiterentwicklung der Parentalsubstanzen 3a,b zu einsatzfahigen
Sondenmolekilen legt somit den Grundstein fur in vitro- und in vivo-Perturbation der
Kinase und bereitet den Weg fur vertiefende Studien zur Aufklarung der biologischen
Funktion der LP in p38a.

In einem weiteren Teil der Arbeit sollen strukturbiologische Untersuchungen von
Kinaseinhibitoren der MAPK p38a durchgefuhrt werden. Zum einem kdnnten
entsprechende  Ko-Kristallisationen Erklarungen fur experimentell beobachtete
Besonderheiten liefern, wie bspw. die auflerordentliche Verweildauer ausgewéhlter
Skepinone-L-Derivate am Enzym. Des Weiteren sollen Protein-kristallographische
Analysen herangezogen werden, um den Bindungsmodus neuartiger Liganden

aufzuklaren und die Interpretation von SAR-Profilen zu ermdglichen.
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3 Liganden der lipophilen Bindetasche in p38a

3.1 Struktur-basierte Entwicklung von LiPoL.is

Zunachst sollte das Design einer fokussierten Bibliothek von 2-Arylchinazolin-
basierten LiPoLis auf Grundlage von Ko-Kristallstrukturen der Parentalverbindungen
3a,b im Komplex mit der Zielkinase p38a erfolgen. Die Analyse der entsprechenden
Komplexe zeigte die in Kapitel 1.2.2 beschriebenen Interaktionen der Liganden innerhalb
der Bindetasche, die im Rahmen der vorzunehmenden Derivatisierung beibehalten
werden sollten. Dabei handelte es sich im Wesentlichen um eine z-z-
Stapelwechselwirkung mit der Seitenkette von Trp197 im Zentrum der LP, einer direkten
WBB mit Asp294 und der Besetzung einer hydrophoben Untertasche durch einen
groReren lipophilen Rest in 4-Position des Chinazolins (Abb. 6F). Unter Beibehaltung
des chemisch auf diversen Wegen zuganglichen und modifizierbaren Grundgersts wurde
der Giber das 4-Amin verknupfte Substituent, der Lésungsmittel-exponierte Phenylring in
2-Position und die Region um das primare Amin in 7-Position flr potentielle

Derivatisierungen als geeignet postuliert (Abb. 10).

hydrophober
Substituent in
4-Position

primares Amin
in 7-Position

Lésungsmittel-
exponierter
2-Phenylring

Abb. 10: Analyse der Ko-Kfristallstruktur von 3a im Komplex mit p38a hinsichtlich der Generierung einer fokussierten
LiPoLi-Substanzbibliothek. Folgende geeignete Derivatisierungspositionen wurden demnach postuliert: 1) Die
4-Position (griin), an der ein groRerer lipophiler Rest sitzt und tief in eine hydrophobe Untertasche der LP bindet; 2) der
Phenylring in 2-Position (rot), der dem Solvens zugewandt ist und eine Einfuhrung Léslichkeit-vermittelnder Gruppen
ermdglicht; 3) die 7-Position und direkt benachbarte Stellen am Chinazolin-Grundgerist (blau), wo eine Méglichkeit
zur Interaktion mit vornehmlich polaren Aminosaureseitenketten in der Peripherie der Bindetasche gegeben ist.
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Ein wesentlicher Schwerpunkt wurde auf die Variation des Restes in 4-Position gelegt,
da dieser aufgrund der zahlreichen van-der-Waals-Wechselwirkungen tief im Inneren der
LP einen wesentlichen Beitrag zur Bindungsaffinitat der Liganden beitragen kdnnte. Aus
diesem Grund wurden als Syntheseziel diverse Substituenten, die sich in Form und Grélie,
bspw. durch Einfihrung von Bioisosterenl'®l sowie im Fluorierungsmuster von
Aromaten unterscheiden sollten, ausgewéhlt (Abb. 11). So wurden zum Beispiel
Linkerlangen zu den in dieser Position i.d.R. befindlichen Arylgruppen variiert und
Phenyle durch Thiophene ersetzt. Die Substitution von Wasserstoffen durch ahnlich
grolRe Fluoratome an Aromaten ermoglicht die Untersuchung des Einflusses erhohter
Lipophilie oder Elektronegativitat.[6¢1 AuRerdem stellen Fluorierungen eine Moglichkeit
dar, Halogen-Bindungen zu in der Nahe befindlichen Elektronenakzeptoren®”l, wie z.B.
Carbonylfunktionen des Proteinriickgrats, auszubilden oder die metabolische Stabilitét
von Wirkstoffen an leicht oxidierbaren Positionen zu verbessern[168l,

Des Weiteren wurden LiPoLis auf Basis von Modellierungsstudien entworfen, die
einerseits zu einem ,,Hybrid“ aus dem Chinazolin-Grundgerst und Strukturelementen
von 4-FPP (3Kk) flhrten, mit der Absicht durch Kombination zweier bekannter Binder
einen vorteilhaften Effekt auf die Ligandenaffinitit erzielen zu kdnnen. Desweiteren
wurde ein Ligand mit verlangertem Cyclopropylmethyl-Rest am arylischen Substituenten
in 4-Position (3I) designt, um potentiell eine mdglichst effiziente Ausnutzung des Raumes
in der hydrophoben Untertasche der LP zu bewirken (Abb. 12A,B).

ENEEEN HN«/Q ArIC A, A
N>\ NTa O)\S"S/\ NH,
HZN\)\ \(n)/N\) /©)\;] @ NH, Aﬁ A/
i A AN AR
Y o " 3 Q0 Y/

Abb. 11: Geplante Strukturmotive zur Einflihrung in das Chinazolin-Grundgerist. Die Nomenklatur des Grundgerusts
bzgl. der Positionen am Chinazolin-Kern ist als blaue Ziffern dargestellt.
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Abb. 12: Modellierung von entworfenen LiPoLis in die LP von p38a. A) ,Hybrid“ 3k (magenta), der aus dem
Chinazolin-Grundgerist und Strukturelementen von 4-FPP (gelb) zusammengesetzt wurde; B) entworfener Ligand 3l
(weiB) mit Cyclopropylmethyl-substituiertem Furan als aromatischer Ring in 4-Position; C) in Anlehnung an
SB203580 (grau) entworfener LiPoLi 3m (cyan); D) 8-Phenylsulfonamid-substierter Ligand 7e (orange) in der LP.

Der zum LoOsungsmittel gerichtete Phenylring in 2-Position von 3a,b wurde als
mutmaBlich geeignete Stelle zur Einfllhrung von solvatisierenden Gruppen ausgewahlt.
Zu solchen Loslichkeits-vermittelnden Resten gehdren bspw. Piperazin- und
Morpholinderivate.[1®] Zudem ergab sich aus der Uberlagerung von 3a und SB203580 in
der LP die Idee in dieser Position eine Methylsulfinyl-Funktion einzuftihren (3m)
(Abb. 12C). Die exponierte Orientierung des Phenyls konnte ferner dazu genutzt werden,
um in spateren Studien bspw. Biotin- oder Fluorophormarkierungen in die Liganden
einzufihren.

Das primare 7-Amin ist in Richtung polarer Aminosauren in der Peripherie der LP
positioniert und geht im Fall von 3a,b eine direkte WBB mit Asp294 ein. Die angestrebte
Beibehaltung dieser Interaktion setzt das fortwahrende Vorhandensein eines
Wasserstoffbriicken-Donors nach Derivatisierung der Liganden, bspw. in Form Amiden
oder sekundaren Aminen, voraus. Entsprechende (Sulfon-)Amide kdnnen verschieden
groRe Reste aliphatischer oder aromatischer Natur tragen oder zur Verknipfung mit
diversen tags (siehe oben) dienen. Nach Einfuhrung einer Aminfunktion in 8-Position des
Chinazolin-Grundgerists ware auch eine entsprechende Modifizierung an dieser Stelle
moglich, da sich in diese Richtung die LP 6ffnet und ausreichend Platz fiir verschiedene
Substituenten gegeben sein sollte. Beispielsweise kdnnte ein Phenylsulfonamid in dieser

Region basierend auf Modellierungen eine zusatzliche Stapelwechselwirkung mit Trp197
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ausbilden und dieses in seiner Konformation weiter stabilisieren und fixieren (Abb. 12D).
Als Intermediate der geplanten Syntheseroute zur Generierung der primdren Amine
wirden sich korrespondierende Nitroderivate ergeben, die ebenfalls Raum zur Bindung
in die Tasche finden und polare Interaktionen mit umliegenden Aminosaureseitenketten
eingehen koénnten.

Als Referenzverbindung fur die biophysikalische Charakterisierung der Chinazolin-
Liganden soll LiPoLi 1 synthetisiert werden (Abb.5). Das Pyrazolopyridinon-
Grundgerust liele sich in 4-Position modifizieren und auf diese Weise eine kleine
Bibliothek generieren, um die Option fir ein potentielles scaffold hopping zu untersuchen
und ggf. in Verbindung mit gefundenen Substitutionsmustern Hybridsubstanzen zu

entwerfen.

3.2 Synthese einer fokussierten Substanzbibliothek

Zur schnellen Generierung einer diversen Substanzbibliothek Chinazolin-basierter
LiPoLis wurde eine Syntheseroute genutzt, die eine Derivatisierung des Grundgerusts,
wie aus den vorherigen Modellierungsstudien abgeleitet, in mdglichst wenigen
Syntheseschritten erlaubt. In dhnlicher Form wurde diese Route bereits zur Herstellung
von 3a,b genutzt (Schema 1).[1%]

Ausgehend von Benzamidin-Hydrochlorid Hydrat erfolgte zunachst die Kondensation
mit Anthranilamid 4a zum Chinazolin-Kern 5a. Danach wurde die 4-Hydroxylgruppe mit
Thionylchlorid chloriert und anschlieBend unter basischen Bedingungen mit
entsprechenden Aminbausteinen substituiert, um die 7-Nitro-2-phenylchinazoline 6a-j zu
erhalten. Die Reduktion dieser Intermediate mit Pd/C und Ammoniumformiat, bzw. Eisen
und NH4Cl in Gegenwart Schwefel-haltiger Substanzen, lieferte die Zielsubstanzen 3a-f
(Tab. 1). Diese Route flihrte zur erfolgreichen Synthese der angestrebten Derivate, liel}
aber bereits in den ersten Schritten oftmals nur moderate Ausbeuten zu (18-66 %), sodass
fur den Aufbau des Chinazolin-Grundgerlsts und der Substitution in 4-Position nach

alternativen Reaktionswegen gesucht wurde.
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Schema 1:2 Reaktionssequenz zur Synthese von 7-Amino-2-phenylchinazolinen.
4a

@ Reagenzien und Bedingungen: i) Benzamidin-Hydrochlorid Hydrat, pTsOH, DMAc, 130 °C, 18 h (18-32 %);
ii) 1: SOCl2, DMF, 80 °C, 4 h, 2: Amin (R-NHz), DIPEA, DCM/iPrOH (3:2), rt, 18 h (66-95 %); iii) 10 % Pd/C,
NH4OOCH, EtOH, 80 °C, 1-3 h (56-96 %) oder Fe, NH4Cl, MeOH/H20 (4:1), 80 °C, 3-6 h (81-87 %).

Tab. 1: Identitét der 7-Nitro-2-phenylchinazolinen 6a-1 und 7-Amino-2-phenylchinazolinen 3a-I.
R R
HN HN
NS NS
©)\N NO, ©)\N NH
6a-1 3a-l

# R #

6a/3a \(\/© 61/3f \/@
6b/3b \(A 6g/3g \)i)\
6c/3c \/\© 6h/3h \/\©\
F
S - - F
6d/3d \(\L/) 6i/3i i
S A\ F
6e/3e \/\/Q 6i/3] \(\@[
N
6k/3k A—N»\Q\ 61/31 \(\O’\>
) F

Eine Literaturrecherche und Durchmusterung verschiedener Bedingungen zur
Darstellung von 2-Arylchinazolinen ergab zwei Vorschriften, die zu verbesserten
Ausbeuten der entsprechenden Synthesestufe flihrten. Einerseits gelang dies mittels der
Mikrowellen (uw)-gestiitzten Umsetzung von Benzoesdureanhydrid und Anthranilsaure
4a in Gegenwart von Formamid zu 5al'’® zum anderen durch Kondensation von
unterschiedlichen Benzaldehyden und Anthranilamid 4b in Anwesenheit von
Phenyliod(Ill)diacetat (PIDA) als Oxidationsmittell*’ (Schema 2). Neben einer

Verbesserung der Ausbeuten fiihrt die Verwendung alternativer Substrate in Form von
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(a)symmetrischen Anhydriden oder Aldehyden zur Er6ffnung eines gréReren chemischen
Raumes, indem bspw. eine Vielzahl kommerzieller oder zuvor hergestellter Bausteine
eine direkte Derivatisierung des 2-Arylrings erlauben. Die Aktivierung der
4-Hydroxylgruppe mit Hexachlorcyclotriphosphazen (HCCP) anstatt mit SOCI; stellte
sich als mildere und vielseitigere Option fir die Substitution an dieser Stelle heraus und
wurde in den spéteren Reaktionen als Standardmethode verwendet (Schema 3).[172]

Schema 2: Reaktionsbedingungen zur Darstellung von 2-Aryl-4-Hydroxychinazolinen.

(0] Ph,O
Formamid NZ
HO
HoN NO,

2 200 °C, 5 min

31-37 %
4a

a
R
(0] pTsOH
NaHSO, NZ
HoN
DMAc
HoN NO,  155°C, ovn
10-18 %
4b 5b-d
R
O pTsOH
2) PIDA NZ
HoN
THF
HoN NO, r,1h
51-88 %
4b 5b-d

Schema 3: Reaktionsbedingungen zur HCCP-vermittelten Darstellung von 4-Aminochinazolinen.

1) HCCP _R
o ) DIPEA HN
N MeCN X
@N NOz  MeCN ©)\N NO,
68-87 %
5a 6a

Die fir die weiteren Arbeiten verwendete Reaktionssequenz wurde folglich durch die
gefundenen Bedingungen ergdnzt und gewahrleistet einen schnelleren Aufbau von
Chinazolin-basierten LiPoLis in durchschnittlich besseren Ausbeuten, ohne dabei die
Anzahl der Einzelschritte zu erh6éhen (Schema 4).
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Schema 4:2 Optimierte allgemeine Reaktionssequenz zur Synthese von 2-Arylchinazolinen.

p-NO,:
m-NO,: 4c

4b 7a-e, 8a-c

2 Reagenzien und Bedingungen: i) Ph20, Formamid, pw: 200 °C, 5 min (31-37 %); ii) 1: Benzaldehyd (RY),
pTsOH, THF, rt, 30 min, 2: PIDA, rt, 1 h (51-88 %); iii) 1: HCCP, DIPEA, MeCN, rt, 1 h, 2: Amin (R?), rt, 18 h
(68-87 %); iv) 10 % Pd/C, NH4OOCH, EtOH, 80 °C, 1-3 h (56-96 %) oder Fe, NH4Cl, MeOH/H20 (4:1), 80 °C,
3-6 h (81-87 %); v) Carbonséurechlorid (R%), DIPEA, DCM, 0 °C zu rt, oder Sulfonsaurechlorid (R3), Py, 0 °C zu
50 °C, 1-6 h (69-80 %).

Das wahrend der Arbeiten haufig verwendete Amid 4b konnte Gber Umsetzung von
Isatoanhydrid 12 mit (NH4)2CO3 erfolgreich im grolieren Malistab hergestellt werden
(Schema 5).1273] Insbesondere die Kondensation von Anthranilamiden mit Benzaldehyd-

Derivaten 9 und 11a,b ermdglichte die Synthese von den Schlisselintermediaten 5b-d als

Vorlaufer der finalen Zielverbindungen 3m-o (Tab. 2).

Schema 5: Darstellung von 4-Nitroanthranilamid 4b.

0 Triphosgen O

(0]
N32CO3 (NH4)ZCO3
HO 0 ———— HoN
PhMe, H,O )\ 1,4-Dioxan
HaN NO, o0°Cnachrt,ovn © N NO2 60°C,3h HoN NO,

0 o,
4a 93 % 12 76 % 4b

Die entsprechenden Bausteine waren entweder kommerziell erhéltlich (9) oder wurden
zuvor in einer Reaktion mit 10 generiert (11a,b) (Schema 6). Um das Methylsulfinyl-
substituierte 2-Arylchinazolin 6m zu erzeugen, wurde 5b zunachst wie beschrieben mit
Phenethylamin substituiert und anschlieend mit meta-Chlorperbenzoesaure (nCPBA)
oxidiert (Schema 7).

In die spéatere Charakterisierung der reversiblen LiPoLis flossen drei weitere
Substanzen (3r-t, Tab. 2) ein, die im Rahmen der Synthese kovalenter Liganden

entstanden sind, welche in Kapitel 4.3 dieser Arbeit beschrieben ist.
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Schema 6: Darstellung der Benzaldehyde 11a,b und der 2-Arylchinazoline 5b-d.

\§
s THF /©)\N NO,
s
o

1) 4b
pTsOH

Amin BN pTsOH
/@/%O Na,CO4 2) PIDA
—_— —_—
(\N N>\
F 2 R\) THF
100 °C, ovn rt, 1h R\)
10 R=0 11a (55 %) R=0 5¢c (59 %)
R =NAc 11b (58 %) R=NAc 5d (51 %)

Schema 7: Darstellung von 2-Arylchinazolin 6m.
1a)

OH 1b)

HCCP

DIPEA
Phenethylamin
MeCN

HN™ :
rt, ovn

N&K/@\

S

@“ nox ®
s

DCM
t,3h Ng

N= ]: ]
NS
mCPBA /@)\N NO,

18 % uber drei Schritte (6]

5b

6m

Tab. 2: Identitat der 4-Amino-2-Arylchinazoline 6/3m-o und 3r-t.

\§ \§
/©)\N NO, /©)\N NH,
R R

6m-p, 6r 3m-o, 3r-t
# R # R
6m/3m \§>\ 6riar N//)\
o)
6n/3n O(\NX 3s HN X\,
A .
60/30 O 3t \H/N\)\

D

o]

o)
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Weiterhin stellt die HCCP-vermittelte Substitution in 4-Position des Grundgerusts
neben der genannten Vorteile ebenfalls einen Weg zur Generierung des postulierten
,,Hybriden* 6k dar, wofir die Einflihrung eines entsprechenden Benzamidins 13 unter
Verwendung von K>COs als Base erforderlich war (Schema 8). Das Benzaldehyd 10
wurde hierfur zuvor mit Ethylendiamin, lod und K>COs zu 13 umgesetzt. Ein weiteres
Amin, das unter diesen Bedingungen eingefihrt wurde, um Substanz 6l zu liefern, ist der
Baustein 14, der zuvor in einer dreistufigen Synthese hergestellt wurde (Schema 9).
Ausgehend von der Schiitzung des priméren Amins von Furan 15 erfolgte anschlieRend
eine Friedel-Crafts-Acylierung von 16 mit S&urechlorid 17. Das finale Amin 14 wurde
unter gleichzeitiger Reduktion des Ketons 18 als Hydrochlorid freigegeben.?

Schema 8: Darstellung des Bausteins 13 und des 2-Arylchinazolins 6k.

NH
HNT 12 —>
K,CO3 N HCCP /@/(
e o =

Ox {BUOH N MeCN
70°C, 35h i, ovn SN NO,
54 % 65 %

10 13 6k

Schema 9: Darstellung des Bausteins 14 und des 2-Arylchinazolins 61.

o)
cl
17
<J/\NH2 <J/\ NHAc Q c
\ ocM N\ DCM 0
rt, ovn rt, 30 min
15 88 % 16 58 % 18
1) HCl HCCP \
rt, ovn X" "NH, DIPEA 0 @
\_0
2) TFA MeCN
TES rt, ovn
rt, ovn 14 87 % 6l

92 %

b Die Synthese der Derivate 3d-I war Bestandteil der Masterarbeit von Bianca Wiedemann. Die Synthese
von 3n was Bestandteil der Bachelorarbeit von Maria Ecke. Die Synthese von 30 war bestandteil der
Bacherlorarbeit von Julia Hardick.
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Die aus der Reduktion mit Pd/C bzw. Eisen hervorgehenden Amine stellen geeignete
Substrate  fur eine nukleophile Substitution an diversen Carbon- oder
Sulfonsaurechloriden dar. Entsprechende Derivate (7a-e und 8a-c) wurden abhéngig von
dem gewahlten Saurechlorid entweder in Gegenwart von DIPEA bei rt oder von Pyridin
(Py) bei 50 °C synthetisiert (Schema 4). Dabei wurden sowohl in 7- als auch in 8-Position
entsprechende Reste jeweils unter Beibehaltung eines sekundaren Amins als
Wasserstoffbriicken-Donor eingefiihrt (Tab. 3). Fur die Derivate 7d,e diente dabei
8-Amin 3p als Vorstufe (Schema 10).

Eine weitere Gruppe von 7-Aminochinazolinen (8a-c) wurde hergestellt und durch
Umsetzung mit primaren Alkylaminen mit solvatisierenden Gruppen dekoriert.
Ausgehend von Anthranilsaure 4d wurde zunachst 7-Fluorochinazolin 6f nach den zuvor
beschrieben Vorschriften synthetisiert. Klassische Buchwald-Hartwig-["4 oder Ullmann-
artige Bedingungen('”® mit Pd- bzw. Cu-Katalysatoren filhrten weitergehend nicht zur
Bildung der gewiinschten Zielsubstanzen. Eine erfolgreiche Darstellung konnte
letztendlich unter thermischer Reaktionsfiihrung in hochsiedenden Losungsmitteln erzielt

werden (Schema 11).

Tab. 3: Identitat der 7- und 8-derivaisierten 2-Phenylchinazoline 7a-e und 8a-c.

N
N .R X, R
@)\N H @)\N ©)\N H/\/
HN.J
R
- 8a-c

0 /%
s\o le)
<
el

o

7b \<S\/\ 8b YN\)
7c \<\\Sll\© 8c YO\I/

7d /43/\/
3

7e ASQ
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Schema 10: Darstellung von 8-Amino-2-Phenylchinazolin 3p.

Q Ph,0 OH
Formamid HN
HO
N ’
N 70 % Gber S
NO, ggo%c 5 min zwei Schritte N
4c

Schema 11: Darstellung der 7-Aminochinazoline 8a-c.

0}

R-NH,
HO )\/@\ NZ
0 DMF
HN F 56 % lber @)\ 260 °C,3d N/\/R

zwei Schritte

4d R = NEt, 8a (17 %)
R = Morpholin 8b (32 %)
R = Methylpiperazin 8¢ (5 %)

In weiteren Reaktionen wurden LiPoLis 3a und 3s in mit Biotin-PEGs-sdure 19
(17-Ox0-21-(2-oxohexahydro-1H-thieno[3,4-d]imidazol-4-yl)-4,7,10,13-tetraoxa-
16-azaheneicosanséure) und HATU (O-(7-Azabenzotriazol-1-yl)-
N,N,N ‘N “tetramethyluroniumhexyfluorophosphat) als Kupplungsreagenz zu 3u bzw. 7f
umgesetzt (Schema 12). Die daraus resultierten Liganden tragen Biotin-Modifizierungen
an den Positionen des Grundgeriists, die bei Bindung in die LP zum L&sungsmittel
orientiert sind und kénnten in Studien zur LiPoLi-Charakterisierung verwendet werden

oder als VVorlaufer funktioneller Sondenmolekile dienen.

Schema 12: Darstellung der Biotin-modifizierten LiPoLis 3u und 7f.
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Neben den Chinazolin-basierten LiPoLis sollte der Literatur-beschriebene Ligand 1
als Referenzsubstanz fiir eine nachfolgende Charakterisierung hergestellt werden. Das
allgemeine Syntheseschema umfasst eine Darstellung in zwei Schritten (Schema 13),
wobei zunéchst ausgehend von dem Nitril 21 im Rahmen einer Umsetzung mit Hydrazin
der Pyrazolring 22 aufgebaut wurde. Dieser diente abschlieBend als Substrat in der
Kondensation mit  verschiedenen  Oxobutyraten, um die entsprechenden

Pyrazolopyridinon-Derivate 1 und 20a,b zu generieren.

Schema 13:2 Allgemeine Reaktionssequenz zur Darstellung von Referenzsubstanz 1 und Derivate 20a,b.

FsC F3C

CN I

21 2 R=cPr 20a
R=CH; 20b

@ Reagenzien und Bedingungen: i) Hydrazin, EtOH, 80 °C, 21 h (50 %); ii) Oxobutyrat (R), AcOH, 120 °C, 19 h (51-
60 %).

Zusammenfassend wurden auf Grundlage der Ko-Kristallstrukturen von 3a,b im
Komplex mit p38a verschiedene Serien Chinazolin-basierter Liganden entworfen, welche
die LP der MAPK adressieren sollen. Die allgemeine Syntheseroute zur Darstellung von
2-Arylchinazolinen wurde hinsichtlich erhdhter Ausbeuten, kiirzerer Reaktionszeiten
sowie einer Erweiterung des chemischen Raumes an zuganglichen LiPoLis optimiert.
Insgesamt wurde eine fokussierte Bibliothek von 49 entsprechenden 7-/8-Nitro-, Amin-
und (Sulfon-)Amid-Derivaten hergestellt, die unterschiedliche hydrophobe Reste in
4-Position und groBtenteils polare, Loslichkeits-vermittelnde Gruppen am 2-Phenylring
oder in 7- und 8-Position des Grundgertists tragen. Weitere synthetisierte Liganden stellen
die mit Biotin versehenen Molekiile 3u und 7f sowie Referenzsubstanz 1 und dessen

Analoga 20a,b dar.
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Im Folgenden sollte die erstellte Substanzbibliothek im Rahmen von SPR-
Experimenten bzgl. Bindungsaffinitdt gegenuber p38a untersucht und die erhaltenen
Ergebnisse mit Hilfe orthogonaler biophysikalischer Methoden validiert werden.
Zusétzlich sollten mit den neuen Derivaten Kristallisationsstudien durchgefiihrt werden.
Idealerweise konnen aus dieser Charakterisierung Struktur-Wirkungs-Beziehungen
abgeleitet und daraufhin die Planung weiterer Synthesezyklen angeregt werden.
Beispielsweise konnten Substitutionsmuster von Derivaten der ersten Serien miteinander
kombiniert werden und somit eine iterative Optimierung der Liganden hinsichtlich des

Einsatzes als Sondenmolekdile in biologischen Systemen erfolgen.

3.3 Biophysikalische Charakterisierung

In der Beschreibung der Assay-Systeme werden nachstehend die Terminologien
»Ligand® und ,,Analyt“ verwendet. , Ligand“ bezeichnet hierbei, abweichend zu den
restlichen Teilen dieser Arbeit, ein Rezeptormolekil (bspw. p38a), dessen
Wechselwirkung mit ,,Analyten® in Form niedermolekularer Substanzen (bspw. LiPoL.is)
detektiert wird.

3.3.1 Oberflachenplasmonenresonanz-Spektroskopie

3.3.1.1 Theoretischer Hintergrund

Die SPR-Spektroskopie stellt eine leistungsfahige Technologie zur Markierungs-
freien Detektion und Charakterisierung von (bio)molekularen Interaktionen in Echtzeit
dar. Ein Wechselwirkungspartner, i.d.R. der Ligand, ist dabei auf einer Sensoroberflache
immobilisiert, Gber welche dann der sich im Fluss befindliche Analyt gefiihrt wird. Dabei
werden Assoziation und Dissoziation des Bindungsereignisses gemessen und in einem
sogenannten Sensorgramm dargestellt. Eine Quantifizierung der Affinitdt von
Interaktionspartnern erfolgt in Form wvon den charakteristischen Kkinetischen
Geschwindigkeitskonstanten  kon  und kot sowie der thermodynamischen

Dissoziationskonstante Kp.[17¢]
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Bei SPR handelt es sich um einen physikalischen Prozess, der beobachtet wird, wenn
parallel polarisiertes Licht unter Totalreflexions-Bedingungen auf eine dunne
Metallschicht (bspw. Gold) trifft. Einen gebrauchlichen Versuchsaufbau stellt ein Prisma-
gekoppeltes, als Kretschmann-Konfiguration bezeichnetes, System dar (Abb. 13A).1177]
Mit einer bestimmten Feldenergie bzw. im Resonanzwinkel einfallende Photonen kénnen
von gemeinsam schwingende Leitungsbandelektronen der Goldoberflache absorbiert
werden und diese sogenannten Oberflachenplasmonen anregen. Die unter diesen
Bedingungen stattfindende Absorption verringert die Intensitét des reflektierten Lichtes,
die mit Hilfe von bildgebender SPR (SPRi)-Spektroskopie detektiert werden kann und
eine gleichzeitige Verfolgung vieler SPR-Regionen auf einem einzelnen Sensor
ermoglicht.[18] Der Resonanzwinkel des eingestrahlten Lichts hangt hauptsachlich von
den Eigenschaften der untersuchten Grenzflache ab, sodass bspw. die durch Bindung von
Biomolekiilen an einen Sensor verursachten Anderungen im Brechungsindex detektiert

werden kénnen.[179]
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Abb. 13: Schematischer Aufbau eines SPR-Experimentes. A) Kretschmann-Konfiguration und SPR-Ph&nomen. Durch
ein Prisma gelenktes, polarisiertes Licht trifft auf eine mit Gold beschichtete Sensoroberflaiche und wird nach
Totalreflexion auf einen optischen Detektor zurlickgeworfen. Analyt-Losung (orange) wird im Fluss Uber den mit
immobilisierten Liganden (lila) modifizierten Sensor gefiuhrt und die Intensitdt des reflektierten Lichtes in
Abhéngigkeit des Resonanzwinkels verfolgt. Dieses Signal I&sst sich in RU Uberfuhren und als zeitaufgeldstes
Sensorgramm darstellen; der Ubergang von I nach ,,]I* beschreibt hier die Verschiebung des Resonanzwinkels bei
molekularen Wechselwirkungen auf der Sensoroberfliche; B) Charakteristische Phasen eines Sensorgramms.
Assoziation: Bindung von Analyt an Sensoroberflache; FlieB-Gleichgewicht (steady state): Die Menge an bindenden
Analyten entspricht der Menge an sich von der Oberflaiche I6sender Analyten (d.h. keine Netto-Assoziation);
Dissoziation: Ldsen der Interaktionen des Analyten an der Sensoroberflache; Regeneration: Wiederherstellung des
Basislinien-Signals nach bspw. unvollstdndiger oder nur sehr langsamer Dissoziation des Analyten. (Abb. nach
Cooper!180l)
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Die gemessenen, zeitabh&ngigen Signale werden meist in einfacher zu interpretierende
Resonanzeinheiten (RU) umgewandelt und in Form eines Sensorgramms abgebildet,
wobei charakteristische Phasen unterschieden werden kdnnen, aus denen sich dann die
kinetischen Parameter bestimmen lassen (Abb. 13B). Die Geschwindigkeitskonstanten
der Assoziation und Dissoziation, Kon und Kofr, geben Aufschluss tber die Dynamik der
untersuchten Wechselwirkung, wéhrend die Dissoziationskonstante Kp, d.h. das

Verhaltnis Kofi/kon dieser beiden Kenngrolien, das System im Gleichgewicht beschreibt.

3.3.1.2 Assay mit NeutrAvidin-Sensoren

Fur die Charakterisierung der synthetisierten LiPoLis wurde zundchst eine
Immobilisierungsstrategie des Liganden ber NeutrAvidin (NAv) verfolgt. Hierzu wurde
eine entsprechend modifizierte Oberflache hergestellt, indem zunéchst eine Aktivierung
mit EDC/NHS stattfand und danach NAv tber Amidkupplung auf den Sensor gebracht
wurde. Noch nicht modifizierte Aktivester wurden abschlieBend mit Ethanolamin
abreagiert. Dann erfolgte die Injektion von biotinylierten Liganden und ggf. Blockieren

von freien NAv-Bindungsstellen mit Biotin(-Derivaten) (Abb. 14).
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Abb. 14: NAv-Sensoren zur Immobilisierung von biotinyliertem p38a. A) Schematische Darstellung der
Immobilisierungsstrategie: Die Aktivierung der Carboxylgruppen-tragenden Sensoroberflache erfolgte mit EDC/NHS.
Kupplung von NAv fand anschlieBend tber die freien Amine des Proteins statt. SchlieRlich wurden biotinylierte p38a
immobilisiert und nicht-modifizierte Aktivester mit Ethanolamin abreagiert; B) Sensorgramm der NAv-vermittelten
Immobilisierung von p38a.
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Die hierflir benotigte Kinase wurde unter Verwendung von Amin-reaktiven
NHS-Reagenzien biotinyliert, wobei die Markierung des Proteins zufallig erfolgte. In
initialen Experimenten mit den auf diese Weise generierten Sensoren wurde eine niedrige
Aktivitat von p38a beobachtet, d.h. sehr geringe Bindungssignale bei Injektion von
Analyten im Bereich des Rauschens. Vergleichbares wurde ebenfalls nach direkter
Kupplung der Kinase auf die Sensoroberflaiche beobachtet, sodass von dieser
Immobilisierung-Methode abgesehen wurde.

Casper et al. beschrieben, dass die Biotinylierung von Kinasen zu einer
Beeintrachtigung der in SPR-Messungen detektierten Aktivitat fuhren kann, da bspw.
reaktive Seitenketten wie das katalytische Lys53 in p38a bevorzugt mit den eingesetzten
Reagenzien umgesetzt werden.['81] Die Autoren filhrten die Markierung der Kinase in
Abwesenheit und in Gegenwart von SB203580 als potenten ATP-kompetitiven Inhibitor
durch und beobachteten signifikante Auswirkungen auf das erhaltene Resonanzsignal bei
Analyt-Injektion. Sie postulierten daraufhin, dass reversible Liganden des aktiven
Zentrums wahrend der Biotinylierung reaktive Aminosduren vor einer Modifikation
schitzen kénnten. Eine Markierung in Anwesenheit von SB203580 flhrte in den im
Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrten Messungen ebenfalls zu einer Verbesserung der
Kinaseaktivitat nach Immobilisierung, wobei der Effekt im Vergleich nicht so signifikant
war, wie es in der Literatur beschrieben wurde (Daten nicht gezeigt).

Injektion von SB203580 als Referenzsubstanz fiihrte zu charakteristischen,
konzentrationsabhdngigen Resonanzsignalen, wobei die detektierte Intensitat im Fall
dieses ATP-kompetitiven Inhibitors sehr niedrig war (ca. 0.5 RU) (Abb. 15A). Dennoch
konnte eine Dissoziationskonstante fur diesen Analyten bestimmt werden, die gut mit den
in der Literatur beschriebenen Ergebnissen korreliert (Ko =36 nM) (Tab. 4).[182-182]
Dieses System wurde demnach zur Charakterisierung der synthetisierten LiPoL.is genutzt.
Beispielhafte Sensorgramme fiir die Parentalsubstanz 3a, dem analogem Bioisoster 3e
und dem mit einer Loslichkeits-vermittelnder Gruppe versehenem Derivat 30 zeigten
ebenfalls einen typischen, konzentrationsabhéngigen Verlauf der Messkurven
(Abb. 15B-D). Im Allgemeinen wiesen die charakterisierten LiPoLis eine niedrige

Affinitat aufgrund schneller Assoziation und Dissoziation auf (Tab. 4).
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Abb. 15: SPR-Assays mit biotinyliertem p38a auf NAv-Sensoren. Sensorgramme von A) SB203580, B) 3a, ¢) 3e und
D) 30; eingesetzte Analytkonzentrationen reichten von 3-300 nM (SB203580) bzw. 113 nM - 30 uM (LiPoLis);
1:1-Langmuir-Fit (schwarz).

Tab. 4: Bestimmte kinetische Parameter fur die Analyten SB203580, 3a, 3e und 3o im SPR-Assay mit biotinyliertem
p38a als Ligand auf NAv-Sensoren.

Kon (M - 59) Kotr () Ko (M) 2 (RU?)
SB203580 321-10°  11.53-102  35.97 - 109 7.99 - 103
3a 140.00 7.17 - 102 5.12 - 10 0.53
3e 110.30 33.34 - 102 3.02 - 10° 0.25
30 41.22 4.03 - 102 9.77 - 10 7.73

Insgesamt  ist die  beobachtete  Signalintensitit gemessen an dem
Immobilisierungslevel des Liganden sehr gering. Ein niedriges Signal/Rauschen-
Verhéltnis kann darin resultieren, dass nur ungenaue Aussagen bzgl. der
Konzentrationsabhangigkeit der injizierten Analyten sowie der Bestimmung kinetischer
Parameter getroffen werden konnen. Die relativ hohen Werte fiir x? fiir die angelegten
1:1-Langmuir Fit-Modelle zur Auswertung der beschriebenen Daten raten demnach zu
einer kritischen Interpretation der Sensorgramme und den abgeleiteten Geschwindigkeits-
und Dissoziationskonstanten. Ein moglicher Grund konnte in der gewahlten
Immobilisierungs-Methode und einer damit verbundenen Beeintrachtigung der

Enzymintegritat bzw. -funktionalitat liegen.
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Weitere Nachteile dieser Strategie stellen die ungerichtete, statistische Orientierung
des zuféllig biotinylierten Liganden auf der NAv-Oberflache sowie die Quasi-
Irreversibilitat der Biotin-Avidin-Wechselwirkung dar, wodurch eine Regenerierung der
Sensoren nach Denaturierung des Liganden ausgeschlossen wird. Erstrebenswert ware
daher ein wiederverwendbares bzw. regenerierbares System, das daruber hinaus auf die
Verwendung von Kupplungsreagenzien oder die nachtragliche chemische Modifizierung
des Liganden verzichtet. Nachfolgend wurde die Charakterisierung von LiPoLis mittels

zwei unterschiedlicher Strategien, die diese Kriterien erfillen, verfolgt.

3.3.1.3 Assay mit biotinylierten LiPoLis

Eine reverse Strategie des zuvor genutzten Systems stellt die Immobilisierung der
zuvor hergestellten LiPoLis 3u und 7f auf NAv-Sensoren dar, wobei die Liganden auf
dem Sensor unter den experimentellen Bedingungen signifikant stabiler als die meisten
Kinasen bzw. Proteine sein sollten und somit eine nachhaltigere Nutzung der Sensoren
gewahrleisten (Abb. 16A). Da die Einbringung einer Biotin-Markierung potentiell mit
der Bindung der Liganden interferieren konnte, wurden unterschiedliche Positionen am
Chinazolin-Grundgerst entsprechend derivatisiert.

Die NAv-vermittelte Immobilisierung der Derivate von Parentalsubstanz 3a (3u und
7f) erfolgte analog zu Kapitel 3.3.1.2. Aus den vorherigen Experimenten ging hervor,
dass die Affinitat der LiPoLis im mikromolaren Bereich liegt, sodass in diesen
Messungen entsprechend hohe Proteinkonzentrationen (3.125-50 uM) im Bereich des
angenommenen Kp-Wertes fir 3a eingesetzt wurden. Unter diesen Bedingungen zeigte
p38a als Analyt unspezifische Bindung (NSB) an die Referenzoberflachen (ohne LiPoL.i)
und die aktiven Sensor-Oberflachen (Abb. 16B), welche mit steigenden Protein-
konzentrationen besonders betont war. Bei geringer konzentrierten Injektionen war die
NSB weniger signifikant bzw. konnte angesichts des hoheren Resonanzsignals im
Vergleich zum umgekehrten System als vernachlassigbar angesehen werden. Um die
beobachtete Adsorption von Proteinen an die Oberflachen™® wahrend des Assays zu
verhindern, wurden dem zuvor verwendetem PBS-T-Laufpuffer (Phosphat-gepufferte
Salzlésung + 0.01 % Triton™ X-100) Additive in Form von BSA (Rinderalbumin) und
Salzen wie CaCl, und MgCl> beigefugt. Diese Modifizierung fuhrte zu einer
Verbesserung des Signals, wobei die NSB fast vollstdndig unterdriickt und eine

Auswertung der Sensorgramme ermdoglicht werden konnte (Abb. 16C).
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Abb. 16: NAv-Sensoren zur Immobilisierung von biotinylierten LiPoLis. A) Schematische Darstellung der
Immobilisierungsstrategie; B) Roh-Sensorgramme von p38a-Injektionen (25 pM, 50 pM) tber mit 7f (gelb) und 3u
(griin) modifizierten Oberflachen; oben: PBS als Laufpuffer, unten: PBS mit Additiven (5 mg/mL BSA, 250 mM NacCl,
1 mM CaClz - 2 H20, 0.5 mM MgCl: - 6 H20) als Laufpuffer; rot gestrichelte Linien indizieren das basislinien-Niveau
vor Analyt-Injektion; C) links: Sensorgramm von 7f, rechts: Sensorgramm von 3u; eingesetzte Analyt-Konzentrationen
reichten von 3.125-50 uM (p38a); 1:1-Langmuir-Fit (schwarz).

Die Analyt-Injektionen zeigten ein konzentrationsabh&ngiges Resonanzsignal, wobei
der beobachtete Wert fir Rmax im Bereich der geméR (2) berechneten theoretischen
Maximalresonanz lag.[*8% Allerdings wiesen die beiden aktiven Oberflachen
verschiedene Kapazitaten bzgl. der Bindung von p38a auf, was auf eine jeweils

unterschiedliche Immobilisierungsdichte auf dem Sensor zuriickzufiihren sein kénnte.

MWAnaIyt

R ..=R LD Analyt 2
max immob MW_ igand Ligand ( )

R: Resonanzsignal; MW: Molekulargewicht; n: Anzahl der Analyt-Bindestellen des Liganden (Valenz)
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In Ubereinstimmung mit den Experimenten, in denen biotinylierte Kinase verwendet
wurde, zeigte sich mit der hier verfolgten umgekehrten Strategie ebenfalls eine durch
vergleichsweise rapide Assoziation und Dissoziation charakterisierte Interaktion. Im
Gegensatz zu den vorangegangenen Messungen wurde jedoch statt eines steten
Ansteigens des Resonanzsignals (insb. bei hohen Analyt-Konzentrationen) fiir jede
Injektion ein rasches Erreichen eines Plateaus im Sensorgramm beobachtet. Aus den
angelegten 1:1-Langmuir-Fits konnten die kinetischen Parameter kon und Kofr Sowie die
Kp abgeleitet werden, die im Vergleich zwischen 3u und 7f Werte in derselben
Grélenordnung aufwiesen, von den Ergebnissen der Charakterisierung von 3a jedoch
teilweise abweichen (Tab.5). In einer Gegenuberstellung der bestimmten
Geschwindigkeitskonstanten fur 3u bzw. 7f und 3a zeigten sich fur die Assoziation eine
ca. 100-fache (ca. 10 - 103 vs. 140 M1 s?) und fur die Dissoziation eine ca. 7-fache
Erhéhung (ca. 0.1 vs. 0.7 s1) unter Verwendung der biotinylierten LiPoLis und p38« als
injizierten Analyten. Daraus ergab sich folglich ein ca. 10-fach niedrigerer Kp (ca.
3vs. 0.5 mM).

Aufgrund der Form der detektierten Sensorgramme lassen sich jedoch von der
Proteinpraparation herriihrende bulk-Effekte nicht ausschliel3en, die sich in typischen
rechteckigen Bindungskurven (square curves) duflern und ein potentielles
Bindungsereignis maskieren kénnen. Ursachen hierfir kénnten bspw. in der Analyt-
Stammldsung enthaltenes Glycerol oder andere Pufferbestandteile sein, wobei in den
durchgefuhrten Messungen bereits Kalibrierungen gegen Glycerol als Co-Solvens in den
Proben vorgenommen wurden, die keinen erkennbaren Einfluss auf die Ergebnisse hatten.
Auf der anderen Seite flihrt die Verwendung von Analyten mit hohem Molekulargewicht
gemal (2) zu einem erhohten Resonanzsignal, sodass bspw. Oberflachendrifts eine

vernachlassigbare Rolle spielen.

Tab. 5: Bestimmte kinetische Parameter fir p38a als Analyt im SPR-Assay mit biotinylierten LiPoLis 3u und 7f als
Liganden.

kon (M - 5 Kott (s) Kb (M) x* (RU?)
3u 9.46 - 10° 3.90 - 10 41.22 - 10° 19.17
7f 12.89 - 10° 9.58 - 10 74.35 - 10° 43.01
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Die Position der Biotin-Markierung scheint auf die detektierten Sensorgramme keinen
signifikanten Einfluss zu haben, da flr beide Derivate vergleichbare kinetische Parameter
bestimmt werden konnten. Um jedoch mit dieser Immobilisierungs-Strategie die
Charakterisierung einer diversen Substanzbibliothek vorzunehmen, bedarf es eines
wesentlichen synthetischen Aufwands. Die Derivatisierung der Biotin-LiPoLis im
Rahmen von Struktur-Aktivitats-Beziehungs (SAR)-Studien ist Ressourcen-intensiv, da
z.B. die Herstellung von entsprechenden 7-Methylaminochinazolinen tiber sieben Stufen
erfolgt, eine Einflihrung des tags erst mit der letzten Reaktion realisiert werden kann und
kein gemeinsamer Vorlaufer fir eine spate Modifizierung der 4-Position innerhalb der
Reaktionssequenz existiert (vgl. Kapitel 4.3). Ferner muss die Einflihrung des Biotin-
PEGs-Restes an den 2-Phenylring mit der geplanten Derivatisierung in dieser Position
vereinbar sein. SAR-Studien kdnnten weiterhin die Optimierung der PEG-Linkerlangen
und alternative Positionen sowie Verknupfungen der Markierung umfassen.

Aus diesen Grunden wurde parallel zu der NAv-vermittelten Immobilisierung von
Biotin-LiPoLis mit der Entwicklung eines alternativen Assays mit NTA-Sensoren zur
Charakterisierung von Hiss-markierter p38a und der synthetisierten Substanzbibliothek

begonnen.

3.3.1.4 Assay mit trisNTA-Sensoren

Die bspw. in der Affinitdtschromatographie haufig verwendete Strategie der
Immobilisierung von His-tag-markierten Proteinen an Ni?*-Nitrilotriessigsaure (NTA)
stellt ebenfalls eine geeignete Methode zur Herstellung von SPR-Sensoren dar. Da viele
Proteine im Hinblick auf die Reinigung vorteilhafterweise bereits mit einer
entsprechenden Modifikation exprimiert werden, ist dieses System relativ einfach auf
eine Vielzahl von verschiedenen Liganden anwendbar. AuBerdem ist ein His-tag
vergleichsweise Kklein (i.d.R. 6-10 Aminoséduren), wodurch das Risiko verringert wird,
dass die zu beobachtende Wechselwirkung durch Einbringung der Markierung negativ
beeinflusst wird. Dariiber hinaus kann eine milde Regeneration der NTA-Oberflache
durch Komplexierung von zweiwertigen lonen mittels Ethylendiamintetraacetat (EDTA)
und dadurch verbundenem L&sen der koordinativen Bindung des Liganden zum Sensor

erreicht werden.
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Ein typisches Immobilisierungsprotokoll umfasst dabei die Injektion von Ni?* (bspw.
als NiCl,) auf einen Chelator-tragenden Sensor, gefolgt von der Zugabe von Poly-His-
Ligand und ggf. dem Blockieren der freien Oberflichen mit fir die untersuchte
Fragestellung irrelevanten Liganden (Abb. 17A).

Da die Interaktion zwischen Ni2*-NTA und Polyhistidin reversibel ist, kommt es zu
einer steten Dissoziation des immobilisierten Proteins von der Sensoroberflache. In
initialen Versuchen mit kommerziell erhéltlichen NTA-Sensoren fuhrte dieser Effekt zu
einem signifikanten Driftverhalten und verhinderte eine Auswertung der resultierenden
Sensorgramme. Um eine stabilere Immobilisierung von Poly-His-markierten Liganden
zu erzielen, wurden spezielle Chelatoren (trisNTA (23)), die multiple, auf einem rigiden

Grundgerust gekoppelte NTA-Einheiten tragen, synthetisiert (Schema 14).[1¢]

A N N, N,
\':) 'Lh:) 1»{)
[*] H o] H o]
HN. N N

trisNTA - ° ° N2 ©
N MNH N NH N N
Th B H
N —9 0,0 p3sa
EDC/NHS 1) trisNTA 1) NiCl,
- -, OAE’L‘O ) VSNTA | % + o ———— % e'}—. " oH
HOTO OTO 2) EtOH-Amin HNTO HNTO 2) Hisg-p38a HNTO HNTO
\
E NiCl, Hisg-p38a EDTA
k=
9 ~ 2000
52
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[}
o 0 300 600 900 1200 1500 1800 2100 2400 2700 3000
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Abb. 17:  trisNTA-Sensoren zur Immobilisierung von Hiss-p38a. A) Schematische Darstellung der
Immobilisierungsstrategie; rote Punkte indizieren koordinative Bindungen zwischen Ni?* und His-tag; ¢ B)
Sensorgramm der trisNTA-vermittelten Immobilisierung von Hiss-p38a.

¢ Hierbei handelt es sich um eine vereinfachte, schematische Darstellung. In Wirklichkeit komplexieren
jeweils zwei Histidine ein Ni%*-lon.
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Schema 14: Reaktionssequenz zur Darstellung von trisNTA (23).
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Ausgehend von Amin 24 und tert-Butylbromacetat 25 wurde zunéchst der geschiitzte
NTA-Baustein 26 hergestellt. Nach Abspaltung der Benzylschutzgruppe unter reduktiven
Bedingungen wurde 27 erhalten und jeweils drei Aquivalente tber die freigegebene
Saurefunktion an das Grundgerust 28 gekuppelt. Am verbliebenen sekundéren Amin von
29 erfolgte im Rahmen einer weiteren Reaktion mit Peptidkupplungs-Reagenzien die
Einflihrung des tert-Butyl-geschiitzen Linkers 30. Nach abschlieBender saurer
Abspaltung der Schutzgruppen wurde als Zielsubstanz der finale Chelator trisNTA (23)
erhalten.

Die Herstellung der trisNTA-Sensoroberflache erfolgte mittels Aktivierung mit
EDC/NHS, Modifikation tber die freie Amin-Funktion am Linker von 23 und Blockieren
der nicht abreagierten Aktivester mit Ethanolamin (Abb. 17A). Die anschliel3ende
Immobilisierung von Hise-p38a verlief analog zur oben beschriebenen VVorgehensweise
(Abb. 17B). Dabei wurde beobachtet, dass hier die zeitabh&ngige Dissoziation des
Liganden von der Oberfliche im Vergleich zu den kommerziellen ,,mono*“-NTA-
Sensoren signifikant reduziert werden konnte. Nach beendeter Injektionen wurde

innerhalb einer Wartezeit von ca. 30 min eine stabile Basislinie, d.h. einem
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vernachldssigbaren Drift von <2 RU, erreicht. Im Assay mit trisNTA wurden in den
erhaltenen Sensorgrammen insgesamt hohere Intensitaten des Resonanzsignals als in den
vorherigen Methoden detektiert, die sich im Rahmen der theoretischen maximalen
Immobilisierung gemaR (2) befanden.

Ahnlich wie bei den NAv-basierten Experimenten wurden zunachst initiale
Messungen mit SB203580 als ATP-kompetitive Referenzsubstanz durchgefihrt, um die
Integritdt des Liganden zu gewahrleisten. Die entsprechenden Sensorgramme des
Inhibitors lielen die Berechnung reproduzierbarer kinetischer Parameter auf Basis des
angelegten 1:1-Langmuir-Bindungsmodells zu, die mit in der Literatur beschriebenen
Werten Ubereinstimmten (kon = 1400 - 103 M1 s, kott = 2.43 - 103 51, Kp = 1.7 nM)
(Abb. 18A).1182-183] Folglich wurde dieses System fiir die Charakterisierung der zuvor
synthetisierten LiPoLis herangezogen.

In den Assays zeigten einige der Chinazolin-basierten Analyten jeweils ein
konzentrationsabhangiges Signal, was generell auf eine spezifische Bindung an den
immobilisierten Liganden (Hiss-p38a) hindeutet (Abb. 18B-D). Bei anderen Derivaten
war hingegen kein Anstieg der Resonanz detektierbar (Abb. 18F). Somit wurde anhand
der Messungen eine prinzipielle Unterscheidung zwischen Bindern und ,,Nicht-Bindern*

und entsprechend eine Ableitung der tolerierten Derivatisierungen ermoglicht.
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Abb. 18: Sensorgramme der SPR-Assays mit Hiss-p38a auf trisNTA-Sensoren. Sensorgramme von A) SB203580, B)
3a, C) 3¢, D) 30, E) 3I, F) 1; eingesetzte Analytkonzentrationen reichten von 0.1 nM - 2.5 uM (SB203580) bzw.
0.2 - 30 uM (LiPoLis); 1:1-Langmuir-Fits (schwarz).
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Zu denjenigen Analyten, die keine charakteristische Antwort bei Injektion zeigten,
zéhlen einerseits die 7-Nitrochinazoline 6a-r sowie die 7- und 8-substituierten Derivate
7a-e, 3p und 8a-c, von welchen daher angenommen wird, dass sie unter den gewahlten
experimentellen Bedingungen nicht an p38a binden. Das Vorhandensein einer
Nitrofunktion bzw. die Einfihrung von (Sulfon-)Amiden oder Alkylresten in 7- und
8-Position des Grundgerists konnte daher zu einem Verlust der Affinitat gegenuber der
Kinase fuhren. Dariiber hinaus zeigten der als Referenzsubstanz synthetisierte Analyt 1
und die entworfenen Analoga 20a,b ebenfalls keinen Anstieg in der Resonanz
(Abb. 18F). Unter Umstdnden mdssten in dem hier verwendeten SPR-Assay héhere
Konzentrationen eingesetzt werden, um eine Bindung detektieren zu konnen, die
allerdings hinsichtlich niedriger Wasserloslichkeit der entsprechenden Substanzen zu
Prézipitation fiihrten. In der Literatur wurde die Affinitdt von 1 gegeniuber p38a in
Kernspinresonanz (NMR)-Experimenten charakterisiert, wobei zur Bestimmung der Kp
(10 uM) die Daten aufgrund von limitierter Loslichkeit extrapoliert wurden.[®4

Die LiPoLis, die im SPR-Assay an p38a gebunden haben, zeigten weitestgehend einen
vergleichbaren Verlauf des Sensorgramms im Vergleich zu dem von Parentalsubstanz 3a
(Abb. 18B-D). Zundachst erfolgte ein von der Basislinie ausgehender Anstieg des
Resonanzsignals, wobei jeweils eine Konzentrations-Abhangigkeit der Analyt-
Injektionen festgestellt werden konnte, was ein wesentliches Indiz fiir ein ,,tatsdchliches*
Bindungsereignis am immobilisierten Liganden darstellt.

Die entsprechende Ni**-NTA-Oberflache wurde mit einem kurzen Hiss-Peptid
blockiert, um erfolgreich ungewtinschte polare Interaktionen zu unterbinden und NSB an
den Sensor auszuschlieBen, wie aus Kontrolle des Referenzkanals hervorging. Bei hohen
Analyt-Konzentrationen (> 2 uM) wurde allerdings eine anhaltende Assoziation an den
immobilisierten Liganden beobachtet, ohne dass sich ein FlieRgleichgewicht einstellte.
Dies konnte ein mdglicher Hinweis auf Akkumulation der LiPoLis, bspw. durch
unspezifische Anlagerung an die Proteinoberflache, sein. Dieses Verhalten erschwert die
Auswertung der Sensorgramme bzw. die Erhebung belastbarer kinetischer Parameter, da
die zur Bestimmung der kinetischen Parameter angelegten 1:1-Langmuir-Fits (und ggf.
andere Modelle) die experimentellen Daten nicht angemessen beschreiben (Tab. 6,
Sensorgramme siehe Anhang 9.1).
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Tab. 6: Bestimmte Kinetische Parameter fur SB203580, 1 und 3a-p im SPR-Assay mit Hise-p38a auf

trisNTA-Sensoren.

.R
HN
Y.
N
©)\N NH,
R
3a-l

HN/\/© HN
NS NS
/@)\N NH, @)\N

NH,
3p

3m-o
R Kon (M'l : S'l) Koft (S'l) Kb (M) }(2 (RUZ)
SB203580 1.4 - 106 2.43-10° 1.7 -10° 0.78
1 n.b. n.b. n.b.
3a \(\/Q 8460.0 2.80 - 10?2 335-10°¢ 3.25
3b \A 9400.0 4.30 - 10 45.7 - 10 3.94
3¢ \(\© 1869.0 20.30 - 102 109.0 - 10°¢ 0.80
3d ) 176 1.90 - 10° 11-10° 0.63
S
3e O 1911.0 2.30 - 10 12.1-10° 0.62
F
3f \/@ 103.7 56.90 - 102 5.5 10° 0.39
3g \(@F 55.0 1.60 - 102 290.0 - 10° 48.28
3h \(\@ 1468.0 5.60 - 102 38.2 - 10° 0.87
F
F
3 \(@ 61.1 9.60 - 102 16-10° 1.79
F
F
3j \(\@[ nb. nb. nb.
F
N
3k (N»\Q\ 3976.0 5.90 - 10 14.9 - 10 1.60
H F
3l o0 5.7 5.29 - 10 92.5 - 10° 0.02
3m \§>\ 7948.0 1.50 - 102 1.9 - 10 0.25
[¢]
3n WA 209.7 5.00 - 10 238.0 - 106 2.40
o
A
30 \n,N\) 146.5 7.30 - 102 501.0 - 106 13.08
O
3p n.b. n.b. n.b.

n.b.: keine Bindung (no binding)
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Allerdings war der beobachtete Effekt reversibel und das anfangliche
Basislinienniveau wurde nach Wechsel von Analyt auf Puffer-Injektion wieder erreicht.
Wie bereits in den alternativen, vorgestellten Systemen verlief die Assoziation im
Allgemeinen langsam und die Dissoziation erfolgte hingegen sehr schnell (Kot > 0.02-
0.06 s1), wodurch sich entsprechend niedrige Affinitaten der LiPoLis im mikromolaren
Bereich ergeben. Das beschriebe Bindungsverhalten lasst sich beispielsweise anhand der
Sensorgramme von 3a, 3e und 3o nachvollziehen (Abb. 18B-D).

Eine Substitution des Phenethylrestes in 4-Position der Chinazolin-basierten LiPoLis
durch Bioisostere in Form von Thiophenen (3d,e) oder durch Fluorphenyl-Reste (3f-h)
resultierte in reproduzierbaren und mit denen der Parentalsubstanz 3a vergleichbaren
Sensorgrammen (Abb. 18B-D). Der Difluorphenyl-derivatisierte Analyt 3j zeigte jedoch
als einziger 4-modifizierter LiPoLi einen Verlust der Affinitat zum Protein.

Fur die mit Loslichkeit-vermittelnden Gruppen am 2-Phenylring versehenen
Chinazoline 3n,0 wurden zum Teil eine vergleichsweise langsamere Assoziation
(kon =209.7 Mtst 1465 Mt st vs. 8460 M1 st fir 3a) und dementsprechend hohe
Werte fur Kp (238 puM, 501 puM vs. 33.5 uM fir 3a) detektiert. Diese Ergebnisse weisen
dennoch darauf hin, dass die Einfuhrung sterisch anspruchsvoller Gruppen an dieser
Position, wie bspw. Morpholin- und Acetylpiperazin-Ringe, bzgl. der Bindung an p38a
toleriert wird. Im Fall von 3l wurde keine (vollstandige) Dissoziation des Analyten,
sowohl von der Referenz- als auch der aktiven Sensoroberflache, beobachtet. Dies ist
vermutlich auf unspezifische Bindung zurlickzufiihren. Im Sensorgramm duferte sich
dieses Verhalten als Quasi-Irreversibilitat (koff = 5.3 - 10 s vs. 2.8 - 102 s°* fiir 3a), was
zu einer Maskierung des vermeintlichen Bindungssignals flihrte (Abb. 18E).

Zusammenfassend wurde ein SPR-Assay zur Charakterisierung von Bindern
(ATP-kompetitive Inhibitoren und LiPoLis) der MAPK p38a erfolgreich etabliert, indem
mittels Synthese von speziellen trisNTA-Chelatoren und Herstellung entsprechender
Sensoren die Dissoziation Poly-His-markierter Proteine von der Sensoroberflache im
Vergleich zu herkémmlichen NTA-Sensoren minimiert wurde. Zu den Vorteilen dieser
Methode zahlt u.a. die prinzipiell einfache Immobilisierung diverser Liganden, flr die
lediglich ein oftmals bereits im Rahmen der Proteinreinigung verwendeter His-tag
erforderlich ist. Die generierten Sensoren sind aufgrund der reversiblen Wechselwirkung
zwischen Ni?*-NTA und Poly-Histidin nach Komplexierung der Nickelionen mit EDTA

regenerierbar und generell mehrfach wiederverwendbar.
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Die Charakterisierung der LiPoLis mit Hilfe dieses Assays lielR basierend auf der
beobachteten Antwort im Sensorgramm Rickschlisse auf tolerierte Substitutionsmuster
hinsichtlich der Adressierung von p38a zu. Eine Auswertung der Messungen lasst
allerdings auf eine allgemein geringe Affinitat der Analyten im mikromolaren Bereich
schlielen. Diese Ergebnisse sollten nachfolgend in orthogonalen Assays (TSA, MST,
BLI) validiert werden.

3.3.2 Thermal-Shift-Assay

3.3.2.1 Theoretischer Hintergrund

Bei dem Thermal-Shift-Assay handelt es sich um eine Methode zur Detektion und
Messung von Proteinentfaltung Gber die Bestimmung des Schmelzpunktes (Tm).[287]
Dafiir werden spezielle, fluoreszierende Farbstoffe (wie z.B. SYPRO® Orangel!88])
benutzt, die in wassriger Losung zundchst eine geddmpfte Fluoreszenz aufweisen, in
hydrophober Umgebung jedoch hochintensiv ,Jeuchten®, wie z.B. nach Anlagern an die
sich nach auf’en kehrenden, lipophilen Bereiche von denaturierenden Proteinen. Die
Bindung von Analyten an zu untersuchende Liganden (Proteine) induziert die
Stabilisierung bestimmter Konformationen und bewirkt damit einhergehend eine
Schmelzpunkterh6hung, was bei der Charakterisierung von Bindungsereignissen genutzt
werden kann,[189-190]

Die beobachtete Fluoreszenz erreicht in Gegenwart von sich entfaltenden Proteinen
bei einer bestimmten Temperatur ein Maximum und nimmt bei fortwahrender
Denaturierung aufgrund von mit der Protein-Aggregation verbundenen Dissoziation des
Farbstoffs wieder ab (Abb. 19). Der entsprechende Schmelzpunkt l&sst sich aus dem
Wendepunkt der so erhaltenen Schmelzkurve, d.h. dem Bereich zwischen Basislinie und
Fluoreszenz-Maximum,  bestimmen. Aus der Differenz der bestimmten
Schmelztemperaturen vom Apoprotein und dem mit Analyt inkubiertem Protein lasst sich
der Thermal-Shift (ATm) berechnen, der i.d.R. mit der Affinitat des untersuchten Analyten

korreliert (ATm ~ Kp) und ab einem Unterschied von ca. 2 °C als signifikant angesehen
wird.[191-192]



Liganden der lipophilen Bindetasche in p38a |59

Fluoreszenzmaximum

Protein-Aggregation

Ciie und
&DV Dissoziation des Farbstoffs

Farbstoff bindet

Tt Schmelzpunkt

Fluoreszenz (a.u.)

Protein entfaltet

¢

T 1 T L] T L) L}

25 35 45 55 65 75 85 95
Temperatur (°C)

@ Protein 3 SYPRO® Orange

Abb. 19: Schematische Darstellung einer Protein-Schmelzkurve. Detektion der Temperatur-abh&ngigen Denaturierung
durch Fluoreszenz des Farbstoffs SYPRO® Orange (verandert nach wikiwand.com).

3.3.2.2 Ergebnisse und Diskussion

Erste TSA-Experimente wurden mit den ATP-kompetitiven Inhibitoren SB203580,
Skepinone-L und BIRB 796 nach Inkubation mit p38a durchgefihrt. Proben mit DMSO
anstelle von Analyt dienten dabei zur Bestimmung der Tm des Apoproteins in
Abwesenheit von Bindern. Als Negativkontrolle erfolgte eine Messung mit H.O statt
Protein, die eine stabile Basislinie, d.h. keine Veranderung der Temperatur zeigte.

Es wurden signifikante Schmelzpunkterhohungen fiir die eingesetzten Inhibitoren
detektiert, wobei das Ausmal des Thermal-Shift gut mit den beschriebenen Affinitaten
der Analyten korreliert; d.h. je hoher die beobachtete Schmelztemperatur, desto potenter
war i.d.R. der dem Protein zugefiigte Inhibitor (Abb. 18, Tab. 7).[74182] Der TSA stellt
somit eine geeignete Methode flir die Charakterisierung von Bindern der MAPK p38a

dar und wurde folglich fiir Messungen mit LiPoLis verwendet.
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Abb. 20: Schmelzkurven von p38a in Gegenwart von ATP-kompetitiven Inhibitoren und LiPoLis. A) oben:
Schmelzkurven von p38a in Gegenwart von Hz20 (blau), DMSO, SB203580, Skepinone-L und BIRB 796 sowie den
LiPoLis BOG, 1, 3a, 3e, 30; mittig: Ableitungen der Schmelzkurven fiir H20 (blau), DMSO und die ATP-kompetitiven
Inhibitoren SB203580, Skepinone-L und BIRB 796; unten: Ableitungen der Schmelzkurven fir DMSO und die
LiPoLis BOG, 1, 3a, 3e, 30; B) oben: Schmelzkurven von p38a in Gegenwart von den synthetisierten LiPoLis; unten:
Ableitungen der Schmelzkurven firr die synthetisierten LiPoLis.

Samtliche Chinazolin-basierten Nitro- und Amin-Derivate, als auch die als
Referenzsubstanzen eingesetzten BOG und 1, zeigten keine signifikante Anderung der
Schmelztemperatur im Vergleich zur Probe mit DMSO, d.h. lediglich Unterschiede von
< 2 °C. Exemplarisch wurden hierfir die Thermal-Shifts fir BOG, 1, 3a, 3e, 30 berechnet
(Tab. 7).

Tab. 7: Schmelztemperaturen und Thermal-Shifts der ATP-kompetitiven Inhibitoren und einer Auswahl an LiPoLis;
Tm: Schmelztemperatur, ATm: Thermal-Shift; die Konzentration der Analyten betrug jeweils 10 uM.

Tm (°C) ATm (°C)

DMSO 49.3 -
SB203580 61.2 11.9
Skepinone-L 67.6 18.3
BIRB 796 65.2 15.9
BOG 49.1 -0.2
1 49.1 -0.2

3a 50.3 1
3e 47.9 -1.4

30 49.4 0.1
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Die detektierten Schmelzkurven sowie insh. deren Ableitungen sind untereinander
anndhernd deckungsgleich. Ferner sind auch bzgl. des Verlaufs der Schmelzkurven keine
Unterschiede zur Messung in Gegenwart von DMSO zu beobachten und liefern somit
keine Hinweise auf eine (teilweise) Stabilisierung der Kinasekonformation durch die
LiPoLis. Die Ergebnisse unterstitzen demnach die auf Basis der SPR-Experimente
getroffenen Schlussfolgerungen, deren zufolge die Affinitat der Analyten zu gering ist,
um im TSA eine Bindung an p38a zu detektieren.

Ein Vorteil dieser Methode im Vergleich zur SPR liegt in der Aufnahme und
Auswertung der Schmelzkurven in Thermocyclern, wodurch die parallele Messung
verschiedener Proben in Mikrotiter-Platten ermdglicht wird. Ferner lassen sich aufgrund
der graduellen Temperatur-Erhéhung mehrstufige (Entfaltungs-)Prozesse oder thermale
Ubergénge einer breiten Vielzahl von Proteinen in An- bzw. Abwesenheit von Analyten
auflosen. Allerdings ist die Denaturierung der Liganden i.d.R. nicht reversibel, sodass
mittels TSA keine Bestimmung von Kinetiken mdoglich ist. AulRerdem wird mit dem
fluoreszierenden Farbstoff eine weitere Komponente in das Testsystem eingebracht, die
einen moglichen Einfluss auf die zu untersuchende molekulare Wechselwirkung haben
kann. Diesbezuglich stellen andere Methoden Alternativen dar, bei denen der Ligand
selbst mit Fluorophoren markiert wird oder Fluoreszenz von Proteinen genutzt werden

kann, wie bspw. Microscale-Thermophorese.

3.3.3 Microscale-Thermophorese

3.3.3.1 Theoretischer Hintergrund

Unter Thermophorese versteht man die gerichtete Bewegung von Molekilen in einem
Temperaturgradienten in Abhangigkeit ihrer GroRe, Ladung und Hydratationshille.[*3]
Eine Wechselwirkung von Analyten mit Liganden bewirkt eine Anderung dieser
Parameter, wodurch ein unterschiedliches Verhalten von freiem Ligand und gebundenem
Komplex im Temperaturgradienten beobachtet werden kann.[194-199]

Experimentell wird eine entsprechende Probe in einer Glas-Kapillare punktuell mit
einem Infrarot (IR)-Laser erhitzt und dadurch ein lokales Thermophorese-Ereignis
hervorgerufen. Dies fuhrt einerseits zur Diffusion der Molekile in Losung aus dem
Bereich erh6hter Temperatur und dartiber hinaus zur Anregung von Fluorophoren in der

Probe durch den Laser, deren emittierte Fluoreszenz detektiert werden kann (Abb. 21).
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Hierzu kann entweder die Markierung von Liganden/Analyten mit Fluorophoren erfolgen
oder die Eigenfluoreszenz von Molekilen genutzt werden (Markierungs-frei). Nach
Erreichen eines FlieRgleichgewichtes bei anhaltender Erhitzung findet im Zuge der
Abkiihlung durch Abschalten des Lasers eine Riickdiffusion aufgrund Brown’scher
Molekularbewegung statt. Um die Diffusion der Probenmolekile im
Temperaturgradienten zu verfolgen und zu quantifizieren, muss entweder eine vorherige
Fluorophor-Markierung einer der Wechselwirkungspartner stattfinden oder der Ligand
bzw. der Analyt Eigenfluoreszenz%! aufweisen. MST-Messungen in Anwesenheit
verschiedener Konzentrationen an Analyt ermoglichen die Bestimmung von

Dissoziationskonstanten anhand der Unterschiede im thermophoretischen Verhalten.
3.3.3.2 Ergebnisse und Diskussion

Die Charakterisierung einer kleinen Auswahl an LiPoLis (1, 3a,n) erfolgte im Rahmen
einer Geréte-Demonstration der Firma NanoTemper mit dem Ziel, MST als eine
geeignete orthogonale Methode zur SPR zu evaluieren. Auf eine Messung mit
ATP-kompetitiven Inhibitoren wurde aus organisatorischen Griinden verzichtet. Der
Ligand p38a wurde zunéchst unter Verwendung von Cystein-reaktiven Reagenzien mit

einem Fluorophor des Herstellers markiert.
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Abb. 21: Schematische Darstellung einer Thermophore-Messung. Die Fluoreszenz eines in der Probe befindlichen
Fluorophors wird zeitabh&ngig nach Anregung durch einen IR-Laser verfolgt. Durch die lokale Erwdrmung kommt es
zu einer gerichteten Bewegung der in Losung befindlichen Molekile sowie nach Abkihlen zu deren Rickdiffusion
(verandert nach Jerabek-Willemsen et al.[1%3]),
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Die Referenzverbindung 1 zeigte unter den gewéhlten experimentellen Bedingungen
keine konzentrationsabhingige Anderung der detektierten Fluoreszenz, weshalb in
diesem Fall keine Affinitdt bestimmt werden konnte. Bei der hochsten Analyt-
Konzentration (37.5 uM) wurde zudem eine Zunahme des Fluoreszenz-Signals nach
bereits 5 s beobachtet, was als Anlagerung des Liganden an die Kapillarwand interpretiert
werden kann.

In Gegenwart vom 2-Phenylchinazolin 3a wurde hingegen eine klare Abhéngigkeit
zwischen Analyt-Konzentration und resultierender Fluoreszenz detektiert. Aus den
erhaltenen Daten lieB sich ein Kp von 2.38 uM bestimmen. Ahnlich zu den Messungen
mit 1, obgleich weniger signifikant, wurde bei hohen Analyt-Konzentrationen (37.5 pM,
75 UM) ein Anstieg der Fluoreszenz noch vor Abschalten des IR-Lasers beobachtet.

Versuche in Anwesenheit von dem mit einer Loslichkeits-vermittelnden Gruppe
versehenen LiPoLi 3n zeigten ebenfalls eine Zunahme der Fluoreszenz mit steigender
Konzentration, wobei hier in der gesamten Serie keine UnregelmaRigkeiten auftraten.
Eine genaue Ableitung eines Kp-Werts war jedoch nicht moéglich, da der abgedeckte

Konzentrationsbereich lediglich eine Abschéatzung der Affinitat auf > 10 uM zuliel:.
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Abb. 22: MST-Messungen mit Fluorophor-markiertem p38a und den LiPoLis 1 (blau), 3n (griin) und 3a (rot) als
Analyten. A) Zeitabhéngige Detektion der Fluoreszenz; oben: Thermophorese aller drei Analyten; unten:
Thermophorese von 3n; Beginn des Temperatursprungs (0 s, blauer Balken), gewdhlter Zeitpunkt zur Auswertung der
Fluoreszenzanderung (5 s, roter Balken); B) Konzentrationsabhangige Anderung der normierten Fluoreszenz; oben:
Auftragung fiir 1 (146 nM - 37.5 uM) und 3a,n (2.34-150 uM); unten: Auftragung fir 3a.



64| Liganden der lipophilen Bindetasche in p38a

Aufgrund der beobachteten Fluoreszenz-Signale fiir Proben nach Inkubation mit 1 und
3nwurde eine Anlagerung des markierten Proteins an die Wénde der Kapillaren vermutet.
Die Ursache hierfiir konnte auf eine limitierte Loslichkeit der Analyten zurlickzufuihren
sein, die sich an die Oberflaiche des Liganden lagern und auf diese Weise eine
Aggregation verursachen. Ahnliche Schlussfolgerungen lieR ebenfalls eine Analyse der
aus den SPR-Experimenten erhaltenen Sensorgramme zu. In den MST-Versuchen
wurden bereits Kapillaren mit einer Beschichtung genutzt, die speziell fur lipophile
Analyten entworfen wurden, um bspw. Protein-Anlagerungen zu verhindern. Ein
Vergleich der Messungen mit 3a,n weist allerdings darauf hin, dass die Einflihrung von
solvatisierenden Gruppen zu keiner Unterbindung der beobachteten Effekte fuhrt. Der fir
diese Analyten bestimmte Kp liegt ferner im mikromolaren Bereich und steht somit im
Einklang mit den Ergebnissen der vorherigen Assay-Methoden. Zusammenfassend
konnte diese Methode demnach flr bestimmte LiPoLis geeignet sein, um diese
hinsichtlich der Affinitdt zu p38a zu charakterisieren. Weiterfiihrende Studien im
Rahmen dieser Arbeit waren nicht realisierbar, da das Gerét nicht durchgangig zur
Verfligung stand.

Ein potentieller Vorteil von MST kann bei vorhandener intrinsischer Fluoreszenz einer
der Interaktions-relevanten Probenkomponenten die labelfreie Durchfihrung der
Messung sein. Hierfir ist allerdings ein speziell darauf ausgelegtes Modell des
Instruments notwendig. Davon abgesehen stellt die Reaktion mit Markierungsreagenzien
eher einen Nachteil dar, da eine Beeintrdchtigung der zu untersuchenden
Wechselwirkung nicht ausgeschlossen werden kann. In einem MST-Experiment befinden
sich zwar sowohl Analyt als auch Ligand in Ldsung, wodurch immobilisierungsfrei
gearbeitet werden kann, allerdings ist keine Echtzeitmessung der Interaktion, wie bspw.
mittels SPR oder BLI, méglich.



Liganden der lipophilen Bindetasche in p38a |65

3.3.4 Bio-Layer-Interferometrie

3.3.4.1 Theoretischer Hintergrund

Als Interferometrie wird im Allgemeinen der Vergleich von Phasenunterschieden
zwischen mehreren optischen Strahlen (Wellen) zur Charakterisierung verschiedener
physikalischer Parameter bezeichnet. Diese Methode kann zur Untersuchung
(bio)molekularer Interaktionen genutzt werden, indem Anderungen im Interferenzmuster
von weiRem Licht gemessen werden, das von einer Oberflache reflektiert wird.['%71 Hierzu
kann bspw. die Spitze einer optischen Faser genutzt werden, an der die entsprechende
Wechselwirkung stattfindet.

Das Licht passiert dabei ungehindert den Groliteil der Faser und nur ein Teil wird an
den vorhandenen Grenzflachen zuriickgeworfen. Einerseits handelt es sich um eine
interne Referenz-Oberflache des Sensors, und weiterhin um die Grenzflache zwischen
Liganden-tragender Schicht und Lésung(smittel), die den Sensor umgibt (Abb. 23A). Das
Interferenzmuster des reflektierten Lichts wird dann von einem Photodetektor registriert.
In Abwesenheit von Analyten ist hierbei eine Basislinien-Messung zu erwarten,
wohingegen bei Bindung von Substanzen an die zweite Grenzflache aufgrund der
einhergehenden Schichtdickenzunahme die optische Dichte des Bio-Layers zunimmt und
sich die Interferenz &ndert, die Reflexe an der internen Referenz jedoch konstant bleiben.
Aus der Intensitatsmessung in Abhéngigkeit zur detektierten Wellenlange ergibt sich das
resultierende Interferenzmuster (Abb. 23B). Eine Betrachtung der Wellenlangen- bzw.
Schichtdickendnderung tber die Zeit fihrt zu einer direkten und leichter interpretierbaren
Darstellung des an dem Sensor stattfindenden Bindungsereignisses hinsichtlich
Assoziations- und Dissoziationsphasen (Abb. 23C). Bei konzentrationsabhangiger
Messung der Analyten kann hieraus eine Berechnung der Affinitdt in Form von

Kp-Werten (iber entsprechende mathematische Fit-Modelle erfolgen.
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Abb. 23: Messprinzip eines BLI-Experiments. A) Interferenz in optischer Faser durch Reflexion an internen (1) sowie
Bio-Layer-/Losungsmittel-Grenzflachen in Abwesenheit (2, Basislinie) und Gegenwart (3) eines Analyten; B) Die
Bindung von Analyten an Bio-Layer fiinrt zu einer Anderung der Wellenlinge der detektierten Interferenz; C) Die
Messung der zeitabhéngigen Interferenzanderung spiegelt Bindung des Analyten zu immobilisierten Liganden auf der
Sensoroberflache wider, welche als Schichtdickenzunahme ausgedriickt werden kann (verandert nach fortebio.com).

3.3.4.2 Ergebnisse und Diskussion

Die BLI-Messungen wurden ebenfalls im Rahmen einer Geréte-Demonstration
durchgefiihrt. Hierbei wurde die Interaktion von sechs verschiedenen Analyten,
SB203580 als ATP-kompetitive Substanz und fiinf LiPoLis, mit biotinyliertem p38«
charakterisiert, welches analog zu den SPR-Experimenten hergestellt wurde. Zur
Immobilisierung wurden spezielle Streptavidin (SAv)-Sensoren der Firma Pall ForteBio
verwendet, die insb. zur Detektion von Wechselwirkungen mit niedermolekularen
Substanzen entwickelt wurden.

Zunachst wurde der BLI-Assay mit SB203580 durchgefiihrt und ein Kp von 2.9 nM
bestimmt, der mit Literaturwerten und den Ergebnissen der vorherigen Experimente gut
tbereinstimmt (Abb. 24A, Tab. 8).1182-183] Das Signal der ersten Messung mit 15.7 nM
Analyt liegt (ber den detektierten Schichtdickenanderungen der (brigen
Konzentrationen. Dies kann als geringfiigige, irreversible Adsorption an den Sensor und
daraus folgende Blockierung von Bindungsstellen gedeutet werden. Dieser Effekt wurde
in den nachfolgenden Messungen nicht beobachtet und stattdessen ein stabiles
FlieRgleichgewicht in Form eines Plateaus im Interferogramm erreicht.

Die Referenzsubstanz 1 zeigte im Einklang mit den vorhergegangenen Versuchen
keine Bindung an das immobilisierte Protein (Abb. 24B). Im Gegensatz dazu konnten flr
die Chinazolin-basierten LiPoLis 3a, 3e, 3l und 3n aus den jeweils
konzentrationsabhangigen  Signalen  Dissoziationskonstanten im  hauptsachlich
mikromolekularen Bereich bestimmt werden (Abb. 24C-F, Tab. 8). Auch diese
Ergebnisse sind mit denen der zuvor erfolgten Messungen konform, wobei keine

signifikanten Unterschiede zwischen Parentalsubstanz 3a und dem Bioisoster 3e sowie
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Derivat 3l beobachtet wurden (Kp=13-32 uM). Lediglich mit Einfuhrung einer
Loslichkeits-vermittelnden Morpholin-Gruppe am 2-Phenylring des Grundgersts wurde
eine Abnahme der Affinitdt zu p38a festgestellt (Kp =21 mM; Tab. 8). Dieser Effekt

korreliert ebenfalls mit Beobachtungen aus den SPR- und MST-Messungen.
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Abb. 24: Interferogramme der BLI-Assays mit biotinyliertem p38a auf SAv-Sensoren. Interferogramme von A)

SB203580, B) 1, C) 3a, D) 3¢, E) 3I, F) 3n; eingesetzte Analytkonzentrationen reichten von 16 nM - 1 uM (SB203580)
bzw. 1.25-10 pM (LiPoLis); angelegtes Fit-Modell (rot).

Tab. 8: Bestimmte Dissoziationskonstanten und Parameter zur Fit-Qualitat aus der Charakterisierung von SB203580,
1 und 3a,e,l,n im BLI-Assay mit biotinyliertem p38a auf SAv-Sensoren.

Ko (M) 72 (nm?) R?

SB203580 2.9-10° 88 -10°% 0.90
1 n.b.

3a 13.0 - 10°® 19 - 103 0.90

3e 23.0 - 10°® 82-10°% 0.87

3l 32.0- 10 089 - 10 0.95

3n 1.7-10% 21-10°% 0.92

n.b.: keine Bindung (no binding)
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Zusammenfassend konnte BLI als eine geeignete Ergdnzung zu SPR als Assay-System
fur die Charakterisierung von LiPoLis und Bindern von p38a im Allgemeinen
herangezogen werden. Insbesondere unter Berticksichtigung der Fit-Qualitat, gemessen
an y? und dem Korrelationskoeffizienten R?, konnten mit diesem System aussagekraftige
Daten generiert werden (Tab. 8). Generell zeigte sich jedoch eine niedrige Intensitat der
Interferenz und daher verrauschte Signale, was eine h&ufige Herausforderung bei der
Detektion von Wechselwirkungen zwischen niedermolekularen Substanzen und
Proteinen darstellt. Allerdings war ebenso eine deutliche Konzentrationsabhangigkeit
erkennbar. Damit wurde ein d&hnliches Verhalten wie in den vorherigen
SPR-Experimenten beobachtet, was sich auf die groRBen Unterschiede in den
Molekulargewichten zwischen Analyten und Liganden gemafR der Beziehung (2)
zuriickfihren lasst, die in vergleichbarer Weise auch fur BLI gilt. Aufgrund der zeitlichen
Begrenzung der Geréte-Vorfiihrung war keine eingehendere Charakterisierung der
LiPoLis im Rahmen dieser Arbeit moglich.

Die Informationen, die Uber eine bestimmte molekulare Interaktion hinsichtlich
Geschwindigkeitskonstanten, Bindungsaffinitat, thermodynamischen Parametern, etc.
mittels der vielféaltigen verfugbaren biochemischen und biophysikalischen Assay-
Technologien erhalten werden konnen, geben jedoch keine Auskunft Uber die
beobachtete Wechselwirkung zwischen Ligand und Analyt auf molekular Ebene. Daruiber
hinaus kann mit den hier verwendeten Methoden keine Aussage uber die tatsachliche
Adressierung der LP durch die LiPoLis getroffen werden, da lediglich die ,,globale*
Bindung an p38a anstatt einer lokalisationsspezifischen Interaktion detektiert wird. Fir
eine Struktur-basierte Entwicklung und Optimierung von niedermolekularen Substanzen
fiir den Einsatz als Wirkstoffe oder potente Inhibitoren bzw. als Sondenmolekile ist die
Kenntnis Uber den genauen Bindungsmodus der untersuchten Strukturen besonders
wertvoll. Kristallographische Methoden ermdéglichen bspw. die atomare Auflésung von
Protein-Komplexen und somit einen detaillierten Einblick in die zu Grunde liegenden
Wechselwirkungen sowie Liganden-induzierte konformative Anderungen und stellen
somit ein mal3gebliches Verfahren zur Validierung molekularer Interaktionen dar.

Mit den synthetisierten LiPoLis und p38a wurden daher Ko-Kristallisations-
Experimente durchgefihrt, um die Arbeitshypothese zu bestatigen, dass die entworfenen

Derivate der Chinazolin-basierten Liganden weiterhin die LP adressieren.
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3.4 Strukturbiologische Charakterisierung

Es wurden mit s&mtlichen synthetisierten LiPoLis Kiristallisations-Ansétze
durchgefuhrt, einschlielich der vermeintlichen ,,Nicht-Binder”, um potentiell einen
maoglichst diversen Satz an Komplex-Strukturen erhalten zu kénnen, bzw. die Ergebnisse
der biophysikalischen Charakterisierung umfassend zu validieren. Im Rahmen dieser
Experimente wurden verschiedene Bedingungen und Strategien verfolgt, die zur
erfolgreichen Ko-Kristallisation strukturell unterschiedlicher Liganden im Komplex mit
p38a flhrten.

Zum einen erfolgten entsprechende Versuche in Gegenwart vom Detergens BOG, das
haufig als Additiv in Kristallisations-Ansatzen verwendet wird.['%! Diese
Vorgehensweise stellte vor allem flir Experimente mit ATP-kompetitiven Inhibitoren ein
erfolgreiches System dar (siehe Kapitel 5) und fuhrte i.d.R., unabhdngig vom
eingesetzten Liganden, zur Bildung nadelformiger Kristalle (Abb. 25A,B). Diese
Bedingungen fihrten bspw. zur erfolgreichen Aufklarung der Strukturen von 3d,e im
Komplex mit p38a. Im Zusammenhang mit der Kristallisation der Chinazolin-basierten
LiPoLis stellte sich die Anwesenheit von BOG allerdings in vielen Fallen als nicht
optimal heraus, da es ebenfalls die LP adressieren kann und daher entweder mit anderen
Liganden in Kompetition treten oder deren Bindung negativ beeinflussen kénnte. Oftmals
wurde nach Auswertung entsprechender Datensatze die Tasche leer oder im BOG-
gebundenen Zustand vorgefunden, obwohl das Protein im Rahmen der Experimente
zunéchst mit LiPoLis inkubiert wurde. Aus diesem Grund wurden alternative Ansétze
ohne BOG verfolgt.

Eine direkte Ko-Kristallisation von p38a mit LiPoLis in Abwesenheit des Detergens
in der Reservoir-Lésung flhrte in einigen Fallen zur Entstehung von kubischen Kristallen
(Abb. 25B,D). Die unter diesen Bedingungen beobachtete neue Morphologie in
Gegenwart von 3i, 30 3t und 3u hatte keine veréanderten Abmessungen der Einheitszelle
im Vergleich zu den ansonsten erhaltenen Nadeln zur Folge. Alle Kristalle, die auf diese
Weise erhalten wurden, wiesen nach Aufnahme und Prozessierung der entsprechenden
Datensétze die jeweiligen Liganden in der LP auf. Die Kristall-Morphologie konnte
demnach hinsichtlich der positiven Besetzung der Tasche als Indikator flr eine positive
Ko-Kristallisation genutzt werden.
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A B
Raumgruppe: Raumgruppe:
P2,2,2, P2,2,2,
Einheitszelle: Einheitszelle:
Linge (A) Winkel (°) Linge (A) Winkel (°)
a=65.39 a=90.00 a=66.75 a=90.00
b =74.90 B=90.00 b =74.00 B =90.00
c=78.32 y =90.00 c=79.23 y = 90.00
C
Raumgruppe: Raumgruppe:
P2,2,2, P2,2,2,
Einheitszelle: Einheitszelle:
Lange (A) Winkel (°) Linge (A) Winkel (°)
a=66.24 a=90.00 a=66.12 a=90.00
b=74.98 B =190.00 b=75.18 B =190.00
|c=78.86 y = 90.00 c=7835 y =90.00

Abb. 25: Exemplarische Kristallbilder und Zellparameter unter verschiedenen experimentellen Bedingungen. Kristalle
von p38a in Gegenwart von A) BOG und Chinazolin-basierten LiPoLis, B) BIRB 796 und 3l sowie LiPoLis C) 3n und
D) 3u.

Weiterhin erfolgten Experimente, in denen das Protein mit ATP-kompetitiven
Inhibitoren (in Gegenwart von LiPoLis) inkubiert wurden, die zur Stabilisierung einer
bestimmten Kinasekonformation und damit ggf. zu einer begiinstigten Keimbildung
fuhren sollten. Unter Verwendung von BIRB 796, der als sehr potenter und hochaffiner
Typ lI-Binder von p38a bekannt istl3], konnte auf diese Weise aus den resultierenden
Nadeln erfolgreich die Komplex-Struktur von 3l geltst werden.

Als zusétzliche Alternative wurden soaking-Versuche mit unter den obigen
Bedingungen erhalten Proteinkristallen durchgefiihrt. Hierfir wurden die Kristalle
zundachst in Reservoir-Lésung gewaschen, um eine Dissoziation von ggf. gebundenen
Liganden zu bewirken, und daraufhin in einem Tropfen mit Reservoir-Ldsung, einer
geringen Konzentration an Protein sowie dem jeweils zu ko-kristallisierenden Molekdl
uberfihrt. Wahrend der anschlieBenden Inkubation konnen Liganden in den Kristall
diffundieren und in die Bindetasche des Proteins binden. Fir die LiPoLis war dieser
Ansatz jedoch nicht erfolgreich, fiihrte allerdings zur erfolgreichen Ko-Kristallisation
eines Kinaseinhibitors im Komplex mit p38a (siehe Kapitel 5).

Generell wurde in den Experimenten mit den synthetisierten Liganden, unabhangig
von der gewahlten Methode, Kristallwachstum entweder spontan, d.h. direkt nach
Ansetzen der Tropfen, oder innerhalb von 21 Tagen beobachtet. Zu den LiPoL.is, die nicht
kristallisiert werden konnten und zu sichtbarer Protein-Prézipitation fihrten, z&hlen im
Allgemeinen alle Liganden, die kein primédres Amin in 7-Position tragen (d.h. sdmtliche
Nitro-Derivate 6a-r, 7- und 8-(Sulfon-)Amide 7a-f sowie 7-Alkylamine 8a-c).
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Vermutlich beeintrachtigt die Einflihrung sterisch anspruchsvoller Gruppen die Bindung
der LiPoLis zum Protein bzw. bewirkt einen Rickgang der Affinitdt aufgrund des
Verlusts wichtiger Wechselwirkungen wie z.B. die direkte WBB zwischen dem 7-Amin
des Chinazolin-Grundgerists der LiPoLis und Asp294. Darlber hinaus wurden keine
Kristalle fur 1 und die Analoga 20a,b erhalten. Die bisherigen Ergebnisse korrelieren
insofern mit der biophysikalischen Charakterisierung, als dass die oben genannten
Derivatisierungsmuster sowie die als Referenzverbindungen synthetisierten Substanzen
keine Bindung in den jeweiligen Assays zeigten.

Zu den erfolgreich ko-kristallisierten Liganden z&hlten LiPoLis mit verschiedenen
hydrophoben Substituenten in 4-Position des Chinazolin-Grundgerusts. Insgesamt
konnten vier entsprechende Strukturen geldst werden, unter denen sich das Fluorphenyl-
Derivat 3h, die beiden Bioisostere 3d,e sowie LiPoLi 3l befanden, die sich hinsichtlich
der Bindung der Liganden nicht wesentlich von den Kristallstrukturen von p38a im
Komplex mit 3a,b unterschieden (Abb. 26A-D). Die charakteristischen Interaktionen
zwischen LiPoLis und Kinase innerhalb der LP entsprachen dem fir die
Parentalsubstanzen  beobachteten Bindungsmodus. Hierzu zdhlen insb. die
n-r-Stapelwechselwirkung zwischen dem Chinazolin-Kern und der Seitenkette von
Trp197, die direkte WBB zwischen dem priméren Amin in 7-Position und Asp294 sowie
ein Wasser-vermitteltes Netzwerk an WBBs mit den Aminoséauren in der Umgebung der
Tasche. Letztere werden bspw. tber Ser251 und Lys249 und teilweise tber Glu336 des
Symmetrie-Nachbarn im Kristall ausgebildet. Der in 4-Position eingefihrte hydrophobe
Substituent ragte in allen Fallen jeweils tief in das Innere der LP, &hnlich wie der
Phenethyl-Rest in 3a. Somit konnte gezeigt werden, dass die Tasche mit einer Vielfalt an
Substituenten unterschiedlicher Form und GréRe, und sowohl mit aromatischen als auch
teilweise aliphatischen Resten (in 31) an dieser Stelle, adressiert werden kann.

Die allgemeinen Beobachtungen treffen auch auf das sterisch anspruchsvollste der
kristallisierten Derivate (31) zu, wobei keine signifikanten, konformativen Anderungen
innerhalb der LP oder der Kinasedoméne festgestellt wurden. Allerdings war die
Elektronendichte im Bereich des Cyclopropyl-Rings nicht eindeutig definiert, was auf
eine gewisse Flexibilitat dieses Restes und dementsprechend vorhandenen Freiraum in
der Tasche hinweist. In Gegenwart von Difluorphenyl-Derivat 3i konnte zwar die Bildung
von Kristallen erzielt werden, welche jedoch sehr klein waren und keine Diffraktion im

Rontgenbeugungsexperiment aufwiesen.d

4 Dje Ko-Kristallisation von 3d war Bestandteil der Masterarbeit von Bianca Wiedemann.
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Abb. 26: Ko-Kristallstrukturen von LiPoLis im Komplex mit p38a. Darstellungen von A) 3h (2.4 A; PDB: 5N63), B)
3d (2.4 A; PDB: 5N64), C) 3e (2.0 A; PDB: 5N65), D) 31 (2.4 A; PDB: 5N66), E) 30 (1.9 A; PDB: 5N67) und f) 3n
(1.85 A; PDB:5N68) in der LP der MAPK; 2mF,-DFc-Elektronendichte (rot) wurde bei 1.0c konturiert;
Wassermolekiile (rote Spharen), WBBs (gelbe Punkte).

Von den LiPoLis, die am 2-Phenylring des Chinazolin-Kerns mit Ldslichkeits-
vermittelnden Gruppen versehen wurden, konnten 3n und 3o, die einen Morpholin- bzw.
Acetylpiperazin-Rest an entsprechender Stelle trugen, erfolgreich ko-kristallisiert werden
(Abb. 26E,F). In Gegenwart dieser Liganden konnten die vergleichsweise groRten
kubischen Kristalle und die Strukturen mit der hochsten Auflésung (1.9 A, 1.85 A)
innerhalb der Serie generiert werden. Beide Komplexe entsprechen weiterhin dem
Bindungsmodus, der bereits fur die Parentalsubstanz und die 4-Aminoderivate

beschrieben wurde. Die solvatisierenden Gruppen sind jeweils in Richtung des
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umgebenden Solvens orientiert, wobei jedoch keine Kontakte zu Wasser-Molekiilen
beobachtet wurden. Damit konnte die im Rahmen des urspriinglichen Designs der
LiPoLis getroffene Annahme bzgl. der Eignung des 2-Phenylrings zur Einfiihrung von
Substituenten in para-Position bestatigt werden. Die entsprechenden Reste kénnen dabei
die Dimension von flexiblen Ringsystemen annehmen, ohne bei Bindung in die LP
unmittelbare, strukturelle Anpassungen innerhalb der Tasche hervorzurufen.

Im  Vergleich der  ko-kristallisierten  Strukturen  untereinander  waren
bemerkenswerterweise Anderungen in der Konformation zu erkennen (Abb. 27A). In
Abhangigkeit von den gebundenen Liganden wurde ein unterschiedlicher Abstand
zwischen den die LP umgebenden Sekundarstrukturelementen, den a-Helices 1L14 und
2L.14 sowie der aEF/aF-Schleife, festgestellt. Dies &uRerte sich in einer teilweisen
Offnung der Tasche, die im Komplex mit 3e am deutlichsten zu erkennen war (Abb. 27B).
Diese Beobachtung stellt die ausgeprégte Flexibilitat der LP heraus und unterstiitzt die
Hypothese, dass komplexe, biologisch relevante Liganden, wie bspw. Substrate oder
Interaktionspartner, diese Region adressieren kénnten.

Zu den weiteren, erfolgreich im Komplex mit p38a geldsten Strukturen zéhlt
Acetamid-Derivat 3t, auf dessen Basis der biotinylierte Ligand 3u entworfen wurde und
schliellich kristallisiert werden konnte (Abb. 28A,B). Allerdings erfolgte keine
Kristallisation in Gegenwart von dem in 7-Position mit einem Biotin-PEG4-Rest
versehenen Chinazolin 7f. Nach dem Ansetzen der Protein-Tropfen mit 3t,u und ohne
BOG wurde das Wachstum kleinerer Kristalle Gber einen breiten pH-Bereich (6.2 - 6.6)
hinweg und bei verschiedenen Konzentrationen an Fallungsmittel (19 - 23 % PEG4000)
beobachtet. Insgesamt betrachtet gelang unter Verwendung dieser LiPoLis die
verlasslichste Generierung von reproduzierbaren, Liganden-gebundenen p38a-Kristallen.
Im Gegensatz dazu lief in Anwesenheit von anderen Liganden die Kristallisation

unregelmaRiger und nur unter stringenteren, enger gefassten Bedingungen ab.
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Abb. 27: Konformationsanderungen in der LP bei Adressierung durch LiPoLis. A) Uberlagerung der Kristallstrukturen
von 3e (cyan) und 3h (gelb) im Komplex mit p38a; relative Verschiebungen der a-Helix 1L14 und 2L14 sowie der
aEFlaF-Schleife (rot gestrichelte Linien); B) Offnung der LP (rote Pfeile) in Gegenwart von 3e (cyan) im Vergleich
zur Struktur im Komplex mit 3h (gelb).

Abb. 28: Ko-Kristallstrukturen von LiPoLis im Komplex mit p38a. Darstellungen von A) 3t und B) 3u in der LP der
MAPK; Auflésungen reichen von 2.0 - 2.1 A; mFo-DF¢- (griin) und 2mFo-DFc-Elektronendichten (blau) wurden bei
2.50 bzw. 1.0¢ konturiert und bei einem carve-Parameter von 5.0 bzw. 1.6 um den selektierten Liganden dargestellt;
Wassermolekiile (rote Spharen), WBBs (gelbe Punkte); (PDB: unveréffentlicht).

Der Bindungsmodus zeigt in beiden Fallen ebenfalls keine signifikanten
Abweichungen zu den vorherig gelosten Strukturen. Ahnlich wie bei den Derivaten 3n,0
ist bei den LiPoLis 3t,u der eingefiihrte Substituent in para-Position des 2-Phenylrings
angebracht und nach Adressierung der LP in Richtung des Ldsungsmittels orientiert. In
Ubereinstimmung mit den bisherigen Ergebnissen blieben auch nach Bindung der
Liganden 3t,u die charakteristischen Wechselwirkungen der Chinazolin-basierten
LiPoLis innerhalb der Tasche erhalten. Die Anwesenheit der Substanzen resultierte weder
in lokale noch Kinasedoméne-ibergreifende konformative Anpassungen oder einem
Einfluss auf die Symmetrie-Nachbarn im Kristall. Die Elektronendichte fiir den Biotin-

PEGs-Rest in 3u war nicht aufgeldst, was auf die hohe Flexibilitat des verknlpfenden
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Linkers zurtickzufthren ist (Abb. 28B). Entsprechend wurden zwar teilweise Bereiche
positiver Differenzelektronendichte in der Peripherie der Bindungstasche angezeigt, die
allerdings keine eindeutige Zuordnung der Orientierung des Substituenten erlaubten.
Dennoch ist diese Struktur ein Indiz dafir, dass sogar sterisch anspruchsvolle Reste wie
die grof3e Biotin-PEG4-Gruppe weiterhin eine Adressierung der LP ermdglichen.
Insgesamt konnten acht neue Ko-Kristallstrukturen der synthetisierten LiPoLis im
Komplex mit p38a erfolgreich geldst und eine Bindung in die LP festgestellt werden. Auf
diese Weise wurden sowohl das Design der entsprechenden Bibliothek basierend auf
Parentalsubstanz 3a als auch die Ergebnisse der biophysikalischen Charakterisierung

validiert.

3.5 Zusammenfassung und Ausblick

3.5.1 Zusammenfassung

Im Rahmen der Struktur-basierten Entwicklung und Synthese von LiPoLis zur
Adressierung der LP in der MAPK p38a konnten insgesamt 49 Liganden mit 4-Amino-
2-arylchinazolin-Grundgerust ~ Gber eine  groBtenteils allgemein  anwendbare
Reaktionssequenz hergestellt werden.

Zunachst erfolgte dabei die Analyse der Ko-Kristallstruktur von 3a im Komplex mit
der Kinase zur ldentifikation potentieller Derivatisierungsstellen am Grundgerust
(Abb. 29A). Die anschlieBende Erzeugung der entworfenen Substanzen wurde durch
Etablierung synthetischer Schlisselschritte, insb. der Herstellung des Chinazolin-Kerns
uber Kondensation von Anthranilamiden mit diversen Benzaldehyd-Bausteinen sowie
der milden HCCP-vermittelten Aktivierung der 4-Hydroxylgruppe zur Einflihrung
chemisch diverser Amine (bzw. Benzamidine), realisiert (Abb. 29B). Mittels einer
umfassenden instrumentellen Analytik wurde die Identitat der synthetisierten Liganden

sichergestellt.
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Abb. 29: Struktur-basierte Entwicklung, biophysikalische Charakterisierung und Kiristallisation von 4-Amino-
2-arylchinazolinen als Liganden der LP in p38a. A) Struktur-basiertes Design von LiPoLis auf Basis der
Ko-Kristallstruktur von 3a im Komplex mit p38a; B) Synthese einer diversen Substanzbibliothek an LiPoLis; C)
biophysikalische Charakterisierung von LiPoLis; D) strukturbiologische Charakterisierung von LiPoLis.

Hinsichtlich der biophysikalischen Charakterisierung der LiPoLis tiber SPR wurde ein
trisNTA-basierter Assay entwickelt, nachdem eine NAv-vermittelte Immobilisierung von
zuvor biotinylierter Kinase sowie ein umgekehrtes System mit Biotin-versehenen
LiPoLis keine belastbaren Ergebnisse lieferten bzw. experimentell aufwéndiges
Vorgehen bedeuteten. Hierfur erfolgte zunéchst die Synthese des speziellen Chelators zur
erfolgreichen Minimierung der Dissoziationseffekte von Hiseg-p38a von entsprechend
modifizierten Oberflachen. Weitere Vorteile dieses Systems stellen die Reversibilitat der
Bindung und die damit verbundene Regeneration und nachhaltige Nutzung der Sensoren
sowie die Anwendung auf ein breites Spektrum entsprechend markierter Proteine dar. Der
trisNTA-Assay lieferte reproduzierbare Daten flr Literatur-beschriebene ATP-
kompetitive p38a-Inhibitoren und wurde fir die Evaluierung der LiPoLis herangezogen
(Abb. 29C). Die beobachteten Bindungsereignisse zeigten im Allgemeinen eine langsame
Assoziation und eine rasche Dissoziation, woraus weitestgehend Affinitdten im
mikromolaren Bereich resultierten, wobei die zur Bestimmung der kinetischen Parameter
herangezogenen Fit-Modelle die experimentellen Daten nicht in allen Fallen ideal
beschrieben. Orthogonale Testsysteme wurden verwendet, um die Ergebnisse aus den
SPR-Experimenten zu validieren. Dafur wurden TSA, MST- und BLI-Assays
herangezogen, die mit der vorherigen Charakterisierung tubereinstimmend jeweils eine

ebenfalls geringe Affinitat der Liganden anzeigten.
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SchlieBlich konnten das Struktur-basierte Design und die Ergebnisse der
biophysikalischen Charakterisierung mit Hilfe von Ko-Kristallisations-Experimenten
validiert werden. Insgesamt wurden acht neue Strukturen von LiPoLis im Komplex mit
p38a gelost und die Beibehaltung des allgemeinen Bindungsmodus sowie der
charakteristischen Wechselwirkungen der Chinazoline beobachtet. Dabei zeigten sich
jedoch abgesehen von unterschiedlich ausgepragter Offnungen der Tasche in
Abhéangigkeit der eingesetzten Liganden (bspw. 3e vs. 3h) keine signifikanten
Konformationsédnderungen innerhalb der LP (Abb. 29D).

Aus den im Zuge der biophysikalischen Evaluierung erhaltenen Daten lassen sich
untereinander vergleichend wiederkehrende Trends ableiten. Zum einen zeigten von den
synthetisierten LiPoLis samtliche Nitro-Derivate 6a-r, 7- und 8-(Sulfon-)Amide 7a-e
sowie 7-Alkylamine 8a-c keine Bindung in den jeweiligen Assays. Diese Position scheint
daher mal3geblich fir die Adressierung der LP zu sein, da das Vorhandensein eines
primaren Amins an dieser Stelle entscheidende Wechselwirkungen ermdglicht, deren
Verlust vermutlich zu einer signifikanten Abnahme der Affinitat gegeniiber der Kinase
fuhrt. Darliber hinaus wiesen die in der Literatur als LiPoLi beschriebene Substanz 1 und
die hergestellten Analoga 20a,b keine Bindung in den verwendeten Testsystemen auf
(Tab. 9). Eine Erklarung hierfiir kdnnte eine zu geringe Affinitat aulerhalb des in den
Assays verwendeten Konzentrations-Bereichs sein. Fir die bisher genannten Strukturen

konnte ebenfalls keine erfolgreiche Ko-Kristallisation erzielt werden.

Tab. 9: Vergleich der aus den SPR-, MST- und BLI-Assays erhaltenen Dissoziationskonstanten.

Ko (M)
SPR MST BLI
1 n.b. n.b. n.b.
3a 33.5-10°6 2.38 - 10°© 13.0-10°
3e 12.1-10°% - 23.0 - 10°®
3l 92.5-10° - 32.0- 10
3n 238.0 - 10°® >10-10° 1.7 -10%

3u 41.2 - 108

n.b.: keine Bindung (no binding); -: nicht gemessen
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In Gegenwart eines 7-Amins am Chinazolin-Grundgerist der synthetisierten LiPoLis
konnte in einigen Féllen eine Bindung an p38a detektiert werden. Diesbezugliche
Messungen zeigten, dass mit Variation des hydrophoben Substituenten in 4-Position im
Vergleich zur Parentalsubstanz 3a eine Adressierung der Kinase weiterhin moglich war.
In den verschiedenen Assays wurden innerhalb der Serie mit 3a vergleichbare Affinitaten
im mikromolaren Bereich beobachtet, wobei GroRe (vgl. 3a-c, 3k,l), Bioisostere (3d,e)
und (Doppel-)Fluorierung (3f-i; 3j zeigte keine Bindung) des Restes verandert wurden
(Tab. 9). Aus der Charakterisierung von 3a und dem biotinyliertem Analog 3u mittels
SPR wurden &hnliche Werte fur die jeweiligen Geschwindigkeits- und
Dissoziationskonstanten erhalten. Daraus geht hervor, dass eine Biotinylierung der
Liganden fir den Einsatz in SPR-Assays eine geeignete, obgleich synthetisch aufwandige
Maoglichkeit zur Evaluierung der LiPoLis darstellt. Im TSA zeigte sich keine
Stabilisierung der Kinasekonformation anhand einer Schmelzpunkterhthung in
Anwesenheit der Liganden, was allerdings nicht zwangslaufig eine Adressierung der LP
ausschliellt, da es sich um eine andere Tasche als die katalytisch relevante
ATP-Bindungsstelle im aktiven Zentrum des Enzyms handelt. Aus der
Gegenuberstellung der nach trisNTA-vermittelten Immobilisierung von p38a und der im
Rahmen von BLI-Experimenten fur die 4-Aminoderivate bestimmten Daten lassen sich
vergleichbare Affinitaten beschreiben. Insbesondere beziglich der Liganden mit am
2-Phenylring eingefiihrten solvatisierenden Gruppen (bspw. 3n) wurde in beiden
Systemen eine ca. 10 - 100-fache Verringerung des Kp-Wertes beobachtet. Dieser Trend
spiegelt sich auch in den Ergebnissen der MST-Messungen wider, wobei eine
Ubereinstimmende relative GroRenordnung der Affinitaten im mikromolaren Bereich,

jedoch ein ca. 10-facher Unterschied in den absoluten Werten, festgestellt wurde.
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Das Sensorgramm zu 3l zeigte zwar eine mutmagliche Maskierung eines potentiellen
Bindungssignals aufgrund von NSB, allerdings wurde eine entsprechende
Ko-Kristallstruktur im Komplex mit p38a geldst, die eine ausschlieliche Besetzung der
LP durch den Liganden aufwies und ferner darauf hinweist, dass im Inneren der Tasche
Freiraum fur sterisch noch anspruchsvollere Substituenten gegeben ist. Von dem
Phenylring in 2-Position konnte gezeigt werden, dass dieser sich flr die Einflhrung von
Loslichkeits-vermittelnden Gruppen (bspw. in 3n,0) eignet, allerdings zu einer
Verringerung der Affinitat gegentber der Kinase fuhrt. Dennoch geht aus erfolgreichen
Ko-Kristallisationen entsprechender Derivate hervor, dass die Dekoration des
Grundgerusts mit groReren Gruppen wie Morpholin- oder Acetylpiperazin-Substituenten
an dieser Stelle weiterhin eine Adressierung der LP ermdglicht. Dies lieB sich ebenfalls
fur das Acetamid 3t und das darauf aufbauendende Biotin-Derivat 3u beobachten. Die
nicht vollstandig aufgeldste Elektronendichte im Fall von 3u deutet darauf hin, dass der
Biotin-PEGs-Linker nach Bindung in die Tasche sehr flexibel ist und entsprechend

konformative Freiheit besitzt.

3.5.2 Ausblick

Zusammenfassend zeigen die Ergebnisse das erfolgreiche Design von Derivaten
2-Arylchinazolin-basierter LiPoLis zur Adressierung der LP in p38a und geben wertvolle
Informationen, auf deren Basis weitere Synthesezyklen abgeleitet werden kdnnen.
Beispielsweise konnte der Chinazolin-Kern durch (Iso-)Chinoline oder Naphthyridine
ersetzt werden. Polare Heteroatome, die in den Innenraum der LP orientiert sind, wiirden
auf diese Weise entfernt und stattdessen auf der Losungsmittel-exponierten Seite des
Grundgerusts eingefuhrt werden, ohne dabei die mafgeblichen Wechselwirkungen der
LiPoLis in der Tasche zu beeinflussen. Die Substanzen kdnnten ausgehend von einer
Kondensation von Diaminopyridin 32 und Malonsaurediethylester 33 unter
schwefelsauren Bedingungen hergestellt werden (Schema 15).1%1 Das resultierende
7-Aminonaphthyridin 34 konnte anschlieend als Acetamid geschitzt und weiterhin
mittels POCIs zweifach chloriert werden. Das entsprechende Produkt 36 wirde ein
geeignetes Substrat flr eine regioselektive Suzuki-Miyaura-Reaktion darstellen, die in
Abhéngigkeit der eingesetzten Boronséuren eine Einfuhrung diverser arylischer Reste
ermoglicht. Schlielich wirde die Substitution in 4-Position und Entschutzung des

primaren 7-Amin erfolgen.
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Schema 15: Vorschlag einer Syntheseroute zur Darstellung von Naphthyridin-basierten LiPoL.is.
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Eine weitere Mdglichkeit zur Derivatisierung wiirde die Ausweitung der Liganden an
6- und 7-Position des Grundgerists in Richtung der sich entsprechend in der Peripherie
der LP befindlichen, mehrheitlich polaren Aminoséuren darstellen. Die Modifizierung
mit Amiden und sterisch anspruchsvolleren Sulfonamiden sowie unpolaren Alkylaminen
fuhrte zwar bei den synthetisierten LiPoLis zu einem Affinitatsverlust, allerdings konnten
weitere  Wasserstoffbriicken-Donoren  an  dieser  Stelle  potentiell  positive
Wechselwirkungen zu dem Protein, insh. zu Asp292 und Asp294, ausbilden (Abb. 30A).
Dies konnte bspw. durch Generierung eines 6,7-Diaminochinazolins (bspw. 46) realisiert
werden. In Kombination mit Wasserstoffbriicken-Akzeptoren, z.B. in Form des
Imidazolidons 48, kdnnte auf diese Weise u.a. Lys248 adressiert werden, was mit einer

raumlichen Anpassung der umliegenden Aminosaure-Seitenketten einhergehen koénnte,

um bevorzugte Absténde und attraktive Wechselwirkungen beizubehalten (Abb. 30B).

\5 B
AspZitj

Abb. 30: Design 6,7-Diaminochinazolin-basierter LiPoLis. Modellierung von A) 46 (cyan) und B) 48 (magenta) in die
LP von p38a (basierend auf PDB: 4DLJ).
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Chemisch waéren solche LiPoLis bspw. zugdnglich, indem ausgehend von
Isatosdureanhydrid 12 eine Nitrierung und anschlieRende Generierung von Anthranilamid
42 erfolgt (Schema 16). Dieses kénnte dann analog zur bisherigen Route zur Herstellung
Chinazolin-basierter LiPoLis fiur den Aufbau des Grundgerlsts und Substitution in
4-Position als entsprechendes Substrat dienen. Nach simultaner Reduktion beider
Nitrogruppen in 6- und 7-Position wurde 6,7-Diaminochinazolin 46 erhalten werden, das
als Vorstufe fir die Umsetzung mit Harnstoff oder 47 dienen kodnnte, um das
Imidazolidon-Derivat 48 zu erhalten.[2%]

Zusammen mit der postulierten Anderung des Chinazolin-Ger(ists kénnten diese
Modifizierungen mutmaRilich zu einer erhdhten Affinitat fihren und zusammen mit einer
Variation des hydrophoben 4-Restes sowie Dekorierung des 2-Phenylrings zu potenteren
LiPoLis fuhren, die in Studien zur Aufklarung der biologischen Rolle der LP in p38a
genutzt werden konnten.

Aus den Ko-Kristallstrukturen von 3a und dem entsprechenden Bioisoster 3e ging
hervor, dass mit einem bestimmten, gemeinsamen Substitutionsmuster neben der
lipophilen Bindetasche gleichzeitig auch das aktive Zentrum adressiert wird (Abb. 31A).
Ein Phenethyl- bzw. Thiophenethyl-Rest in 4-Position ermdglicht offenbar eine
einzigartige Bindungspose, die fur ATP-kompetitive Inhibitoren in dieser Form noch
nicht beschrieben wurde (Abb. 31B).

Schema 16: Vorschlag einer Syntheseroute zur Darstellung von 6,7-Diaminochinazolinen und deren Derivatisierung.
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Abb. 31: Design Chinazolin-basierter, ATP-kompetitiver Kinaseinhibitoren. A) Ubersichtsdarstellung der
Kinasedoméne von p38c mit zwei gebundenen Molekiilen 3a (gelb, griin) (PDB: 4DLJ); B) Ko-Kristallstruktur von 3a
(gelb) im Komplex mit p38a mit dem Liganden im aktiven Zentrum; allostersiche Tasche (violett); C) Modellierung
von 61 (grau) in das aktive Zentrum von p38a (basierend auf PDB: 4DLJ); WBBs (gelbe Punkte).

Dabei gehen die LiPoLis jeweils eine direkte Wechselwirkung zwischen Asp168 aus
dem DFG-Motiv und dem Stickstoff in 1-Position des Chinazolin-Kerns ein. Der
2-Phenylring des Liganden besetzt, dhnlich wie z.B. die Difluorophenyl-Einheit von
Skepinone-L im Komplex mit p38a (PDB: 3QUE)!, die haufig von Kinaseinhibitoren
zur Selektivitats-Steigerung adressierte und hinter dem Tursteher Thr106 lokalisierte
HRI.I132011 Die Besonderheit an diesem Bindungsmodus liegt allerdings in der
Abwesenheit eines typischen Scharnier-bindenden  Strukturmotivs und der
vergleichsweise hohen Entfernung zu dieser Region. Stattdessen sorgt hier vermutlich
eine Polar-z-Interaktion des aromatischen Systems mit dem Ruckgrat-NH von Met109
fiir eine spezifische Ausrichtung des Liganden, die durch eine direkte WBB zwischen
dem 7-Amin und Asn155 weiter stabilisiert wird.[2021 Das Phe169 aus dem DFG-Motiv
ist in beiden Fallen (3a,e) nicht aufgeldst, allerdings lasst die zur a-Helix C gewandte
Orientierung von Asp168 eine DFG-out-Konformation annehmen, die wahrscheinlich auf
die Wechselwirkung mit dem Chinazolin-Grundgeriist zuruckzufihren ist. Der

beobachtete Zustand der Kinase wird typischerweise von Typ II- bzw. Typ I11-Inhibitoren
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stabilisiert. Die Strukturen von 3a,e wiesen allerdings keine charakteristischen Merkmale,
wie z.B. die Adressierung der allosterischen Tasche im aktiven Zentrum, auf. Die
Identifikation solcher neuartigen Bindungsmodi ist hinsichtlich der Entwicklung
selektiver Kinaseinhibitoren von maRgeblicher Bedeutung, da sie noch immer eine grolie
Herausforderung in der medizinischen Chemie und der pharmazeutischen
Wirkstoffforschung darstellt.

Fur die Liganden wurde eine Affinitat im mikromolaren Bereich bestimmt, die jedoch
unter Bericksichtigung der vergleichbaren Werte aller charakterisierten LiPoLis
untereinander mutmalilich von einer Bindung in die LP herriihrt. Zudem handelt es sich
bei den Substanzen 3a,e um nicht optimierte Strukturen, die somit einen interessanten
Ausgangspunkt fir die Optimierung als ATP-kompetitive p38a-Inhibitoren darstellen.
Beispielsweise konnte in Anlehnung an das hochpotente Skepinone-L und dessen
Derivate der 2-Phenylring der Liganden mit Einfach- oder Doppelfluorierungsmustern
sowie Methylierungen versehen werden (vgl. Kapitel 5.1), um potentiell an Affinitat zu
gewinnen.[74203-2041 Dariber hinaus wiirde sich diese Position fiir die Einfiihrung eines
Wasserstoffbriicken-Donors eignen, der auf diese Weise in rdumlicher Néhe zu Glu71
gebracht werden konnte, um eine direkte WBB mit dieser Seitenkette auszubilden
(Abb. 31C). Synthetisch wéren diese Modifizierungen jeweils uUber eine Kondensation
von Anthranilamid 4b mit entsprechenden Benzaldehyd-Bausteinen realisierbar. Die
elektrostatische Potentialoberflache in Aromaten wird bei Substitution des Ringsystems
mit Elektronen-schiebenden Gruppen, wie bspw. Aminen, negativer, womit sich die
Polar-z-Wechselwirkung mit dem Riickgrat-NH von Met109 potentiell verstarken lassen.
Ahnliche Effekte waren bei dem Austausch des Restes mit einem Indol zu erwarten. [2%]
Bei Bindung in das aktive Zentrum ist die 6-Position am Grundgerlst von 3a
Losungsmittel-exponiert und bietet die Mdoglichkeit mit geeigneten Substituenten
Kontakte zu Aspl12 und Serl54 zu formen. Entsprechend dekorierte Chinazolin-
Derivate sind bspw. in Form des EGFR-Inhibitors Gefitinib in der Literatur bekannt, aus
deren Beispiel sich eine denkbare Syntheseroute zur Darstellung von 61 ableiten lasst
(Schema 17).[208] Dieses Molekiil vereint bereits samtliche angefilhrten Veranderungen
an der Parentalsubstanz 3a in einer Struktur, wobei im Rahmen entsprechender Studien
eine schrittweise Einfiihrung der Substituenten zum Aufstellen einer differenzierten SAR

erfolgen sollte.
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Ausgehend von der Nitrierung des Isoanhydrids 49 und der darauffolgenden
Umsetzung zum Anthranilamid 51 kann ein Substrat fir die Kondensation mit
Benzaldehyd 52 erhalten werden, das bereits die postulierten Fluorierungen (oder
Methylierungen) sowie eine Nitrilgruppe als Vorlaufer zur Generierung eines primaren
Amins tragt. Nach HCCP-vermittelter Aktivierung der 4-Hydroxylgruppe wirde eine
Substitution mit Aminbausteinen, die aromatische Reste mit hoher negativer
Potentialdichte tragen (z.B. 54), stattfinden. Mit Hilfe von KOtBu und anschlieRender
Reaktion mit MeOH in Gegenwart von NaOH koénnte die Einfuhrung einer
Methoxygruppe in 7-Position erfolgen und weiterhin Gber eine Reduktion sowohl die
6-Nitrogruppe als auch die Nitrilgruppe am 2-Arylring freigelegt werden, um 57 zu
erhalten. Um daraufhin eine selektive Substitution in 6-Position mit bspw. Saurechloriden
zu ermdglichen, kénnte das Methylamin am 2-Arylring zunéchst tert-Butyloxycarbonyl
(Boc)-geschitzt werden. Abschlielend wiirde die saure Abspaltung der Schutzgruppen

stattfinden, um Zielsubstanz 61 zu generieren.

Schema 17: Vorschlag einer Syntheseroute zur Darstellung von 61 als ATP-kompetitiver p38a-Inhibitor.
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Die kristallographischen Untersuchungen zeigten mehrfach, dass eine Derivatisierung
des 2-Phenylrings bzgl. einer Bindung in die LP toleriert ist, und liefern daher einen
Ansatzpunkt fiir weiterreichende Modifikationen. Beispielsweise kdnnten mit Hilfe
entsprechender Benzaldhyd- (ausgehend von 4b) bzw. Carbonsédure-Bausteine
(ausgehend von 3s) Mannich-Basen als solvatisierende Gruppen oder komplexere
Substituenten, die potentiell attraktive Interaktionen mit Aminosdure-Seitenketten in der
Peripherie der Tasche ausbilden kénnten, in das LiPoLi-Grundgerist eingefiihrt werden.
Auf Basis der Ko-Kristallstrukturen von 3o,n,t,u im Komplex mit p38a bietet die LP in
der Theorie ausreichend Platz, um entsprechende Liganden aufnehmen zu kénnen.

Diese Beobachtungen, insb. im Fall von 3u, stellen aulRerdem die Grundlage fir die
Entwicklung weiterer funktionalisierter LiPoLis dar, wobei flr entsprechende
Anwendungen zuvor eine gewisse Affinitat der Substanzen erzielt werden misste. Neben
einer Biotinylierung konnten ausgehend von 3s Liganden bspw. mit Fluorophoren
versehen werden, um in MST- oder Fluoreszenzpolarisations-Experimenten sowie
mikroskopischen Studien genutzt werden zu kdnnen. Das bildgebende Signal kénnte dazu
dienen, um z.B. in Gegenwart der LiPoLis die Lokalisation von p38a in Zellen zu
verfolgen und auf diese Weise Einblicke in die biologische Rolle der untersuchten Tasche

zu erlangen.

Die signifikante strukturelle Flexibilitat (Offnung/SchlieBung) der Tasche in
Abhéangigkeit der anwesenden Liganden bekraftigt die Arbeitshypothese, dass die LP
Substratmolekule unterschiedlicher Form und GroRRe binden kdnnte und Funktionen
erflllt, die Uber die katalytische Aktivitat der Kinase hinausgehen, bspw. in Form von der
Ausbildung von Multi-Enzym-Komplexen oder der Vermittlung von PPIs. Jedoch ist es
im Rahmen der synthetischen Arbeiten bis jetzt nicht gelungen, als Sondenmolekiile
geeignete LiPoLis zur Adressierung und Aufklarung der biologischen Funktion(en) der
LP zu identifizieren. Die in den biophysikalischen Assays beobachtete Affinitét stellte
sich jeweils als sehr gering heraus, sodass andere Strategien fiir eine spezifische Bindung
an die Kinase verfolgt wurden.

Eine Maximierung der Affinitat sollte mit Hilfe eines chemisch-genetischen Ansatzes
erzielt werden, indem Cystein-modifizierte p38a-Mutanten durch kovalent bindende

Liganden adressiert werden sollten.
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4 Kovalente Adressierung der lipophilen

Bindetasche in p38a

Im Rahmen der Struktur-basierten Entwicklung von reversibel bindenden LiPoL.i-
Derivaten sollten urspriinglich Liganden generiert werden, die zur spezifischen
Adressierung der LP in p38a genutzt werden konnen. Allerdings zeigte sich in
biophysikalischen Untersuchungen eine geringe Affinitdt der Substanzen, sodass
alternative Strategien verfolgt wurden, um entsprechende Eigenschaften der Substanzen
zu optimieren und den Einsatz als geeignete Sondenmolekile in bspw. zelluldren
Systemen zu ermdglichen.

Ausgehend davon sollten auf Grundlage der zuvor geldsten Ko-Kristallstrukturen der
reversiblen LiPoLis im Komplex mit der Kinase Liganden entwickelt werden, die an
passenden Positionen mit elektrophilen Gruppen modifiziert werden kénnen, um p38a-
Mutanten mit artifiziell eingefliihrten Cysteinen in der Peripherie der LP zu adressieren.
Unter Ausbildung einer kovalenten Bindung zwischen den funktionalisierten Substanzen
und der Kinase sollten auf diese Weise irreversibel gebundene Protein-Liganden-Paare
generiert und somit eine Maximierung der Verweildauer am Enzym erzielt werden.
Entsprechende Addukte sollten mit Hilfe massenspektrometrischer Analysen identifiziert
und die durch LiPoLis markierten Cysteine in MS/MS-basierten Studien ermittelt
werden. Eine abschlieRende Validierung dieses chemisch-genetischen Ansatzes sollte im

Rahmen von Kristallisationsexperimenten erfolgen.

4.1 Struktur-basiertes Design von kovalenten LiPoLis und

p38a-Mutanten

Zur Umsetzung des geplanten chemisch-genetischen Ansatzes erfolgte zunéchst die
Analyse von Ko-Kiristallstrukturen der Liganden im Komplex mit p38«, von denen
ausgehend Aminosauren in der Umgebung der LP ausgewahlt wurden, die durch Cysteine
ersetzt werden sollten und sich in r&umlicher Nahe zu moglichen Derivatisierungs-Stellen
am Chinazolin-Kern der LiPoLis befanden (Abb. 31A). Ferner geschah die Struktur-
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basierte Identifikation von vorzugsweise LOsungsmittel-exponierten Positionen am
Grundgerust der LiPoLis, die mit Elektrophilen in Form von Michael-Akzeptor-Systemen
dekoriert werden sollten, um potentiell die Ausbildung einer kovalenten Bindung zu den
eingefiihrten Thiol-Seitenketten zu ermdglichen. Eine auBerhalb der Tasche gerichtete
Orientierung dieser Gruppen sollte neben einem geringeren Risiko sterischer
Hinderungen ebenso die Adressierbarkeit umliegender nukleophiler Reste begtinstigen.
Zum einen wurden die in Nahe des 7-Amins der Liganden lokalisierten Aminosauren
Lys249 und Asp294 fiir Mutationen zu Cysteinen in Erwagung gezogen (Abb. 32B). Die
damit einhergehende Auflésung der mutmallich wichtigen WBB zwischen LiPoLi und
Asp294 sowie der Interaktion der beiden Seitenketten miteinander stellt dabei hinsichtlich
der Affinitat zur Kinase und struktureller Ordnung der LP ein gewisses Risiko dar, da
bspw. anhand der Derivate 7a-e und 8a-c gezeigt wurde, dass mit der Modifikation dieser

Positionen am Grundgerst ein Affinitatsverlust gegenuber p38« einhergeht.

Kovalenter
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Abb. 32: Schematische Darstellung eines chemisch-genetischen Ansatzes zur kovalenten Adressierung der LP in p38a.
A) Kinasedoméne von p38a mit in Entfernung zur ATP-Bindetasche (gebundenes ATP: gelb) lokalisierter
hervorgehobener LP (orange); Rotation von Trp197 in Anwesenheit von LiPoLis resultiert in einer Offnung der Tasche;
durch Mutagenese in der Peripherie der LP eingefiihrte Cysteine sollten die Kniipfung einer kovalenten Bindung und
die Maximierung der Verweildauer der Linganden an der Zielkinase erlauben (PDB: 1P38, 1ATP, 4DLJ); B)
charakteristische Wechselwirkungen von innerhalb der LP gebundenen Chinazolin-basierten LiPoLis; fir die Mutation
zu Cysteinen ausgewdhlte Aminoséuren: gelbe Sphéaren; Losungsmittel-exponierte Positionen an den Liganden zur
Derivatisierung mit Elektrophilen: 2-Phenyl: roter Pfeil, 7-/8-Amin: blauer Pfeil; E: Elektrophil (PDB: 4DLJ).
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Allerdings konnte einerseits das Ersetzen groRerer Aminosauren (Lys249, Asp294)
durch vergleichsweise kleinere Cysteine zu einer VergroRerung der Tasche im Bereich
der dort bindenden Substituenten fihren und somit méglicherweise eine Adressierung mit
entsprechend derivatisierten LiPoLis erlauben. Dariber hinaus ist zwar die Affinitéts-
getriebene Entstehung eines zuné&chst reversiblen Komplexes eine Grundvoraussetzung
fur die darauf folgende Reaktion mit dem Elektrophil, allerdings ist die Aufrechterhaltung
der beobachteten Wechselwirkungen insofern untergeordnet, als dass nach Ausbilden der
kovalenten Bindung keine Rickreaktion in Form von Dissoziation des Liganden mehr
erfolgen kann und damit eine dauerhafte Besetzung der Tasche erreicht wird, fur die eine
minimale Affinitat der LiPoLis bereits ausreichen sollte. Flr die Mutation von Lys249
und Asp294 zu Cysteinen spricht weiterhin, dass diesbeziigliche Aminoséuren (Cys)
durch vergleichsweise einfach zu realisierende Modifikation der Liganden mittels
teilweise bereits etablierter Synthesevorschriften (vgl. 7a-e) zu erreichen sein kénnten.

Zum anderen wurden Ser251 und Ser252 fiir den Ersatz durch Cysteine ausgewahlt,
die sich in Nahe des 2-Phenylrings am Chinazolin-Grundgerist der LiPoLis befinden
(Abb. 32B). Aus den vorherigen Studien ging bereits hervor, dass die Einflihrung
groRerer Substituenten in dieser Position weiterhin eine Bindung in LP zulasst (vgl. 7n,0).
Allerdings wirde die Dekoration mit Elektrophilen die Identifikation geeigneter
Reaktionsbedingungen erfordern, insb. im Hinblick auf die Verwendung passender
Benzaldehyd-Bausteine und der Entwicklung umsetzbarer Syntheserouten zur
Einflihrung entsprechender reaktiver Gruppen. Ein weiterer Vorteil dieser Aminosauren
liegt in der strukturellen Ahnlichkeit von Serinen zu Cysteinen, was potentiell hilfreich
sein kann, um die Integritat des Proteins nach Einbringen der Mutationen zu wahren.
Dennoch unterschieden sich die beiden Seitenketten maRgeblich in ihren physikalischen
und chemischen Eigenschaften, sodass bspw. das Proton des Thiol(at)s von Cystein im
Vergleich zur Hydroxyl-Gruppe von Serin aufgrund der leichter polarisierbaren Bindung
acider ist und somit ein reaktiveres Nukleophil darstellt, was fur den geplanten chemisch-
genetischen Ansatz von Relevanz ist.

Die kovalenten LiPoLis wurden entsprechend der geplanten Mutanten so designt, dass
eine moglichst hohe Diversitdt der Substanzbibliothek hinsichtlich GroRe der
eingefuhrten Elektrophile und Abstand der reaktiven Position zum Chinazolin-Kern der
Liganden (bzw. zu den adressierten Cystein-Seitenketten) erreicht wird. Diese
Variabilitdt sollte durch die Synthese wvon unterschiedlichen Acylamiden und
Alkylketonen umgesetzt werden (Abb. 33).
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Abb. 33: Geplante Elektrophile zur Einfiihrung in das Chinazolin-Grundgerst.

Auf Grundlage verschiedener Ko-Kristallstrukturen von LiPoLis im Komplex mit
p38a und unter Einbeziehung der bisherigen Charakterisierung reversibler Binder der LP
wurden vier Aminosauren in der direkten Umgebung der Tasche flr die Mutation zu
Cysteinen ausgewahlt und entsprechende Positionen am Chinazolin-Grundgertst der

Liganden zur Einfiihrung von elektrophilen Michael-Akzeptor-Systemen identifiziert.

4.2 Generierung und Charakterisierung von p38a-Mutanten

Im Rahmen ortsgerichteter Mutagenesen wurde die Umwandlung von Lys249, Ser251,
Ser252 und Asp294 zu Cysteinen realisiert, sodass insgesamt vier verschiedene p38a-
Mutanten (K249C, S251C, S252C und D294C), die jeweils eines der ausgewahlten
Cysteine trugen, generiert wurden® (Abb. 32B, Tab. 10). Nach Expression und Reinigung
der Proteine wurden die Kinasen zunédchst in Gegenwart von der physiologisch
vorgeschalteten MAPKK MKKG6 phosphoryliert und damit in einen katalytisch aktiven
Zustand uberfiihrt. Der Erfolg der Phosphorylierung wurde durch MS-Messungen
kontrolliert, wobei fir alle vier Mutanten und p38a WT jeweils eine doppelte
Modifikation mit Phosphat detektiert wurde (Tab. 10).

® Die Generierung der Protein-Mutanten, einschlieBlich der Mutagenese, Expression und Reinigung wurde
von J6rn Weisner und Andreas Arndt durchgefiihrt.
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Tab. 10: Generierte p38a-Mutanten und deren experimentell bestimmten Molekulargewichte vor und nach Aktivierung
in Anwesenheit von MKK6 im Vergleich mit dem WT. Theoretische Massenzunahme AMW bei Doppel-
Phosphorylierung entspricht 160 Da (dazugehérige Spektren siehe Anhang 9.2).

MW (Da)
p38a-Variante vor nach
Aktivierung Aktivierung AMW
WT 41449 41608 159
K249C 41429 41587 158
S251C 41469 41627 158
S252C 41468 41628 159
D294C 41439 41600 161

Nachfolgend wurde im Zuge von Kinasetitrationen die enzymatische Funktionalitat
der Proteine sichergestellt, indem mittels Aktivitats-basierten HTRF®-Assays die
konzentrationsabhéngige Phosphorylierung eines Substratpeptids Uber ein Ab-
vermitteltes Fluoreszenz-Signal nachgewiesen wurde (Abb. 34). Zudem konnte ebenfalls
gezeigt werden, dass die nach der Aktivierung der Kinasen in den Stammlésungen noch
enthaltene MKKG6 keinen Einfluss auf den Substratumsatz hatte. Zur Bestatigung der
katalytischen Integritat der Proteine wurden anschlieBend mit Hilfe eines Aktivitats-
basierten Assays fur alle Enzym-Varianten die Kkinetischen Parameter ATP- und
Substrat-Km bestimmt.® Fiir die vier Mutanten wurden hierbei in Bezug auf p38a WT
jeweils vergleichbare Werte beobachtet, sodass eine signifikante Beeinflussung der
katalytischen Eigenschaften der Kinasen durch die eingefiihrten Mutationen

ausgeschlossen werden kann (Tab. 11).

WT
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Abb. 34: Kinasetitrationen mit p38a. WT und Mutanten mittels Aktivitats-basiertem Assay.

® Bestimmung von ATP- und Substrat-Ky wurde von Jérn Weisner durchgefuhrt.
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Tab. 11: Experimentell bestimmte ECgo, ATP- und Substrat-Km fiir p38a WT und die vier Cystein-Mutanten. Die
gemittelten Werte und Standardabweichungen der Parameter wurden in drei unabhé&ngigen Einzelmessungen bestimmt.

p38a-Variante ECso (ng/well) ATP-Km (UM) Substrat-Km (nM)
WT 016 = 0.01 110 + 21 7485 = 60.6
K249C 084 =+ 053 93 + 17 7254 =+ 552
S251C 070 = 0.09 79 = 25 14122 + 98.7
5252C 124 + 035 107 + 22 8484 + 1805
D294C 050 = 0.05 102 + 18 12072 + 201.2

4.3 Synthese einer fokussierten Substanzbibliothek an

kovalenten LiPoL.is

Die Synthese der entworfenen Elektrophil-tragenden LiPoLis wurde {ber
verschiedene Syntheserouten realisiert. Zur Einfihrung von Amid-verkniipften Gruppen
in 7- und 8-Position des Chinazolin-Kerns mit entsprechenden S&urechloriden konnte
groRtenteils die zuvor zur Herstellung reversibler Liganden verwendete
Reaktionssequenz uUbernommen werden (Schema 4). Die Grundgeriste 5a,p wurden
hierbei im Rahmen der Mikrowellen-gestiitzten Umsetzung von 4- bzw.
3-Nitroanthranilsduren in Anwesenheit von Benzoesdureanhydrid und Formamid
aufgebaut und unter den bereits beschriebenen Bedingungen in 4-Position mit
Phenethylamin substituiert und zu 7- bzw. 8-Aminochinazolinen reduziert (Schema 18).
AbschlielRend erfolgte eine nukleophile Substitution mit verschiedenen Saurechloriden,
die teilweise kommerziell bezogen oder durch vorherige Chlorierung des Crutonsaure-
Derivats 62 mit Oxalylchlorid generiert wurden, um die Zielsubstanzen 7a,f-j zu

erhalten.”

7 Die Synthese von 7f-j war Bestandteil der Bachelorarbeit von Lena Quambusch.
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Schema 18:2 Allgemeine Reaktionssequenz zur Synthese von 2-Phenylchinazolinen mit Amid-verknUpften

Elektrophilen in 7-/8-Position. Fur Identitét der Reste R siehe Tab. 12.

p-NO,: 4a 7-NO,:

m-NO,: 4c 8-NOy: 5e 6a,p
HN
N .
(0] [ v )I}NH iv
)
- = S A .
HOJ\/\/N\ ©)\N R
62 7a,fj

2@ Reagenzien und Bedingungen: i) Ph20, Formamid, pw: 200 °C, 5 min (31-37 %); ii) 1: HCCP, DIPEA, MeCN, rt,
1h, 2: Phenethylamin, rt, 18 h (81-86 %); iii) 10 % Pd/C, NH4OOCH, EtOH, 80 °C, 1-3h (84-91 %); iv)
Carbonséurechlorid (R), DIPEA, DCM, 0 °C zu rt (44-83 %); v) 1: Oxalylchlorid, DMF, THF, 0 °C, 2 h, 2: 3a,p, NMP,
0 °C nach rt, 26 h (40-59 %).

Neben den Acylamiden 7a,f-j gingen aus dem Struktur-basierten Design der
kovalenten LiPoLis auch als Alkylketone in 7- und 8-Position der Chinazoline
eingefuhrte Elektrophile hervor. Zur Darstellung dieser Liganden wurde eine neue
Syntheseroute entwickelt, wobei zundchst ausgehend von der doppelten Veresterung von
Aminoterephthalséduren 63a,b Substrate flr die Substitution mit Benzoesaureanhydrid
und anschliefender Kondensation mit Ammoniak zu den jeweiligen Grundgeristen
hergestellt wurden (Schema 19). Im Rahmen dieser Reaktionssequenz wurden die
Methylester 65a,b in 7- bzw. 8-Position zu entsprechenden Carboxamiden 66a,b
umgesetzt. Diese stellten geeignete Vorlaufer fur die Dehydration mit Trifluoressigsaure
(TFA)-Anhydrid zu den Nitrilen 67a,b darl?%7, die nach HCCP-vermittelter Substitution
mit Phenethylamin in 4-Position zu 68a,b urspringlich als Substrate fur Grignard-
Reaktionen dienen sollten. Allerdings konnte auch unter Verwendung von
entsprechenden Magnesiumbromiden in bis zu zwanzigfachem Uberschuss oder
Erhéhung der Temperatur (von 0 °C auf 50 °C) und Verlangerung der Reaktionszeit (von
3 h auf 48 h) sowie Kombination dieser Reaktionsparameter keine direkte Umsetzung zu
den gewiinschten Zielsubstanzen 72a-c beobachtet werden. Aus diesem Grunde wurden
die Nitrile 68a,b alternativ mit Raney-Nickel (RaNi) in Anwesenheit von Methanséure
zu den Aldehyden 69a,b reduziert, wobei zu einem signifikanten Teil die Weiterreaktion
zu den korrespondierenden Alkoholen 70a,b stattfand, die allerdings in einem

zusatzlichen Schritt oxidiert werden konnten, um dennoch 69a,b zu erhalten.
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Schema 19:2 Allgemeine Reaktionssequenz zur Darstellung von 2-Phenylchinazolinen mit Alkylketon-verkniipften
Elektrophilen in 7-/8-Position. Fur Identitat der Reste R siehe Tab. 12.
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71a-d p-Alkylketon: 73a

p-Alkylketon:  72a,b m-Alkylketon: 73b

m-Alkylketon:  72¢

@ Reagenzien und Bedingungen: i) H2SOs, MeOH, 18 h, 90 °C (99 %); ii) Benzoesaureanhydrid, 1 h, 150 °C, uw
(68 %); iii) NHagg), 1 h, 120 °C, im UberdruckgefaR (81-86 %); iv) TFA-Anhydrid, Py, DCM, 30 min, 0 °C (64-82 %);
v) 1: HCCP, DIPEA, MeCN, 1 h, rt, 2: Phenethylamin, 19 h, rt (79-87 %); vi) RaNi, HCOOH, H:0, 21 h, 70 °C
(24-35 %); vii) RaNi, HCOOH, H20, 21 h, 70 °C (71 %); viii) DMP, DCM, 1 h, rt (82 %); ix) RMgBr, THF, 1 h, rt
(57-68 %); x) DMP, DCM, 1 h, rt (73-90 %); xi) Aceton, NaOH, 3 h, rt (86-88 %).

Diese Aldehyde konnten vorteilhafterweise gleichzeitig sowohl in Grignard-
Reaktionen, als auch in Claisen-Schmidt-Kondensationen mit Aceton[2%l erfolgreich
genutzt werden. Hieraus gingen zum einen die Alkohol-Intermediate 71a-d hervor, die
zu den finalen LiPoLis 72a-c oxidiert wurden®, und zum anderen die Alkylketone 73a,b.

Fur die Herstellung der am 2-Phenylring modifizierten LiPoLis waren fiir jede
Zielsubstanz jeweils eine individuelle Route und Startmaterialien, insb. bzgl. der
eingesetzten Benzaldehyde, erforderlich. Die entsprechenden Aldehyd-Bausteine trugen
verschiedene Funktionen, die zur Einflhrung der unterschiedlichen Elektrophile genutzt

werden sollten. Die Kondensation mit Anthranilamid 4b zu den Grundgeristen 74a-c

8 Das weiterhin als Zielsubstanz geplante 8-Propenon-Analog zu 72b wurde ebenfalls synthetisiert und die
erfolgreiche Darstellung ber MS bestatigt, zeigte jedoch nach Isolation eine rasche Zersetzung in
organischen Ldsungsmitteln, sodass weder eine Analytik tiber NMR noch das Ansetzen einer Stammlésung
zur spéteren Evaluierung vorgenommen werden konnte.
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fand dabei stets unter Verwendung von katalytischer pTSOH und PIDA zur Oxidation des
Dihydro-Intermediats statt. Substitution in 4-Position und Reduktion der Nitro-
Zwischenstufen erfolgten ebenfalls nach den bereits beschriebenen Vorschriften
(Schema 4).

So wurde in Chinazolin 74a eine Nitrilgruppe eingebracht, die im spateren Verlauf der
Synthese das Substrat flr eine Grignard-Reaktion darstellte, aus der die Zielsubstanz 77
direkt hervorging, die einen Michael-Akzeptor in Form eines Alkylketon in para-Position
des 2-Arylrings tragt (Schema 20). Im Rahmen dieser Reaktionssequenz wurde auRerdem
der Vorlaufer 75a fir die Generierung von Methylamin 3s und dem daraus folgendem
Acetamid 3t erhalten. Der Versuch einer simultanen Reduktion der 7-Nitrogruppe und
dem Nitril am 2-Phenylring mit 10 % Pd/C und Ammoniumformiat fuhrte lediglich zur
Bildung des einfachen 7-Amins 76a, das allerdings auf diese Weise eine ausreichende
Loslichkeit aufwies, um in einer Reaktion im Flussreaktor mit Wasserstoff eingesetzt zu
werden, aus der schlieBlich 3s resultierte (Schema 21). AbschlieRend fand in Gegenwart

von Essigsaureanhydrid die Acetylierung zu 3t statt.

Schema 20:2 Allgemeine Reaktionssequenz zur Darstellung von Alkylketon-dekorierten 7-Amino-2-arylchinazolinen.

o OH HN
i . i p
ST e s NE S o o1
\§ \§
HoN NO, /Q)\N NO, /Q)\N NO,
NC NC
4b 74a 75a

@p@ wh

@ Reagenzien und Bedingungen: i) 1: 4-Cyanobenzaldehyd, pTsOH, THF, 30 min, rt, 2: PIDA, 2 h, rt (57 %); ii) 1:
HCCP, DIPEA, MeCN, 1 h, rt, 2: Phenethylamin, 19 h, rt (83 %); iii) Fe, NH4CIl, MeOH:H-0 (4:1), 3 h, 80 °C (80 %);
iv) Vinylmagnesiumbromid, THF, 3 h, -70 °C (20 %).
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Schema 21: Darstellung von 2-Arylchinazoline 3s und 3t.
HN/\D HN/\/©
o0, - o, -
NS N\
NC NC
75a 76a

HN/\/© HN/\)©
N= iii N~
\S \§
N NH, H N NH,
HoN \n/N
3s © 3t

2 Reagenzien und Bedingungen: i) PD/C, NHsHCOO, MeOH, 3 h, 80 °C (89 %); ii) 10 % Pd/C, MeOH/EtOAc (1:1),
HCI. 55 bar Hz, 1 mL/min, 70 °C (68 %); iii) Ac20, TEA, THF, 2 h, rt (20 %).

Unter Verwendung von 3-Nitrobenzaldehyd wurde Chinazolin 74b hergestellt, das im
Rahmen der weiteren Syntheseroute zum Diamin 76b umgesetzt wurde. Die
abschlieBende nukleophile Substitution mit Acryloylchlorid erfolgte hauptséchlich am
Amin des 2-Phenylrings, wahrend als Nebenprodukt zuséatzlich die Bildung des doppelt
modifizierten Substrats 79 beobachtet wurde, und lieferte somit den finalen Liganden 78a
(Schema 22).

Mit Hilfe von Isophthalaldehyd wurde das Grundgerist 74c mit einer Aldehydgruppe
in meta-Position des 2-Phenylrings synthetisiert. Flr den weiteren Verlauf der Sequenz
wurde eine Schiitzung dieser Funktion als Acetal mit Ethan-1,2-diol durchgefihrt, das
nach Substitution der 4-Position mit Phenethylamin sauer wieder gespalten wurde, um
das Aldehyd fiir die darauf folgende Claisen-Schmidt-Kondensation zu 82 freizulegen.
AbschlieRende Reduktion unter milden Bedingungen mit Eisen und NH4ClI lieferte
Zielsubstanz 78b (Schema 23).°

® Die Synthese von 77 und 78a,b war Bestandteil der Master-Arbeit von Julia Hardick.
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Schema 22:2 Allgemeine Reaktionssequenz zur Darstellung von Acylamid-dekorierten 7-Amino-2-arylchinazolinen.
O
0
i N ‘e
- ON SN NO
H,N NO, 2
4b

75b
i iv
’d ’d
S OO, T B
2 N NH /\n/ N NH,
0
76b 78a

HN/\Q
H N“ (0]
/\H/N\Q)\\N HJ\/
79

@ Reagenzien und Bedingungen: i) 1: 3-Nitrobenzaldehyd, pTsOH, THF, 30 min, rt, 2: PIDA, 2h, rt (51 %); ii)
1: HCCP, DIPEA, MeCN, 1 h, rt, 2: Phenethylamin, 19 h, rt (87 %); iii) 10 % Pd/C, NH4sHCOO, EtOH, 5 h, 90 °C
(93 %); iv) Acryloylchlorid, DIPEA, THF, 1 h, rt (49 %).

Schema 23:2 Allgemeine Reaktionssequenz zur Darstellung von Alkylketon-dekorierten 7-Amino-2-arylchinazolinen.

OH

. “@D@*oi@%%

4b

HN
V
S
75¢c T 78b

@ Reagenzien und Bedingungen: i) 1: Isophthalaldehyd, pTsOH, THF, 30 min, rt, 2: PIDA, 2 h, rt (88 %); ii) Ethan-1,2-
diol, pTsOH, PhMe, 20 h, 120 °C, DS (75 %); iii) 1: HCCP, DIPEA, MeCN, 1 h, rt, 2: Phenethylamin, 19 h, rt (54 %);
iv) HCI, MeQH, 3 h, 90 °C (75 %); v) Aceton, NaOH, 3 h, rt (65 %); vi) Fe, NH4Cl, MeOH:H20 (4:1), 3 h, 80 °C
(55 %).
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Zusammenfassend wurde eine Bibliothek aus potentiell kovalenten LiPoLis und
reversiblen Gegenstiicken synthetisiert, die insgesamt 15 Substanzen umfasst, um fir die
Adressierung der vier zuvor generierten p38a-Mutanten eingesetzt werden zu kénnen
(Tab. 12). Die reaktiven Gruppen wurden dabei in 7- oder 8-Position sowie am
2-Phenylring der Liganden angebracht und unterscheiden sich hinsichtlich der GréRe des
eingefuhrten Michael-Akzeptor-Systems und Abstand der elektrophilen Position zum
Chinazolin-Kern. Mit den nétigen Komponenten zur Verfligung sollte nachfolgend der
Nachweis des verfolgten chemisch-genetischen Ansatzes Uber die Identifikation

zueinander passender Protein-Liganden-Paare mittels MS realisiert werden.

Tab. 12: Chemische Strukturen der synthetisierten LiPoLis und der reversiblen Gegenstiicke; E: Elektrophil (oder
entsprechend reversibler Substituent).

@*% @*E ,..om

LiPoLi LiPoLi LiPoLi E

7a /(NJ\/ 7h /(NJJ\/ 77 \;v

7f ,(H)?\y 7i ,( JJ\/
7g Aij\/\/hll\ /< )k/\/ “/ﬁj@
72 \el\/ 7 \/U\/ LiPoLi E

(e} O
72b \)v 72d - 182 AN
H
O 0} 0}

73a \(\)J\ 73b \(\)j\ 78b M
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4.4 Massenspektrometrische Identifikation von Protein-
Ligand-Addukten

Um festzustellen, ob und in welchem Ausmal die hergestellten LiPoLis die p38a-
Mutanten irreversibel modifizieren koénnen, wurden massenspektrometrische
Experimente zur Detektion kovalenter Addukte durchgefihrt. Zum einen wurden
samtliche Liganden in Gegenwart der finf Enzym-Varianten inkl. WT inkubiert und
anschlieBend hinsichtlich einer Massenzunahme im Vergleich zum Apoprotein
durchmustert und zum anderen wurde mit den auf diese Weise gefundenen Komplexen
im Rahmen von MS/MS-Studien die genaue Position der gefundenen Markierung

validiert.
4.4.1 Massenspektrometrie

Die Identifikation aufeinander abgestimmter Protein-Liganden-Paare wurde nach 1 h
Inkubationszeit der LiPoLis mit den finf verschiedenen Kinasen mittels MS
durchgefuhrt. Die daraufhin erhaltenen Spektren wurden mit Messungen der Apoproteine
in Anwesenheit von DMSO als Negativkontrolle (keine Modifikation) verglichen und
gof. resultierende Massendifferenzen berechnet (Abb. 35; Originalspektren siehe
Anhang 9.3).10

In Experimenten mit p38a WT, dem natlrlicherweise ein Cystein in der Peripherie der
LP fehlt, zeigten sich keine kovalenten Addukte aufgrund einer Modifizierung durch die
Liganden. Diese Beobachtung lasst somit den indirekten Rickschluss zu, dass jegliche
detektierte Massenzunahmen in Messungen mit den Mutanten durch die Reaktion von
kovalent bindenden LiPoLis und den artifiziell eingefiihrten Cysteinen verursacht sein
sollten. Daruber hinaus wurde in weiteren Experimenten in Anwesenheit der als
reversible Gegenstilicke synthetisierten Liganden 72a,c, die keine reaktive Gruppe in

Form eines Elektrophils besitzen, ebenfalls keine Modifizierung der Kinasen festgestellt.

10 Die massenspektrometrischen Experimente wurden zusammen mit Julia Hardick und J6rn Weisner sowie
Petra Janning (MS/MS) durchgefhrt.
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Abb. 35: Relative singulére Proteinmarkierung der p38a-Varianten in Gegenwart von dreifach st6chiometrischem
Uberschuss an kovalenten LiPoLis bzw. der reversiblen Gegenstiicke.

Wurden die vier p38a-Mutanten hingegen mit den kovalenten LiPoLis inkubiert,
konnte in manchen Féllen eine Massenzunahme im Vergleich zum Apoprotein beobachtet
werden, die jeweils einfachen Addukten der Kinasen im Komplex mit entsprechenden
Liganden zugeordnet werden konnte. Aus diesen Ergebnissen lieBen sich bzgl.
Reaktivitdt der Elektrophil-tragenden Substanzen bzw. der adressierten Cysteine
regelmaRige Muster in der Protein-Markierung ableiten. Nach Inkubation mit den
irreversibel bindenden Liganden zeigte sich stets eine signifikante Modifizierung von
p38a S252C im Vergleich zu den ubrigen Mutanten. Abhangig von der Position im
Protein  konnen Aminosaure-Seitenketten eine verdnderte Nukleophilie besitzen.
Beispielsweise verringert die Lage am N-terminalen Ende einer a-Helix den pKa der
Thiole von Cystein-Resten und beeinflusst somit die Wechselwirkung mit Elektrophilen,
da die entsprechenden Seitenketten eine erhéhte Reaktivitat besitzen.[209 Weiterhin
koénnte das vorliegende Rotamer von Cys252 eine begunstigende Orientierung aufweisen,
sodass es leichter zur Ausbildung einer kovalenten Bindung zwischen den folglich
leichter zuganglichen Aminoséauren und sich der LP nahernden, Michael-Akzeptoren-
tragenden LiPoLis kommen kann.

Auf der anderen Seite konnte auch die Reaktivitat der Elektrophile beeinflusst werden,
welche von der Wahl der reaktiven Gruppe sowie der Art des dekortierten Grundgerdsts,
der chemischen Verknipfung und der Position in der sie angebracht wird, abhéngig
ist.[210-211] Djes konnten mogliche Erklarungen fur die ausgepragte Bildung kovalenter
Addukte in Gegenwart der 7-Alkylketone 72b und 73a im Vergleich zu den anderen
LiPoLis sein.
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Ein Kklar definiertes Profil bzgl. einer Modifikation der p38a-Mutanten konnte nach

Inkubation mit den 2-Aryl-modifizierten kovalenten LiPoLis 77 und 78a,b beobachtet

werden. Wahrend das bzgl. des 2-Phenylrings para-substituierte 77 mit keiner der

Kinasen zu reagieren schien, wurde fiir die meta-derivatisierten 78a,b die signifikante

Markierung jeweils einer bestimmten Mutante festgestellt, woraus sich mutmaRlich die

Relevanz der gewahlten Position am Losungsmittel-exponierten Arylrest zur Einfiihrung
der reaktiven Gruppen ableiten l&sst. Der Ligand 78a bildete kovalente Addukte mit
p38a S251C und 78b mit p38a S252C und sparten gleichzeitig den WT sowie die beiden

anderen Proteine (K249C, D294C) aus.

A p38a WT p38a WT
MW: 41448 Da MW: 41448 Da
o o
g2 g2
e ® O
* X
(] 3]
Q a
2 a3
¥s ¥
s s i
= ' = :
» o $ & Masse
" e o w° w (Da)
B p38a S251C p38a S$252C
MW: 41203 Da MW: 41446 Da
2 2
8= 8=
e i ©
L I x I
A, = : e
! !
1
| A410Da | I A407 Da |
[——p —pl
& ! ! a E '
o 1 [e)]
s T
8 |1 :
) $ o » e N & & Masse
S w g\@ & w W XS o (Da)

Abb. 36: Massenspektrometische Identifikation von Protein-Ligand-Addukten. A) Massenspektren von p38a WT in
Abwesenheit (DMSO-Kontrolle) und Gegenwart von 78a bzw. 78b. B) Massenspektren von p38a S251C bzw. S252C

in Gegenwart von 78a bzw. 78b.
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Die resultierende Massenzunahme konnte im Vergleich mit dem Spektrum des
Apoproteins jeweils den entsprechenden Substanzen zugeordnet werden (Abb. 36).
Diese Beobachtungen stehen folglich mit den initialen Uberlegungen zum Design der
kovalenten LiPoLis auf Grundlage der entworfenen Mutanten tberein und bestatigen

damit die Arbeitshypothese des postulierten chemisch-genetischen Ansatzes.

4.4.2 Tandem-Massenspektrometrie

In der Durchmusterung der Substanzbibliothek der Elektrophil-dekorierten LiPoLis
konnte zwar die kovalente Adressierung von bestimmten p38a-Mutanten nachgewiesen
werden, jedoch keine direkte Aussage Uber die tatséchliche Position der Modifizierung
durch die Liganden getroffen werden. Um die identifizierten Protein-Ligand-Addukte
diesbezlglich genauer zu untersuchen, wurden MS/MS-Messungen durchgefihrt, die
eine eingehendere Charakterisierung bzgl. der tatsdchlichen Markierungsposition
ermoglichen.

Die nach Inkubation von p38a S251C bzw. S252C mit den kovalenten LiPoLis 78a
bzw. 78b erhaltenen Proben der Protein-Liganden-Komplexe wurden hierfir mit Hilfe
von tryptischen Verdaus analysiert. In den Versuchen wurde eine unvollstandige
Sequenzabdeckung der Ansatze beobachtet, sodass nicht in allen Fallen die relevanten
Abschnitte, welche die eingefiihrten Cysteine tragen, identifiziert werden konnten, was
bspw. durch unglnstiges Flugverhalten der generierten (und ggf. modifizierten)
Peptidfragmente erklart werden koénnte. Aus diesem Grund konnte S252C als
Markierungs-Position fir LiPoLi 78b im Rahmen der Tandem-MS-Experimente nicht
bestétigt werden. Allerdings wurde das mit dem Liganden 78a reagierte Peptidfragment
von p38a S251C (ICSESAR) erfolgreich nachgewiesen und zeigte eine Massenzunahme,
die dem Molekulargewicht der entsprechenden Substanz zugeordnet werden konnte
(Abb. 37). Folglich wies das dieser Probe zugrunde liegende Spektrum das markierte
ye-Fragment 1! auf, das in Kombination mit den ebenfalls markierten bz- und
bs-Fragmenten!? sowie dem nicht modifizierten ys-Fragment®®, dem das adressierte

Cystein fehlt, eine zweifelsfreie Validierung der Reaktion von 78a mit Cys252 zuliel?.

11 CSESAR, MW: 652.3 Da; berechnet fir [ys+78a]*: 1062.3 Da, gefunden: 1061.5 Da
121C, MW: 217.3 Da; berechnet fir [bo+78a]*: 627.3 Da, gefunden: 626.3 Da;

ICS, MW: 304.3 Da; berechnet fiur [bs+78a]*: 714.3 Da, gefunden: 713.3 Da
13 SESAR, MW: 549.3 Da
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Abb. 37: MS/MS-Spektrum von p38a S251C nach Inkubation mit 78a, tryptischem Verdau und Analyse der erhaltenen
Peptidfragmente.

Diese Ergebnisse bekraftigen das Konzept des chemisch-genetischen Ansatzes noch
weiter und bestatigen somit die Arbeitshypothese, indem die erfolgreich nachgewiesene,
spezifische Reaktion bestimmter kovalenter LiPoLis mit entsprechenden Cystein-
tragender p38a-Mutanten dem Struktur-basierten Design folgte. Im Rahmen der
weiterfihrenden Evaluierung sollte mit Hilfe von Kristallisationsexperimenten die
Ausbildung einer kovalenten Bindung weiterhin verifiziert werden und eine Analyse des
Bindungsmodus sowie der zugrundeliegenden Wechselwirkungen der Liganden mit der

Kinase durchgeflhrt werden.

4.5 Strukturbiologische Charakterisierung

Ko-Kristallisationsansatze wurden unabhdngig von den bisherigen Resultaten der
massenspektrometrischen Charakterisierung und Identifikation von Protein-Ligand-
Paaren mit sadmtlichen LiPoLis der synthetisierten Substanzbibliothek sowie allen funf
p38a-Varianten inkl. WT vorgenommen. Die gewéhlten Bedingungen entlehnten aus den
Versuchen mit den reversiblen Bindern, wobei insb. Tropfen in Abwesenheit von BOG

als potentieller Kompetitior der LiPoLis angesetzt wurden (vgl. Kapitel 3.4).
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Hierbei wurde in Gegenwart von in 7- und 8-Position derivatisierten Liganden
hauptsachlich die Bildung von Prézipitaten beobachtet. Fir die am 2-Phenylring
substituierten LiPoLis ergaben zwei Protein-Ligand-Kombinationen reproduzierbare
Kristalle, die bereits innerhalb weniger Minuten nach Zugabe von Reservoir-Ldsung
sichtbar waren. Im Einklang mit den Ergebnissen der MS-Messungen handelte es sich
dabei um Ansatze mit p38a S251C in Anwesenheit von 78a und p38a S252C nach
Inkubation mit 78b, wéhrend in Gegenwart des in para-Position am 2-Arylsystem
derivatisierten Liganden 77 kein Kristallwachstum festgestellt wurde.* Die beiden
entsprechenden Komplex-Strukturen konnten daraufhin erfolgreich geldst werden
(Abb. 38A,B).

Im Allgemeinen wurde in Ubereinstimmung mit der anfinglichen Planung der
kovalenten LiPoL.is die Beibehaltung der bereits zuvor beobachteten, charakteristischen
Wechselwirkungen der reversiblen Chinazolin-basierten Liganden innerhalb der LP
festgestellt. Diese schlieBen die als essentiell betrachtete z-z-Stapelinteraktion des
Grundgerusts mit der Seitenkette von Trp197, die direkte WBB zwischen dem 7-Amin
und Asp294 sowie die Bindung des hydrophoben Phenethylrests tief ins Innere der
Tasche ein. Dartber hinaus wiesen die am 2-Phenylring angebrachten Elektrophile
jeweils eine Orientierung in Richtung des Solvens und somit der eingefiihrten Cysteine

auf.

Abb. 38: Ko-Kristallstrukturen von kovalenten LiPoLis im Komplex mit p38a-Mutanten. Darstellungen von A)
p38a S251C im Komplex mit 78a (griin; 2.0 A; PDB: 508U); B) p38a S252C im Komplex mit 78b (gelb; 2.0 A;
PDB: 508V); 2mFo-DF¢-Elektronendichte (rot) wurde bei 1.0¢ konturiert; Wassermolekiile (rote Sphéren), WBBs
(gelbe Punkte).

14 Das Ansetzen der Kristallisationsplatten erfolgte im Rahmen der Master-Arbeit von Julia Hardick.
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MaRgeblich wurde fir 78a die Ausbildung einer kovalenten Bindung zu Cys251
anhand der deutlich definierten Elektronendichte zwischen Michael-Akzeptor-System
des LiPoLis und der nukleophilen Seitenkette in der Kinase beobachtet (Abb. 38A). Der
Carbonyl-Sauerstoff des Acrylamids bildet dabei eine zusatzliche WBB zum
Rickgrat-NH von Cys251 aus und stabilisiert somit moglicherweise die Ausrichtung des
Elektrophils in Richtung des adressierten Thiol(at)s. Ebenso zeigte 78b im Komplex mit
p38a S252C eine klar aufgeldste Elektronendichte zwischen dem artifiziellen Cystein
und dem am 2-Phenylring eingefiihrten reaktivem Alkylketon (Abb. 38B). Die
Carbonylgruppe des Elektrophils geht zusatzlich eine direkte Wechselwirkung mit dem
Rickgrat-NH von Trp197 ein, sodass die endstandige Methylgruppe des Liganden zum
Losungsmittel orientiert ist.

Neben der MS-gestitzten Identifikation von 78a und p38a S251C, bzw. 78b und
p38a S251C, als aufeinander abgestimmte Protein-Ligand-Paare fiihrten in den
strukturbiologischen Experimenten insb. ausschlieBlich diese beiden Komplexe zu einer
Bildung von Kristallen und konnten entsprechend erfolgreich geldst werden. Auf diese
Weise wurde die bemerkenswerte Selektivitat der kovalenten LiPoLis 78a,b gegentiber
p38a S251C bzw. S252C weiterhin bekréftigt und konnte den Ausgangspunkt flr
weiterfihrende Studien darstellen. Eine Weiterentwicklung und Derivatisierung der
Substanzen auf Grundlage der neuen Kristallstrukturen oder der direkte Einsatz als
Sondenmolekile, bspw. hinsichtlich pharmakologischer Perturbationsexperimente in
zelluldren Systemen, kénnte demnach zur Aufklarung der biologischen Funktion der LP
beitragen.

4.6 Aktivitats-basierte Messungen

Mit den kovalenten Liganden und den entsprechenden p38a-Mutanten wurden
Aktivitats-basierte HTRF®-Messungen durchgefiihrt, um einen potentiellen Effekt der
LiPoLis auf den katalytischen Phosphattransfer innerhalb dieses artifiziellen Systems zu
untersuchen (Tab. 13). Hierbei wurde beobachtet, dass die etablierten ATP-kompetitiven
Inhibitoren SB203580 und Skepinone-L alle Protein-Varianten gleichermalien
inhibierten (45 — 91 nM bzw. 2.7 — 3.9 nM).
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Tab. 13: Bestimmung der inhibitorischen Aktivitat der ATP-kompetitiven Inhibitoren SB203580 und Skepinone-L
sowie den LiPoLis 3a (reversibel), 78a und 78b (kovalent), auf finf p38a-Varianten inkl. WT. Die gemittelten Werte
und Standardabweichungen der Parameter wurden in drei unabhangigen Einzelmessungen bestimmt.

. I1Cs0 (NM)
p38a-Variante -

SB203580 Skepinone-L 3a 78a 78b

WT 454 = 177 27 = 06 n.i. n.i. n.i.

K249C 533 + 251 36 + 13 n.i. n.i. n.i.

S251C 709 + 373 32 £ 09 n.i. n.i. n.i.
S252C 748 + 324 39 + 11 n.i. n.i. 3540 + 1091

D294C 91.0 % 36.0 29 + 08 n.i. n.i. n.i.

n.i.: keine Inhibition (no inhibition)

Der reversible bindende LiPoLi 3a zeigte hingegen keine Hemmung der finf
getesteten Kinasen, was in Ubereinstimmung mit der vorherigen Charakterisierung dieser
Substanz steht (Kapitel3.3). Ebenso konnte fur 78a keine Inhibition der Enzyme
festgestellt werden. Allerdings wurde fir 78b gegeniiber p38a S252C ein ICso von ca.
3.5 UM bestimmt, einem Protein-Ligand-Paar, das zuvor bereits eine spezifische Bindung
zueinander zeigte (Kapitel 4.4).

Diese Inhibition ist unwahrscheinlich auf eine Besetzung des aktiven Zentrums
zuriickzufiihren, wie es fiir andere LiPoLis beschrieben wurdel®*%l da die Dekoration
des 2-Phenylrings mit den hier eingesetzten Elektrophilen zu einem sterischen
Zusammenstol3 innerhalb der entsprechenden Bindetasche fiihren wirde. Der
experimentelle Befund unterstiitzt jedoch zuvor postulierte Hypothesen zu einer
Feinregulierung von p38a durch LiPoLis und substanziiert dartiber hinaus den Erfolg des

chemisch-genetischen Ansatzes hinsichtlich des identifizierten Protein-Ligand-Addukts.
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4.7 Zusammenfassung und Ausblick

4.7.1 Zusammenfassung

In Vorarbeiten wurde eine umfassende Substanzbibliothek reversibler LiPoLis zur
Adressierung der LP in p38a synthetisiert und mittels SPR, orthogonalen
biophysikalischen Methoden sowie anhand einer Reihe von verschiedenen
Ko-Kristallstrukturen charakterisiert. Ausgehend von der beobachteten, geringen
Affinitat der Liganden gegenuber der Kinase wurde folglich ein chemisch-genetischer
Ansatz zur Optimierung der 2-Arylchinazoline verfolgt. Hierbei sollte durch
zweckmélige Modifikation der LiPoLis und des Zielproteins eine maximale
Verweildauer am Enzym durch Knilipfung einer kovalenten Bindung erzielt und somit ein
Einsatz der hervorgehenden Liganden als geeignete Sondenmolekiile fur Studien zur
Untersuchung der biologischen Rolle der LP ermdglicht werden.

Zunachst wurden auf Grundlage der Ergebnisse aus den vorherigen Versuchen mit
reversibel bindenden LiPoLis das Design von Elektrophil-modifizierten LiPoLis und
Cystein-tragenden Mutanten der Kinase vorgenommen. Dabei konnte von der Kenntnis
von Substitutionsmustern, die weiterhin eine Bindung in die lipophile Tasche in p38a
erlauben, den bereits etablierten Synthesevorschriften zur Herstellung Chinazolin-
basierter Liganden sowie insbh. von diversen gelésten Ko-Kristallstrukturen profitiert
werden. Entsprechend wurden Aminosdauren in der Peripherie der LP ausgewéhlt
(Lys249, Ser251, Ser252, Asp294), die mittels ortsgerichteter Mutagenese durch
Cysteine ersetzt wurden. Nach Expression und Reinigung der resultierenden Proteine
wurden die Kinasen in Anwesenheit von MKK6 doppelt phosphoryliert und somit
aktiviert, sodass in einem Aktivitits-basierten Assay die katalytische Integritat der
Enzyme sichergestellt sowie eine Beeintrachtigung der katalytischen Funktion durch die
eingebrachten Mutationen ausgeschlossen werden konnten. Hinsichtlich der Positionen
der ausgewahlten Seitenketten wurde folglich eine Substanzbibliothek an Liganden
entworfen, die strukturell unterschiedliche Michael-Akzeptor-Systeme trugen, um
potentiell eine kovalente Adressierung der LP und die damit einhergehende Ausbildung
einer irreversiblen chemischen Bindung zu den p38a-Varianten zu ermoglichen
(Abb. 39).
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Abb. 39: Schematische Darstellung des chemisch genetischen Ansatzes zur kovalenten Adressierung der LP in
Cystein-tragenden Mutanten von p38a mit Elektrophil-modifizierten LiPoLis.

Im Rahmen von massenspektrometrischen Untersuchungen erfolgte die
Identifizierung von Protein-Ligand-Addukten anhand der Massenzunahme der Proteine
in Anwesenheit der synthetisierten Liganden im Vergleich zum Spektrum des jeweiligen
Apoproteins. Kontrollexperimente zeigten dabei keine Modifikation von p38a WT oder
in Gegenwart von LiPoLis ohne Elektrophil, wahrend fur 78a,b eine selektive
Markierung von p38a S251C bzw. S252C beobachtet werden konnte. Eine Validierung
der artifiziell in der Umgebung der Tasche eingefiihrten Cysteine als tatsachliche, mit den
Liganden reagierte Markierungsposition erfolgte mittels Tandem-MS nach
proteolytischen Verdau der entsprechenden Proben. Hierbei konnte fiir p38a S251C nach
Inkubation mit 78a das diesbezigliche Peptidfragment detektiert werden, das exklusiv
die Modifikation mit dem kovalenten LiPoLi aufwies. Diese Ergebnisse stehen im
Einklang mit dem initialen Design aufeinander abgestimmter Protein-Liganden-Paare,
die in Form von p38a S251C bzw. S252C und 78a bzw. 78b identifiziert wurden.
Letztlich konnten diese beiden Komplexe erfolgreich ko-kristallisiert werden, wobei die
Bildung einer kovalenten Bindung zwischen den Michael-Akzeptoren der LiPoLis und
Cys251 bzw. Cys252 zweifelsfrei anhand der jeweils eindeutig definierten
Elektronendichten nachgewiesen wurde.

In ihrer Gesamtheit bestatigen diese Ergebnisse die anfanglich aufgestellte
Arbeitshypothese, indem durch einen chemisch-genetischen Ansatzes die Generierung,
Identifikation und Validierung spezifischer Paare Elektrophil-tragender Liganden und
Cys-Mutanten von p38a gelang und Selektivitét einzelner kovalenter LiPoLis (78a,b) fur
bestimmte Kinase-Varianten gegenuber den (brigen generierten Proteinen inkl. WT
erzielt wurde. Mit Hilfe der gewahlten Strategie wurden Chinazolin-basierte Liganden
entwickelt, die erstmals die irreversible Adressierung der LP in funktionell integren p38a-
Mutanten ermdglichen und auf diese Weise eine signifikante Erhéhung der urspringlich
schwachen Affinitét reversibler LiPoLis aufgrund einer maximierten Verweilzeit in der

Tasche bewirken.
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4.7.2 Ausblick

Die hergestellten kovalenten Liganden konnten in zukiinftigen Experimenten als
potentielle Sondenmolekile zur chemischen Perturbation der jeweils adressierten
Mutanten genutzt werden, um einen Beitrag zur Aufklarung der bislang nicht vollstandig
verstandenen biologischen Funktion der LP zu liefern. Als eine Mdglichkeit wird in der
Literatur die Rolle der Tasche (und ihrer Liganden) in der Feinregulierung des
Aktivierungszustandes der Kinase diskutiert.[86949] |m Gegensatz zu den reversiblen
Chinazolin-basierten LiPoLis (bspw. 3a) in Anwesenheit des WT, wurde mit dem
kovalent bindenden Analogon 78b eine Inhibition von p38a S252C im HTRF®-Assay
festgestellt (ICso = 3.5 + 1.1 uM; Tab. 13).1°> Weiterhin konnten Einfliisse der LiPoLis auf
die Kinaseaktivitat hinsichtlich synergistischer Effekte bei gleichzeitiger Adressierung
von p38a mit ATP-kompetitiven Inhibitoren und kovalenten Liganden der LP mittels
HTRF untersucht werden. Beispielsweise konnte die Besetzung der Tasche in Néhe des
MAPK-inserts die hemmende Wirkung bekannter p38a-Inhibitoren verstarken bzw.
vermindern. Als Beispiel flir einen solchen Ansatz konnte anhand der klinisch relevanten
Abelson-Kinase in Gegenwart des allosterischen Hemmstoffs GNF-2 gezeigt werden,
dass in Kombination mit dem ins aktive Zentrum bindenden Inhibitor Nilotinib eine
signifikant potentere Inhibition im Vergleich zu Messungen mit den jeweils einzelnen
Substanzen erzielt wurde.[33212]

Die beobachtete Inhibition von p38a S252C durch 78b konnte darauf hinweisen, dass
die LP tatséchlich mit der Kinaseaktivitat in Zusammenhang stehen kdénnte (Tab. 13).
Kovalente Liganden kénnten demnach hilfreiche molekulare Werkzeuge darstellen, um
entsprechende zugrunde liegenden Mechanismen aufzuklaren.

Insbesondere wurde in vorherigen Studien zu dieser Fragestellung die Stabilisierung
und Feinjustierung der Aktivierungsschleifel®l bspw. (iber eine Interaktion mit dem
konservierten APE-Motiv am C-terminalen Ende dieses Struktur-Motivs®, als
mutmaliliche Funktionsweise von LiPoLis in Erwégung gezogen (Abb. 40A,B). Um
diese Hypothesen eingehender zu untersuchen, konnte eine Beobachtung von
diesbezliglichen Konformationséanderungen in An- und Abwesenheit der synthetisierten
kovalenten Liganden der LP verfolgt werden, wobei dies flr die natlrlicherweise sehr
flexible Aktivierungsschleife eine Herausforderung darstellt und z.B. eine Analyse Uber

Kristallisationsexperimente erschwert bzw. ausschlief3t. Stattdessen kdnnten Reporter-

15 Bestimmung der 1Csp-Werte wurde von Jorn Weisner durchgefiihrt.
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Funktionen in das Protein eingebracht werden, die eine Detektion struktureller und
konformativer Modulationen, bspw. in Form von Abstandsmessungen, erlauben. Hierfr
kénnten prinzipiell Umgebungs-sensitive Fluorophore verwendet werden, wie sie bereits
in verschiedenen Proteinen genutzt wurden, um ATP-kompetitive und allosterische
Inhibitoren in Screening-Assays zu identifizieren.[36213-2141 Mit Hilfe von Forster-
Resonanzenergietransfer (FRET)-basierten Ansdtzen konnte darUber hinaus die
raumliche Annaherung zweier fluoreszierender Markierungen detektiert werden.[?1°]
Alternativ dazu konnten Elektronenspin-Resonanz (EPR)-Messungen durchgefihrt
werden, wie sie krzlich in p38a angewandt wurden.[?16-217] Dabei konnte gezeigt werden,
dass mittels in der Aktivierungsschleife eingefiihrten Spin-Markierungen in Anwesenheit
entsprechender Inhibitoren die Stabilisierung von DFG-in und -out-Zustand der Kinase
unterschieden werden kann. Die fir diese Strategien notwendigen Modifikationen von
Proteinen konnen unter Umstanden von Nachteil sein, da die strukturelle oder
katalytische Integritat der Enzyme oder die Bindung von Liganden potentiell beeinflusst
werden koénnen, wobei sich die hier relevante Bindestelle (LP) allerdings raumlich
entfernt von der Aktivierungsschleife befinden wiirde. Ein Vorteil von Spin-
Markierungen gegentber Fluorophoren liegt in der Verwendung kleinerer
Reportermolekiile, durch die weiterhin einer Uberschneidung mit der Eigenfluoreszenz
von Proteinen oder niedermolekularen Substanzen sowie einem Fotobleaching oder

Quenching unter bestimmten experimentellen Bedingungen vorgebeugt wird (Abb. 40C).

Des Weiteren kdnnte im Rahmen einer Struktur-basierten, chemischen Derivatisierung
der kovalenten LiPoLis eine gezielte Interaktion mit dem APE-Motiv oder der direkten
Umgebung induziert und der Einfluss auf die Kinaseaktivitdt untersucht werden.
Beispielsweise konnte durch Einfuhrung von Wasserstoffbriicken-Donoren eine
Adressierung von Glul192 verfolgt werden, indem entsprechende Diamin-Bausteine (85,
90) in 4-Position des Chinazolin-Grundgerustes eingefiihrt werden (Abb. 41). Abhéngig
von der GroRe bzw. Lénge der gewdhlten Substituenten konnte mutmaRlich eine
stabilisierende Wechselwirkung oder unter Umsténden eine Verdrangung der Seitenkette

und damit verbundene Umordnung des APE-Motivs resultieren.
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Atto 565

Abb. 40: Strukturelle Grundlage einer mdglichen Feinregulation der Kinaseaktivitdt durch LiPoLis. A)
Ubersichtsdarstellung der Kinasedoméne von p38a mit DFG-Motiv (orange) am N-terminalen und APE-Motiv (rot)
am C-terminalen Ende der Aktivierungsschleife (griin) (PDB: 1P38); B) Lokalisation und Orientierung des
APE-Motivs in Gegenwart von in die LP gebundenem LiPoLi 3a (griin) (PDB: 4DLJ); C) chemische Strukturen der
Fluorophore Acrylodan und Atto 565 sowie der als Spin-Markierungs-Reagenzien genutzten Nitroxide 1-A*-Oxidanyl-
2,2,5,5-tetramethyl-3-(methylsulfonylsulfanylmethyl)pyrrol (MTSSL) und 2.2.6.6-tetramethyl-N-oxyl-4-amino-
4-carboxylséure (TOAC).

Glu192

Abb. 41: Design kovalenter LiPoLis zur Interaktion mit dem APE-Motiv. Modellierung von A) 91 (cyan) und B) 92
(gelb) in die LP von p38a; WBBs (gelbe Punkte) (basierend auf PDB: 4DLJ).
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Synthetisch wéren die bespielhaften Amine (85, 90) einerseits Gber Umsetzung von
2-Phenethylbromid 83 mit Hydrazinhydrat, anschliellender Bildung des Hydrochlorids
84 und finaler TFA-Anhydrid-Schitzung zuganglich. Zum anderen kénnte ausgehend
von Phenethylamin und Chlorformiat 87 ein VVorlaufer des Harnstoffderivats 89 generiert
werden. Reduktion und Einfihrung der TFA-Anhydrid-Schutzgruppe sollte die
Zielsubstanz 90 ergeben (Schema 24). Die Amine koénnen dann unter den bereits
beschriebenen Verbindungen in 4-Position des Intermediats 80 eingebracht werden. Die
restliche Reaktionssequenz wiirde schlieBlich flr beide Derivate Uber Freilegung des als
Acetal maskierten Aldehyds, Erzeugung des elektrophilen Alkylketons im Rahmen einer
Claisen-Schmidt-Kondensation und abschlieBender simultaner Reduktion der
7-Nitrogruppe und Entschiitzung der acetylierten Amine unter milden reduktiven
Bedingungen verlaufen, um die kovalenten LiPoLis 91 und 92 zu erhalten.

Ferner konnte durch eingehendere Derivatisierung moglicherweise die inhibitorische
Potenz der irreversibel bindenden Liganden 78a,b verbessert werden. Beispielsweise
konnte eine Kombination dieser LiPoLis mit strukturellen Elementen der zuvor
identifizierten reversiblen Binder, insbh. bzgl. der verschiedenen Substituenten in
4-Position, erfolgen. Im Gegensatz zu den urspriinglichen Liganden sollte aufgrund der
gesteigerten Verweildauer am Enzym der kovalenten Analoga das Aufstellen von SARs

und eine daraus abgeleitete iterative Optimierung der LiPoLis ermdglicht werden.

Schema 24: Vorschlag einer Syntheseroute zur Darstellung von 91 und 92 als kovalente LiPoLis zur Interaktion mit
dem APE-Motiv.
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In den MS-basierten Experimenten wurde beobachtet, dass eine Einfiihrung von
Elektrophilen in meta-Position am 2-Phenylring zur Adressierung von Cys251 bzw.
Cys252 geeignet ist, wahrend in Gegenwart vom entsprechenden para-substituierten 77
keine Bildung von Addukten mit den generierten Mutanten festgestellt wurde. Ausgehend
von der Ko-Kristallstruktur von Acetamid 3t im Komplex mit p38a konnten unter
Verwendung des Methylamins 3s Elektrophile in Form entsprechender Sdauren oder
Saurechloriden in para-Position am 2-Phenylring des Chinazolins eingefiihrt werden
(Abb. 42A). Die reaktive Stelle des Michael-Akzeptors in 93 ware im Vergleich zu den
bisherigen kovalenten LiPoLis in einem gréRerem Abstand zum Grundgerust lokalisiert
und ermdglicht daher eine potentielle Adressierung von entsprechenden Mutanten der
Zielkinase, wie z.B. p38a S254C oder p38a N196C (Abb. 42B,C). Hinsichtlich der
bereits identifizierten Paare konnten vergleichende Charakterisierungen bzgl. der
Reaktivitét der eingefiihrten Elektrophile gegentiber der generierten p38a-Varianten bzw.
der Inhibition dieser Proteine erfolgen. Dabei konnten sich folglich préavalente
Eigenschaften fiir einen zukinftigen Einsatz in zelluldren Studien oder als allosterische

Inhibitoren ergeben.

e om0
" v@*m i ) g ¢©)\N/ i D o \/@ﬂm’ N,
3s ® 3t 2 93

Asp294

Ser254

Abb. 42: Design kovalenter LiPoLis zur Adressierung von p38a S254C, bzw. N196C. A) Schematische Ableitung des
kovalenten LiPoLis 93 aus den strukturellen Vorlaufern 3s,t; B) Modellierung von 93 (grau) in die LP von p38a mit
zu S254C ausgerichtetem Eletrophil; C) Modellierung von 93 (grau) in die LP von p38a mit zu N196C ausgerichtetem
Eletrophil (basierend auf PDB: 4DLJ).
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Im Hinblick auf eine mdglichst diverse Reihe an spezifischen, elektrophilen
Sondenmolekulen konnte die Adressierung alternativer Aminosauren neben Cysteinen
verfolgt werden, die dartiber hinaus naturlicherweise in der Kinase vorkommen und keine
Mutagenese erfordern. Zu entsprechenden reaktiven Gruppen zahlen zum einen
Sulfonsaurefluoride, die insb. mit nukleophilen Seitenketten von Serinen (sowie Threonin
und Tyrosin) und Lysinen selektiv reagieren kénnen, wie bspw. anhand von Serin-
Proteasen?®l und Hydrolasen?®] bzw. wvon Glutamat-Dehydrogenasen(??%l oder
Kinasenl??Y demonstriert wurde. Zum anderen wurden mit Hilfe von Isoxazolium-Salzen
als reaktive Gruppen kovalente Inhibitoren hergestellt, die Glutaminséuren
adressieren.[2%2]

In der Umgebung der LP sind einige natrlich vorkommende, nukleophile Seitenketten
lokalisiert, die moglicherweise mit passenden Elektrophil-dekorierten LiPoLis kovalente
Bindungen ausbilden kénnten. Zu diesen Aminoséuren zéhlen bspw. Asp292, Ser293,
Asp294 und Lys295 in der Schleife neben der 6-/7-Position der gebundenen Chinazoline
sowie Lys248, Lys249, Ser251, Ser252 und Ser254 im Bereich der a-Helices 1L.14 und
2L.14, die sich potentiell in rdumlicher Nahe zu entsprechenden Liganden in der Tasche
befanden (Abb. 43A).

Insbesondere Ser251 und Ser252 kdnnten in Analogie zum durchgefiihrten chemisch-
genetischen Ansatz mit reaktiven Gruppen, wie z.B. Sulfonylfluoriden in meta-Position
des 2-Phenylrings von 97, modifiziert werden kénnen (Abb. 43B). Dahingegen wiirden
Asp292, Ser293, Lys295, Lys248 und Ser254 eher ungunstige Orientierungen fur die
Adressierung mit Elektrophilen annehmen oder bestimmte miteinander interagierende
Seitenketten, wie im Fall von Lys249 und Asp292 bzw. Asp294, von entsprechenden
Einheiten behindert werden. Die fir die Herstellung von 97 erforderliche Sulfonsaure-
Gruppe konnte in Form des Benzaldehyds 93 im Rahmen einer Kondensation von
Anthranilamid 4b in das Chinazolin-Grundgerst eingefiihrt werden, das anschlielend
nach den bereits beschriebenen Vorschriften substituiert und reduziert werden kann. Der
Schlisselschritt der Generierung vom finalen Sulfonylfluorid 97 aus dem resultierenden
Intermediat 95 wirde eine nach Chlorierung der Séure erfolgende Umsetzung mit

Kaliumhydrogenfluorid darstellen (Schema 25).12231
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Abb. 43: Design kovalenter LiPoLis zur Adressierung von nukleophilen Aminosauren in der Peripherie der LP. A)
Nattirlich vorkommende, nukleophile Aminoséuren in der Peripherie der LP von p38a im Komplex mit 3a; B)
Modellierung von 94 (cyan) mit zu Ser251 und Ser252 ausgerichtetem Eletrophil; (basierend auf PDB: 4DLJ).

Schema 25: Vorschlag fir Syntheserouten zur Darstellung des Sulfonsurefluorids 97 als kovalente LiPoLis zur
Adressierung von nukleophilen Aminoséuren in p38a.
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Fur zukunftige Experimente kdnnte eine Bisfunktionalisierung der kovalenten LiPoL.is
mit einer weiteren reaktiven bzw. funktionellen Einheit interessant sein. Beispielsweise
konnte eine Erweiterung der Molekile mit Loslichkeits-vermittelnden Gruppen,
Fluorophoren als bildgebende Reporter oder Biotin als Affinitats-tag stattfinden. Eine
entsprechende Synthese konnte ohne groRere Anderung der bereits etablierten Route
unter Verwendung eines Boc-geschiitzten Amin-Bausteins in der Claisen-Schmidt-
Kondensation zum Aufbau des Michael-Akzeptor-Systems erfolgen (Schema 36). Das
auf diese Weise ins Grundgeriist eingebrachte Amin kann als Substrat fir
Kupplungsreaktionen mit jeweiligen Carbonséuren zur Herstellung von bspw. 99a-d

genutzt werden.
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Schema 36: Vorschlag fir eine allgemeine Syntheseroute zur Darstellung von bisfunktionalisierten, kovalenten

LiPoLis.
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Mit kovalenten LiPoLis alleine wéren bspw. phanotypische Experimente in Zellen
moglich. Hierfur wéren bestimmte Eigenschaften der Liganden, wie z.B. eine
ausreichende Permeabilitdt und Loéslichkeit im waéssrigen Milieu, notwendig. Mittels
einer doppelten Funktionalisierung der Liganden konnte dies erreicht werden, indem
zusétzlich zum Elektrophil solvatisierende Gruppen in das Molekil eingefuihrt werden.
Eine Markierung mit Fluorophoren (bspw. Cy5, vgl. 99c) liel}e eine mikroskopische
Verfolgung von p38a bei Besetzung der LP in Zellen zu und konnte hinsichtlich
Fragestellungen nach der subzellularen Lokalisation oder An- bzw. Abreicherung des
Proteins in Gegenwart der LiPoLis, etc. von Nutzen sein. Alternativ dazu kénnten
diesbezlglich auch Fusionsvarianten der Kinase (bspw. mit Grin-fluoreszierendem
Protein) im Zusammenhang mit einfachen kovalenten LiPoLis verwendet werden. Fir
pull-down-Versuche geeignete Biotin-modifizierte Liganden lieRen eine Isolierung von
p38a aus Zelllysat zu, wenn die adressierte Tasche besetzt ist. Gegebenenfalls lassen sich
auf diese Weise Interaktionspartner der Kinase identifizieren, die in der Nahe dieser
Region binden bzw. nicht mehr dort binden koénnen. Die genannten Experimente
schliefen mit ein, dass die generierten Mutanten (bspw. p38a S252C im Fall von 78b und
Derivaten 99a-d) in Zellen eingefiihrt werden konnen. Dies kdnnte einerseits Uber

Transfektion entsprechender Plasmide geschehen, wobei zwei Populationen des Enzyms
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(WT und Mutante) vorliegen wirden. Alternativ konnten auf genetischer Ebene mittels
knock-out von p38a WT und knock-in der gewahlten Variante vergleichende Studien von
den WT exprimierenden und fir die Mutante codierenden Zelllinien in An- und
Abwesenheit von (bisfunktionalisierten) kovalenten LiPoLis ermdglicht werden.

Als moglicher Ausgang von Experimenten invivo oder mit Zelllysaten kdnnten
Hinweise auf das VVorhandensein von PPI-Partnern hervorgehen, wobei andererseits das
Blockieren der LP durch LiPoLis eine Bindung von potentiell wechselwirkenden
Molekdilen verhindern kdnnte. Wenn diese (Protein-Protein-)Interaktion dartber hinaus
transient ist, wirde eine Identifikation (ber pull-down-Assays, wie bspw.
Ko-Immunprazipitation, in Gegenwart von einem cross-Linker zum Fixieren von PPIs
mdglich sein. Die Reaktion mit entsprechenden Reagenzien wiirde dabei unspezifisch an
der gesamten Oberflache der Kinase erfolgen, sodass eine Validierung der gefundenen
Binder erfolgen musste. Hierzu miisste eine Analyse der mutmaRlichen Wechselwirkung
mit p38a in An- und Abwesenheit kovalenter LiPoLis stattfinden, um einen eventuellen
Zusammenhang mit der LP zu untersuchen. Alternativ dazu kénnte eine irreversible
Bindung von Interaktionspartnern mit Hilfe artifiziell eingefuhrter Aminosaure-Analoga,
bspw. in Umgebung der lipophilen Tasche, geschehen, wobei aufgrund der rdumlichen
Né&he zur LP mutmallich eine direkte Beziehung der identifizierten Molekule zu dieser
Region impliziert werden konnte.

Zudem muss eine fir pull-down-Experimente geeignete Markierung (bspw. Biotin)
nicht zwangslaufig ber die kovalenten LiPoLis eingefiihrt werden, sondern kdnnte
stattdessen direkt am Zielprotein p38a erfolgen, das z.B. nach Inkubation in Gegenwart
des Liganden aus Zelllysaten isoliert werden kann.

Es wirde einen bedeutungsvollen Ausgang des verfolgten Ansatzes und gleichzeitig
eine durchschlagende Bestédtigung der Arbeitshypothese bedeuten, wenn im Rahmen
entsprechender Studien tatsachlich eine Funktion der LiPoLis in Bezug auf bspw. PPIs
nachgewiesen werden konnte. Zahlreiche Experimente wiirden anschlie3en, bspw. die
Bestimmung Konzentrations-abhangiger Effekte der LiPoLis zur tiefergehenden
Charakterisierung der gefundenen Interaktion sowie Ko-Kristallisation mit dem
molekularen Binder zur Forderung des strukturellen Verstdndnisses der zugrunde
liegenden Interaktion, um anhand dieses Beispiels einen Beitrag zur Aufklarung nicht-

katalytischer Funktionen von Kinasen zu leisten.
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5 Strukturbiologische Untersuchungen von

Kinaseinhibitoren

Mit Hilfe wvon erfolgreichen Ko-Kristallisationen konnte am Beispiel der
synthetisierten Liganden der LP in p38a die Bedeutung von strukturbiologischen
Charakterisierungen molekularer Komplexe als System zur Verifizierung von
Arbeitshypothesen und Ausgangspunkt fur die weiterfiihrende Planung von LiPoLis
demonstriert werden. Die Generierung von (bzw. die Zugéanglichkeit zu) Strukturen, die
bspw. die Bindung von niedermolekularen Substanzen an jeweilige Zielproteine
beschreiben, stellen neben eingehender biochemischer und zellulérer Evaluierung eine
leistungsfahige Mdoglichkeit dar, weitere Informationen zum Verstandnis der
zugrundeliegenden Wechselwirkungen zu erlangen.

Von besonderem Interesse sind kristallographische Studien bei der Entwicklung
potenter, klinisch relevanter Wirkstoffe, indem sie prinzipiell die Voraussetzung fur eine
Einsicht in den genauen Bindungsmodus und die Analyse molekularer Interaktionen
zwischen Ligand und Rezeptor mit atomarer Auflosung liefern. Hierbei ermdglicht bspw.
die Identifikation struktureller Eigenschaften oder Merkmale eines Proteins und/oder
eines Inhibitors die Optimierung oder Entwicklung entsprechender Molekile sowie
rationale Ansdtze zur Adressierung anderer Zielstrukturen. Dariber hinaus bieten sie
potentiell Anhaltspunkte zur Umgehung von Resistenzen bzw. Steigerung der Selektivitat
von biologisch aktiven Substanzen, die als fortwahrende Herausforderungen in der
medizinischen Chemie und pharmazeutischen Forschung gelten.

In einem weiteren Teil dieser Arbeit wurden Ko-Kristallisationen mit
ATP-kompetitiven Kinaseinhibitoren der MAPK p38a durchgefihrt. Die entsprechenden
geldsten Strukturen lieferten maRgebliche Ergebnisse, die den Wirkmechanismus der
eingesetzten Hemmstoffe erklarten (vgl. Kapitel 5.1), Arbeitshypothesen verifizierten
(vgl. Kapitel 5.2, 5.3) sowie die Korrelation von Aktivitdt und Selektivitat bei

Derivatisierung der verwendeten Liganden gewahrleisteten (vgl. Kapitel 5.4, 5.5).
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5.1 Skepinone-L-Derivate zur Adressierung des R-Spine in
p38a

5.1.1 Theoretischer Hintergrund

Die therapeutische Relevanz von p38a liegt in der Beteiligung an der Entstehung von
neuronalen  Erkrankungenl??4l, verschiedenen Formen von Krebs[??® und
Entziindungskrankheiten[??6] (vgl. Kapitel 1.2.1), wobei aufgrund von Defiziten und
Nebenwirkungen in klinischen Studien bislang kein Inhibitor zur Markteinfiihrung
zugelassen wurde.[227-228]

Laufer und Mitarbeiter entwickelten vor kurzem Skepinone-L als auBerordentlich
potenten und selektiven Typ I-Inhibitor fiir p38a.l”Y Die diesheziiglich geldste
Kristallstruktur offenbarte wesentliche Besonderheiten des gebundenen Inhibitors. Neben
der gleichzeitigen Adressierung von HRI und Il durch den Liganden, wies diese im
Speziellen einen sogenannten Glycin-flip auf. Dieser beschreibt die bei der Bindung des
Dibenzosuberon-Grundgerusts induzierte Rotation der in der Scharnieregion befindlichen
Aminosaure Gly110 um 180° und stellt mutmafilich die Grundlage flr das hervorragende
Aktivitats-Profil dieser Substanz dar.[2?°]

Ausgehend von dieser Entdeckung wurde eine Strategie zur Entwicklung einer neuen
Generation an Derivaten verfolgt, wobei die vorteilhaften Eigenschaften des
Skepinone-L-Kerns mit typischen strukturellen Elementen von Typ Il-Inhibitoren
kombiniert wurden.[230-231 Es zeigte sich, dass diese Liganden tiberraschenderweise nicht
vollstandig dem postulierten Bindemodus folgten, d.h. trotz der implementierten
Merkmale keine Adressierung der allosterischen Tasche im aktiven Zentrum und somit
keine Stabilisierung der DFG-out-Konformation erzielt wurde. Stattdessen fiihrten die
Bemihungen zur Identifikation von sogenannten Typ 1%-Inhibitoren (bspw. 100a;
Tab. 14), die sich durch die Beibehaltung der beschriebenen Interaktionen des
Skepinone-L-Templats sowie die gleichzeitige Einnahme des DFG-in-Zustands der
Kinasedomine auszeichneten.[?3? Gleichzeitigy wurde kein signifikanter Verlust der
Aktivitat festgestellt.

Die Autoren diskutieren, dass viele Inhibitoren aufgrund unzureichender Selektivitét
und mangelhafter kinetischer Profile in klinischen Studien scheitern, und dass eine
Optimierung dieser Parameter mit einer verlangerten Verweildauer am Enzym realisiert

werden konnte. Ein solcher Ansatz wirde Vorteile bzgl. einer erhdhten Effizienz der
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Liganden in vitro und in vivo sowie einer anhaltenden pharmakodynamischen Wirkung
aufgrund einer bestenfalls (pseudo)irreversiblen Bindung mit sich bringen und auf diese
Weise zu verringerten Nebenwirkungen in Tierversuchen/Patienten fiihren.[233-234 Die
Umsetzung dieser Hypothese sollte mit Hilfe von Inhibitoren erfolgen, die eine
konformative Stabilisierung von Substrukturen in der Kinasedoméne induzieren.
Diesbeztiglich konnte sich das als R-Spine bezeichnete hydrophobe Ruckgrat eignen, das
ein maRgebliches Merkmal der aktiven Kinase-Konformation darstellt.[2923%] |m Fall von
p38a ist es aus vier konservierten, lipophilen Aminoséuren aufgebaut, bei denen es sich
um Leu75 in der a-Helix C, Leu86 im $3-Strang, His148 im HRD-Motiv und Phe169 des
DFG-Motivs handelt (Abb. 44).123¢]

Im Rahmen eines Struktur-basierten Ansatzes sollte eine Substanzbibliothek von
Skepinone-L-Derivaten zur Adressierung des R-Spine unter Beibehaltung der
Interaktionen des Templats innerhalb ATP-Bindungsstelle synthetisiert werden. Die
Evaluierung des Ansatzes sollte neben eingehender, biochemischer Charakterisierung vor

allem mittels Ko-Kristallisationsexperimenten erfolgen.

Scharnierregion R-Spine

Gly110  Met109

Leu86
(o)
Leu75
Phe169
v
Skepinone-L-Templat
His148

Abb. 44: Schematische Darstellung der Stabilisierung des assemblierten R-Spine mit Hilfe von Skepinone-L-
Derivaten.
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5.1.2 Stabilisierung des R-Spine und Verweildauer am Enzym

Auf Basis der zuvor beschriebenen p38a-Komplex-Strukturen von Skepinone-L und
100a wurden Liganden entworfen, die am Dibenzosuberon- (X =CH2) bzw. dem
verwandten Dibenzooxepinon-Grundgeriist (X = Q) an ausgewahlten Positionen mit
verschiedenen Substituenten (R-R%) derivatisiert wurden. Reste R? sollten hierbei die
Losungsmittel-exponierte HRII adressieren, wahrend R? und R® die in Néhe des
Turstehers lokalisierte HRI besetzen sollten. Insbesondere ist die Einfuhrung eines
hydrophoben Motivs R* hervorzuheben, das sich potentiell in Richtung des R-Spine
erstreckt und mit diesem Strukturelement interagieren kann (Abb. 44).

Im Folgenden wurde eine Auswahl an folglich generierten Inhibitoren herangezogen,
um die wesentlichen, ableitbaren SARs aufzuzeigen und schlieflich den Erfolg der
verfolgten Strategie zu beurteilen (Tab. 14).

Mit Hilfe von zwei unterschiedlichen Assay-Systemen wurden ICso-Werte der
synthetisierten Liganden bestimmt (Tab. 15).'® Zum einen wurde die Aktivitat Uber
direkte Hemmung der Zielkinase p38«, und zum anderen anhand der Freisetzung des
Zytokins TNFa in Vollblut-Zellen festgestellt. Hierbei zeigte sich, dass die Variation von
R in Form von Diolen, Alkoholen oder Morpholin (vgl. Skepinone-L vs. 100g vs. 100h)
keine signifikanten Unterschiede in der jeweiligen Inhibition hervorrief. Die gewahlten
polaren, solvatisierenden Gruppen scheinen somit alle zur Bindung in die Lésungsmittel-
exponierte HRII geeignet zu sein. Unterschiedliche Kombinationen von H, Methyl
und/oder F als Substitutionsmuster an Position von R? und R® (vgl. 100f vs. 100a vs.
100h) flihrten ebenfalls kaum zu Unterschieden in den detektierten 1Cso-Werten (ca.
1 pM) und resultierten daher stets in sehr potente Inhibitoren und einer scheinbar
effizienten Adressierung der HRI. Interessanterweise zeigte 100a eine im Vergleich zu
den anderen Liganden mehr als 100-fach geringere TNFa-Freisetzung (0.3 nM vs.
34.7 - 463.8 nM). In ahnlicher Weise hatte die Derivatisierung mit einem hydrophoben
Motiv R4, das in Richtung R-Spine reichen sollte, sowohl im isolierten Enzym-Assay als
auch im Vollblut-Testsystem keine signifikante Veradnderung der hohen, katalytischen
Aktivitat zur Folge. Dabei wurde die Grolie des Substituenten von H, tiber Cyclopropyl
bis zu Thiophenyl und Phenyl variiert (vgl. 100d-j).

16 Synthese und biochemische Charakterisierung der Inhibitoren erfolgte im Arbeitskreis Laufer.
SPR-Messungen wurden am Translational Reasearch Center, Oss (NL) durchgefiihrt.
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Tab. 14: Strukturelle ldentitat der chemischen Strukturen einer Auswahl von Skepinone-L-Derivaten zur Adressierung
des R-Spine.

R! Q R2 ¥
e
N
X H
# R R? R R X
OH
Skepinone-L HO\)\/OY F F H CH,
O
100a 7/ CHs F /(HJ\Q CH;
100d O JS/ F F H CH.
fe) (0]
100e O )Jy F F /(N)% CH;
H
O
100f /\ )Jy H F AHJKQ CH,

0O

(0]
100g Ho\/\NJJy F F AN s CH,
H H W,

/\ (0]
100h N~y )Jy F F /(HJKLS/) CH,

O )Jy F F AHJKLS/) 0
100] O — jy H F /(Hi© 0

100i

Hinsichtlich der beiden Grundgeriiste wurde hingegen im Vollblut-Testsystem eine bis
zu 10-fach geringere Aktivitat der Dibenzooxepinone 100i,j gegeniber den (brigen
Dibenzosuberonen beobachtet. Die Abwesenheit eines zusétzlichen Sauerstoffatoms

scheint demnach fiir die Wirkung in Zell-basierten Assays von Bedeutung zu sein.
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Tab. 15: Bestimmte 1Cso-Werte und kinetische Parameter zur Charakterisierung der Skepinone-L-Derivate; p38a:
Messung der enzymatischen Aktivitat von p38a im Ab-basierten Assay; TNFa: Messung der Freisetzung von TNFa
im Vollblut-Assay; z: Verweildauer am Zielprotein.

I1Cs0 (NM) kinetische Parameter
# Typ

p38a TNFa kon (M1s1) kot (s1) Kb (nM) 7 (5)

Skepinone-L | 50 + 20 450 + 1.6 3.2-10° 6.7 - 103 20.9 4.6
SB203580 | n.d. n.d. 1.0 - 107 2.2-10% 21.7 150
BIRB 796 1 n.d. n.d. 1.2 - 10 1.0-10° 0.1 >10°
100a I 1.0 + 00 030 £ 0.0 n.d. n.d. n.d. n.d.
100d 1% n.d. n.d. 6.9 - 10° 2.8-1072 4.0 36
100e 1%2 24 + 0.2 472 + 04 n.d. n.d. n.d. n.d.
100f 12 1.0 £ 0.1 380 + 11 1.2 - 106 3.9-10°% 3.1 259
100g 1% 0.6 = 0.0 347 £ 05 5.8-10° 7.5-10* 1.3 1329
100h 12 1.0 £ 0.1 43.0 + 0.8 6.2 - 10 2.7-10* 4.4 3663
100i 12 1.3 + 0.1 1515 £ 3.6 n.d. n.d. n.d. n.d.
100j 1% 1.0 + 0.0 4638 £ 0.2 1.7 - 108 3.1-107? 17.7 32

n.d.: nicht bestimmt (not determined)

Die Rolle der Wahl des Grundgerusts zeigte sich dartiber hinaus in der Verweildauer
der Liganden am Zielenzym, ausgedruckt durch den Parameter 7 (= 1/kof) (vgl. 100f vs.
100j; 259 s vs. 32 s). Insbesondere demonstrieren die kinetischen Messungen jedoch
eindrucksvoll den Effekt der GroRe des hydrophoben Substituenten an Position R*, wobei
7 von H (Skepinone-L) bis zu Thiophen-Carboxamiden (100g,h) von 5 bis 3663 s
zunimmt. Aus der Charakterisierung geht somit hervor, dass mit der Verlangerung der
Molekiile in die Region des R-Spine tatséchlich eine erhdhte Verweildauer fur einige der
synthetisierten Inhibitoren an p38a erzielt werden konnte. Wie diese Beobachtung auf
molekularer ~ Grundlage erklart werden kann, sollte im Rahmen von

Ko-Kristallisationsexperimenten geklart werden.

Unter Verwendung der zuvor angefuhrten Bedingungen mit der Reservoir-Ldsung
zugefugtem BOG wurden in Anwesenheit bestimmter Liganden (100h,g.))
reproduzierbare p38a-Kristalle erhalten. Dementsprechend konnten insgesamt drei
Komplexe erfolgreich gelost werden (Abb. 45A-C). In allen Féllen lie} sich die
Beibehaltung der charakteristischen Interaktionen des Skepinone-L-Kerns in der Adenin-

bindenden Region innerhalb des aktiven Zentrums beobachten.
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Gly110

bindende
Region

Abb. 45: Ko-Kristallstrukturen von Skepinone-L-Derivaten zur Adressierung des R-Spine (Leu75, Leu86, His148,
Phe169) im Komplex mit p38a. Darstellungen von p38a im Komplex mit A) 100h (weif), B) 100g (gelb) und C) 100j
(cyan); 2mFo-DFc-Elektronendichte (rot) wurde bei 1.00 konturiert; Wassermolekile (rote Sphéren), WBBs (gelbe
Punkte); (PDB: 5MTX, 5SMTY, 5TBE).

Dabei handelt es sich um die Ausbildung von zwei direkten WBBs zwischen der
Ketogruppe des Grundgeriists und den Rlckgrat-NHs von Met109 und Gly110, welche
zum Glycin-flip als spezifische Anpassung der Kinase bei Bindung dieser Klasse von
Substanzen flhrt. Dartber hinaus wurden keine Unterschiede bzgl. des Bindungsmodus
von Dibenzosuberon und Dibenzooxepinon (100g vs. 100j) festgestellt, die eine
Divergenz bzgl. der zellularen Aktivitat potentiell begrinden kénnten.

Bezliglich der Reste R! zur Adressierung der HRII zeigte sich jeweils eine gewisse
Flexibilitat der Substituenten anhand nicht eindeutig definierter Elektronendichte in den
entsprechenden Losungsmittel-exponierten Bereichen. Die Anilineinheit der Inhibitoren
besetzt mit unterschiedlichen Fluorierungsmustern R?/R? die HRI, wobei allerdings keine
Interaktionen, wie bspw. Halogen-Bindungen, mit dem Protein festgestellt wurden. Der
Amidlinker zur Verkntipfung von R* bildet direkte WBBs zum Riickgrat-NH von Asp168
des DFG-Motivs sowie der Seitenkette von Glu71 in der a-Helix C aus.
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Die allerdings mutmaBlich bedeutendste Erkenntnis auf Basis der Kristallstrukturen
stellt die Identifikation einer edge-to-face z-z-Stapelwechselwirkung zwischen der
terminalen, aromatischen Einheit des Substituenten R* und der Seitenkette von Phe169
dar. Durch diese konstruktive Interaktion und der passenden Orientierung wird die
Konformation von Phel69 fixiert und auf diese Weise vermutlich eine Assemblierung
und Stabilisierung des R-Spine erreicht.

Die bestimmten kinetischen Daten der Liganden wurden folglich mit den geldsten
Kristallstrukturen, insb. hinsichtlich Verweildauer z, verglichen. Aus der SAR war eine
ca. 100-fache Verléangerung von z fur 100h gegentber 100j ersichtlich (3663 s vs. 32 s).
Diese Inhibitoren unterscheiden sich hauptsachlich im jeweiligen Grundgerist und der
Art des arylischen Substituenten R* (Phenyl vs. Thiophen). Die strukturbiologischen
Untersuchungen lieferten keine Anhaltpunkte darauf, dass der Unterschied in den
Verweildauern durch den zusétzlichen Sauerstoff im Dibenzooxepinon-Kern verursacht
werden konnte. Stattdessen ist vermutlich die Wahl des Amid-verknlpften Aromaten, der
mit Phel69 im R-Spine interagiert, hauptsachlich ausschlaggebend fur die optimierten
kinetischen Eigenschaften der Derivate.

Die Verteilung der positiven und negativen elektrostatischen Oberflachenpotentiale
der beiden Ringsysteme ist unterschiedlich und konnte eine Erklarung fur die attraktive
edge-to-face Stapelwechselwirkung der beiden Aromaten darstellen.[?31 Weiterhin
kdnnte es sein, dass in Gegenwart des groReren Phenylrestes in 100j im Gegensatz zu
dem Thiophen 100h aufgrund sterischer Effekte teilweise Repulsion zu Phel69
verursacht wird, was sich in einer kirzeren Verweildauer an der Kinase niederschlagt.

Mit Hilfe der erfolgreich gelosten Kristallstrukturen konnte demnach die
Arbeitshypothese bestétigt werden, nach welcher die Stabilisierung des R-Spine als
konserviertes, katalytisch relevantes Strukturelement und wichtiges Merkmal der aktiven
Kinasekonformation zu bevorzugten kinetischen Eigenschaften der Liganden fuhrt.
Tatsachlich fihrte die Erweiterung des Grundgerlsts mit entsprechenden Substituenten
zu einer direkten Interaktion mit diesem hydrophoben Proteinriickgrat sowie der
Einnahme eines fur Typ 1%2-Inhibitoren typischen Bindungsmodus. Diese Beobachtungen
korrelieren weiterhin mit einer signifikant verlangerten Verweildauer am Enzym, d.h.
einer Uber 700-fachen Steigerung (3663 s vs. 4.6 s) gegeniiber der Parentalsubstanz

Skepinone-L.
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5.1.3 Harnstoffderivate und Unterbrechung des R-Spine

Neben den Amid-verkniipften Resten R* wurde im Arbeitskreis Laufer eine weitere
Reihe an Derivaten synthetisiert, wobei es sich um Harnstoffderivate des
Dibenzosuberon-Templats handelt (Tab. 16). Unter Verwendung dieses Linkers werden
ein groferer Abstand zum Grundgerlst der Inhibitoren und eine mutmallich kirzere
raumliche Entfernung des endstandigen Substituenten zum R-Spine realisiert. Bisher hat
noch keine eingehende biochemische Charakterisierung dieser Substanzen stattgefunden,
jedoch wurden bereits drei Derivate dieser Serie in p38a ko-kristallisiert und offenbaren
interessante strukturbiologische Beobachtungen.

In allen Fallen wiesen die Liganden einen zu Skepinone-L ahnlichen Bindungsmodus
auf, wobei weiterhin eine Adressierung von HRI und Il sowie die Induktion des Glycin-
flips von Gly110 in der Scharnierregion festgestellt wurde (Abb. 46A-C). Zusatzlich zu
der WBB zwischen Harnstoff-Carbonyl und dem Rickgrat-NH von Aspl168, wie sie in
ahnlicher Weise mit den Amiden der vorherigen Serie festgestellt wurde, werden zwei
weitere polare Kontakte tiber die NH-Gruppen des R*-Linkers mit der Seitenkette von
Glu71 ausgebildet. Die Harnstoff-verknlpften Cyclopropyl-Reste reichten wie die
Benzamide oder Thiophen-Carboxamide der zuvor beschriebenen Inhibitoren ebenfalls

in Richtung des R-Spine und kénnen dieses stabilisieren

Tab. 16: Strukturelle ldentitat der chemischen Strukturen einer Auswahl von Skepinone-L-Harnstoffderivaten zur
Adressierung des R-Spine.

R Q R2 :
o
N
H
# R! R? R3 R*
OH
Skepinone-L HO\)\/OV F F H
0 0
101a ~ CH; F ,(NJ\NA
N H H
0 0
101b ~y H F /(H)k”A

: Ve
101c ~\ H F AN
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Da es sich hier jedoch nicht um aromatische Systeme handelt, kann diese Interaktion
nicht mit dem Aufbau einer z-z-Stapelwechselwirkung erklért werden. Diese Ergebnisse
legen nahe, dass mdglicherweise alleine aufgrund réaumlicher N&he und passender
Orientierung eine Fixierung von Phel69 bzw. eine Verschiebung des konformativen
Gleichgewichts der Kinase erfolgen kann. Diese Vermutung wird ferner durch die
Uberlagerung der Strukturen von 100h und 101b gestiitzt, aus der hervorgeht, dass die
beiden Substituenten R* fast deckungsgleich in den Bereich des hydrophoben Proteingrats
binden (Abb. 46D).

Thr106

Met109
Gly1

Abb. 46: Ko-Kristallstrukturen von Skepinone-L-Harnstoffderivaten zur Adressierung des R-Spine im Komplex mit
p38a. Darstellungen von p38a im Komplex mit A) 101a (gelb), B) 101b (griin) und C) 101c (weiR) zeigen die
Abhingigkeit der Interaktion mit dem R-Spine von der Beschaffenheit des hydrophoben Restes R*; D) Uberlagerung
von 100h (grau) und 101b (griin) im Komplex mit p38a; 2mFo-DFc-Elektronendichte (rot) wurde bei 1.0 konturiert;
Wassermolekiile (rote Spharen), WBBs (gelbe Punkte); (PDB: unverdffentlicht).
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Daruber hinaus konnte am Beispiel von 101c gezeigt werden, dass ab einer kritischen
Lange des Linkers bzw. GroRe des hydrophoben Motivs R* die Assemblierung des
R-Spine gestort und Phel69 aus der DFG-in-Konformation verdrangt wird, sodass die
Kinase stattdessen den DFG-out-Zustand einnimmt. Die Harnstoffeinheit rotiert dabei um
ca. 180°, woraufhin die NH-Gruppen direkte WBBs zu Asp168 im DFG-Motiv ausbilden
koénnen und die inaktive Konformation weiter stabilisieren. Damit erflllen diese
Liganden mit der Besetzung der allosterischen Tasche im aktiven Zentrum Merkmale des
fir Typ Il-Inhibitoren typischen Bindungsmodus, allerdings in Kombination mit den fur

Skepinone-L typischen Interaktionen.

Zusammenfassend wurden im Rahmen dieser Studien insgesamt sechs neuartige
Kristallstrukturen von Skepinone-L-Derivaten im Komplex mit p38a geldst. Die
entsprechenden Daten bestatigten die hinsichtlich des initialen Designs postulierten
Interaktionen der Inhibitoren im aktiven Zentrum und offenbarten zusétzlich Merkmale
eines Typ I%.-Bindungsmodus. Daruber hinaus konnte die Stabilisierung des
assemblierten R-Spine als potentielle Erklarung fiir die signifikant erhéhte Verweildauer
der mit Aromaten R* substituierten Liganden 100g,h,j abgeleitet werden. Dieser Effekt
wurde weiterhin fur die Harnstoffderivate 101a,b, die terminal kleinere Cyclopropyl-
Gruppen trugen, beobachtet, wéahrend die Einflihrung eines sterisch anspruchsvolleren
Phenylrings zur Unterbrechung des R-Spine und der Einnahme der DFG-out-
Konformation flhrte. Ausblickend wére es interessant, ob mit einer weiteren
Verlangerung des hydrophoben Motivs R* (bspw. wie im entworfenen Molekil 102)
unter Umsténden die Seitenkette von Phel69 ersetzt werden kann, sodass der Inhibitor
selbst als Bestandteil des R-Spine fungiert, wéahrend die Kinase im inaktiven Zustand
vorliegt (Abb. 47).
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Phe169

Abb. 47: Chemische Struktur von 102 und Modellierung des Molekils in das aktive Zentrum von p38a zur
Verdrangung von Phel69 und Einlagerung in das R-Spine; (PDB: 1KV1 und teilweise unverdffentlicht).

Eine Validierung der verfolgten Strategie und eine angemessene Interpretation der
kinetischen Messungen auf molekularer Ebene war hierbei nur mit Hilfe der Analyse
entsprechend geloster Ko-Kristallstrukturen moglich. Am Beispiel der Charakterisierung
der Skepinone-L-Derivate konnte iberzeugend gezeigt werden, wie die Einsicht in die
strukturellen Merkmale und die Identifikation von Besonderheiten im Bindungsmodus
von Kinaseinhibitoren zum Verstdndnis und der Validierung von biochemisch
generierten Daten beitragen und final den Erfolg von Arbeitshypothesen bestatigen

kdnnen.
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5.2 Algorithmus-gestutzte Vorhersage von Halogen-

Bindungen

5.2.1 Theoretischer Hintergrund

Unter Halogen-Bindungen versteht man im Allgemeinen die attraktive
Wechselwirkung zwischen einem Donor, typischerweise eine C-X-Bindung an Aromaten
(mit ,,X“ als Halogenatom), und einem Akzeptor, bei dem es sich prinzipiell um jegliche
Art von Elektronendonoren, bspw. nicht-protonierte Stickstoffe oder Carbonyl-
Sauerstoffe des Proteinruickgrats, handeln kann. Die konzeptionelle Grundlage stellt
dabei das sogenannte Sigma-Loch (o-hole) dar.[?38 Am aromatischen System kommt es
aufgrund des positiven Oberflachenpotentials zu einer anisotropen Elektronen-
Verteilung, d.h. einer unterreprésentierten elektronischen Ladung in der duRBeren Schale
des p.-Orbitals, welches in Richtung der C-X-Bindung zeigt und somit die Orientierung
der Interaktion vorgibt (Abb. 48).

Der  Energiegehalt von  Halogen-Bindungen  betrdgt  durchschnittlich
ca. -2 bis -15 kJ/mol, wobei die Bindungsstarke von X = Cl tiber Br nach | steigt.[239-241]
Als maRgebliche geometrische Parameter zur Bewertung von Halogen-Bindungen betrégt
der Abstand zwischen Donor- und Akzeptoratom typischerweise ca. 3 A und der
Sigma-Loch-Winkel misst 130 - 183° (bspw. fir C-X---O=C), wodurch die raumliche

Ausrichtung der Interaktionspartner definiert ist.[240]

po N\
2
( X ’6*
5
Ao 4

Abb. 48: Schematische Darstellung des elektrostatischen Oberflachenpotentials Halogen-substituierter Aromaten; X:
Halogen.
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Kirzlich wurde im Arbeitskreis Béckler ein Modell zur Prognose von Halogen-
Bindungen zwischen an ein Protein gebundenen Liganden und Carbonyl-Sauerstoffatome
des Proteinriickgrats mittels einer Funktion namens XBScore entwickelt.[?*?l Diese
spezielle Art der Wechselwirkung ist dabei eine der haufigsten beobachteten Halogen-
Bindungen in Kristallstrukturen. Weiterfiihrend sollte nun eine Dekorierungs-Methode
fur Grundgeruste in die XBScore-Funktion zur Vorhersage von Halogen-Bindungen
implementiert werden, d.h. eine automatische Halogenierung von an ein Protein
gebundenen Liganden in silico sowie die anschlielende Bewertung einer potentiell
beglinstigenden Halogen-Bindung hinsichtlich der Steigerung der Affinitét erfolgen. Der
entsprechende Algorithmus identifiziert zunéchst auf Basis von PDB-Strukturen nicht-
substituierte aromatische Kohlenstoffatome in Liganden, die ungeachtet der praktischen
Umsetzbarkeit ,,theoretisch* halogeniert werden. Fiir jedes auf diese Weise eingefiihrte
Halogenatom werden in rdumlicher Ndhe befindliche Carbonyl-Sauerstoffatome gesucht
und auf Eignung als mutmaRliche Akzeptoren geprift und mit Hilfe von XBScore (und
ggf. einer Funktion zur Einschatzung eventuell auftretender sterischer Kollisionen)
bewertet.

Zur Validierung dieser Methode sollte die Anwendung des Algorithmus auf
p38a-Kristallstrukturen der PDB und die Analyse der Ergebnisse der scoring-
Funktion(en) erfolgen, auf deren Basis die Synthese der gefundenen halogenierten
Analoge der ans Protein gebundenen Parentalsubstanz durchgefiihrt werden sollte. Die
Steigerung der Affinitaten (und Aktivitaten) der Liganden sollte anschlieBend im Rahmen
biochemischer Charakterisierung nachgewiesen werden und schlielich die
Ko-Kristallisationsexperimente zur Bestatigung des postulierten Bindungsmodus und des
Vorhandenseins einer Halogen-Bindung anhand der genannten geometrischen Parameter

stattfinden.

5.2.2 Ergebnisse und Diskussion

Berechnungen mittels des entwickelten Algorithmus wurden am Beispiel von der
Komplexstruktur des Benzophenons 103a im Komplex mit p38a (PDB: 3QUD)
durchgeftihrt und der Carbonyl-Sauerstoff von His107 in der Scharnierregion der Kinase
fur die Adressierung mit in 2-Position am Grundgerist der Inhibitoren eingefiihrten
Halogenen identifiziert (Abb. 49A).
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Die theoretisch bestimmten Werte fur Abstande und Winkel der diesbeziglichen
Halogen-Bindungen betrugen 2.9 - 3.1 A und 152 - 154° und lagen somit im Rahmen der
charakteristischen geometrischen Parameter (Tab.17). In diesem Fall wurden
nachfolgend lediglich Ergebnisse flr die Substitution mit Cl und Br beriicksichtigt, da fur
das entsprechende lod-Derivat die chemische Umsetzung nicht erfolgreich war
(Abb. 49B). Die gefundenen Derivate 103c,d der Parentalsubstanz 103a wurden
nachfolgend synthetisiert und zusétzlich das Methyl-substituierte Analog 103b als
Kontrollligand hergestellt. Im Rahmen der experimentellen Evaluierung mit Hilfe eines
Fluoreszenz-Polarisations-Assays[?43l wurden innerhalb der Serie tatsachlich eine
zunehmende inhibitorische Aktivitat und Affinitat von Parentalsubstanz 103a (R = H),
Uber Substitution mit CHs (Kontrollligand 103b) und CI (103c) bis Br (103d)
beobachtet. 7 Eine weitere Validierung der Ergebnisse sollte mit Hilfe von
Proteinkristallisation erfolgen und der postulierte Bindungsmodus nachgewiesen sowie
insh. der Abstand zum adressierten Carbonyl-Sauerstoffatom bzw. die Lange der

vermuteten Halogen-Bindung bestimmt werden.

His107

Abb. 49: Einfuhrung von Halogenatomen in das Grundgerist von 103a. A) Benzophenon-basierter Inhibitor 103a
(grun) im Komplex mit p38a; WBBs (gelbe Punkte); B) Modell eines Halogen-substituierten Benzophenon-Derivats
(grau) in das aktive Zentrum von p38a; Halogen-Bindung (rote Linie) (PDB: 3QUD).

17 Die Entwicklung des Algorithmus sowie die biochemische Evaluierung wurden im Arbeitskreis Bockler
durchgefiihrt. Die Synthese der Inhibitoren erfolgte im Arbeitskreis Laufer.
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Tab. 17: Chemische Identitdt der Benzophenon-Derivate 103a-d, mittels XBScore bestimmte Parameter und
biochemische Daten; ICso: effektive Konzentration zur Bildung eines halbmaximal besetzten Komplexes; *:
Umrechnung nach Nikolovska-Coleska et al.[244],

(0}

sge¥e

NH,

Bindungs- Bindungs-

# R XBScore abstand (&)  winkel (°) ICs0 (NM) Ki (hM)*
103a H - - - 1242 + 9 244 + 2
103b CHs - - - 590 + 25 114 + 5
103c Cl 0.347 3.1 154 175 + 19 31 +4
103d Br 0.427 2.9 152 155 + 14 27 + 3

Die drei Inhibitoren wurden unter den zuvor beschriebenen Bedingungen in
Anwesenheit von BOG erfolgreich im Komplex mit p38a ko-kristallisiert und folglich
ein allgemeiner Bindungsmodus der Benzophenone 103b-c beobachtet (Abb. 50A-C).
Die Ketogruppe des Grundgerusts bildet dabei Kontakte zu den Ruckgrat-NHs von
Met109 und Gly110 in der Scharnierregion aus und die 4-(2-Aminophenyl)-Einheit der
Liganden interagiert mit der Seitenkette von Asp168 und dem Ruckgrat-Carbonyl von
Phel69 des DFG-Motivs. Aulerdem wurde eine direkte WBB zwischen dem
verknlpfenden sekundaren 4-Amin und dem Ruckgrat-Carbonyl von Phel69 festgestellt.
Interessanterweise war in samtlichen Komplexen die Aktivierungsschleife Gber das
DFG-Motiv hinweg um jeweils vier weitere Aminosduren aufgeldst, was vermutlich auf
eine  Stabilisierung  dieses  Strukturelements aufgrund der  beschriebenen
Wechselwirkungen zurtickgefiihrt werden kann. Darlber hinaus wurde jedoch
insbesondere eine Halogen-Bindung zwischen den eingebrachten Halogenatomen (Cl,
bzw. Br) und dem Carbonyl-Sauerstoff des Riickgrats von His107 beobachtet, genau wie
es nach mittels des Algorithmus postuliert wurde. Die bestimmten geometrischen
Parameter erflillen die vorhergesagten Kriterien fur die Ausbildung einer solchen
Interaktion und stimmen mit den berechneten Abstanden und Winkeln gut tberein
(Tab. 18).
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Abb. 50: Ko-Kristallstrukturen von Benzophenon-Derivaten zur Adressierung vom Riickgrat-Carbonyl von His107 im
Komplex mit p38a. Darstellungen von p38a im Komplex mit A) 103b (grin), B) 103c (cyan) und C) 103d (gelb)
zeigen die Ausbildung einer Halogenbindung in Abh&ngigkeit vom eingefilhrten Rest R; 2mFo-DFc-Elektronendichte
(rot) wurde bei 1.00 konturiert; Halogen-Bindungen (rote Linien), WBBs (gelbe Punkte); (PDB: 5MYZ, 5MZ0, 5MZ1,;
unverdffentlicht).

Tab. 18: Vergleich der theoretisch und auf Basis der Kristallstrukturen bestimmten Bindungsabstdnde und -winkel
zwischen der 2-Methylgruppe in 103b und His107 in p38a sowie der Halogen-Bindungen zwischen 103c,d und der

Kinase.
0O R
sas¥e
H NH,

theoretisch experimentell
# R Bindungs- Bindungs- Bindungs- Bindungs-
abstand (A)  winkel (°)  abstand (A) winkel (°)
103b CHs - - 34 170.6
103c Cl 3.1 154 3.1 161.4
103d Br 2.9 152 3.0 162.9

Beziliglich der Kontrollsubstanz 103b ist aufgrund fehlender Halogene keine
Ausbildung entsprechender Bindungen mdoglich. Allerdings nimmt sie im Vergleich zu
103c,d einen dhnlichen Bindungsmodus ein, wodurch die Methylgruppe in 2-Position des
Benzophenon-Kerns ebenfalls in rdumliche Nahe zum Rickgrat-Carbonyl von His107
kommt. Demnach konnten hier ebenfalls die flir Halogen-Bindungen typischen Distanzen
und Winkel gemessen und weiterhin keine signifikanten Unterschiede in der Ausrichtung
des Liganden innerhalb der Bindetasche festgestellt wurden. Dessen ungeachtet kann vor
allem im Zusammenhang mit den biochemisch bestimmten Daten anhand der Gesamtheit

der Ergebnisse die erfolgreiche Umsetzung des initialen Konzepts festgemacht werden.
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Mit Hilfe des angewandten Algorithmus im Zusammenhang mit der XBScore-
Funktion konnte die zur Ausbildung von Halogen-Bindungen erforderliche Dekorierung
von an der MAPK p38a gebundenen Inhibitoren vorhergesagt werden. Die
angenommenen Wechselwirkungen sowie die Orientierung des Liganden innerhalb des
aktiven Zentrums hinsichtlich der Interaktionen zum Ruckgrat-Carbonyl von His107 in
der Scharnierregion wurden ferner im Rahmen von Ko-Kristallisationsexperimenten
bestatigt. Zusammenfassend wurde gezeigt, wie strukturbiologische Untersuchungen zur
Verifizierung dieser niitzlichen Methode zur Identifikation von Wechselwirkungen
beitragen konnten, die zukunftig fir die rationale Entwicklung neuer Wirkstoffe genutzt

werden kann.
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5.3 Effekte von Fluor-Substituenten am Beispiel von

Sorafenib und Regorafenib

5.3.1 Theoretischer Hintergrund

Die Bedeutung von selektiven Kinaseinhibitoren als therapeutischer Ansatz zur
Behandlung diverser Krankheitsbilder wurde bereits einleitend diskutiert (Kapitel 1.1.2).
Sorafenib wurde in den 1990ern von Bayer als Inhibitor potenter Ser/Thr-Kinase Rafl
entwickelt (in vitro ICso = 6 nM) und zeigte in Xenograph-Modellen effektiven Riickgang
von Tumorwachstum.[245-246] Dar{iber hinaus adressiert es aber auch verschiedene (Krebs-
korrelierte) Kinasen, darunter B-Raf WT und B-Raf V60OE sowie diverse Rezeptor-
Tyr-Kinasen.[?#¢] Sorafenib ist auch ein bekannter Hemmstoff der MAPK p38a und
stabilisiert als Typ Il-Binder die DFG-out-Konformation des Enzyms.[247-248] Der spater
ebenfalls von Bayer stammende Multikinase-Inhibitor Regorafenib offenbarte ein
ahnliches, aber dennoch ausgereifteres Wirkungsprofil im Vergleich zu Sorafenib, wobei
interessanterweise von Regorafenib bislang noch keine Kristallstruktur im Komplex mit
p38a veroffentlicht wurde.[?49

Die beiden strukturell verwandten Substanzen unterscheiden sich lediglich in einem
Atom, wobei Regorafenib in 3-Position des Phenoxyrings ein Fluoratom (statt H in
Sorafenib) tragt. Daraus ergeben sich im Fall von Regorafenib unterschiedliche
Rotationskonformere bzgl. der N-C-Bindung zwischen der Harnstoffeinheit und dem
3-Fluorphenoxyring (Abb. 51). Hieraus lassen sich zwei konformative Grenzfalle
ableiten, die durch Rotamer | und Rotamer Il beschrieben werden kdnnen. In Rotamer |
ist das Fluoratom in raumlicher Nahe zum Carbonyl-Sauerstoff der Harnstoff-Gruppe
lokalisiert, wohingegen in Rotamer Il das entsprechend dekorierte aromatische System
um 180° gedreht ist.
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Abb. 51: Chemische Strukturen von Sorafenib und Regorafenib und Darstellung der méglichen Rotamere | und II.

In vielen Wirkstoffen bzw. deren Vorldaufern ist im Rahmen der Entwicklung oftmals
eine Substitution von H durch F zu beobachten.[?50-252] Beide Atome besitzen einen
ahnlichen van-der-Waals-Radius, weisen allerdings signifikante Unterschiede in der
jeweiligen Elektronegativitat auf.[531 Die Einfilhrung von Fluor kann daher bspw. zu
einer Bevorzugung bestimmter, stabilerer Konformationen gegenuber anderen fihren,
ahnlich wie bei der als gauche-Effekt bezeichneten synklinalen Ausrichtung zweier
vicinaler Gruppen zueinander.[?54]

Im Arbeitskreis Kast wurden ausgehend von einem Modell fur Sorafenib im Komplex
mit p38a VVorhersagen potentiell bevorzugter Konformere von Regorafenib im Vergleich
zu Sorafenib getroffen. Unter anderem wurden hierfir Berechnungen von Beitrédgen
elektrostatischer und dispersiver Kréfte sowie thermodynamische Integrationen, d.h.
Vergleiche der energetischen Unterschiede (bzgl. der freien Energie) zweier Systeme
bzw. Zustande eines Systems, durchgefiihrt.l?>! Anhand der auf diese Weise ermittelten
freien Bindungsenergien ergab sich, dass die Bindung von Regorafenib-Rotamer 1l in das
aktive Zentrum der Kinase gegenuber Sorafenib sowie dem entsprechenden Rotamer |
theoretisch beglnstigt sein sollte, was sich ferner durch geringfligig unterschiedliche
Bindungsaffinitaten der Inhibitoren widerspiegeln sollte.

Nachfolgend sollte experimentell gezeigt werden, ob auf Basis der durchgefiihrten
Berechnungen tatséchlich eine zuverldssige Vorhersage der jeweiligen Konformere
getroffen werden kann. Zum einen sollten daher die postulierten Unterschiede in der
Affinitat durch eine direkte Evaluierung mit Hilfe biochemischer Messungen bestimmt
und weiterhin das Vorhandensein bevorzugter Konformere im Rahmen von

Ko-Kristallisationsexperimenten mit beiden Inhibitoren validiert werden.
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5.3.2 Ergebnisse und Diskussion

Zur Charakterisierung der beiden Substanzen hinsichtlich der Wirkung auf p38a
wurden einerseits ein Fluoreszenz-basierter Affinitats-Assay und des Weiteren ein
Aktivitats-basierter HTRF®-Assay durchgefiihrt.[?56] In beiden Testsystemen zeigten sich
keine signifikanten Unterschiede zwischen den beiden Inhibitoren (bzw. Vorteile von
Regorafenib gegentiber Sorafenib) auf.'® Die detektierten Kp- und 1Cso-Werte lagen
jeweils in einem vergleichbaren Bereich, sodass in diesen Messungen unter den
gewéhlten Bedingungen die postulierte Begunstigung von Regorafenib nicht bestatigt
werden konnte.

Beide Inhibitoren konnten nach dem bereits beschriebenen Protokoll in Anwesenheit
von BOG erfolgreich ko-kristallisiert und jeweils zwei Strukturen von p38a im Komplex
mit Sorafenib bzw. Regorafenib geltst werden. Ein gemeinsamer Bindungsmodus wurde
lediglich fur den Bereich der Liganden beobachtet, der sich Gber HRI hinaus in Richtung
der allosterischen Untertasche des aktiven Zentrums erstreckt. Dabei interagiert die in
beiden Inhibitoren vorhandene Harnstoffeinheit (ber beide NH-Gruppen mit der
Seitenkette von Glu71 in der a-Helix C und uber das Carbonyl mit dem Riickgrat-NH
von Aspl168 im DFG-Motiv (Abb. 52A-D; Abb. 53B).

Allerdings wurden signifikante Unterschiede zwischen an die Kinase gebundenen
Sorafenib und Regorafenib im Bereich der Scharnierregion festgestellt. Die 4-Oxy-
N-methylpicolinamid-Einheit ist im Vergleich ca. 180° um die O-C-Bindung der
Phenoxygruppe gedreht, wodurch sich grundlegend verschiedene Wechselwirkungen mit
dem Enzym ergeben (Abb. 53A).

Tab. 19: Bestimmte Dissoziationskonstanten und ICso-Werte fiir Sorafenib und Regorafenib.

Kb (nM) I1Cs0 (NM)
Sorafenib 290.6 + 102.2 74.8 + 21.7

Regorafenib 354.5 + 130.0 782 + 0*

+

*: Einfachbestimmung.

18 Die biochemische Charakterisierung wurde von Jorn Weisner durchgefuhrt.
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Abb. 52: Ko-Kristallstrukturen von Sorafenib und Regorafenib im Komplex mit p38a. Darstellungen von p38a im
Komplex mit A) Sorafenib (griin; 1.9 A), B) Sorafenib (cyan; 2.0 A), C) Regorafenib (gelb; 2.5 A) und D) Regorafenib
(orange; 2.6 A); 2mF.-DF-Elektronendichte (rot) wurde bei 1.0¢ konturiert; Halogen-Bindung (rote Punkte), WBBs
(gelbe Punkte); (PDB: unveréffentlicht).
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Abb. 53: Detailansichten der Ko-Kristallstrukturen von Sorafenib und Regorafenib im Komplex mit p38a. A)
Interaktionen der Inhibitoren im Bereich der Scharnierregion; B) Wechselwirkungen der Liganden im Bereich des
DFG-Motivs; Sorafenib: griin, cyan; Regorafenib: gelb, orange.
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Im Fall von Sorafenib bildet das endstdndige Acetamid Uber das Carbonyl eine WBB
mit dem Rickgrat-NH von Met109 aus. Der Sauerstoff des Phenoxyrings geht polare
Kontakte mit einem verbrickenden Wassermolekil ein, welches jeweils mit den
Rickgrat-Carbonylgruppen von Ala51 und LeulO4 und ebenfalls mit der Seitenkette
Thr106 interagiert (Abb. 52A). Im Gegensatz dazu wurden fiir Regorafenib Kontakte zur
Scharnierregion in Form von WBBs Uber das freie Elektronenpaar des Pyridin-Stickstoffs
des Liganden zum Rickgrat-NH von Met109 sowie dem terminalen Acetamid-NH zur
Carbonylgruppe derselben Aminosaure beobachtet (Abb. 52C,D). Diese Besonderheiten
waren jeweils in beiden geldsten Strukturen der Inhibitoren gleichermalen festzustellen
(Abb. 53A,B).

Fur Regorafenib wurde im Komplex mit p38a ein Konformer gefunden, das am
ehesten dem Rotamer Il entspricht, was im Einklang mit den VVorhersagen auf Basis der
initialen Berechnungen steht. Eine direkte Erklarung fur die Orientierung des
Fluorphenoxyrings bzw. der Harnstoffeinheit und einer mdglichen Rolle des Fluor-
Substituenten gehen aus den Strukturen jedoch nicht unmittelbar hervor. Folglich konnten
bspw. keine Anzeichen von Halogen-Bindungen identifiziert werden, d.h. im Umkreis
von 5A des Fluoratoms befinden sich keine Aminosiuren mit denen potentiell
Wechselwirkungen eingegangen werden kdnnen. Dartiber hinaus kdnnte die Fluorierung
in dieser Position eine effizientere Besetzung der HRI ermdglichen, was aus einem
Vergleich mit der Komplexstruktur von Skepinone-L ersichtlich wird (Abb. 54A). Dabei
bindet das entsprechende Element in Skepinone-L deutlich tiefer in die HRI, wodurch
eine rdumlich grolRere Nahe zum Protein resultiert. Dahingegen wird jedoch im Komplex
mit Regorafenib (und Sorafenib) eine Ausrichtung von Glu71 in der a-Helix C
ermdglicht, sodass eine Interaktion mit der Harnstoffeinheit der Inhibitoren tber beide
Sauerstoffatome der Seitenkette ausgebildet werden kann, wobei die Harnstoff-Derivate
von Skepinone-L diesbeziglich nur eine einfache WBB mit dieser Aminosaure eingehen
(Abb. 54B).
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Abb. 54: Uberlagerung der Kristallstrukturen von Regorafenib mit anderen ATP-kompetitiven Inhibitoren, jeweils im
Komplex mit p38a. A) Uberlagerung der Komplexstrukturen von Regorafenib (griin) und Skepinone-L (grau); B)
Uberlagerung der Komplexstrukturen von Regorafenib (griin) und Skepinone-L-Harnstoff-Derivat 101b (grau);
Wassermolekiile (rote Spharen), WBBs (gelbe Punkte); (PDB: 3QUE, 101b und Regorafenib: unverdffentlicht).

Zusammenfassend wurde die auf Berechnungen der freien Bindungsenergie basierte
Vorhersage bevorzugter Rotations-Konformere des Kinaseinhibitors Regorafenib bei
Bindung an MAPK p38a im Vergleich zum strukturell verwandten Sorafenib mit Hilfe
von biochemischen Messungen und Ko-Kristallisationsexperimenten evaluiert. Dabei
konnte gezeigt werden, dass die beiden Liganden hinsichtlich ihrer Affinitat und Aktivitat
nicht signifikant differieren, in den erfolgreich gelosten Ko-Kristallstrukturen jedoch
mafRgebliche Unterschiede, insb. bzgl. der Wechselwirkungen im Bereich der
Scharnierregion, aufweisen. Hierbei konnte darlber hinaus als beginstigt postulierte
Regorafenib-Rotamer Il gegenliber Rotamer | als das im Komplex mit dem Protein
vorliegende Konformer identifiziert werden.

Eine eingehendere Charakterisierung der Inhibitoren konnte zukiinftig mittels
SPR-Messungen und (vor allem) isothermer Titrationskalorimetrie (ITC) durchgefihrt
werden. Auch wenn die hier bestimmten Dissoziationskonstanten und 1Cso-Werte keine
signifikanten Unterschiede aufwiesen, konnten entsprechende Versuche einerseits
zusétzliche Informationen zum Bindungsereignis in Form von kinetischen Parametern
(Geschwindigkeitskonstanten) und dem Verfolgen der Interaktion in Echtzeit liefern.
Zum anderen koénnten anhand thermodynamischer GrolRen (Entropie, Enthalpie)
Vergleiche hinsichtlich der vorgenommen Berechnungen und Schlussfolgerungen auf
Basis der freien Bindungsenergie vorgenommen werden. Die in den Kristallstrukturen
demonstrierten  Besonderheiten legen durchaus begrindete Unterschiede im

Bindungsverhalten nahe, die auf diese Weise genauer untersucht werden konnten.
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5.4 Entwicklung dual-spezifischer CK10- und
p38a-Inhibitoren

5.4.1 Theoretischer Hintergrund

Die Ser/Thr-Kinase CK1o (Casein-Kinase 1 delta) ist an der Entstehung diverser
schwerer Krankheiten wie Alzheimerl?7], amyotrophe Lateralsklerose[?%®! oder Krebs!25-
2611 peteiligt und stellt somit eine relevante Zielstruktur fir die medizinische
Wirkstoffforschung dar. Eine der malgeblichen Herausforderungen liegt dabei in der
Entwicklung Isoform-selektiver Inhibitoren. Insgesamt sind sechs humane CK1-
Varianten (a, y1, y2, y3, 9, ) bekannt, wobei diese teilweise dhnliche, aber andererseits
auch grundsatzlich unterschiedliche (patho)physiologische Eigenschaften aufweisen
bzw. zellulare Aufgaben erflllen.[?62 Zudem sind bislang nur wenige spezifische
CK1o-Inhibitoren bekannt und haufig wird fur entsprechende Substanzen die
gleichzeitige Adressierung von weiteren Kinasen, wie z.B. der MAPK p38a, beobachtet,
was potentiell zu gravierenden Nebenwirkungen fihren kann und die Notwendigkeit
selektiver Wirkstoffe weiterhin unterstreicht.

Einer der am besten untersuchten CK1-Inhibitoren weist eine in vivo-Aktivitat von ca.
1 pM auf und ist wirksam in Pankreaskrebs, wie anhand von Xenograft-Modellen
demonstriert werden konnte.[2831 Allerdings ist auch bekannt, dass parallel andere
Prozesse und Strukturen adressiert werden.[?64-265] Dariiber hinaus wurden von Peifer et
al. 4,5-Diarylimidazole beschrieben, die urspriinglich fur die Inhibition von p38a
entwickelt wurden, allerdings ebenfalls hervorragende Aktivitat gegenliber CK16
(ICso = 5 nM) und CK1e (ICso = 73 nM) zeigten.[?86] Durch die Oxidation des enthaltenen
Thioethers zum korrespondierenden Sulfinyl konnte eine Steigerung der Selektivitat bzgl.
der beiden Isoformen (ICso(CK16) =11 nM; 1Cso(CK1e) =447 nM) erzielt werden
(Abb. 55). Die bisherigen Molekiile weisen allerdings kritische Nachteile auf, da sich die
E/Z-1somerisierung der Doppelbindung und der vorhandene Michael-Akzeptor ungtinstig

auf die Stabilitat und praktische Anwendbarkeit der Molekiile auswirken.
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Abb. 55: Strukturelle Identitat der dual-spezifischen Kinaseinhibitoren 104a und 105a.

In nachfolgenden Untersuchungen sollten optimierte Derivate der Parentalsubstanzen
104a und 105a synthetisiert werden, die von den aufgefiihrten Defiziten befreit sind und
gleichzeitig immer noch selektiv in Bezug auf CK16/e sind. Hierflr wurde ein klassischer
medizinalchemischer Ansatz, ausgehend von der Generierung molekularer Modelle der
geplanten Inhibitoren in silico zur Abschéatzung der eingenommenen Orientierung im
aktiven Zentrum, der anschlieBenden chemischen Synthese vielversprechender Liganden
und der biochemischen Evaluierung verfolgt. Zusétzlich sollten im Rahmen von
Ko-Kristallisation in CK16 und p38a die experimentell bestimmten Bindungsmodi mit
den theoretischen Posen verglichen und auf diese Weise das initiale Design validiert

werden.
5.4.2 Ergebnisse und Diskussion

Der Bindungsmodus von neuartigen, auf den Parentalsubstanzen 104a und 105a
basierenden Diarylimidazol-Derivaten wurde jeweils im Komplex mit CK16 und p38a
modelliert und aussichtsreiche Liganden selektiert, die daraufhin synthetisch hergestellt
wurden. Zu den Zielsubstanzen zéhlten entworfene Molekiile, aus denen die
»problematische® Doppelbindung entfernt und durch Alkylketten, Alkylketone,
Harnstoffeinheiten oder Methylpyrrole an dieser Stelle ersetzt wurde. Dabei wurden zwei
Serien in Form von Thioethern (104) und entsprechenden Sulfinylen (105) generiert
(Tab. 20).1°

19 Modellierung, Synthese und biochemische Evaluierung wurde im Arbeitskreis Peifer durchgefiihrt.
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Mit Hilfe eines Autoradiographie-basierten Assays wurde unter Verwendung von
Isotopen-markiertem Co-Substrat ATP-y-3?P die inhibitorische Aktivitat der
synthetisierten, Dimethoxyphenyl-dekorierten Liganden auf CK16 und CK1le bestimmt
(Tab. 20). Im Vergleich zeigten sich stets eine starkere Hemmung von CK146 gegenuber
CK1e sowie eine generell hohere Potenz der Thioether als der analogen Sulfinyle.

Die Alkylamin-verkniipften Dimethoxyphenyle (bspw. 104b) waren vergleichsweise
zum Rest der getesteten Substanzen eher weniger aktiv, wohingegen die Einflihrung von
entsprechenden Amiden (vgl. 104c-e) einen ca. 10 - 100-fachen Gewinn an Inhibition
(IC50(104€) =4 nM vs. 1Cs0(104b) = 386 nM auf CK16) bewirkte. Diese Beobachtung
lasst auf eine mutmalRliche Rolle der Carbonylgruppe bei der Ausbildung von
Wechselwirkungen innerhalb des aktiven Zentrums schliefen. Anhand von 104f-d wurde
festgestellt, dass einerseits die Einflihrung einer verbriickenden Harnstoffeinheit (anstatt
des Michael-Akzeptors der Parentalsubstanzen) zur Abnahme der detektierten Inhibition
fuhrt, wéhrend bspw. eine Methylierung oder Halogenierung des endstandigen
aromatischen  Systems keine signifikanten Unterschiede im Vergleich zu
Methoxygruppen an dieser Stelle hervorrufen. Allerdings stammte der selektivste Ligand
der Bibliothek (104f, (ICs0(CK10) =19 nM vs. ICso(CK1e) = 227 nM) aus dieser Serie
und zéhlt mit 104d,e und 104h,i zu den insgesamt aktivsten Substanzen. Letztere (104h,i)
verfiigen ber einen Methylpyrrol-Linker zum Dimethoxyphenyl-Rest und waren &hnlich
potent und selektiv wie 104c-e.

Basierend auf diesen Ergebnissen erfolgte eine Auswahl an Inhibitoren (104d,f,i) zur
Gegenberstellung der Aktivitaten auf CK16 und p38a (Tab. 21). Hierbei wurde mit allen
Liganden eine effiziente Hemmung beider Kinasen erreicht, wobei jedoch keine
Selektivitdt gegenuber einem der Enzyme beobachtet wurde und p38a nach wie vor als
prominentes off-target von den generierten dual-spezifischen Inhibitoren adressiert wird
(vgl. 104d,1,i; 1C50(CKL10) = 4 vs. 19 vs. 8 nM; 1C50(CK1le) = 25 vs. 227 vs. 81 nM;
ICs0(p38a) = 10 vs. 28 vs. 10 nM). Vergleichbares zeigte sich auch in einer
Durchmusterung von 104d (bei einer Konzantration von 100 nM) gegen eine Anzahl von
320 Kinasen, der ein definiertes Profil fir CK1d/e zu entnehmen war und welche
zusétzlich die Inhibition von lediglich sechs weiteren getesteten Proteinen, darunter auch

p38a, aufwies (Daten nicht gezeigt).
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Tab. 20: Strukturelle Identitdt der chemischen Strukturen einer Auswahl von 4,5-Diarylpyrozol-Derivaten und
bestimmte 1Cso-Werte gegeniiber CK1d und CKle.
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Tab. 21: Bestimmte ICso-Werte fuir 104d,f,i gegenliber CK14 im Vergleich zu p38a«; in Einfachbestimmung.

I1Cs0 (NM)

f CK1lé p38a
104d <3 10
104f 10 28
104i <3 10

Die  jewells potentesten Inhibitoren jeder Serie wurden in
Ko-Kristallisationsexperimenten sowohl mit p38a als auch CK16 eingesetzt.?® Daraus
gingen die erfolgreich geldsten Strukturen von 104d im Komplex mit p38a und 104i im
Komplex mit CK16 hervor (Abb.56A,B). In beiden Féllen interagiert die
2-Aminopyridineinheit als Scharnierregion-bindendes Motiv mit den in diesem Element
befindlichen Riickgrat-NH und -Carbonylen von Met109 (p38a) bzw. Leu85 (CK19).
Weitere Gemeinsamkeiten liegen in der Besetzung der HRI durch die Fluorphenylgruppe
und einer WBB zwischen dem freien Elektronenpaar des Stickstoffs in 3-Position des
Imidazol-Kerns der Liganden und einem in der Bindetasche gelegenen Wassermolekiil.
Ein weiterer polarer Kontakt zu diesem Wasser (iber das Carbonyl der Amideinheit wurde
fiir 104d in p38a beobachtet (Abb. 56A). In dieser Struktur liegt das DFG-Motiv in einer
in between-Konformation vor, die allerdings mutmaflich durch ein in eine benachbarte
Region gebundenes BOG-Molekdl hervorgerufen wird. In CK16 hingegen wurde der fir
Typ I-Inhibitoren typische DFG-in-Zustand und dartber hinaus ein sich tber zwei
Wassermolekile ersteckendes WBB-Netzwerk zu Glu52 identifiziert (Abb. 56B).

In beiden Féllen ist der Bindungsmodus der Liganden in den aktiven Zentren der
jeweiligen Kinasen sehr &hnlich. In den einzelnen Kristallstrukturen konnten demnach
keine ,,spezifischen* Wechselwirkungen, im Sinne von alleinstellenden Interaktionen mit
dem Enzym, festgestellt werden. Beide Inhibitoren konnten somit in die
ATP-Bindetasche des jeweils anderen Proteins binden, was durchaus mit der
beobachteten SAR korreliert.

20 Die Kristallisation von CK16 wurde im Arbeitskreis Baumann durchgefiihrt.
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A

Thr106

Abb. 56: Ko-Kristallstrukturen von dual-spezifischen CK15- und p38a-Inhibitoren. Darstellungen von A) 104d (griin)
im Komplex mit p38a und B) 104i (cyan) im Komplex mit CK1d; 2mFo-DFc-Elektronendichte (rot) wurde bei 1.06
konturiert; Wassermolekdile (rote Spharen), WBBs (gelbe Punkte); (PDB: 5ML5, 5MQV).

Mit den neuartigen Komplexen ist die Grundlage fur eine Struktur-basierte
Optimierung der Liganden hinsichtlich der Steigerung der inhibitorischen Aktivitat sowie
vor allem der Selektivitat gegentiber einer bestimmten Kinase gegeben. Hierzu konnte
eine weitlaufigere Analyse der Peripherie der Bindungsstelle stattfinden. Beispielsweise
befindet sich in Scharnierregion jeweils eine zum Pyridinring der Liganden orientierte
Carbonylgruppe des Proteinrtickgrats (p38a: His107, CK1s: Glu83), die potentiell mit
Halogenen in 3-Position des Aromaten adressiert werden konnte, wie es am Beispiel von
p38a bereits erfolgreich gezeigt werden konnte (vgl. Kapitel 5.3) (Abb. 57A,B). Am
C-terminalen Ende der Scharnierregion ist in beiden Proteinen ein Aspartat lokalisiert
(p38a:  Aspll2, CK1o: Asp90), das durch entsprechende Erweiterung der
Dimethoxyphenyleinheit zur Ausbildung konstruktiver Wechselwirkungen genutzt

werden kdnnte.
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Abb. 57: Analyse der Peripherie der ko-kristallisierten Inhibitoren 104d,i und Design CK1d-spezifischer Liganden.
Darstellungen von A) 104d (griin) im Komplex mit p38a und B) 104i (cyan) im Komplex mit CK14; C) chemische
Struktur des entworfenen Liganden 106 (gelb) und postulierter Bindungsmodus im aktiven Zentrum von CK14.

Ferner sind die 2- und 3-Position des Pyrrazol-Kerns Lésungsmittel-exponiert und bieten
viel ungenutzten Raum flr eine Erweiterung des Grundgerusts, z.B. in Form von
Diarylpyrrolen oder —pyrrolopyrimidinen. Hierbei wirde allerdings auf eine
Thioethergruppe verzichtet werden, gleichzeitig jedoch eine Ausweitung der Molekiile in
Richtung der polaren Aminosduren in der Umgebung des DFG-Motivs und des
HRD-Motivs erzielt werden.?! Diesbeziiglich bietet CK16 eine Besonderheit, die zur
Gewinnung von Selektivitat im Vergleich zu p38a ausgenutzt werden kénnte. Sie weist
C-terminal vom HRD-Motiv die beiden polaren Aminosduren Asp132 und Asn133 auf,
wohingegen p38a hier lediglich ein Asparagin (Asn155) besitzt. Durch Substitution mit
Wasserstoffbriicken-Donoren und Einhaltung eines geeigneten Abstandes konnte die
Ausbildung einer WWB zu Asp132 erzielt werden und potentiell in zusatzlicher Affinitat

gegentiber CK16 resultieren.

21 Diese Beobachtung wird durch die Kristallstruktur mit 104d nicht gut widergespiegelt, da das Enyzm
(vermutlich) aufgrund des anwesenden BOG eine DFG-in between-Konformation einnimmt. Anhand des
Komplexes des strukturell verwandten SB203580 (in Abwesenheit von BOG) geht der Sachverhalt
deutlicher hervor, da hier die Kinase im DFG-in-Zustand vorliegt und eine damit einhergehende ,,Offnung*
dieser Region resultiert. (PDB: 1A9U).
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Ein entsprechendes Molekul kdnnte (ungeachtet der synthetischen Umsetzbarkeit) der
Struktur von 106 folgen. Im entsprechenden Modell im Komplex mit CK16 kommt die
eingefiihrten Aminfunktionen in rdumliche Nahe zu den adressierten Seitenketten von
Aspll2 und Aspl32, welche durch  Dekoration des urspringlichen
Dimethoxyphenylrings und Verwendung eines Pyrrolopyrimidin-Grundgerdists
ermoglicht wird (Abb. 57C). Eine potentielle Halogen-Bindung zu Glu83 erscheint
basierend auf dem theoretisch gemessenen Abstand (2.8 A) und Winkel (135°) sowie der
Annahme einer Flexibilitit des Liganden in der Bindungstasche zur bevorzugten

geometrischen Ausrichtung durchaus moglich.

Zusammenfassend wurde ein in silico-Design und die nachfolgende Synthese von
ATP-kompetitiven 4,5-Diarylimidazol-basierten Kinaseinhibitoren durchgefihrt, die
eine gesteigerte Selektivitat gegeniiber dem Zielenzym CK1¢6 im Vergleich zu den
Isoformen dieses Proteins sowie zu p38a als bekanntes off-target entsprechender
Hemmstoffe aufweisen sollten. Aus der Aktivitats-basierten Evaluierung gingen potente
dual-spezifische CK10/p38a-Inhibitoren mit einem teilweise exzellenten (CKla,
CKy1-3), stellenweise jedoch moderaten Isoform-Selektivitats-Profil (CK1e) hervor. In
erfolgreichen Ko-Kristallisationsstudien zeigte sich anhand der Komplexstrukturen von
104h und p38a bzw. 104i und CK1lo dass beide Liganden einen ahnlichen
Bindungsmodus in den aktiven Zentren der jeweiligen Kinase einnehmen, was die
gleichzeitige Adressierung beider Proteine erklart. Allerdings zahlen die synthetisierten
Substanzen zu den potentesten bislang bekannten CK14-Inhibitoren, sodass diese (insb.
104d) als molekulare, pharmakologische Werkzeuge in Studien zu CK10-Signalwegen
und -korrelierten Krankheiten verwendet werden konnen. Die im Rahmen der
Ko-Kristallisation identifizierten Bindungsmodi bieten einen Ausgangspunkt fir die
weitere Optimierung der Substanzen hinsichtlich mono- und Isoform-spezifischer
CKZ1s-Inhibitoren.
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5.5 Evaluierung von Benzothiazin-basierten p38ea-Inhibitoren

5.5.1 Theoretischer Hintergrund

Die MAPK p38a gilt als Kklinisch relevante Zielstruktur, die in einer Vielzahl an
Erkrankungen involviert ist und daher ein wichtiger Gegenstand der aktuellen medizinal-
chemischen Forschung und Wirkstoffentwicklung (vgl. Kapitel 1.2.1). Viele Inhibitoren
sind im Verlauf von Klinischen Studien gescheitert, sodass bis heute noch keine
entsprechenden Substanzen die Marktzulassung erhalten haben, woraus sich weiterhin
die Notwendigkeit neuartiger Modulatoren dieser Kinase ergibt. In diesem
Zusammenhang beschrieben Forscher des Instituts fur Pharmazeutische Wissenschaften
in Perugia kirzlich Serien neuartiger Benzothiazin-basierter p38a-Inhibitoren, deren
potenteste Vertreter (107a,b) nun in weiterfuhrenden Studien untersucht werden sollten
(Tab. 22).[2671 Hierbei sollten zum einen eine eingehende Charakterisierung in Zell-
basierten Assays sowie Ko-Kristallisationsexperimente zur Aufdeckung des bislang

unbekannten Bindungsmodus der Liganden stattfinden.

Tab. 22: Strukturelle Identitdt und bestimmte ICso-Werte der p38a-Inhibitoren 107a,b; p38a: Messung der
enzymatischen Aktivitat von p38a im Ab-basierten Assay; TNFa: Messung der Freisetzung von TNFa im Vollblut-
Assay.

O\\ //O
o0 “NH
oY /
F /)
~ O N=N
HN—=N Cl
107a 107b
) 1Cs0 (LM)
p38a TNFa
107a 0.46 + 0.05 05 +0.1

107b 0.94 £ 0.30 18.0 + 3.5
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5.5.2 Ergebnisse und Diskussion

In initialen Versuchen konnte anhand von HT29, einer humanen kolorektalen
Adenokarzinom-Zelllinie, ein erhohtes Zellliberleben in Gegenwart der Inhibitoren
detektiert werden, wobei 107a einen signifikanteren Effekt gegentiber 107b aufwies. Ein
ahnlicher Trend wurde phénotypisch in der Proliferation von Zellen beobachtet, indem
ein deutlicher Riickgang im Wachstum von Kolonien in Anwesenheit von 107a stattfand,
der unter Verwendung von 107b weniger betont war. Weitere zellulare Studien, wie
bspw. Untersuchungen des Phosphorylierungszustandes von p38a und verwandten oder
nachgeschalteten Kinasen sind zu diesem Zeitpunkt noch andauernd.??

Eine strukturbiologische Charakterisierung der Inhibitoren sollte erfolgen, um Einsicht
in die molekularen Wechselwirkungen innerhalb der adressierten ATP-Bindetasche zu
erlangen und auf diese Weise potentiell Erklarungen fir die Unterschiede im Aktivitats-
Profil der Substanzen zu finden. Diesbeziigliche Experimente fiihrten zu einer direkten
Ko-Kristallisation von 107a im Komplex mit dem Zielprotein in Anwesenheit von BOG,
wahrend diese VVorgehensweise im Fall von 107b nicht zum Erfolg flihrte (Abb. 58A).
Deswegen wurden nachfolgend p38a-Kristalle in Gegenwart reversibel bindender
LiPoLis (vgl. Kapitel 3.4) fir soaking-Ansatze mit 107b verwendet, wodurch schlief3lich
auch das Losen der entsprechenden Komplexstruktur realisiert werden konnte
(Abb. 58B).

Thr106

v

Met109 ) -y

Abb. 58: Ko-Kristallstrukturen von p38a-Inhibitoren. Darstellungen von A) 107a (griin) im Komplex mit p38a und B)
107b (gelb) im Komplex mit p38a; 2mFo-DFc-Elektronendichte (rot) wurde bei 1.0¢ konturiert; Wassermolekile (rote
Sphéren), WBBs (gelbe Punkte), Halogen-Bindung (rote-Linie); (PDB: unverdffentlicht).

22 Die Zell-basierte Charakterisierung der Inhibitoren wurde am Institut fir Pharmazeutische
Wissenschaften in Perugia durchgefiihrt.
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Aus der anschlieBenden Analyse der Daten zeigten sich uUberraschenderweise zwei
jeweils signifikant unterschiedliche Bindungsmodi im aktiven Zentrum der Kinase. Fir
107a wurde eine WBB zwischen einem Sulfonyl-Sauerstoff und dem Rickgrat-NH von
Met109 in der Scharnierregion sowie die Besetzung HRI durch den Fluorphenyl-
Substituenten des Liganden im Bereich der Tursteher-Aminosaure Thr106 beobachtet.
AulRerdem wurde eine Wasser-vermittelte WBB zum Rickgrat-Carbonyl von Phe169 im
DFG-Motiv festgestellt. Dieses wies eine in between-Konformation auf, wobei jedoch
kein BOG in Nachbarschaft des aktiven Zentrums identifiziert wurde. Im Fall von 107b
belegte das Benzothiazin-Grundgerust (teilweise) die HRI, wodurch sich eine geeignete
Orientierung der Sulfonylgruppe ergab, um mit dem Rickgrat-NH von Aspl168 eine
WBB auszubilden. In der entsprechenden Struktur ist Phe169 nicht aufgeldst und folglich
konnte die DFG-Konformation nicht eindeutig bestimmt werden. Aufgrund der
Ausrichtung von Aspl168 zur a-Helix C kann jedoch ein DFG-out-Zustand der Kinase
angenommen werden. AuRerdem wird aus der Uberlagerung der Komplexstrukturen mit
107a,b ersichtlich, dass die 3-Methylgruppe in 107b eine alternative Orientierung der
Aktivierungsschleife aufgrund sterischer Repulsion wahrscheinlich nicht erlauben wirde
(Abb. 59A).

* sterischer
ZusammnenstoR

Abb. 59: Uberlagerung der Ko-Kristallstrukturen von 107a und 107b im Komplex mit p38a. A) Sterischer
ZusammenstoR (roter Kreis) der 3-Methylgruppe am Pyrrazolring von 107b mit der Aktivierungsschleife im Bereich
des DFG-Motivs; B) Vergleich der Entfernungen der Seitenketten von Lys53 und Glu71.
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Die freien Elektronenpaare des Stickstoffs in 2-Position des Pyrrazolrings gehen eine
WBB mit einem in der Bindetasche befindlichen Wassermolekdl ein. Zusatzlich wurde
eine  Halogen-Bindung zwischen dem  Chlorphenyl-Substituent und dem
Carbonylsauerstoff von His107 in der Scharnierregion beobachtet (Abstand 3.2 A,
Winkel: 155.1°), &hnlich wie in anderen fur p38a bereits beschriebenen Strukturen
(vgl. Kapitel 5.2.2). Darlber hinaus wies dieser Inhibitor aufgrund fehlender
entsprechender Strukturmotive keine weiteren Interaktionen Uber fur Kinaseinhibitoren
sonst typische Scharnierregion-bindende Motive auf.

Vergleichend lasst sich ein um ca. 1 A vergroRerter Abstand zwischen den
Seitenketten der konservierten Aminosduren Lys53 und Glu71 feststellen, der sich
vermutlich auf die in diese Region ragende Sulfonylgruppe von 107b zuriickfiihren lasst,
welche einerseits sterisch anspruchsvoll ist und des Weiteren einen potentiellen
Wasserstoffbriickenakzeptor zur Interaktion mit Lys53 darstellt (Abb. 59B). In
Kombination mit der Beobachtung zweier unterschiedlicher DFG-Konformationen lasst
sich annehmen, dass die beiden Inhibitoren jeweils einen unterschiedlichen
Aktivitatszustand der Kinase stabilisieren, d.h. 107a ,,DFG-in between* und eine intakte
Lys53-Glu71-Wechselwirkung induzieren, wahrend fur 107b in ,,DFG-out” bindet und
mutmaBlich die Lys53-Glu71-Interaktion (zumindest teilweise) stort.

Wenn durch die prasentierten Liganden tatsachlich verschiedene Konformationen von
p38a adressiert werden koénnen, wirden moglicherweise SPR-Messungen weitere
Informationen bzgl. der Kinetik des Bindungsereignisses in Echtzeit und dadurch eine
Erklarung der bislang festgestellten unterschiedlichen Wirkung in Zellen liefern. Eine
zukunftige Entwicklung bzw. Optimierung der Substanzen hinsichtlich potenterer und
selektiverer Inhibitoren kdnnte ausgehend von 107b erfolgen, da dieser Ligand einen
unorthodoxen Bindungsmodus offenbarte, der den strukturellen Ausbau entlang der
Scharnierregion nahelegt, um dort bspw. Wechselwirkungen mit dem Rickgrat von
Met109 und Gly110 auszubauen. Weiterer Affinitatsgewinn konnte auf3erdem durch die
Substitution von Chlor durch Brom (oder lod) zur Verstarkung der beobachteten
Halogen-Bindung oder Fluorierung des aromatischen Systems im Benzothiazin-
Grundgerust zur effizienteren Besetzung von HRI erzielt werden, wobei die Ausrichtung
des eingefuhrten Fluor-Atoms potentiell attraktive elektrostatische Intraktionen mit dem
Carbonyl-Kohlenstoff von Leul04 ermdglicht (im Gegensatz zu den bislang
geschilderten HRI-bindenden Motiven), wie beispielhaft an dem Modell von 108 gezeigt
(Abb. 60).
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Abb. 60: Chemische Struktur von 108 und Modellierung des Molekiils in das aktive Zentrum von p38«; WBBs (gelbe
Punkte), elektrostatische Interaktion (griine Punkte), Halogen-Bindung (rote Linie); (PDB: unveroffentlicht).

Zusammenfassend wurden neuartige Inhibitoren der MAPK p38a entwickelt und
biochemisch sowie zelluldr charakterisiert. Strukturbiologische Untersuchungen der
potentesten Derivate 107a,b offenbarten zwei deutlich verschiedene Bindungsposen der
Liganden im Komplex mit p38a, die sich durch die Adressierung unterschiedlicher
Regionen innerhalb der ATP-Bindetasche und der Ausbildung jeweils spezifischer
Wechselwirkungen auszeichnen. Diese Kiristallstrukturen konnten als Ansatzpunkt fur
die Erklarung der zukinftig zu erfassenden, detaillierteren SAR bzw. aufzustellenden
Wirkungsprofile der beiden Substanzen in vitro und in vivo dienen. AulRerdem stellen sie
die Grundlage fiur eine potentielle Weiterentwicklung der Inhibitoren zu effizienten
Wirkstoffen mit einem unter Umsténden einzigartigen Bindungsmodus (ausgehend von
107b) dar.
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6 Zusammenfassung

In den letzten zwei Dekaden gewahrleistete der Fortschritt chemisch-biologischer
Technologien und medizinisch-chemischer Wirkstoffforschung fundamentale Beitrdge
zur Aufdeckung von Signaltransduktions-Netzwerken und Identifikation von an der
Entstehung von Krankheiten verantwortlichen Zielstrukturen. Diesbezuglich erweckte
bspw. die Aufklarung molekularer Mechanismen, die zur Fehlregulierung von
Proteinkinasen als Ursache diverser humaner Erkrankungen fiihren, mafgebliches
wissenschaftliches Interesse. Aus diesem Zusammenhang leitet sich die hauptsachliche
pharmazeutische Relevanz der katalytischen Funktion dieser Enzyme, d.h. dem
Phosphattransfer von ATP auf Substrate und der damit i.d.R. verbundenen Modulation
deren Aktivitatszustandes sowie die daraus folgende Notwendigkeit der Entwicklung von
potenten und selektiven Kinaseinhibitoren ab. Insbesondere wird diese Fokussierung
durch die Anzahl der Publikationen und verdffentlichten Kristallstrukturen, die sich mit
dem aktiven Zentrum der Transferasen beschéftigen, widergespiegelt.

Daruiber hinaus existieren allerdings auch sogenannte gerustgebende Funktionen von
Kinasen, unter denen man die Involvierung in nicht-katalytische Prozesse, wie bspw. der
Ausbildung von PPIs oder der Formierung von MECs versteht, die u.a. vor allem der
Regulation oder Lokalisation von Substratmolekilen dienen. Es wird angenommen, dass
diese Funktionen in Anzahl und Wichtigkeit die bislang intensiv untersuchten
katalytischen Eigenschaften ubersteigen konnten. Bislang sind jedoch nur wenige
entsprechende Beispiele in der Literatur beschrieben, sodass die Identifikation und
Charakterisierung von Kinase-korrelierten Prozessen abseits der Phosphorylierung von
zentraler Bedeutung fur zukinftige Fragestellungen in der Chemischen Biologie sind.

In der C-terminalen Subdomane der MAPK p38a ist eine in Entfernung zum aktiven
Zentrum gelegene Bindetasche lokalisiert, deren Funktion bislang noch nicht vollstandig
verstanden ist. Diese LP kann durch verschiedene Liganden, sogenannten LiPoL.is,
adressiert werden und war kurzlich Gegenstand diverser Studien, die eine potentielle
biologische Rolle dieser Region allerdings nicht umfassend klarten. Im Rahmen dieser
Arbeit sollte anhand von 2-Arylchinazolinen, die im Arbeitskreis Rauh als LiPoLis
identifiziert wurden, das Struktur-basierte Design und die organische Synthese einer
fokussierten  Substanzbibliothek  sowie die anschlielende  biophysikalische
Charakterisierung und strukturbiologische Evaluierung der hergestellten Liganden
erfolgen. Dabei sollten chemisch optimierte und gegeniiber dem Zielprotein affine
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LP-Binder erhalten werden, die in zukunftigen Experimenten als geeignete
Sondenmolekile eingesetzt werden konnen, um mdoglicherweise die Frage nach der

Relevanz dieser Tasche und ihrer Liganden zu beantworten.

Hierfar wurden Ko-Kristallstrukturen von 3a,b im Komplex mit p38a analysiert und
auf diese Weise Positionen am Chinazolin-Grundgertst identifiziert, die zur
Derivatisierung der LiPoLis genutzt wurden. Im Einzelnen handelte es sich dabei insb.
um den hydrophoben Rest in 4-Position, welcher tief ins Innere der LP bindet, den
Substituenten in 7- und 8-Position, die theoretisch Wechselwirkungen mit den polaren
Aminosdure-Seitenketten in der Peripherie der Tasche ausbilden konnten, und die
Dekoration des 2-Phenylrings mit solvatisierenden Gruppen, die an die Losungsmittel-
exponierte para-Position eingebracht werden sollten. Die Generierung einer fokussierten
Substanzbibliothek erfolgte nach Aufstellen und Optimierung einer allgemeinen
Syntheseroute, die final 49 Chinazolin-Derivate umfasste. Nachfolgend wurde die
Charakterisierung der hergestellten Liganden mit Hilfe verschiedener biophysikalischer
Methoden durchgefiihrt, um sie hinsichtlich der Affinitat zu p38a zu evaluieren. Dabei
lag der Schwerpunkt hauptsachlich auf SPR-Messungen, die Vorteile bei der direkten
Verfolgung der Interaktion in Echtzeit und der Berechnung Kkinetischer und
thermodynamischer ~ Parameter in  Form  von  Geschwindigkeits-  und
Dissoziationskonstanten anhand der detektierten Sensorgramme boten. Darlber hinaus
wurden TSA, MST und BLI als orthogonale Methoden hinzugezogen, wobei sich anhand
der erhaltenen Ergebnisse jeweils libereinstimmend zeigte, dass die Liganden unter den
gewahlten experimentellen Bedingungen eine lediglich geringe Affinitat gegeniiber der
Zielkinase aufwiesen und dadurch fiir den Einsatz als Sondenmolekile nicht geeignet
sind.

Dennoch konnte das initiale Design der LiPoLis durch erfolgreiche Ko-Kristallisation
von insgesamt acht Derivaten im Komplex mit p38a bestatigt werden, zu denen jeweils
vier Derivate, die in 4-Position mit unterschiedlich groflen Substituenten modifiziert
wurden (3d,e,h,l), und vier Liganden, die in 2-Position L&slichkeits-vermittelnde
Gruppen bzw. eine Biotin-Markierung trugen (3n,0,t,u), zahlen. Anhand der Strukturen
konnte der postulierte Bindungsmodus validiert werden, indem in allen Fallen die
Beibehaltung der charakteristischen Interaktionen der Parentalsubstanz 3a innerhalb der
LP festgestellt wurde. AulRerdem wurde eine gewisse konformative Flexibilitat in Form
einer in Abhéangigkeit der gebundenen LiPoLis unterschiedlich ausgepragten Offnung der

Tasche beobachtet, die im zelluldren Kontext bspw. eine Funktion bei der Rekrutierung
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von molekularen Wechselwirkungspartnern nahelegt. Ferner lieBen sich mit Hilfe der
erhaltenen Kristallstrukturen tolerierte Substitutionsmuster, die weiterhin eine Bindung
der LP erlauben sowie potentielle Anhaltspunkte fir das Design einer zukinftigen
weiteren Generation Chinazolin-basierter (oder verwandter) Substanzen mit verbesserten
Eigenschaften hinsichtlich der Affinitat gegentiber p38a ableiten. Innerhalb dieser Arbeit
wurde zur Optimierung der Liganden in diesem Zusammenhang jedoch auf eine
alternative Strategie zurtickgegriffen. In einem chemisch-genetischen Ansatz sollten eine
kovalente Adressierung der Kinase und die Maximierung der Verweildauer der LiPoLis
in der LP realisiert werden.

Zur Umsetzung dieses Konzepts wurden auf Grundlage der geldsten Kristallstrukturen
zunachst Positionen in der direkten Umgebung der Tasche identifiziert, an denen die
Mutation von Aminosdauren zu Cysteinen erfolgen kdénnte, um eine Reaktion der
Thiol(at)-Seitenketten mit entsprechenden, Elektrophil-dekorierten Liganden zu
ermoglichen. Hierfir wurden durch ortsgerichtete Mutagenese und anschlieRender
Expression insgesamt vier verschiedene p38a-Varianten (p38a K249C, S251C, S252C,
D294C) generiert. Nach Aktivierung mit MKKG6 erfolgte eine Charakterisierung der
Mutanten mittels HTRF hinsichtlich der kinetischen Parameter ATP- und Substrat-Km im
Vergleich mit dem WT zur Sicherstellung der strukturellen und funktionellen Integritat
nach Einfihrung der artifiziellen Aminosauren. In Bezug auf die entworfenen Proteine
wurden die Planung von geeigneten Syntheserouten und die Herstellung einer
fokussierten Substanzbibliothek an Elektrophil-tragenden LiPoLis und einiger reversibler
Gegenstiicke verwirklicht. Dabei fand die Einfiihrung von Michael-Akzeptor-Systemen
in Form diverser Acylamide und Alkylketone an 7- und 8-Position des
Chinazolin-Grundgerlsts sowie an meta- und para-Position am 2-Phenylring, statt,
sodass insgesamt 14 Liganden erhalten wurden.

Die Identifikation spezifischer Protein-Ligand-Paare erfolgte daraufhin mittels
MS-Experimenten, in denen sich neben charakteristischer Profile hinsichtlich der
Reaktivitdt bestimmter Cysteine bzw. LiPoLis auch zwei selektiv zueinander passende
Kombinationen aus Cystein-Mutanten und kovalenten LiPoLis (p38a S251C und 78a,
p38a S252C und 78b) abzeichneten. Diese detektierten Addukte wurden weiterhin in
Tandem-MS-Studien nach tryptischen Verdau analysiert, um das jeweilige artifizielle
Cystein als tatsdchliche Markierungsposition zu verifizieren. Am Beispiel von
p38a S251C konnte anhand der Massendifferenzen zwischen den theoretischen und den

detektierten Peptidfragmenten die kovalente Bindung von 78a an Cys251 eindeutig
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nachgewiesen werden. Zur weiteren Validierung der synthetisierten Substanzbibliothek
wurden Ko-Kristallisationen aller moglichen Kombinationen an p38a-Mutanten und
LiPoLis angesetzt, aus denen im Einklang mit den vorherigen Beobachtungen nur fur
zwei bestimmte Paare reproduzierbare Kristalle hervorgingen. Dabei handelte es sich um
die zuvor identifizierten Kombinationen, deren Komplexstrukturen erfolgreich geldst
werden konnten und uberzeugenderweise einen charakteristischen Bindungsmodus unter
Beibehaltung der bereits fir die reversiblen Liganden festgestellten Interaktionen
innerhalb der LP offenbarten. AufRerdem konnten zusétzliche Wechselwirkungen der
Carbonylgruppen der jeweiligen Michael-Akzeptoren zum Proteinrtickgrat sowie insb.
eine anhand der Elektronendichte deutlich definierte kovalente Bindung zu den
artifiziellen Cysteinen konstatiert und somit der Erfolg des postulierten chemisch-
genetischen Ansatzes anschaulich bestatigt werden.

In Ubereinstimmung mit einigen Hypothesen zur biologischen Relevanz der LP, die
eine Beteiligung in der Feinregulierung der Kinaseaktivitat nahelegen, wurde im Rahmen
Aktivitats-basierter HTRF®-Messungen eine Inhibition von p38a S252C in Gegenwart
von 78b (I1Cso = 3.5 uM) detektiert. Ein solcher Zusammenhang liele sich mit Hilfe der
identifizierten kovalenten LiPoLis als geeignete Sondenmolekdle in zellul&ren Systemen
naher untersuchen. Dariber hinaus kénnte bspw. die Lokalisation von p38a« in Gegenwart
und Abwesenheit der Liganden oder der Nachweis von PPIls Uber vergleichende
cross-linking- und pull-down-Methoden als zukinftige Anwendungsmaglichkeiten

erfolgen.

Mit Hilfe der Ergebnisse aus umfangreichen Vorarbeiten zu reversiblen LiPoLis, die
eine geringe Affinitat gegeniber der adressierten MAPK p38a aufwiesen, konnte ein
neuartiger chemisch-genetischer Ansatz konzipiert und erfolgreich umgesetzt werden.
Dieser umfasste die Generierung von Cystein-tragenden Varianten der Kinase und die
Synthese dazu passender Elektrophil-dekorierter Chinazoline. In  MS- und
Ko-Kristallisationsexperimenten konnte die Identifikation zweier spezifischer Protein-
Ligand-Paare sowie die tatsachliche Ausbildung einer kovalenten Bindung zwischen den
LiPoLis und den in der Peripherie der LP befindlichen, artifiziellen Cysteinen

eindrucksvoll demonstriert werden.
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Mit der auf diese Weise erzielten maximalen Affinitat gegentber (bzw. Verweildauer
an) den entsprechenden Mutanten konnen die generierten Liganden zukunftig als
geeignete Sondenmolekiile bspw. in zellularen Studien eingesetzt werden. Die chemische
Perturbation von solchen biologischen Systemen kdnnte einen maRgeblichen Beitrag zur
Aufklarung der nicht vollstandig ergriindeten, physiologischen Funktion der LP in p38a
und dem Verstandnis nicht-katalytischer Kinasefunktionen leisten.

Der Erfolg dieses Ansatzes wurde wu.a. auch durch die umfassenden
strukturbiologischen Untersuchungen ermdglicht, wobei die Proteinkristallographie als
leistungsfahige Methode eine detaillierte Einsicht in die molekularen Interaktionen
innerhalb von Liganden-gebundenen Komplexen gewéhrleisten und somit wertvolle
Information zur Beantwortung verschiedener chemisch-biologischer Fragestellungen
bereitstellen kann. In weiteren zahlreichen Beispielen wurde in dieser Arbeit die tragende

Rolle von Kristallisationsstudien anhand von p38a dargelegt.

Beispielsweise wurden strukturell besondere Typ I%-Inhibitoren identifiziert, die in
der Lage sind, stabilisierend mit dem R-Spine der Kinase zu interagieren, was mit einer
signifikant verlangerten Verweildauer der Liganden am Enzym korreliert werden konnte.
Weiterhin gelang die Verifizierung algorithmisch vorhergesagter Halogen-Bindungen
mit Hilfe erfolgreich geldster Ko-Kristallstrukturen, aus denen die postulierte Interaktion
eindeutig hervorging. Strukturbiologische Untersuchungen dienten zudem zur
Charakterisierung von neuartigen Kinaseinhibitoren und deren Bindungsmodi, die eine

Interpretation entsprechender SAR-Profile zuliel3en.
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7 Experimenteller Teil

7.1 Material und Methoden

7.1.1 Vorbemerkungen

Samtliche fir die Durchfiihrung der beschriebenen Experimente genutzten Gerate und
Instrumente sind in den nachfolgenden Listen aufgefiihrt. Wenn nicht anderes erwahnt,
wurden Reagenzien und Losungsmittel von Acros, Alfa Aesar, Apollo Scientific,
chemPUR, Fluka, Merck, Sigma-Aldrich oder VWR bezogen und ohne weitere
Reinigung verwendet. Trockene Losungsmittel wurden von kommerziellen Herstellern

erhalten.

Die chemischen Verschiebungen der *H- und *3C-Spektren sind in 6 (ppm) als
s (Singulett)

e d (Dublett)

e dd (Dublett von Dublett)

o t(Triplett)

e ( (Quartett)
e m (Multiplett)
e bs (breites Singulett)

und im Bezug zum verbleibenden Signal des Losungsmittels angegeben:
e DMSO-ds (2.50) oder CDCls (7.26) fir *H
e DMSO-ds (39.52) oder CDCl3 (77.16) fur 3C

Die ldentitdt von Substanzen wurde weiterhin mittels LCMS- und HRMS-Analyse
bestatigt. Reinigung von Substanzen erfolgte uber analytische
Dunnschichtchromatographie (DC), Sdulenchromatographie an Kieselgel, automatisierte

Flash-Chromatographie oder preparativer HPLC.



160| Experimenteller Teil

7.1.2 Instrumente und Gerate

INSTRUMENT/GERAT

MODELL, HERSTELLER

Feinwaage
Flash-Chromatographie-System
HPLC, preparativ

HRMS

LCMS-1

LCMS-2

NanoTemper (MST)

NMR-1

NMR-2
Mikrotiterplatten-Lesegerat
Octet (BLI)

pH-Meter

Real-Time Thermocycler (TSA)

Spektralphotometer fir

Mikrovolumen
Schattler fur Mikrotiterplatten
SPR
Thermocycler
Tischzentrifuge-1
Tischzentrifuge-2
Ultraschallbad
Waage, analytische

Zentrifuge

Cubis® MSU125P-100-DlI, Sartorius
Isolera™ ONE, Biotage
Varian ProStar 215, Agilent

Finnigan LCQ Advantage MAX (1200 series),
Agilent

LCQ Fleet™, Thermo Fisher Scientific
Thermo LTQ Orbitrap Velos, Thermo Electron
Monolith NT.115, NanoTemper Technologies
Avance DRX 400, Bruker

Avance DRX 500, Bruker

EnVision™, Perkin Elmer

Octet RED96, Pall ForteBio

SevenCompact, Mettler Toledo

LightCycler® 480 Il, Roche

NanoDrop™ 2000c

Titramax 100, Heidolph
SPR-2/4, Sierra Sensors
ThermoMixer C, Eppendorf
Centrifuge 5415 R, Eppendorf
Centrifuge 5424 R, Eppendorf
Sonorex, Bandelin

M-Pact AX224, Sartorius

Centrifuge 5804 R, Eppendorf
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ATF2-GST-Substratpeptid
anti-GST-XL665 Ab
anti-phosho-ATF2 Ab
BLI-Messplatten
BLI-Streptavidin-Biosensoren

DC, analytisch

Dialysekassetten

EZ-Link™ Biotinylierungs-Kit
Hiss-Peptid
Kristallisationsplatten und Deckel

Saulen fiir Chromatographie-

gestltzte Instrumente:

Flash-Chromatographie

- HPLC, preparativ

- LCMS-1

- LCMS-2

- HRMS

Lot#: 0007, New England Biolabs
Lot#: 08A, Cisbio

Lot#: 05G, Cisbio

96-well, Pall ForteBio

Dip and Read™ SAX, Pall ForteBio

Kieselgel 60 F245, Aluminium-versehen,
Merck

Slide-A-Lyzer™, 10.000 MW

Ausschlussgrenze, Thermo
#21435, Thermo
#3310-205, MBL

EasyXtal 15-well Tool und X-Seal, Qiagen

SNAP und SNAP Ultra (verschiedene GroRen),

Biotage

VP 250/21 Nucleosil C18 PPN,
Macherey-Nagel

EC 50/2 Nucleodur C18, 1.8 um,
Macherey-Nagel

Hypersil GoLb™, Thermo Electron

Eclipse XDB-C18, 5 uM, 150 x 1.6 mm,

Phenomenex
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MATERIAL BEZUGSQUELLE
Silicagel-1 40-70 um PartikelgroRie, Baker
Silicagel-2 Normasil 60, 40-63 um, VWR Prolabo
NeutrAvidin #31000, Thermo
MKK6 S207E/T211E Lot#: 877061F, Thermo

Mikropipetten und Spitzen
Mikrotiterplatten

MST-Premium-Kapillaren
MST-Proteinmarkierungs-Kit

Platten fir SPR

Reaktionsgefale
SPR-Acetatpuffer
SPR-Aminkupplungs-Kit
SPR-Probenrdhrchen
SPR-Probenrdhrchen-Verschluss
SPR-Sensoren

SYPRO® Orange

TSA-Messplatten

Eppendorf

Bio-one, schwarz, 386-well, flach, Greiner

MO-KO005, NanoTemper

MO-L004, NanoTemper

96-well, U-bottom, Eppendorf

0.5-5 mL, Eppendorf

10 mM NaOAc (pH 4.5 - 6.0), Sierra Sensors
EDC, NHS, Sierra Sensors

0.8 mL, PP, 7 x 41 mm Gilson

8 mm, PE, Thermo

HCA-Sensoren, Sierra Sensors

5000x Stammldsung in DMSO, Sigma

TW-MT, weil3, 96-well, Biozym
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7.2 Synthesevorschriften und analytische Daten

7.2.1 Synthese von reversiblen LiPoLis

7.2.1.1 Aufbau des Chinazolin-Grundgerusts

Allgemeine Vorschrift Al fur die Kondensation von Anthranilamiden mit Benzaldehyden.
Anthranilamide (1 eq), NaHSOs (1.2 eq) und Benzaldehyd-Bausteine (1 eq) wurden in
DMACc gel6st und die Reaktionsmischung fur 30 min bei rt geruihrt. AnschlieBend erfolgte
die Zugabe von pTsOH (0.1eq) und weiteres Rihren fur 18 h bei 155 °C. Nach
Beendigung der Reaktion und Verdampfen des Ldsungsmittels wurde der erhaltene
Rickstand in DCM aufgenommen, mit gesattigtem NaHCOz(aq) extrahiert und die
vereinigten organischen Phasen konzentriert. Das Rohprodukt wurde durch
Saulenchromatographie an Kieselgel gereinigt, um die jeweilige beschriebene

Zielsubstanz zu erhalten.

Synthese von 7-Nitro-2-phenylchinazolin-4-ol (5a)

OH
NA\/@\
.
@N "

Zu einer Loésung von 4-Nitroanthranilsdure 4a (5g, leq, 27.45mmol) in
2-Methoxyethanol (250 mL) und AcOH (3 mL) wurde Benzamidin-Hydrochlorid-Hydrat
(13.2 g, 4 eq, 109.8 mmol) gegeben und die entstandene Reaktionsmischung fir 18 h bei
130 °C geruhrt. Danach wurde die nach warme Losung filtriert und der Filterkuchen mit
kaltem MeOH gewaschen, um die Zielsubstanz 5a (1.8 g, 24 %) als hellbraunen Feststoff
zu erhalten. *H NMR (400 MHz, DMSO-ds) 6 12.93 (s, 1H), 8.43 (d, J = 2.1 Hz, 1H),
8.36 (d, 1H), 8.24 (d, J = 2.2 Hz, 1H), 8.24 — 8.20 (m, 2H), 7.65 (t, J = 7.3 Hz, 1H), 7.59
(t, J = 7.4 Hz, 2H); 13C NMR (126 MHz, DMSO-ds) 6 161.3, 154.5, 151.3, 149.1, 132.1,
1319, 128.6, 128.1, 128.0, 125.3, 122.4, 112.0; HRMS (ESI-MS): Berechnet fiir
C14H1003N3 [M+H]*: 268.07167; gefunden: 268.07159.
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Synthese von 8-Nitro-2-phenylchinazolin-4-ol (5e)

OH
N7

R

NO,

Benzoeséureanhydrid (1.55 g, 2 eq, 6.9 mmol) wurde bei 40 °C geschmolzen, bevor die

Zugabe von 3-Nitroanthranilséure 4c (500 mg, 1 eq, 2.8 mmol) und Formamid (1.1 mL,

10 eq, 27.5 mmol) erfolgte. Die resultierende Reaktionsmischung wurde fur 5 min bei

200 °C in einem Mikrowellen-Reaktor erhitzt und anschlieRend auf kaltes MeOH

gegeben. Nach Rihren fiir 15 min wurde das entstandene Préazipitat abfiltriert und mit

MeOH und Wasser gewaschen, um die Zielsubstanz 5e (268 mg, 37 %) als hellbraunen

Feststoff zu erhalten. 'H NMR (500 MHz, DMSO-ds) 6 12.93 (s, 1H), 8.38 (dd, J = 8.0,

1.4 Hz, 1H), 8.31 (dd, J = 7.8, 1.4 Hz, 1H), 8.18 — 8.13 (m, 2H), 7.67 — 7.61 (m, 2H),

7.60—-7.54 (m, 2H); 13C NMR (101 MHz, DMSO-ds) 6 161.0, 154.7, 146.7, 140.6, 132.2,
132.0, 129.7, 128.8, 128.2, 128.2, 126.0, 122.5.

Synthese von 4-(4-Acetylpiperazin-1-yl)benzaldehyd (11b) und 1-(4-(4-(4-Hydroxy-7-
nitrochinazolin-2-yl)phenyl)piperazin-1-yl)ethan-1-on (5d)
o
J
\g/N

4-Fluorobenzaldehyd 10 (619 uL, 1.5 eq, 5.85 mmol), 1-Acetylpiperazin (500 pL, 1 eq
3.90 mmol) und Na2COs (620 mg, 1.5 eq, 5.85 mmol) wurden in Wasser (25 mL) geldst
und fr 20 h bei 100 °C unter Rickfluss gerihrt. Nach Beendigung der Reaktion erfolgte
die Extraktion mit DCM und Konzentration der vereinigten organischen Phasen.
Saulenchromatographische Reinigung an Kieselgel (3 % MeOH/DCM) lieferte die
Zielsubstanz 11b (942 mg, 58 %). 'H NMR (500 MHz, DMSO-ds) ¢ 9.73 (s, 1H), 7.73
(d, J=8.9 Hz, 2H), 7.04 (d, J = 8.9 Hz, 2H), 3.65 — 3.54 (m, 4H), 3.50 — 3.44 (m, 2H),
3.42 — 3.36 (m, 2H), 2.04 (s, 3H); *C NMR (126 MHz, DMSO-ds) § 190.2, 168.42,
154.3,131.4, 126.4, 113.2, 46.3, 46.0, 44.9, 40.3, 21.1; HRMS (ESI-MS): Berechnet fir
C13H17N202 [M+H]*: 233.12845; gefunden: 233.12871.

OH
“5@
\
N

'

(e}
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4-Nitroanthranilamid 4b (1 g, 5.5 mmol) wurde gemé&lR Vorschrift A1 mit NaHSO3
(690 mg, 6.6 mmol), Aldehyd 11b (1.3 g, 5.6 mmol) and pTsOH (100 mg, 0.5 mmol) in
DMAc (50 mL) umgesetzt. Reinigung Uber automatisierte S&ulenchromatographie
(0 % — 2 % MeOH/DCM) lieferte die Zielsubstanz 5d (390 mg, 18 %). 'H NMR
(500 MHz, DMSO-ds) § 12.58 (s, 1H), 8.34 (d, J = 2.1 Hz, 1H), 8.30 (d, J = 8.7 Hz, 1H),
8.16 (d, J =9.0 Hz, 2H), 8.12 (dd, J = 8.7, 2.2 Hz, 1H), 7.06 (d, J = 9.0 Hz, 2H), 3.67 —
3.54 (m, 4H), 3.43-3.38 (m, 2H), 3.34 - 3.29 (m, 2H), 2.05 (s, 3H); 13C NMR (126 MHz,
DMSO-ds) 6 168.4, 154.1, 152.8, 151.3, 129.3, 128.1, 120.5, 119.0, 113.7, 46.8, 46.5,
45.0, 40.4, 21.2; HRMS (ESI-MS): Berechnet flir CooH2004Ns [M+H]*: 393.15098;
gefunden: 393.15035.

Synthese von 4-Morpholinobenzaldehyd (11a) und 2-(4-Morpholinophenyl)-7-

o
N
oS
4-Fluorobenzaldenyd 10 (1.8 mL, 1.5eq, 17.24 mmol), Morpholin (1 mL, 1leq,
11.49 mmol) und Na2COs (1.83 g, 1.5 eq, 17.24 mmol) wurden in Wasser (40 mL) geldst

und far 20 h bei 100 °C unter Rickfluss gerlhrt. Nach Beendigung der Reaktion erfolgte

nitrochinazolin-4-ol (5c)

die Extraktion mit DCM und Konzentration der vereinigten organischen Phasen.
Saulenchromatographische Reinigung an Kieselgel (20 % EtOAC/PE) lieferte die
Zielsubstanz 11a (2.36 g, 55 %). *H NMR (400 MHz, DMSO-ds) 6 9.85 (s, 1H), 7.78 —
7.64 (d, J =8.9 Hz, 2H), 7.38 (d, J = 8.9 Hz, 2H), 3.72 (m, 4H), 3.32 (m, 4H); °C NMR
(101 MHz, DMSO-de) 6 191.0, 154.9, 131.7, 126.7, 118.3, 65.8, 46.6; HRMS (ESI-MS):
Berechnet fiir C11H14aNO2 [M+H]*: 192.10191; gefunden: 192.10186.

OH
9el
/@N NO,

N

oS
4-Nitroanthranilamid 4b (2.2 g, 12.1 mmol) wurde gemal Vorschrift A1 mit NaHSO3
(1.5 g, 14.4 mmol), Aldehyd 11a (2.3 g, 12.1 mmol) and pTsOH (230 mg, 1.2 mmol) in
DMAc (50 mL) umgesetzt. Reinigung Uber automatisierte S&ulenchromatographie
(0 % — 2 % MeOH/DCM) lieferte die Zielsubstanz 5¢ (430 mg, 10 %). *H NMR (600

MHz, DMSO-ds) & 12.60 (s, 1H), 8.33 (s, 1H), 8.29 (dd, J = 8.7, 1.5 Hz, 1H), 8.17 — 8.09
(m, 3H), 7.05 (d, J=7.5Hz, 2H), 3.73 (s, 4H), 3.28 (s, 4H); 3C NMR (101 MHz,
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DMSO-de) ¢ 153.4, 151.4, 129.3, 128.2, 120.8, 119.1, 115.9, 115.7, 113.6, 65.9, 47.0;
HRMS (ESI-MS): Berechnet fur C1sH1704N4 [M+H]*: 353.12443; gefunden: 333.12444.

Synthese von 2-(4-(Methylthio)phenyl)-7-nitrochinazolin-4-ol (5b)

OH
N
@” ez
s

4-Nitroanthranilamid 4b (400 mg, 2.2 mmol) wurde gemaR Vorschrift A1 mit NaHSOs
(270 mg, 2.6 mmol), 4-(Methylthio)benzaldehyd 9 (420 mg, 2.2 mmol) and pTsOH
(40 mg, 0.2 mmol) in DMACc (5 mL) umgesetzt. Die Zielsubstanz 5b (235 mg, 34 %)
wurde als gelber Feststoff erhalten und ohne weitere Reinigung weiterverwendet.
'H NMR (400 MHz, DMSO-ds) 6 12.85 (s, 1H), 8.40 (d, J =2.0 Hz, 1H), 8.34 (d,
J=8.7Hz, 1H),8.21 (d, J = 2.2 Hz, 1H), 8.19 (d, J = 2.8 Hz, 1H), 8.16 (s, 1H), 7.42 (d,
J = 8.5 Hz, 2H), 2.56 (s, 3H); 13C NMR (101 MHz, DMSO-ds) 6 161.41, 153.99, 151.37,
149.28, 146.85, 144.03, 128.36, 128.19, 127.91, 125.25, 125.10, 122.30, 119.85, 14.04;
HRMS (ESI-MS): Berechnet fir CisH120sNsS [M+H]*: 314.05939; gefunden:
314.05934.

7.2.1.2 Substitution an 4-Hydroxychinazolinen

Allgemeine Vorschrift B1 fur die Aktivierung von 4-Hydroxychinazolinen mit SOCI und
anschlielende nukleophile aromatische Substitution. 4-Hydroxychinazoline (1 eq)
wurden in SOCI> und DMF (kat.) geltst und die Reaktionsmischung fir 4 h bei 80 °C
unter Rickfluss gerthrt. Nach Beendigung der Reaktion wurde das Losungsmittel
verdampft, der Ruckstand in DCM/iPrOH (3:2) aufgenommen und abschlieBend der
Amin-Baustein (1.5eq) und DIPEA (2eq) hinzugegeben. Anschliefend wurde die
Reaktionsmischung fur weitere 19 h bei rt gerlhrt, mit gesattigtem NaHCOz3(ag) und
EtOAC extrahiert und die vereinigten organischen Phasen konzentriert. Das Rohprodukt
wurde durch Saulenchromatographie an Kieselgel oder Umkristallisation in MeOH

gereinigt, um die jeweilige beschriebene Zielsubstanz zu erhalten.
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Allgemeine Vorschrift B2 fiir die Aktivierung von 4-Hydroxychinazolinen mit HCCP und
anschlielende nukleophile aromatische Substitution. 4-Hydroxychinazoline (1 eq) und
HCCP (1 eq) wurden in MeCN und DIPEA (5 eq) geldst und die Reaktionsmischung fur
1 h bei rt geruhrt. Nach Zugabe vom Amin-Baustein (6 eq) wurde fir weitere 18 h bei rt
gertihrt und das Rohprodukt nach Verdampfen des Ldsungsmittels durch
Saulenchromatographie an Kieselgel gereinigt, um die jeweilige beschriebene

Zielsubstanz zu erhalten.

Synthese von 7-Nitro-N-phenethyl-2-phenylchinazolin-4-amin (6a)

e

4-Hydroxychinazolin 5a (350 mg, 1.22 mmol) wurde gemaR Vorschrift B1 umgesetzt
und saulenchromatographisch gereinigt (0 % — 1 % MeOH/DCM), um die Zielsubstanz
6a (390 mg, 86 %) zu erhalten. *H NMR (500 MHz, DMSO-ds) ¢ 8.86 (s, 1H), 8.51 (s,
2H), 8.48 — 8.40 (m, 2H), 8.19 (s, 1H), 7.53 (s, 3H), 7.38 — 7.25 (m, 4H), 7.21 (m, 1H),
3.90 (s, 2H), 3.07 (s, 2H); 3C NMR (126 MHz, DMSO) 6 161.1, 159.3, 149.8, 139.4,
137.7,130.7,128.7, 128.4, 128.3, 128.3, 128.3, 128.1, 126.1, 125.1, 122.7, 118.4, 117 .4,
42.5, 34.3; HRMS (ESI-MS): Berechnet flir C22H19N4O2 [M+H]*: 371.15025, gefunden:
371.15028.

Synthese von N-Benzyl-7-nitro-2-phenylchinazolin-4-amin (6c)

X
N)n
NS

@” .

4-Hydroxychinazolin 5a (200 mg, 0.75 mmol) wurde gemaR Vorschrift B1 umgesetzt
und die Zielsubstanz 6¢ (211 mg, 79 %) nach Umkristallisation in MeOH in reiner Form
erhalten. *H NMR (500 MHz, DMSO-ds) 6 9.32 (t, J = 5.7 Hz, 1H), 8.56 (d, J = 9.0 Hz,
1H), 8.48 — 8.42 (m, 3H), 8.22 (dd, J = 9.0, 2.4 Hz, 1H), 7.55 — 7.42 (m, 5H), 7.39 — 7.28
(m, 2H), 7.25 (t, J=7.3Hz, 1H), 4.94 (d, J=5.7 Hz, 2H); 3C NMR (126 MHz,
DMSO-ds) 0 161.2, 159.3, 150.1, 139.1, 137.7, 131.0, 128.3, 128.3, 128.1, 127.5, 125.2,
122.8, 118.5, 117.4, 44.1; HRMS (ESI-MS): Berechnet fiir Co1HisN4O2 [M+H]*:
357.13460; gefunden: 357.13446.
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Synthese von N-(4-Fluorophenyl)-7-nitro-2-phenylchinazolin-4-amin (6f)

4-Hydroxychinazolin 5a (240 mg, 0.89 mmol) wurde gemaR Vorschrift B1 umgesetzt
und die Zielsubstanz 6f (213 mg, 66 %) nach Umkristallisation in MeOH in reiner Form
erhalten. *H NMR (400 MHz, DMSO-ds) 6 10.22 (s, 1H), 8.71 (d, J = 9.0 Hz, 1H), 8.45
(d, J=2.3 Hz, 1H), 8.42 — 8.36 (m, 2H), 8.24 (dd, J = 9.0, 2.3 Hz, 1H), 7.94 — 7.83 (m,
2H), 7.54 — 7.46 (m, 3H), 7.29 (t, J = 8.9 Hz, 2H); 13C NMR (101 MHz, DMSO-ds) &
161.05, 158.42 (d, J=240.7 Hz), 157.75, 150.64, 150.05, 137.82, 136.64, 130.71,
128.43, 128.11, 125.71, 124.65 (d, J=8.0 Hz), 122.68, 118.72, 118.53, 115.06 (d,
J =222 Hz); HRMS (ESI-MS): Berechnet fiir CooH1aN4O2F [M+H]*: 361.10953;
gefunden: 361.10963.

Synthese von N-(4-Fluorobenzyl)-7-nitro-2-phenylchinazolin-4-amin (6h)

o
NS
©)\N NO,

4-Hydroxychinazolin 5a (200 mg, 0.75 mmol) wurde gemaR Vorschrift B1 umgesetzt
und séulenchromatographisch gereinigt (5 % — 12 % EtOAC/PE), um Zielsubstanz 6h
(265 mg, 95 %) zu erhalten. *H NMR (400 MHz, DMSO-ds) 6 9.33 (t, J = 5.7 Hz, 1H),
8.54 (d, J =9.0 Hz, 1H), 8.46 (m, 3H), 8.22 (dd, J=9.0, 2.3 Hz, 1H), 7.60 — 7.45 (m,
5H), 7.16 (t, J = 8.9 Hz, 2H), 4.91 (d, J = 5.6 Hz, 2H); 13C NMR (101 MHz, DMSO-ds)
0 161.28 (d, J = 242.4 Hz), 161.13, 159.28, 150.14, 137.68, 135.33, 130.79, 129.51 (d,
J=28.1Hz), 128.40, 128.14, 125.24, 122.89, 118.65, 117.45, 115.14 (d, J =21.3 Hz),
43.42; HRMS (ESI-MS): Berechnet fur C2:H1sN4O2F [M+H]*: 375.12518; gefunden:
375.12529.
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Synthese von N-(3-Fluorophenyl)-7-nitro-2-phenylchinazolin-4-amin (6g)
HN/©\F
9e)
©)\\N NO,

4-Hydroxychinazolin 5a (240 mg, 0.89 mmol) wurde gemaR Vorschrift B1 umgesetzt
und die Zielsubstanz 6g (233 mg, 72 %) nach Umkristallisation in MeOH in reiner Form
erhalten. 'H NMR (500 MHz, DMSO-ds) 6 10.27 (s, 1H), 8.78 (d, J = 9.1 Hz, 1H), 8.53
(d, J = 1.4 Hz, 1H), 8.45 — 8.38 (m, 2H), 8.34 — 8.24 (m, 1H), 7.96 (d, J = 11.8 Hz, 1H),
7.76 (d, J = 8.0 Hz, 1H), 7.58 — 7.23 (m, 4H), 7.10 — 7.02 (m, 1H); 1*C NMR (126 MHz,
DMSO-de) 0 161.95 (d, J=241.4 Hz), 160.85, 157.63, 150.54, 150.31, 140.51 (d,
J=11.1 Hz), 137.34, 131.00, 130.08 (d, J = 9.5 Hz), 128.55, 128.06, 125.58, 123.09,
119.10, 117.91, 117.55, 110.57 (d, J=21.0 Hz), 109.02 (d, J=26.2 Hz); HRMS
(ESI-MS): Berechnet flr C2oH14N4O2F [M+H]*: 361.10953; gefunden: 361.11130.

Synthese von 8-Nitro-N-phenethyl-2-phenylchinazolin-4-amin (6p)

HN/\/©

N/

\N

NO,

4-Hydroxychinazolin 5e (200 mg, 0.75 mmol) wurde gemal Vorschrift B2 umgesetzt
und saulenchromatographisch gereinigt (30 % EtOAc/PE), um Zielsubstanz 6p (324 mg,
87 %) zu erhalten. 'H NMR (500 MHz, DMSO-ds) ¢ 8.86 (t, J = 5.4 Hz, 1H), 8.49 (d,
J=8.3Hz, 1H), 8.46 — 8.42 (m, 2H), 8.24 (d, J = 7.6 Hz, 1H), 7.60 (t, J = 7.9 Hz, 1H),
7.55—7.51 (m, 3H), 7.35 — 7.29 (m, 4H), 7.24 — 7.18 (m, 1H), 3.93 (dd, J = 14.1, 6.3 Hz,
2H), 3.08 (m, 2H); 3C NMR (101 MHz, DMSO-dg) 6 161.0, 159.2, 147.0, 141.9, 139.4,
137.7, 131.0, 128.8, 128.5, 128.5, 128.2, 126.7, 126.5, 126.2, 124.2, 114.9, 42.6, 34.4;
HRMS (ESI-MS): Berechnet fur C22H19N4O, [M+H]*: 371.15025; gefunden: 371.15018.
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Synthese von 1-(4-(4-(7-Nitro-4-(phenethylamino)chinazolin-2-yl)phenyl)piperazin-1-

yl)ethan-1-on (60)
HN/\Q
N)\/©\
@N NO,
N
T
4-Hydroxychinazolin 5d (366 mg, 0.74 mmol) wurde gemaR Vorschrift B2 umgesetzt
und sdulenchromatographisch gereinigt (0 % — 10 % MeOH/DCM), um Zielsubstanz 60
(329 mg, 69 %) zu erhalten. *H NMR (500 MHz, DMSO-ds) 6 8.73 (t, J = 5.3 Hz, 1H),
8.47 - 8.33 (m, 4H), 8.12 (dd, J =8.9, 2.3 Hz, 1H), 7.32 (d, J = 4.4 Hz, 4H), 7.27 - 7.17
(m, 1H), 7.07 (d, J =9.0 Hz, 2H), 3.88 (dd, J = 14.3, 6.1 Hz, 2H), 3.61 (s, 4H), 3.34 (dd,
J=10.1, 5.3 Hz, 2H), 3.30 - 3.27 (m, 2H), 3.10 - 3.02 (m, 2H), 2.06 (s, 3H); 1*C NMR
(126 MHz, DMSO-ds) ¢ 168.3, 161.3, 159.0, 152.3, 150.8, 150.3, 150.0, 139.4, 129.4,
128.7,128.4, 127.8, 126.1, 125.0, 122.4, 117.5,117.2, 114.2, 47.4, 47.1, 45.2, 42.5, 40.5,
34.3, 21.1; HRMS (ESI-MS): Berechnet flr CogH29NsO3 [M+H]*: 497.22957; gefunden:
497.22855.

Synthese von 2-(4-Morpholinophenyl)-7-nitro-N-phenethylchinazolin-4-amin (6n)

=
O(\N /@2\\ NO,

4-Hydroxychinazolin 5¢ (490 mg, 1.22 mmol) wurde gemafR Vorschrift B2 umgesetzt
und sdulenchromatographisch gereinigt (0 % — 10 % MeOH/DCM), um Zielsubstanz 6n
(268 mg, 48 %) zu erhalten. 'H NMR (400 MHz, DMSO-ds) & 8.89 — 8.71 (m,
J =5.0 Hz, 1H), 8.52 — 8.35 (m, 4H), 8.15 (dd, J = 8.9, 2.3 Hz, 1H), 7.33 (d, J = 4.3 Hz,
4H), 7.27 — 7.16 (m, J = 8.6, 4.3 Hz, 1H), 7.08 (d, J = 8.9 Hz, 2H), 3.96 — 3.84 (m,
J=13.0, 6.7 Hz, 2H), 3.77 (t, J = 4.0 Hz, 4H), 3.30 — 3.21 (m, J = 4.3 Hz, 4H), 3.06 (m,
2H); *C NMR (126 MHz, DMSO-ds) 6 162.2, 158.5, 153.7, 150.9, 140.4, 130.3, 130.2,
129.8, 129.4, 129.1, 128.8, 127.0, 125.9, 123.3, 114.7, 66.9, 48.4, 43.4, 35.2; HRMS
(ESI-MS): Berechnet fiir C2sH26Ns03 [M+H]*: 456.20302; gefunden: 456.20230.
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Synthese von N-(3,4-Difluorophenyl)-7-nitro-2-phenylchinazolin-4-amin (6i)

jgd
HN F
X

4-Hydroxychinazolin 5a (150 mg, 0.56 mmol) wurde gemaR Vorschrift B2 umgesetzt
und saulenchromatographisch gereinigt (1 % — 20 % EtOAC/PE), um Zielsubstanz 6i
(114 mg, 56 %) zu erhalten. *H NMR (500 MHz, DMSO-ds) 6 10.25 (s, 1H), 8.72 (d,
J=09.1Hz, 1H),8.49 (d, J = 2.1 Hz, 1H), 8.37 (m, 2H), 8.28 (dd, J = 9.0 Hz, 2.2 Hz,1H),
8.11 (ddd, J = 13.2 Hz, 7.5 Hz, 2.5 Hz, 1H), 7.71 (d, J = 9.0 Hz, 1H), 7.53 (m, 4H);
13C NMR (126 MHz, DMSO0-dg) 6 160.7, 157.5, 150.3, 150.2, 137.1, 135.7, 135.6, 131.0,
128.5, 128.0, 125.4, 122.9, 119.0, 118.7, 117.3, 117.2, 117.0, 111.4 (d, J=21.5 Hz);
HRMS (ESI-MS): Berechnet fir CxoH13sN4sO2F2 [M+H]*: 379.10011; gefunden:
379.1013.

Synthese von N-(3,4-Difluorobenzyl)-7-nitro-2-phenylchinazolin-4-amin (6j)

F

jg/\NH

@N NO,

4-Hydroxychinazolin 5a (150 mg, 0.56 mmol) wurde gemaR Vorschrift B2 umgesetzt
und sdulenchromatographisch gereinigt (2 % — 20 % EtOAC/PE), um Zielsubstanz 6j
(141 mg, 64 %) zu erhalten. 'H NMR (500 MHz, DMSO-ds) ¢ 9.30 (t, J = 5.7 Hz, 1H),
8.53 (d,J =9.0, 1H), 8.46 (m, 3H), 8.23 (dd, J = 9.0 Hz, 2.3 Hz, 1H), 7.52 (m, 4H), 7.40
(dt, J=10.7 Hz, 8.4 Hz, 1H), 7.33 (m, 1H), 4.90 (d, J=5.6 Hz, 2H); 3C NMR
(126 MHz, DMSO-ds) ¢ 161.0, 159.3, 150.1, 150.1, 148.2, 137.6, 137.0, 130.7, 128.3,

128.1, 125.2, 124.1, 122.8, 118.6, 117.4, 117.2, 116.5, 116.4, 43.2; HRMS (ESI-MS):
Berechnet fiir C21H1sN4O2F> [M+H]*: 393.11576; gefunden: 393.11448.
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Synthese von 7-Nitro-2-phenyl-N-(thiophen-2-ylmethyl)chinazolin-4-amin (6d)

4-Hydroxychinazolin 5a (150 mg, 0.56 mmol) wurde gemaR Vorschrift B2 umgesetzt
und séulenchromatographisch gereinigt (1 % — 20 % EtOAC/PE), um Zielsubstanz 6d
(144 mg, 71 %) zu erhalten. *H NMR (400 MHz, DMSO-ds) 6 9.52 (s, 1H), 8.58 (d,
J=3.5Hz, 2H), 8.52 (d, J = 8.9 Hz, 2H), 8.24 (dd, J = 8.7 Hz, 2.0 Hz, 1H), 7.56 (s, 3H),
7.38(d, J = 4.8 Hz, 1H), 7.20 (d, J = 2.7 Hz, 1H), 6.99 (m, 1H), 5.09 (d, J = 5.1 Hz, 2H);
13C NMR (101 MHz, DMSO-dg) 6 161.7, 159.8, 151.1, 142.4,131.8, 129.3, 129.2, 127 .4,
127.2, 126.4, 126.1, 1235, 119.7, 118.2, 40.0; HRMS (ESI-MS): Berechnet fiir
C19H15N4O2S [M+H]*: 363.09102; gefunden: 363.09115.

Synthese von 7-Nitro-2-phenyl-N-(2-(thiophen-2-yl)ethyl)chinazolin-4-amin (6e)
IO
HN =

NJ]@L
NS
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4-Hydroxychinazolin 5a (150 mg, 0.56 mmol) wurde gemaR Vorschrift B2 umgesetzt
und séulenchromatographisch gereinigt (10 % — 20 % EtOAC/PE), um Zielsubstanz 6e
(137 mg, 65 %) zu erhalten. *H NMR (500 MHz, DMSO-ds) ¢ 8.92 (s, 1H), 8.52 (dd,
J =6.6 Hz, 3.1 Hz, 2H), 8.48 (t, J = 5.3 Hz, 2H), 8.22 (dd, J = 8.9 Hz, 2.4 Hz, 1H), 7.53
(m, 3H), 7.34 (dd, J = 4.9 Hz, 1.3 Hz, 1H), 6.97 (dd, J = 8.3 Hz, 3.3 Hz, 2H), 3.94 (dd,
J=12.8 Hz, 7.0 Hz, 2H), 3.28 (s, 2H); 13C NMR (126 MHz, DMSO-ds) ¢ 161.1, 159.3,
150.1, 141.4,139.2, 137.7,130.7, 128.3, 128.1, 127.0, 125.3, 125.1, 124.2, 122.8, 118.5,
117.4, 42.6, 28.3; HRMS (ESI-MS): Berechnet fiir C20H17N4O2S [M+H]*: 377.10667;
gefunden: 377.10703.
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Synthese von 2-(4-(Methylsulfinyl)phenyl)-7-nitro-N-phenethylchinazolin-4-amin

(6m)
e
/@J\\)NIJ\NOQ

s

(6]

4-Hydroxychinazolin 5b (400 mg, 1.27 mmol) wurde gemaR Vorschrift B2 umgesetzt
und das Rohprodukt nachfolgend ohne weitere Reinigung verwendet. Das entsprechende
Chinazolin (500 mg, 1 eq, 1.20 mmol) wurde in DCM (10 mL) gel6st und unter Riihren
bei 0°C mCPBA (800 mg, 4eq, 4.80 mmol) portionsweise hinzugegeben. Die
Reaktionsmischung wurde fir 3 h bei rt geriihrt, durch Zugabe von geséttigter
NaHCO3:NaS»03 (1:1)-Losung (10 mL) gestoppt und anschlieBend extrahiert. Der nach
Konzentration der vereinigten organischen Phasen erhaltene Riickstand wurde in kaltem
Wasser aufgenommen und die beschriebene Zielsubstanz 6m (478 mg, 87 %) nach
Filtration des Prézipitats erhalten. *H NMR (500 MHz, DMSO-ds) 6 8.96 (t, J = 5.4 Hz,
1H), 8.68 (d, J = 8.5 Hz, 2H), 8.50 — 8.45 (m, 2H), 8.23 (dd, J = 8.9, 2.4 Hz, 1H), 8.09
(d, J=8.5Hz, 2H), 7.36 — 7.29 (m, 4H), 7.24 — 7.19 (m, 1H), 3.91 (dd, J = 14.1, 6.3 Hz,
2H), 3.06 (t, J = 7.5 Hz, 2H); 13C NMR (126 MHz, DMSO-ds) 6 159.7, 159.4, 150.1,
149.8, 142.4, 142.3, 139.3, 128.7, 128.4, 127.1, 126.2, 125.2, 122.9, 119.1, 117.6, 43.5,
42.6, 34.3; HRMS (ESI-MS): Berechnet fiir Ca3H21N4O3S [M+H]*: 433.13289;
gefunden: 433.13260.

Synthese von 2-(4-Fluorophenyl)-4,5-dihydro-1H-imidazol (13) und 4-(2-(4-
Fluorophenyl)-4,5-dihydro-1H-imidazol-1-yl)-7-nitro-2-phenylchinazolin (6k)

N

\

O

4-Fluorobenzaldehyd 10 (1.28 mL, 1 eq, 12.1 mmol) wurde in Ethylendiamin (1.1 mL,
1.3 eq, 15.72 mmol) und tBuOH gel6st und die Reaktionsmischung fur 30 min bei rt
gertihrt. Anschlie3end erfolgte die Zugabe von K>COs3 (2.5 g, 1.5 eq, 18.14 mmol) und I>
(9.2 g, 3 eq, 36.28 mL) und weiteres Rihren fur 3.5 h bei 70 °C. Die Reaktion wurde mit
gesattigtem Na»SOz(aq) gestoppt und das Rohprodukt nach Extraktion mit gesattigter
NaHCOz(ag) und EtOAc sowie Konzentration der vereinigten organischen Phasen

erhalten. Sdulenchromatographische Reinigung an Kieselgel (4 % — 10 % MeOH/DCM
— 6 % MeOH/DCM + 1 % NHz(aq)) lieferte die beschriebene Zielsubstanz 13 (1.1 g,
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54 %) als weiRen Feststoff. 'H NMR (500 MHz, DMSO-ds) 6 7.92 — 7.85 (m, 2H), 7.48
(br, 1H), 7.28 (t, J = 8.9 Hz, 2H), 3.63 (s, 2H, 2H); *C NMR (126 MHz, DMSO-dg) ¢
163.4 (d, J =247.7 Hz), 162.7, 129. 6 (d, J = 8.8 Hz, 2C), 126.4 (d, J = 2.8 Hz), 115.2 (d,
J=21.7 Hz, 2C), 49.2; HRMS (ESI-MS): Berechnet fiir CoH1oN2F [M+H]*: 165.08225;

gefunden: 165.082009.
N
{ >\©\
N
el
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4-Hydroxychinazolin 5a (150 mg, 0.56 mmol) wurde gemaR Vorschrift B2 umgesetzt
und saulenchromatographisch gereinigt (20 % EtOAC/PE — 100 % EtOAc), um
Zielsubstanz 6k (137 mg, 65 %) zu erhalten. Abweichend zur allgemeinen Voschrift
wurde in der Reaktion K2COs (5 eq, 323 mg, 2.34 mmol) als Base verwendet. *H NMR
(500 MHz, DMSO-dg) 6 8.66 (m, 1H), 8.54 (m, 1H), 8.31 (m, 1H), 7.72 (m, 4H), 7.44
(m, 1H), 7.32 (m, 2H), 7.23 (m, 2H), 4.49 (t, J = 8.4 Hz, 2H), 4.12 (t, J = 8.4 Hz, 2H);
13C NMR (126 MHz, DMSO-dg) 6 162.3, 161.6, 160.3, 153.0, 151.4, 137.2, 132.1, 131.0,
130.9, 129.8, 129.2, 128.9, 128.7, 124.1, 120.3, 120.2, 116.1 (d, J = 22.0 Hz), 56.4, 54.1;
HRMS (ESI-MS): Berechnet flir CxoH17N4O2S [M+H]*: 414.13608; gefunden:
414.13580.

Synthese von (4-(Cyclopropylmethyl)furan-2-yl)methanamin-Hydrochlorid (14) und
N-((4-(Cyclopropylmethyl)furan-2-yl)methyl)-7-nitro-2-phenylchinazolin-4-amin-

Hydrochlorid (61)
AcHN\/EO\>

Furfurylamin 15 (920 uL, 1 eq, 10.4 mmol) wurde in Ac.0O (2.9 mL, 3 eqg, 31 mmol),
TEA (2.86 mL, 2 eq, 20.6 mmol) und DCM (50 mL) gel6st und die Reaktionsmischung
fir 19 h bei rt geriihrt. Nach Verdampfen des Lésungsmittels wurde das Rohprodukt
séulenchromatographisch an Kieselgel (5% — 50 % EtOAC/PE) gereinigt, um
Zielsubstanz 16 (1.26 g, 88 %) zu erhalten. *H NMR (300 MHz, DMSO-dg) ¢ 8.30 (s,
1H), 7.56 (d, J = 1.0 Hz, 1H), 6.38 (dd, J = 3.1 Hz, 1.9 Hz, 1H), 6.22 (d, J = 2.8 Hz, 1H)
4.23 (d, J = 5.7 Hz, 2H), 1.83 (s, 3H); 13C NMR (126 MHz, DMSO-ds) & 169.0, 152.4,
142.0, 110.4, 106.7, 35.4, 22.4; HRMS (ESI-MS): Berechnet fir C7H1oNO2 [M+H]*:
140.07061; gefunden: 140.07070.
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Cyclopropancarbonylchlorid 17 (850 uL, 1.3 eq, 9.35 mmol) und AICI; (2.88 g, 3 eq,
21.57 mmol) wurden bei 0 °C in DCM (15 mL) gel6st und die Reaktionsmischung fir
30 min bei rt gerthrt. Anschlielend erfolgte die Zugabe von Furan 16 (19, 1eq,
7.19 mmol) und weiteres Rihren fur 18 h bei rt. Die Reaktion wurde mit Wasser und
EtOAcC versetzt und das Rohprodukt nach Extraktion und Konzentration der vereinigten
organischen Phasen erhalten. Sdulenchromatographie an Kieselgel (1% — 2%
MeOH/DCM) lieferte die beschriebene Zielsubstanz 18 (861 mg, 58 %). 'H NMR
(500 MHz, DMSO-ds) 6 8.44 (s, 1H), 7.51 (d, J = 3.5 Hz, 1H), 6.48 (d, J = 3.5 Hz, 1H),
4.32 (d, J =5.7 Hz, 2H), 2.64 (tt, ) = 7.2, 5.4 Hz, 1H), 1.86 (s, 3H), 1.07 — 0.88 (m, 4H);
13C NMR (126 MHz, DMSO-ds) J 187.4, 169.3, 157.8, 151.4, 119.5, 109.4, 35.7, 22.4,
16.6, 10.4; HRMS (ESI-MS): Berechnet fir C11H14NOs [M+H]*: 208.09682, gefunden:

208.09768.
\I\ﬁ
HoN g HCI

Furan 18 (200 mg, 0.97 mmol) wurde in konzentrierter HCI (5 mL) fur 20 h bei rt gerthrt
und das reduzierte Rohprodukt ohne weitere Reinging in der nédchsten Reaktion
weiterverwendet. Hierflr wurde das entsprechende Furan (591 mg, 3.58 mmol) in TFA
(11 mL) gel6st und unter Riihren tropfen TES (1.374 mL, 8.6 mmol) hinzugegeben. Die
Reaktionsmischung wurde fir 19 h bei rt gertihrt und anschlieend mit Wasser und kalter
geséttigter NaHCO3(aq) versetzt und anschlieBend mit EtOAc extrahiert. Das Rohprodukt
wurde nach Konzentration der vereinigten organischen Phasen erhalten und
Saulenchromatographie an Kieselgel (1 % — 5 % MeOH/DCM) lieferte die beschriebene
Zielsubstanz 14 (620 mg, 92 %). *H NMR (600 MHz, DMSO-ds) 6 8.28 (s, 3H), 6.41 (d,
J=3.1Hz, 1H), 6.14 (d, J= 3.1 Hz, 1H), 3.66 (t, J = 6.4 Hz, 2H), 3.17 (s, 1H), 2.63 (t,
J=7.3Hz, 2H), 1.73 (m, 5H); 3*C NMR (151 MHz, DMSO-ds) ¢ 156.1, 145.8, 110.9,
106.3, 45.0, 35.2, 31.4, 26.5, 24.8; HRMS (ESI-MS): Berechnet fiir CoHi1sNO*Cl
[M+H]*: 188.08367; gefunden: 188.08411, berechnet fiir CgHisNO3Cl [M+H]*:
190.08072; gefunden: 190.08146.
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4-Hydroxychinazolin 5a (180 mg, 0.67 mmol) wurde gemaR Vorschrift B2 umgesetzt
und saulenchromatographisch gereinigt (25 % — 50 % EtOAC/PE), um Zielsubstanz 6l
(233 mg, 87 %) zu erhalten. *H NMR (600 MHz, DMSO-ds) 6 8.59 (d, J = 9.0 Hz, 1H),
8.56 — 8.52 (m, 3H), 8.27 (dd, J=8.9, 2.0 Hz, 1H), 7.62 — 7.54 (m, 4H), 6.33 (d,
J=3.0 Hz, 1H), 6.05 (d, J = 3.1 Hz, 1H), 4.88 (d, J = 5.4 Hz, 2H), 2.60 (d, J = 7.1 Hz,
2H), 2.39 — 2.37 (m, 1H), 1.83 — 1.55 (m, 4H); 3C NMR (151 MHz, DMSO-ds) 6 159.2,
154.6, 150.3, 145.8, 132.0, 128.7, 128.5, 128.3, 128.1, 125.5, 120.1, 117.3, 111.1, 108.4,
106.4, 106.0, 45.5, 31.9, 27.0, 25.3; HRMS (ESI-MS): Berechnet fiir C23H22N403*Cl
[M+H]*: 437.13749; gefunden: 437.13815, berechnet fiir CasH22N4Os%Cl [M+H]*:
439.13454; gefunden: 439.13526.

7.2.1.3 Reduktion von 7- und 8-Nitrochinazolinen

Allgemeine Vorschrift C1 fir die Reduktion von 7- und 8-Nitrochinazolinen mit 10 %
Pd/C und Ammoniumformiat. Nitrochinazoline (1 eq), 10 % Pd/C (0.2 mol-%) und
Ammoniumformiat (6 eq) wurden in EtOH gel6st und fir 2 h bei 80 °C unter Rickfluss
geriihrt. Die noch warme Reaktionsmischung wurde Uber Celite® filtriert, der
Filterkuchen mit MeOH, EtOAc und DCM gewaschen und das Filtrat unter vermindertem
Druck konzentriert. Das Rohprodukt wurde sdulenchromatographisch gereinigt, um die

jeweilige beschriebene Zielsubstanz zu erhalten.

Allgemeine Vorschrift C2 fiir die Reduktion von 7- und 8-Nitrochinazolinen Eisen und
NH4CI. Nitrochinazoline (1 eq), Eisen (5 eq) und NH4Cl (8 eq) wurden in MeOH:H,0O
(4:1) geldst und die Reaktionsmischung fiir 3 h bei 80 °C unter Rickfluss geruhrt. Die
noch warme Reaktionsmischung wurde (iber Celite® filtriert, der Filterkuchen mit MeOH,
EtOAc und DCM gewaschen und das Filtrat unter vermindertem Druck konzentriert. Das
Rohprodukt wurde sdulenchromatographisch gereinigt um die jeweilige beschriebene

Zielsubstanz zu erhalten.
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Synthese von N*-Phenethyl-2-phenylchinazolin-4,7-diamin (3a)
HN/\Q
9q!
©)\\N NH,

7-Nitrochinazolin 6a (120 mg, 0.40 mmol) wurde gemaR Vorschrift C1 umgesetzt und
séulenchromatographisch gereinigt (1 % — 2 % MeOH/DCM), um Zielsubstanz 3a
(100 mg, 91 %) zu erhalten. *H NMR (400 MHz, DMSO) & 8.42 (t, J = 17.5 Hz, 2H),
8.13 (s, 1H), 7.88 (d, J = 8.8 Hz, 1H), 7.48 (d, J = 7.2 Hz, 3H), 7.32 (d, J = 4.3 Hz, 4H),
7.21 (dt, J=8.7, 4.2 Hz, 1H), 6.86 — 6.65 (m, 2H), 5.90 (s, 2H), 3.81 (dd, J = 14.1,
6.2 Hz, 2H), 3.09 — 2.94 (m, 2H); *C NMR (126 MHz, DMSO) 6 163.0, 159.0, 152.9,
139.7, 130.0, 128.7, 128.3, 128.1, 127.8, 126.0, 123.7, 115.7, 105.1, 104.2, 42.3, 35.0;
HRMS (ESI-MS): Berechnet flir C22H2:N4 [M+H]*: 341.17607; gefunden: 341.17618.

Synthese von N*-Benzyl-2-phenylchinazolin-4,7-diamin (3c)

©/\NH
99!
\§

7-Nitrochinazolin 5¢ (100 mg, 0.30 mmol) wurde gemé&l Vorschrift C1 umgesetzt und
sdulenchromatographisch gereinigt (1 % — 10 % MeOH/DCM), um Zielsubstanz 3c
(90 mg, 93 %) zu erhalten. 'H NMR (500 MHz, DMSO-ds) 6 8.51 (s, J = 40.7 Hz, 1H),
8.40 — 8.33 (m, 2H), 7.98 (d, J = 12.2 Hz, 1H), 7.44 (m, 5H), 7.31 (t, J = 7.5 Hz, 2H),
7.22 (t,J = 7.3 Hz, 1H), 6.80 (dd, J = 8.8, 1.9 Hz, 1H), 6.78 — 6.75 (m, J = 1.9 Hz, 1H),
5.94 (s, 2H), 4.87 (d, J = 5.7 Hz, 2H); 13C NMR (126 MHz, DMSO-ds) ¢ 159.0, 158.8,
152.9, 140.3, 129.8, 128.2, 128.1, 127.7, 127.4, 126.6, 123.7, 116.0, 105.6, 104.3, 43.6;
HRMS (ESI-MS): Berechnet flr C21H19N4 [M+H]*: 327.16042; gefunden: 327.16056.
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Synthese von N-(4-Fluorophenyl)-7-nitro-2-phenylchinazolin-4-amin (3f)

i
HN
Y.
\§
©)\N NH,

7-Nitrochinazolin 6f (513 mg, 1.42 mmol) wurde gemaR Vorschrift C1 umgesetzt und
séulenchromatographisch gereinigt (2 % MeOH/DCM), um Zielsubstanz 3f (264 mg,
56 %) zu erhalten. 'H NMR (300 MHz, DMSO-ds) ¢ 9.48 (s, 1H), 8.43 — 8.29 (m, 2H),
8.19 (d, J =9.0 Hz, 1H), 8.01 — 7.82 (m, 2H), 7.55 — 7.39 (m, 3H), 7.35 — 7.19 (m, 2H),
6.90 (dd, J = 8.9, 2.1 Hz, 1H), 6.81 (d, J = 2.1 Hz, 1H), 6.06 (s, 2H); 13C NMR (75 MHz,
DMSO-ds) ¢ 158.8, 158.0 (d, J = 239.6 Hz), 157.2, 153.2, 152.5, 138.7, 136.3, 129.9,
128.3, 127.7, 124.0, 123.6 (d, J = 7.8 Hz), 116.4, 115.0 (d, J = 22.1 Hz), 106.0, 104.6;
HRMS (ESI-MS): Berechnet fuir CooH1sN4F [M+H]*: 331.13535; gefunden: 331.13574.

Synthese von N*-(4-Fluorobenzyl)-2-phenylchinazolin-4,7-diamin (3h)
O
Q)\N NH,

7-Nitrochinazolin 6h (280 mg, 0.75 mmol) wurde gemal? VVorschrift C1 umgesetzt und
séulenchromatographisch gereinigt (0.5 % — 2 % MeOH/DCM), um Zielsubstanz 3h
(157 mg, 61 %) zu erhalten. *H NMR (300 MHz, DMSO-ds) 6 8.46 (m, 1H), 8.42 — 8.34
(m, 2H), 7.95 (d, J = 8.8 Hz, 1H), 7.59 — 7.29 (m, 5H), 7.14 (t, J = 8.9 Hz, 2H), 6.79 (dd,
J=8.8, 2.2 Hz, 1H), 6.74 (d, J = 2.1 Hz, 1H), 5.93 (s, 2H), 4.83 (d, J = 5.7 Hz, 2H);
13C NMR (75 MHz, DMSO-ds) 6 161.1 (d, J = 242.0 Hz), 159.0, 158.9, 152.9, 138.8,
136.6, 129.8, 129.3 (d, J = 8.1 Hz), 128.1, 127.7, 123.7, 115.7, 115.0 (d, J = 21.2 H2),
105.9, 104.5, 42.9; HRMS (ESI-MS): Berechnet fiir C21H1sNsF [M+H]*: 345.15100;
gefunden: 345.15117.
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Synthese von N*-(3-Fluorophenyl)-2-phenylchinazolin-4,7-diamin (3g)
HN/©\F
9q!
©)\\N NH,

7-Nitrochinazolin 6g (68 mg, 0.19 mmol) wurde gemafR Vorschrift C1 umgesetzt und
saulenchromatographisch gereinigt (1 % — 5 % MeOH/DCM), um Zielsubstanz 3g
(60 mg, 96 %) zu erhalten. *H NMR (300 MHz, DMSO-dg) J 9.67 (s, 1H), 8.45 — 8.32
(m, 2H), 8.24 (d, J = 9.0 Hz, 1H), 8.01 (d, J = 12.2 Hz, 1H), 7.74 (d, J = 8.4 Hz, 1H),
7.60 — 7.47 (m, 3H), 7.46 — 7.39 (m, 1H), 6.92 (td, J=8.7, 2.2 Hz, 2H), 6.85 (d,
J =2.0Hz, 1H), 6.19 (s, 2H); 3C NMR (75 MHz, DMSO-dg) 6 162.1 (d, J = 240.3 Hz),
158.6, 157.1, 153.5, 141.8 (d, J = 10.8 Hz), 130.1 (d, J = 18.66 Hz), 129.9, 128.4, 127.8,
124.2,117.1,116.7, 109.1 (d, J = 19.4 Hz), 108.1 (d, J = 25.4 Hz), 104.6; HRMS (ESI-
MS): Berechnet fur CooH1eN4F [M+H]*: 331.13535; gefunden: 331.13580.

Synthese von N*-(3,4-Difluorophenyl)-2-phenylchinazolin-4,7-diamin (3i)

/©[F

HN F
N)j@\
N\

7-Nitrochinazolin 6i (59 mg, 0.16 mmol) wurde gemall Vorschrift C1 umgesetzt und
séulenchromatographisch gereinigt (0 % — 1 % MeOH/DCM), um Zielsubstanz 3i
(36 mg, 66 %) zu erhalten. *H NMR (400.1 MHz, DMSO-dg) 6 9.57 (s, 1H), 8.38 (d,
J=7.8Hz, 2H), 820 (d, J=8.8Hz, 2H), 7.71 (m, 1H), 7.48 (m, 4H), 6.92 (dd,
J =8.9 Hz, 1H), 6.83 (s, 1H), 6.11 (s, 2H); 3C NMR (100.6 MHz, DMSO-ds) J 159.6,
157.7,154.1, 163.6, 139.6, 138.1, 138.0, 130.8, 129.2, 128.5, 124.7, 118.3, 117.9, 117.8,
117.4,111.1 (d, J = 21.6 Hz), 107.0, 105.5; HRMS (ESI-MS): Berechnet flir CooH1sN4F>
[M+H]*: 349.12593; gefunden: 349.12594.
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Synthese von N*-(3,4-Difluorobenzyl)-2-phenylchinazolin-4,7-diamin (3j)

Fjg/\NH

F N)j©\

©)\\N NH,

7-Nitrochinazolin 6j (53 mg, 0.13 mmol) wurde gemall Vorschrift C1 umgesetzt und
séulenchromatographisch gereinigt (0 % — 10 % MeOH/DCM), um Zielsubstanz 3j
(35 mg, 72 %) zu erhalten. 'H NMR (500 MHz, DMSO-ds) & 8.49 (s, 1H), 8.36 (dd,
J=6.6 Hz, 3.0 Hz, 2H), 8.14 (s, 1H), 7.95 (d, J = 8.8 Hz, 1H), 7.45 (m, 4H), 7.37 (dd,
J=19.2 Hz, 8.5 Hz, 1H), 7.28 (m, 1H), 6.82 (dd, J = 8.8 Hz, 1.7 Hz, 1H), 6.77 (s, 1H),
5.94 (s, 2H), 4.82 (d, J = 5.7 Hz, 2H); 3C NMR (101 MHz, DMSO-ds) 6 163.2, 158.9,
158.8, 153.0, 138.5, 138.4, 129.9, 128.2, 127.8, 124.0, 123.8, 117.4, 117.2, 116.4, 116.2,

1159, 105.6, 104.3, 42.8; HRMS (ESI-MS): Berechnet fir CaiHi7NsF2 [M+H]*:
363.14158; gefunden: 363.14154.

Synthese von 4-(2-(4-Fluorophenyl)-4,5-dihydro-1H-imidazol-1-yl)-2-

phenylchinazolin-7-amin (3k)

7-Nitrochinazolin 6k (80 mg, 0.20 mmol) wurde gemal Vorschrift C1 umgesetzt und
sdulenchromatographisch gereinigt (0 % — 1% MeOH/DCM), um Zielsubstanz 3k
(61 mg, 81 %) zu erhalten. *H NMR (500 MHz, DMSO-ds) J 7.91 (m, 1H), 7.72 (d,
J=7.3Hz, 2H), 7.61 (dd, J = 8.6 Hz, 5.6 Hz, 2H), 7.35 (t, J = 7.3 Hz, 1H), 7.27 (dd,
J=14.3 Hz, 6.6 Hz, 2H), 7.17 (t, J = 8.8 Hz, 2H), 6.99 (dd, J = 9.0 Hz, 2.1 Hz, 1H), 6.84
(d, J=2.1Hz, 1H), 6.30 (s, 2H), 4.27 (t, J=8.7 Hz, 2H), 4.04 (t, J =8.7 Hz, 2H);
13C NMR (126 MHz, DMSO-dg) 6 163.6, 161.7, 160.7, 157.8, 154.5, 153.8, 137.8, 129.9,
129.7,129.7, 127.9, 127.3, 126.2, 117.7, 115.1, 115.0, 114.9, 114.8, 107.9, 105.1, 55.1,
53.3; HRMS (ESI-MS): Berechnet fiir CosHigNsF [M+H]*: 384.16190; gefunden:
384.16173.
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Synthese von NA*-((4-(Cyclopropylmethyl)furan-2-yl)methyl)-2-phenylchinazolin-4,7-

diamin (3I)
S NH HCI
©)\\N NH,

7-Nitrochinazolin 61 (135 mg, 0.31 mmol) wurde gemaR Vorschrift C1 umgesetzt und
saulenchromatographisch gereinigt (0.5 % — 5 % MeOH/DCM), um Zielsubstanz 3l
(99 mg, 87 %) zu erhalten. 'H NMR (600 MHz, DMSO-ds) 6 8.46 (dd, J = 17.5, 6.8 Hz,
2H), 7.95 (dd, J = 25.3, 8.7 Hz, 1H), 7.58 — 7.39 (m, 3H), 6.77 (d, J = 8.7 Hz, 1H), 6.74
(s, 1H), 6.22 (d, J =2.6 Hz, 1H), 6.01 (d, J = 3.0 Hz, 1H), 5.87 (br, 1H), 4.76 (d,
J=5.0 Hz, 2H), 3.63 - 3.57 (m, 2H), 2.59 (d, J = 7.1 Hz, 2H), 2.40 — 2.37 (m, 1H), 1.79
— 1.62 (m, 4H); 3C NMR (151 MHz, DMSO-dg) ¢ 159.3, 154.6, 151.9, 139.8, 130.1,
128.6, 128.3, 124.2, 116.2, 108.0, 106.3, 45.5, 40.5, 31.9, 27.1, 25.3; HRMS (ESI-MS):
Berechnet flr C23H24N4sOCI [M+H]*: 407.16332 and 409.16037; gefunden: 407.16399
and 409.16100.

Synthese von N4-Phenethyl-2-phenylchinazolin-4,8-diamin (3p)

HN/\/©
NP
R
NH,
8-Nitrochinazolin 5e (370 mg, 1.00 mmol) wurde gemaR Vorschrift C1 umgesetzt und
sdulenchromatographisch gereinigt (25 % — 35 % EtOACc/PE), um Zielsubstanz 3p
(271 mg, 80 %) zu erhalten. 'H NMR (500 MHz, DMSO-ds) 6 8.59 (d, J = 8.2 Hz, 2H),
8.11 (t, J = 5.2 Hz, 1H), 7.55 — 7.42 (m, 3H), 7.35 — 7.30 (m, 4H), 7.29 (d, J = 8.4 Hz,
1H), 7.24 — 7.18 (m, 1H), 7.16 (t, J = 7.9 Hz, 1H), 6.90 (d, J = 7.6 Hz, 1H), 5.88 (s, 2H),
3.87 (dd, J=13.7, 6.7Hz, 2H), 3.06 (t, J=7.5Hz, 2H); B¥C NMR (126 MHz,
DMSO-ds) 0 159.5, 156.4, 144.8, 139.7, 138.9, 138.4, 129.6, 128.7, 128.4, 128.1, 127.7,
126.0, 125.8, 113.8, 112.0, 108.0, 42.4, 34.7; HRMS (ESI-MS): Berechnet fir C22H21N4
[M+H]*: 341.17607; gefunden: 341.17608.
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Synthese von 1-(4-(4-(7-Amino-4-(phenethylamino)chinazolin-2-yl)phenyl)piperazin-

1-yl)ethan-1-on (30)
S

7-Nitrochinazolin 60 (268 mg, 0.54 mmol) wurde gemaR Vorschrift C1 umgesetzt und

i

O

sdulenchromatographisch gereinigt (2 % — 10 % MeOH/DCM), um Zielsubstanz 3o
(147 mg, 58 %) zu erhalten. 'H NMR (500 MHz, DMSO-ds) 6 13.26 (s, 1H), 9.60 (t,
J=5.4Hz, 1H), 8.32 (t, J=15.3 Hz, 2H), 8.14 (d, J =9.1 Hz, 1H), 7.30 (d, J = 4.4 Hz,
4H), 7.23 — 7.17 (m, 1H), 7.11 (d, J=9.1 Hz, 2H), 7.05 (d, J=1.9 Hz, 1H), 6.86 (dd,
J=9.0, 2.0 Hz, 1H), 6.79 (s, 1H), 3.91 (dt, J = 13.9, 6.4 Hz, 2H), 3.64 — 3.58 (m, 4H),
3.47 (t, J= 4.9 Hz, 2H), 3.40 (s, 2H), 3.03 (t, J = 7.5 Hz, 2H), 2.06 (s, 3H); 13C NMR
(126 MHz, DMSO-ds) 0 168.4, 158.5, 155.7, 155.1, 153.5, 141.2, 139.0, 130.4, 128.7,
128.4, 126.2, 125.3, 119.2, 116.0, 113.4, 100.9, 97.4, 46.5, 46.2, 44.9, 42.6, 40.3, 34.8,
21.2; HRMS (ESI-MS): Berechnet fur CogHsziNeO [M+H]*: 467.25539; gefunden:
467.25443.

Synthese von 2-(4-Morpholinophenyl)-N*-phenethylchinazolin-4,7-diamin (3n)

HN/\Q
9ql
/©)\\N NH,
N
oS
7-Nitrochinazolin 6n (21 mg, 0.05 mmol) wurde gemal Vorschrift C1 umgesetzt und
saulenchromatographisch gereinigt (2 % — 10 % MeOH/DCM), um Zielsubstanz 3n
(13 mg, 66 %) zu erhalten. *H NMR (400 MHz, CDCls) 6 8.46 (d, J = 8.9 Hz, 2H), 7.27
(d, J=9.7 Hz, 6H), 6.98 (dd, J = 6.7, 4.2 Hz, 3H), 6.67 (dd, J = 8.7, 2.2 Hz, 1H), 5.93
(s, 1H), 4.11 (br, 2H), 3.97 (dd, J = 12.9, 6.9 Hz, 2H), 3.92 — 3.86 (m, 4H), 3.31 — 3.24
(m, 4H), 3.06 (t, J = 7.1 Hz, 2H); 13C NMR (101 MHz, CDCls) 6 159.0, 152.8, 150.5,
143.5, 139.6, 129.8, 129.1, 128.8, 126.6, 122.4, 115.4, 114.6, 77.4,67.0, 48.7, 42.5, 35.7;
HRMS (ESI-MS): Berechnet flr C26H2sNsO [M+H]*: 426.22884; gefunden: 426.22857.
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Synthese von 2-Phenyl-N*-(thiophen-2-ylmethyl)chinazolin-4,7-diamin (3d)

7-Nitrochinazolin 6d (59 mg, 0.16 mmol) wurde gemal} Vorschrift C2 umgesetzt und
séulenchromatographisch gereinigt (1 % — 10 % MeOH/DCM), um Zielsubstanz 3d
(45 mg, 83 %) zu erhalten. 'H NMR (500 MHz, DMSO-dg) 6 8.97 (s, 1H), 8.47 (dd,
J=6.6 Hz, 3.0 Hz, 2H), 7.98 (d, J =9.4 Hz, 1H), 7.53 (m, 3H), 7.35 (dd, J =5.1 Hz,
0.9 Hz, 1H), 7.13 (d, J=29Hz, 1H), 6.96 (dd, J=5.0Hz, 3.5 Hz, 1H), 6.83 (d,
J = 6.6 Hz, 2H), 6.19 (s, 2H), 5.02 (d, J = 5.8 Hz, 2H); 13C NMR (101 MHz, DMSO-ds)
0159.4,158.9, 154.6, 143.3,131.7,129.2,127.5, 127.3,126.2,125.1, 117.0, 104.3, 49.45;
HRMS (ESI-MS): Berechnet fur C19H17N4S [M+H]*: 333.11684; gefunden: 333.11689.

Synthese von 2-phenyl-N4-(2-(Thiophen-2-yl)ethyl)chinazolin-4,7-diamin (3e)
IO
HN =

Q!
NS

7-Nitrochinazolin 6e (60 mg, 0.16 mmol) wurde gemaR Vorschrift C2 umgesetzt und
séulenchromatographisch gereinigt (0 % — 2 % MeOH/DCM), um Zielsubstanz 3e
(46 mg, 84 %) zu erhalten. *H NMR (500 MHz, DMSO-ds) 6 9.76 (s, 1H), 8.33 (m, 2H),
8.17 (d, J=9.1 Hz, 1H), 7.72 (t, J= 7.3 Hz, 1H), 7.66 (t, J = 7.5 Hz, 2H), 7.34 (dd,
J=5.0Hz, 1.2 Hz, 1H), 7.03 (d, J = 2.1 Hz, 1H), 6.95 (m, 5H), 3.97 (dd, J = 12.9 Hz,
7.0 Hz, 2H), 3.27 (t,J = 7.2, 2H); 13C NMR (126 MHz, DMSO-ds) 6 158.8, 156.4, 155.3,
140.8, 133.0, 128.8, 128.7, 127.0, 125.5, 125.4, 124.3, 117.0, 101.2, 42.8; HRMS (ESI-
MS): Berechnet fur C2oH19N4S [M+H]*: 347.13249; gefunden: 347.13256.
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Synthese von 2-(4-(Methylsulfinyl)phenyl)-N*-phenethylchinazolin-4,7-diamin (3m)

HN/\Q
Q)
N
N NH,
o

7-Nitrochinazolin 6m (478 mg, 1.11 mmo) wurde gemaR Vorschrift C2 umgesetzt und
séulenchromatographisch gereinigt (0 % — 6 % MeOH/DCM), um Zielsubstanz 3m
(272 mg, 61 %) zu erhalten. *H NMR (500 MHz, CDCls) 6 8.73 (d, J = 8.4 Hz, 2H), 8.03
(d, J=8.4 Hz, 2H), 7.41 — 7.30 (m, 4H), 7.28 (d, J = 7.7 Hz, 3H), 7.03 (d, J = 2.0 Hz,
1H), 6.79 (dd, J = 8.7, 2.0 Hz, 1H), 5.61 (s, 1H), 4.17 (s, 2H), 3.07 (s, 3H), 3.06 (s, 2H);
13C NMR (126 MHz, CDCls) ¢ 159.4, 159.2, 152.3, 150.7, 144.8, 141.1, 139.3, 129.3,
129.0, 128.9, 127.3, 126.8, 122.2, 116.7, 109.4, 106.7, 44.8, 42.5, 35.7; HRMS
(ESI-MS): Berechnet fir C23H23N4OS [M+H]*: 403.15871; gefunden: 403.15755.

7.2.1.4 Nukleophile Substitution an 7- und 8-Aminochinazolinen

Allgemeine Vorschrift D1 fir die nukleophile Substitution an 7- und 8-Aminochinazolinen
mit Sulfonsaurechloriden. Aminochinazoline (1 eq) wurden in Py (1.1 eq) und DCM
gel6st und unter Rihren bei 0 °C das jeweilige Saurechlorid (ca. 1:1000-Verdinnung in
trockenem DCM, 1.1 eq) tropfenweise hinzugegeben. Die Reaktionsmischung wurde fur
5h bei 50 °C gerihrt, mit 6 M NaOH gestoppt, anschliefend extrahiert und die
vereinigten organischen Phasen konzentriert. Das so erhaltene Rohprodukt wurde
séulenchromatographisch an Kieselgel gereinigt, um die jeweilige beschriebene
Zielsubstanz zu erhalten.
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Synthese von N-(4-(Phenethylamino)-2-phenylchinazolin-7-yl)propan-1-sulfonamid

(7b)
HN/\/©

D3¢
JAasae

N
7-Aminochinazolin 3a (75 mg, 0.22 mmol) wurde gemal? Vorschrift D1 umgesetzt und
séulenchromatographisch gereinigt (0.5 % MeOH/DCM), um Zielsubstanz 7b (68 mg, 80
%) zu erhalten. H NMR (500 MHz, DMSO-de) 6 10.31 (s, 1H), 8.49 (dd, J = 7.7, 1.8 Hz,
2H), 8.36 (s, 1H), 8.16 (d, J = 8.9 Hz, 1H), 7.58 — 7.43 (m, 4H), 7.34 — 7.31 (m, 4H), 7.29
(dd, J =8.9, 2.1 Hz, 1H), 7.25 - 7.18 (m, 1H), 3.87 (dd, J = 14.3, 6.1 Hz, 2H), 3.22 (m,
2H), 3.05 (m, 2H), 1.79 — 1.67 (m, 2H), 0.95 (t, J = 7.5 Hz, 3H); 13C NMR (101 MHz,
DMSO-de) 0 160.0, 159.3, 151.1, 142.4, 139.7, 138.6, 130.2, 128.8, 128.5, 128.3, 127.9,
126.2, 124.2, 117.0, 113.7, 109.7, 52.7, 42.4, 34.7, 17.0, 12.5; HRMS (ESI-MS):
Berechnet flr CosH27N4O2S [M+H]*: 447.18492; gefunden: 447.18460.

Synthese von N-(4-(Phenethylamino)-2-phenylchinazolin-7-yl)benzolsulfonamid (7c)

HN/\/©

NP
SEaans
7-Aminochinazolin 3a (75 mg, 0.22 mmol) wurde gemaR Vorschrift D1 umgesetzt und
sdulenchromatographisch gereinigt (30 % — 35 % EtOAC/PE), um Zielsubstanz 7c
(32 mg, 69 %) zu erhalten. *H NMR (500 MHz, DMSO-ds) 6 10.87 (s, 1H), 8.47 — 8.41
(m, 2H), 8.08 (d, J = 8.9 Hz, 1H), 7.89 — 7.85 (m, 2H), 7.65 — 7.54 (m, 3H), 7.53 — 7.45
(m, 3H), 7.41 (d, J = 1.8 Hz, 1H), 7.35 — 7.27 (m, 4H), 7.26 — 7.17 (m, 2H), 5.74 (s, 1H),
3.83 (dd, J =14.5, 6.1 Hz, 2H), 3.01 (m, 2H); 1*C NMR (101 MHz, DMSO-dg) J 159.9,
159.2, 154.5, 147.2, 141.7, 139.6, 139.3, 133.3, 130.3, 129.5, 128.7, 128.5, 128.3, 127.9,
126.7, 126.2, 124.1, 117.4, 114.6, 110.0, 42.4, 34.7; HRMS (ESI-MS): Berechnet flr
Ca28H25N402S [M+H]*: 481.16927; gefunden: 481.16906.



186| Experimenteller Teil

Synthese von N-(4-(Phenethylamino)-2-phenylchinazolin-8-yl)propan-1-sulfonamid

(7d)
NH’\)ij

N/

\

N ;

©)\ NH, //O
S

/7

8-Aminochinazolin 3p (60 mg, 0.18 mmol) wurde gemaR Vorschrift D1 umgesetzt und
séulenchromatographisch gereinigt (10 % — 20 % EtOAC/PE), um Zielsubstanz 7d
(65 mg, 83 %) zu erhalten. 'H NMR (500 MHz, DMSO-ds) § 9.24 (s, 1H), 8.63 (dd,
J=178, 1.5Hz, 2H), 857 (t, J=5.4Hz, 1H), 7.97 (d, J=8.3Hz, 1H), 7.76 (d,
J=17.6 Hz, 1H), 7.58 — 7.48 (m, 3H), 7.45 (t, J = 8.0 Hz, 1H), 7.36 — 7.28 (m, 4H), 7.24
—7.17 (m, 1H), 3.90 (dd, J = 14.3, 6.2 Hz, 2H), 3.23 — 3.15 (m, 2H), 3.10 — 3.04 (m, 2H),
1.82 — 1.71 (m, 2H), 0.85 (t, J = 7.4 Hz, 2H); 3C NMR (126 MHz, DMSO-ds) 6 159.5,
158.8, 141.4, 139.5, 138.2, 133.5, 130.3, 128.7, 128.4, 128.2, 128.2, 126.1, 125.0, 121.0,
117.6,113.8,53.0, 42.5, 34.5, 16.8, 12.5; HRMS (ESI-MS): Berechnet fir CosH27N402S
[M+H]*: 447.18492; gefunden: 447.18435.

Synthese von N-(4-(Phenethylamino)-2-phenylchinazolin-8-yl)benzolsulfonamid (7e)

o~

8-Aminochinazolin 3p (60 mg, 0.18 mmol) wurde geméall Vorschrift D1 umgesetzt und
sdulenchromatographisch gereinigt (10 % — 20 % EtOAC/PE), um Zielsubstanz 7e
(41 mg, 78 %) zu erhalten. *H NMR (300 MHz, DMSO-ds) 6 9.87 (s, 1H), 8.60 (m, 2H),
8.50 (t, J = 5.4 Hz, 1H), 7.95 — 7.84 (m, 3H), 7.71 (d, J = 7.1 Hz, 1H), 7.60 — 7.46 (m,
4H), 7.47 — 7.34 (m, 3H), 7.34 — 7.24 (m, 4H), 7.24 — 7.15 (m, 1H), 3.84 (dd, J = 14.3,
6.1 Hz, 2H), 3.02 (m, 2H); *3C NMR (75 MHz, DMSO-dg) ¢ 159.4, 158.7, 141.6, 139.6,
138.2,133.0, 132.8, 130.4, 129.1, 128.7, 128.5, 128.4, 128.2, 126.8, 126.2, 124.8, 121.3,
118.0, 113.7, 42.5, 34.5; HRMS (ESI-MS): Berechnet fiir CzsH2sN402S [M+H]*:
481.16927; gefunden: 481.16884.
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7.2.1.5 Synthese von 7-Alkylchinazolinen

Synthese von 7-Fluoro-2-phenylchinazolin-4-ol (5f)

OH
Q!
\§
@N F

Zu einer Losung von 4-Fluoranthranilsaure 4d (29, leq, 12.9 mmol) in
2-Methoxyethanol (20 mL) und AcOH (drei Tropfen) wurde Benzamidin-Hydrochlorid-
Hydrat (10 g, 6 eq, 77.37 mmol) gegeben und die entstandene Reaktionsmischung fur
18 h bei 130 °C gerihrt. Danach wurde die nach warme L&sung filtriert und der
Filterkuchen mit kaltem MeOH gewaschen, um die Zielsubstanz 5f (1.67 g, 51 %) als
hellbraunen Feststoff zu erhalten. *H NMR (400 MHz, DMSO-ds) § 12.68 (s, 1H), 8.38
— 8.02 (m, 3H), 7.78 (d, J = 1.7 Hz, 1H), 7.66 — 7.41 (m, 4H); 3C NMR (101 MHz,
DMSO-de) 0 161.7, 153.8, 149.9, 139.2, 132.4, 131.8, 128.7, 128.0, 128.0, 126.8, 126.6,
119.8; HRMS (ESI-MS): Berechnet fir C14H10N2OF [M+H]*: 241.07717; gefunden:
241.07705.

Synthese von 7-Fluoro-N-phenethyl-2-phenylchinazolin-4-amin (6f)
HN/\Q
X
O)\\N F

4-Hydroxychinazolin 5f (5000 mg, 2.08 mmol) wurde gemal Vorschrift B2 umgesetzt
und sdulenchromatographisch gereinigt (0 % — 4 % MeOH/DCM), um Zielsubstanz 6f
(680 mg, 95 %) zu erhalten. *H NMR (500 MHz, DMSO-ds) ¢ 8.53 (s, 1H), 8.50 (d,
J=6.1Hz, 2H), 8.32 (t, J = 7.0 Hz, 1H), 7.49 (d, J = 19.0 Hz, 4H), 7.39 (t, J = 8.5 Hz,
1H), 7.32 (s, 4H), 7.22 (s, 1H), 3.95 - 3.82 (m, J = 5.6 Hz, 2H), 3.06 (t, J = 6.7 Hz, 2H);
13C NMR (101 MHz, DMSO-ds) 6 165.8, 163.3, 160.4, 159.4, 139.6, 138.4, 130.4, 128.8,
128.5, 128.3, 128.0, 126.2, 125.8 (d, J = 10.8 Hz), 114.5 (d, J = 24.1 Hz), 111.7 (d,
J=20.2 Hz), 111.0, 42.4, 34.6; HRMS (ESI-MS): Berechnet fiir C22H19NsF [M+H]*:
344.15575; gefunden: 344.15581.

Synthese von N’-(4-Morpholinobutyl)-N4-phenethyl-2-phenylchinazolin-4,7-diamin
(8b)
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7-Aminochinazolin 6f (150 mg, 1 eq, 0.44 mmol), Cu(OAc)2 (79.3 mg, 1 eq, 0.44 mmol)
und K>COz (120.7 mg, 2 eq, 0.88 mmol) wurden in 2-Morpholinoethan-1-amin (57 pL,
1leq, 0.44 mmol) und DMF (5 mL) gelost und fir 21 h bei 150 °C geriihrt. Nach
Extraktion mit Wasser und EtOAc, Konzentration der vereinigten organischen Phasen
und sdulenchromatographischer Reinigung an Kieselgel (0 % — 10 % MeOH/DCM)
wurde die beschriebene Zielsubstanz 8f (150 mg, 32 %) erhalten. *H NMR (500 MHz,
DMSO-ds) 6 8.46 (d, J = 7.6 Hz, 2H), 8.11 (s, 1H), 7.98 - 7.87 (m, J = 11.2, 6.1 Hz, 2H),
7.53 — 7.42 (m, 3H), 7.32 (d, J = 4.4 Hz, 4H), 7.25 — 7.17 (m, 2H), 6.83 (s, 1H), 6.73 —
6.67 (m, 1H), 6.42 (br, 1H), 3.86 — 3.78 (m, 2H), 3.50 — 3.41 (m, 4H), 3.08 — 3.00 (m,
2H),1.12 (t,J = 7.1 Hz, 2H), 1.05 (t, J = 7.1 Hz, 2H), 0.99 (t, = 7.2 Hz, 2H); 1*C NMR
(126 MHz, DMSO-dg) ¢ 160.1, 159.6, 152.6, 140.2, 139.2, 130.6, 129.2, 129.0, 128.8,
128.3, 126.7, 123.8, 116.1, 104.9, 66.5, 57.0, 53.7, 42.6, 35.5, 31.2; HRMS (ESI-MS):
Berechnet flir C2gH32NsO [M+H]*: 454.26014; gefunden: 454.25947.

Synthese von N’-(4-(Diethylamino)butyl)-N*-phenethyl-2-phenylchinazolin-4,7-
diamin (8a)

HN/\Q
N9m -
Oy SN
7-Aminochinazolin 6f (300 mg, 1 eq, 0.87 mmol), Cu(OAc)2 (kat.), 1> (kat.) und K>CO3
(800 mg, 8eqg, 6.99 mmol) wurden in N N!-Diethylethan-1,2-diamin (610 uL, 6 eq,
5.24 mmol) und NMP (3 mL) gel6st und fir , 3 d bei 175 °C geruhrt. Nach Extraktion
mit Wasser und DCM, Konzentration der vereinigten organischen Phasen und
séulenchromatographischer Reinigung an Kieselgel (4 % — 10 % MeOH/DCM) wurde
die beschriebene Zielsubstanz 8a (113 mg, 35 %) erhalten. '"H NMR (500 MHz,
DMSO-ds) 0 8.47 (d, J = 7.1 Hz, 2H), 7.97 — 7.87 (m, 2H), 7.58 — 7.43 (m, 4H), 7.33 (d,
J=4.4Hz, 6H),7.27-7.17 (m, 2H), 6.89 —6.79 (m, 1H), 6.72 (dd, J = 9.8 Hz, 1H), 6.43
(br, 1H), 3.87 — 3.78 (m, 2H), 3.45 (dd, J = 18.2, 10.8 Hz, 4H), 3.11 —2.99 (m, 2H), 1.13
(t, J=7.1Hz, 2H), 1.06 (t, J = 7.1 Hz, 2H), 1.00 (t, J = 7.2 Hz, 2H).



Experimenteller Teil |189

7.2.2 Synthese von 3-Arylpyrazolopyridinonen

Allgemeine Vorschrift E fur die Kondensation von 1H-Pyrazol-5-aminen mit
Ethylacetoacetat-Derivaten.  3-(3-(Trifluoromethyl)phenyl)-1H-pyrazol-5-amin XX
(1.2 eq) wurde in dem jeweiligen Ethylacetoacetat-Derivat (1 eq) und AcOH geldst und
fiir 19 h unter Riickfluss gertihrt. Nach Abkihlen auf rt wurde die Reaktionsmischung mit
Eiswasser versetzt und fir 15 min gerlihrt und durch Filtration sowie Waschen des

entstandenen Prézipitats mit n-Hexan die jeweilige beschriebene Zielsubstanz erhalten.

Synthese von 3-(3-(Trifluoromethyl)phenyl)-1H-pyrazol-5-amin (22)

F3C,

3-0Ox0-3-(3-(trifluoromethyl)phenyl)propanenitril 21 (1.2 g, 1 eq, 5.63 mmol) wurde in
EtOH (10 mL) gel6st und unter Rihren Hydrazin (141 pL, 1.55eq, 8.80 mmol)
tropfenweise hinzugegeben. Die Reaktionsmischung wurde fir 1h bei rt und
anschlieBend flr weitere 18 h unter Ruckfluss gertihrt. Nach Abkihlen auf rt erfolgte die
Zugabe von Wasser (20 mL) und das entstandene Prazipitat wurde nach Filtration zur
weiteren Reinigung mit gesattigtem NaHCO3(aqg) und 10 % MeOH/DCM extrahiert, um
die beschriebene Zielsubstanz 22 (630 mg, 50 %) zu erhalten. 'H NMR (500 MHz,
DMSO-ds) 0 11.89 (d, J = 220.0 Hz, 1H), 7.98 (s, J = 9.9 Hz, 1H), 7.94 (s, 1H), 7.59 (s,
2H), 5.85 (d, J = 67.9 Hz, 1H), 4.88 (d, J = 218.2 Hz, 2H).
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Synthese von  4-(Trifluoromethyl)-3-(3-(trifluoromethyl)phenyl)-1,7-dihydro-6H-
pyrazolo[3,4-b]pyridin-6-on (1)

\
NI
H

Iz

3-(3-(Trifluoromethyl)phenyl)-1H-pyrazol-5-amin 22 (180 mg, 0.79 mmol) wurde
geméal Vorschrift E umgesetzt und zusatzlich sdulenchromatographisch an Kieselgel
gereinigt (60 % — 100 % EtOAC/PE), um die beschriebene Zielsubstanz 1 (145 mg,
53 %) zu erhalten. *H NMR (500 MHz, DMSO-dg) § 13.82 (s, 1H), 12.41 (s, 1H), 7.88
(s, 1H), 7.84 — 7.77 (m, 2H), 7.76 — 7.69 (m, J =7.2 Hz, 1H), 6.61 (s, 1H); HRMS
(ESI-MS): Berechnet fiir C14aHgN3OFs [M+H]*: 348.05661; gefunden: 348.05715.

Synthese von 4-Cyclopropyl-3-(3-(trifluoromethyl)phenyl)-1,7-dihydro-6H-
pyrazolo[3,4-b]pyridin-6-on (20a)

FsC

z

N

Iz .

O~ 'N
N
3-(3-(Trifluoromethyl)phenyl)-1H-pyrazol-5-amin 22 (160 mg, 0.70 mmol) wurde
gemal Vorschrift E umgesetzt, um die beschriebene Zielsubstanz 20a (113 mg, 51 %) zu
erhalten. *H NMR (500 MHz, DMSO-ds) § 12.36 (s, 1H), 8.28 (d, J = 5.3 Hz, 2H), 7.77
(d, J=7.8 Hz, 1H), 7.71 (t, J = 8.0 Hz, 1H), 6.71 (s, 1H), 5.46 (s, 1H), 1.96 — 1.91 (m,
1H), 1.14 - 1.06 (m, 2H), 1.03 — 0.96 (m, 2H); 13C NMR (126 MHz, DMSO-ds) J 156.3,
156.1, 151.2, 142.8, 133.6, 130.1, 129.9, 129.5, 125.2, 122.2, 90.5, 86.0, 13.0, 9.2;
HRMS (ESI-MS): Berechnet fir CisH13N3OFs [M+H]*: 320.10052; gefunden:
320.10100.
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Synthese von 4-Methyl-3-(3-(trifluoromethyl)phenyl)-1,7-dihydro-6H-
pyrazolo[3,4-b]pyridin-6-on (20b)

F3C,

\

o7 N
3-(3-(Trifluoromethyl)phenyl)-1H-pyrazol-5-amin 22 (160 mg, 0.70 mmol) wurde
gemal Vorschrift E umgesetzt, um die beschriebene Zielsubstanz 20b (123 mg, 60 %) zu
erhalten. *H NMR (500 MHz, DMSO-ds) 6 12.44 (s, 1H), 8.29 (s, 2H), 7.80 — 7.74 (m,
1H), 7.74 — 7.68 (m, 1H), 6.75 (s, 1H), 5.63 (s, 1H), 2.32 (s, 3H); 1*C NMR (126 MHz,
DMSO-ds) ¢ 156.0, 151.3, 150.5, 142.9, 133.6, 130.1, 129.9, 125.3, 122.2, 95.4, 85.9,
18.6; HRMS (ESI-MS): Berechnet fiir C1aH10N3OF3Na [M+Na]*: 316.06682; gefunden:
316.06720.

7.2.3 Synthese von kovalenten LiPoLis und Referenzsubstanzen

7.2.3.1 N-Acylamide in 7- und 8-Position

Allgemeine Vorschrift D2 fur die nukleophile Substitution an 2-(3-Aminophenyl)- sowie
7- und 8-Aminochinazolinen mit Carbonsaurechloriden. Aminochinazoline (1 eq)
wurden in DIPEA (2 eq) und THF geldst und unter Rihren bei 0 °C das jeweilige
Saurechlorid (ca. 1:1000-Verdinnung in trockenem THF, 1.1eq) tropfenweise
hinzugegeben. Die Reaktionsmischung wurde fiir 2 h bei rt gertihrt, das Losungsmittel
verdampft und der Riickstand mit gesattigtem NaHCO3z(aq) und DCM extrahiert. Nach
Konzentration der vereinigten organischen Phasen und saulenchromatographischer

Reinigung an Kieselgel wurde die jeweilige beschriebene Zielsubstanz erhalten.
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Synthese von N-(4-(Phenethylamino)-2-phenylchinazolin-7-yl)acrylamid (7f)

HN/\/©
7-Aminochinazolin 3a wurde geméaR Vorschrift D2 umgesetzt und die Zielsubstanz 7f
(22 mg, 44 %) nach sédulenchromatographischer Reinigung (1 % — 5 % MeOH/DCM)
erhalten. *H NMR (500 MHz, DMSO-ds) 6 10.47 (s, 1H), 8.51 (d, J = 5.8 Hz, 2H), 8.33
(s, 1H), 8.22 (s, 1H), 8.20 —8.12 (m, 1H), 7.63 (d, J = 8.7 Hz, 1H), 7.56 — 7.44 (m, 3H),
7.32 (s, 4H), 7.22 (s, 1H), 6.56 — 6.46 (m, 1H), 6.35 (d, J = 17.0 Hz, 1H), 5.87 — 5.80 (m,
1H), 3.87 (s, 2H), 3.10 — 3.02 (m, 2H); 3C NMR (126 MHz, DMSO-ds) ¢ 163.6, 159.6,
159.1, 150.9, 142.5, 139.6, 138.7, 131.6, 129.9, 128.6, 128.3, 128.1, 127.8, 127.6, 126.0,

123.3, 117.8, 115.4, 109.9, 42.3, 34.6; HRMS (ESI-MS): Berechnet fir CosH23N4O
[M+H*]: 395.1866, gefunden: 395.1854.

Synthese von N-(4-(Phenethylamino)-2-phenylchinazolin-7-yl)propionamid (7a)

HN/\Q
SAS i
H
7-Aminochinazolin 3a wurde gemal? VVorschrift D2 umgesetzt und die Zielsubstanz 7a
(31 mg, 66 %) nach s&dulenchromatographischer Reinigung (0 % — 1 % MeOH/DCM)
erhalten. *H NMR (500 MHz, DMSO-dg) 6 10.19 (s, 1H), 8.50 (dd, J = 8.0, 1.6 Hz, 2H),
8.29 (t, J=5.4 Hz, 1H), 8.13 (dd, J = 5.4, 3.2 Hz, 2H), 7.58 (dd, J = 8.9, 2.0 Hz, 1H),
7.54 —7.45 (m, 3H), 7.36 — 7.29 (m, 4H), 7.25 — 7.18 (m, 1H), 3.86 (dt, J = 14.5, 6.0 Hz,
2H), 3.06 (m, 2H), 2.41 (g, J=7.5Hz, 2H), 1.13 (t, J=7.5Hz, 3H); 3C NMR
(126 MHz, DMSO-ds) ¢ 172.6, 159.6, 159.1, 151.0, 142.9, 139.7, 138.8, 129.9, 128.7,

128.4, 128.2, 127.8, 126.1, 123.2, 117.7, 114.9, 109.5, 42.3, 34.7, 29.7, 9.5; HRMS
(ESI-MS): Berechnet fiir CasH2sN4O [M+H]*: 397.20229; gefunden: 397.20133.
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Synthese von (E)-4-(Dimethylamino)-N-(4-(phenethylamino)-2-phenylchinazolin-
7-yl)but-2-enamid (79g)

7-Aminochinazolin 3a wurde geméal? Vorschrift D2 umgesetzt und die Zielsubstanz 7g
(31 mg, 58 %) nach s&ulenchromatographischer Reinigung (1 % — 5 % MeOH/DCM)
erhalten. *H NMR (500 MHz, DMSO-dg) 6 10.45 (s, 1H), 8.50 (dd, J = 7.9, 1.6 Hz, 2H),
8.34 (t, J=5.4 Hz, 1H), 8.21 (d, J = 2.0 Hz, 1H), 8.16 (d, J = 9.0 Hz, 1H), 7.64 (dd,
J=8.9,2.0 Hz, 1H), 7.58 — 7.42 (m, 3H), 7.38 — 7.27 (m, 4H), 7.27 — 7.17 (m, 1H), 6.82
(dt,J = 15.4, 5.8 Hz, 1H), 6.37 (d, J = 15.4 Hz, 1H), 3.87 (dd, J = 14.4, 6.1 Hz, 2H), 3.12
(d, J = 5.2 Hz, 2H), 3.06 (t, 2H), 2.22 (s, 6H); 13C NMR (126 MHz, DMSO-d6) & 163.6,
159.6, 159.1, 150.9, 142.7, 142.0, 139.6, 138.7, 129.9, 128.6, 128.3, 128.1, 127.7, 126.0,
125.7, 123.3, 117.8, 115.2, 109.7, 59.6, 45.0, 42.3, 34.6; HRMS (ESI-MS): Berechnet
fur CagH3oNsO [M+H™]: 452.2444, gefunden: 452.2449.

Synthese von N-(4-(Phenethylamino)-2-phenylchinazolin-8-yl)acrylamid (7i)

e
S

O

8-Aminochinazolin 3p wurde gemaR Vorschrift D2 umgesetzt und die Zielsubstanz 7i
(39 mg, 74 %) nach séulenchromatographischer Reinigung (1 % — 5 % MeOH/DCM)
erhalten. *H NMR (500 MHz, DMSO-dg) 6 10.08 (s, 1H), 8.77 — 8.62 (m, 3H), 8.54 {t,
J=5.1Hz, 1H), 7.93 (d, J = 8.2 Hz, 1H), 7.58 — 7.50 (m, 3H), 7.46 (t, J = 8.0 Hz, 1H),
7.36 — 7.29 (m, 4H), 7.24 — 7.18 (m, 1H), 6.94 (dd, J = 16.9, 10.2 Hz, 1H), 6.35 (d,
J=16.9 Hz, 1H), 5.85 (d, J =10.9 Hz, 1H), 3.91 (dd, J=13.5, 6.6 Hz, 2H), 3.08 {t,
J =7.5Hz, 2H); 3C NMR (126 MHz, DMSO-ds) ¢ 163.3, 159.4, 158.3, 140.3, 139.5,
138.1, 133.6, 132.4, 130.3, 128.6, 128.3, 128.3, 128.2, 127.1, 126.1, 125.0, 120.2, 116.7,
113.3, 42.4, 34.5; HRMS (ESI-MS): Berechnet fir CsH2sN4O [M+H*]: 395.1857,
gefunden: 395.1866.
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Synthese von N-(4-(Phenethylamino)-2-phenylchinazolin-8-yl)propionamid (7h)

e
Shc

(0]

8-Aminochinazolin 3p wurde gemaR Vorschrift D2 umgesetzt und die Zielsubstanz 7h
(39 mg, 83 %) nach s&ulenchromatographischer Reinigung (1 % — 5 % MeOH/DCM)
erhalten. 'H NMR (500 MHz, DMSO-ds) & 9.84 (s, 1H), 8.68 — 8.59 (m, 3H), 8.51 (t,
J=5.4Hz, 1H), 7.87 (d, J = 8.3 Hz, 1H), 7.60 — 7.48 (m, 3H), 7.42 (t, J = 8.0 Hz, 1H),
7.37 — 7.29 (m, 4H), 7.25 — 7.18 (m, 1H), 3.90 (dd, J=14.1, 6.3 Hz, 2H), 3.07 (t,
J=7.5Hz, 2H), 2.64 (q, J = 7.5 Hz, 2H), 1.20 (t, J = 7.5 Hz, 3H); 3C NMR (126 MHz,
DMSO-dg) 0 172.9, 160.3, 159.0, 140.7, 140.4, 139.0, 134.8, 131.1, 129.5, 129.2, 129.1,
129.1, 127.0, 125.9, 120.1, 116.8, 114.1, 43.3, 35.4, 30.9, 10.4; HRMS (ESI-MS):
Berechnet flir CosHosN4O [M+H*]: 397.2022, gefunden: 397.2020.

Synthese von (E)-4-(Dimethylamino)-N-(4-(phenethylamino)-2-phenylchinazolin-8-
yhbut-2-enamid (7j)

8-Aminochinazolin 3p wurde geméal Vorschrift D2 umgesetzt und die Zielsubstanz 7j
(21 mg, 40 %) nach séulenchromatographischer Reinigung (1 % — 5 % MeOH/DCM)
erhalten. *H NMR (500 MHz, DMSO-ds) ¢ 9.99 (s, 1H), 8.74 — 8.65 (m, 3H), 8.53 (t,
J=5.4Hz, 1H), 7.91 (d, J = 8.4 Hz, 1H), 7.60 — 7.49 (m, 3H), 7.44 (t, J = 8.0 Hz, 1H),
7.36 —7.27 (m, 4H), 7.25 — 7.17 (m, 1H), 6.90 — 6.79 (m, 1H), 6.75 (d, J = 15.4 Hz, 1H),
3.90 (dd, J=14.2, 6.2 Hz, 2H), 3.14 (d, J =5.9 Hz, 2H), 3.07 (t, 2H), 2.22 (s, 6H);
13C NMR (126 MHz, DMSO-dg) 6 163.3, 159.7, 158., 142.0, 140.2, 139.5, 138.2, 133.9,
130.2, 128.7, 128.3, 128.2, 128.2, 126.5, 126.1, 125.0, 120.1, 116.4, 113.3, 59.6, 45.1,
42.46, 34.5; HRMS (ESI-MS): Berechnet flr CogH3zoNsO [M+H*]: 452.2404, gefunden:
452.2444,
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7.2.3.2 Alkylketone in 7- und 8-Position

Allgemeine Vorschrift F fur die Oxidation von Alkoholen zu Aldehyden. Alkohole (1 eq)
und DMP (1.1eq) wurden in trockenem DCM geldst und fur 1 h bei rt gerlhrt.
AnschlieRend erfolgte die Extraktion mit gesattigtem NaHCOs(aq) und DCM,
Konzentration der vereinigten organischen Phasen und sdaulenchromatographische
Reinigung an Kieselgel (1% — 5% MeOH/DCM), um die jeweilige beschriebene

Zielsubstanz zu erhalten.

Allgemeine Vorschrift G flr die Aldol-Kondensation von Aldehyden und Aceton nach
Claisen-Schmidt. Aldehyde (1 eq) wurden in Aceton und 10 % NaOH gel6st und die
Reaktionsmischung fur 3 h bei rt gerthrt. Anschlieend erfolgte die Extraktion nach
Zugabe von DCM, Konzentration der vereinigten organischen Phasen und
séulenchromatographische Reinigung an Kieselgel (1 % — 5 % MeOH/DCM), um die

jeweilige beschriebene Zielsubstanz zu erhalten.

Allgemeine Vorschrift H fur die Grignard-Reaktion mit Carbaldehyden. Carbaldehyde
(1 eq) wurden in trockenem THF gelost und bei 0 °C unter Ruhren das jeweilige
Grignard-Reagenz (10 eq, als Stammlésung in THF oder PhMe) tropfenweise
hinzugegeben. Die Reaktionsmischung wurde fiir 1 h bei rt gertihrt und anschlieBend mit
gesattigtem NaHCOs(ag) und DCM extrahiert, die vereinigten organischen Phasen
konzentriert und nach sédulenchromatographischer Reinigung an Kieselgel (1 % — 5 %

MeOH/DCM) die jeweilige beschriebene Zielsubstanz erhalten.
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Synthese von Dimethyl 2-aminoterephthalat (64a) 0
2-Aminoterephthalséure 63a (2.0 g, 1 eq, 11.0 mmol) wurde in H2SO4 (4.11 mL) und
MeOH (45 mL) gel6st und fur 18 h unter Ruckfluss erhitzt. Anschliefend wurde die
Reaktionsmischung durch Zugabe von gesattigtem NaHCO3(aq), 1 M NaOH und NaOH-
Platzchen auf einen pH-Wert von 7 gebracht, mit EtOAc extrahiert und die vereinigten
organischen Phasen verdampft. Sdulenchromatographie an Kieselgel (30 % EtOACc/PE)
lieferte die beschriebene Zielsubstanz 64a (2.1 g, 99 %). *H NMR (500 MHz, DMSO-
de) 6 7.80 (d, J =8.4 Hz, 1H), 7.45 (d, J = 1.4 Hz, 1H), 7.04 (dd, J = 8.3, 1.6 Hz, 1H),
6.85 (s, 2H), 3.91 - 3.78 (m, 6H); 1*C NMR (126 MHz, DMSO-ds) 6 167.2, 165.8, 150.7,
134.1, 131.1, 1175, 1143, 111.8, 52.2, 51.6; HRMS (ESI-MS): Berechnet fir
C10H12NO4 [M+H*]: 210.0769, gefunden: 210.0760.

O NH, O

o o

Synthese von Dimethyl 2-aminoisophthalat (64b)

2-Aminoisophthalsdure 63b (5.0 g, 1 eq, 27.5 mmol) wurde in H2SO4 (5 mL) und MeOH
(50 mL) gelost und fir 18 h unter Rickfluss erhitzt. Anschlielend wurde die
Reaktionsmischung durch Zugabe von gesattigtem NaHCO3(aq), 1 M NaOH und NaOH-
Platzchen auf einen pH-Wert von 7 gebracht, mit EtOAc extrahiert und die vereinigten
organischen Phasen verdampft. Das Rohprodukt 64b (5.3 g) wurde nachfolgend ohne

weitere Reinigung verwendet.
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Synthese von Dimethyl 2-benzamidoterephthalat (65a)

O

o
HN o~

o o}

Benzoeséureanhydrid (1.5 g, 5 eqg, 11.0 mmol) wurde bei 50 °C geschmolzen, bevor die
Zugabe von Startmaterial 64a (450 mg, 1 eq, 2.15 mmol) erfolgte und fur 1 h bei 150 °C
unter Rihren erhitzt wurde. AnschlieRend wurde die Reaktionsmischung auf Eiswasser
gegeben, fur 15 min gerihrt, das Prézipitat abfiltriert und mit kaltem Wasser gewaschen.
Saulenchromatographie an Kieselgel (20 % EtOAC/PE) lieferte die beschriebene
Zielsubstanz 65a (455 mg, 68 %). 'H NMR (500 MHz, CDCls) ¢ 12.00 (s, 1H), 9.56 (s,
1H), 8.20 — 8.12 (m, 1H), 8.10 — 8.01 (m, 2H), 7.83 — 7.74 (m, 1H), 7.62 — 7.50 (m, 3H),
3.99 (s, 3H), 3.95 (s, 3H); 1*C NMR (126 MHz, CDCls) 6 168.62, 166.31, 165.85, 142.00,
135.71, 134.67, 132.32, 131.14, 129.03, 127.55, 123.49, 121.62, 118.52, 52.97, 52.71;
HRMS (ESI-MS): Berechnet fur C17H1sNOs [M+H*]: 314.1021, gefunden: 314.1023.

Synthese von Dimethyl 2-benzamidoisophthalat (65b)

O HN iO

COOM
\o e

Benzoesédureanhydrid (4.6 g, 22.01 mmol) wurde bei 50 °C geschmolzen, bevor die
Zugabe von Startmaterial 64b (4.6 g, 5 eq, 22.01 mmol) erfolgte und fiir 1 h bei 150 °C
unter Rihren erhitzt wurde. AnschlieRend wurde die Reaktionsmischung auf Eiswasser
gegeben und fur weitere 15 min geruhrt. Filtration und Waschen des Prazipitats mit
kaltem Wasser lieferte Rohprodukt 65b (3.86 g), welches ohne weitere Reinigung

weiterverwendet wurde.
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Synthese von 4-Hydroxy-2-phenylchinazolin-7-carboxamid (66a)

OH

Sy | NH,
¢

Startmaterial 65a (490 mg, 1.57 mmol) wurde in einem sealed tube mit 30 % NHz(aq)
(5 mL) versetzt und fur 18 h bei 120 °C erhitzt. Filtration und Waschen des Prazipitats
mit Wasser lieferte die beschriebene Zielsubstanz 66a (336 mg, 81 %). *H NMR (500
MHz, DMSO-dg) & 12.66 (s, 1H), 8.28 (s, 1H), 8.25 (d, J = 1.1 Hz, 1H), 8.24 — 8.18 (m,
3H), 7.96 (dd, J=8.2, 1.4 Hz, 1H), 7.69 — 7.55 (m, 4H); *C NMR (126 MHz, DMSO-
de) 0 166.9, 161.8, 152.9, 148.6, 139.7, 132.5, 131.5, 128.6, 127.7, 126.4, 125.9, 125.2,
122.6; HRMS (ESI-MS): Berechnet fir CisH12N3O2 [M+H*]: 266.0920, gefunden:
266.0924.

Synthese von 4-Hydroxy-2-phenylchinazolin-8-carboxamid (66b)

OH

\§
©)\N
07 NH,

Startmaterial 65b (3.0 g, 9.58 mmol) wurde in sealed tubes mit 30 % NHz(aq)
(3x10mL) versetzt und fur 18 h bei 120 °C erhitzt. Filtration und Waschen des
Prazipitats mit Wasser lieferte die beschriebene Zielsubstanz 66b (2.3 g, 59 %). 'H NMR
(500 MHz, DMSO-ds) 6 12.90 (s, 1H), 9.67 (s, 1H), 8.52 (dd, J = 7.6, 1.7 Hz, 1H), 8.34
(dd, J=7.8, 1.7 Hz, 1H), 8.13 - 8.06 (m, 2H), 7.88 — 7.85 (m, 1H), 7.70 — 7.55 (m, 4H).
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Synthese von 4-Hydroxy-2-phenylchinazolin-7-carbonitril (67a)

OH
N)D\
|
©)\N CN

Carboxamid 66a (570 mg, 1 eq, 2.15 mmol) wurde unter N2-Atmosphare bei 0 °C in Py
(0.86 mL, 5eqg, 10.7 mmol) und DCM (10 mL) gel6st, anschlieBend TFA-Anhydrid
(0.59 mL, 2 eq, 4.30 mmol) in trockenem DCM (2 mL) tropfweise hinzugegeben und die
Reaktionsmischung flr 19 h bei rt gerthrt. Nach Verdampfen des Lésungsmittels und
Koevaporation von Py mit PhMe wurde der Riickstand mit gesattigtem NaHCO3z(aqg) und
DCM extrahiert und die vereinigten organischen Phasen konzentriert. Das Prazipitat in
DCM wurde abfiltriert und mit DCM und Wasser gewaschen, um die beschriebene
Zielsubstanz 67a (437 mg, 82 %) zu liefern. *H NMR (500 MHz, DMSO-dg) J 12.82 (s,
1H), 8.26 (d, J = 8.1 Hz, 1H), 8.22 (s, 1H), 8.17 (d, J = 7.4 Hz, 2H), 7.85 (d, J = 8.1 Hz,
1H), 7.59 (m, J = 14.7, 7.1 Hz, 3H); 13C NMR (126 MHz, DMSO-ds) § 161.44, 154.05,
148.57,132.18, 131.81, 128.61, 128.43, 127.94, 127.28, 124.13, 117.87, 116.69; HRMS
(ESI-MS): Berechnet fir C1sH10N3O [M+H*]: 248.0827, gefunden: 248.0818.

Synthese von 4-Hydroxy-2-phenylchinazolin-8-carbonitril (67b)

OH

o
N
SRRt

Carboxamid 66b (1.3 mg, 1 eq, 4.90 mmol) wurde unter No-Atmosphare bei 0 °C in Py
(1.98 mL, 5eq, 24.5 mmol) und DCM (20 mL) gelost, anschlielend TFA-Anhydrid
(1.36 mL, 2 eq, 9.80 mmol) in trockenem DCM (5 mL) tropfweise hinzugegeben und die
Reaktionsmischung fir 19 h bei rt gerihrt. Nach Verdampfen des Lésungsmittels und
Koevaporation von Py mit PhMe wurde der Rickstand mit gesattigtem NaHCO3(aq) und
DCM extrahiert und die vereinigten organischen Phasen konzentriert. Das Prazipitat in
DCM wurde abfiltriert und mit DCM und Wasser gewaschen, um die beschriebene
Zielsubstanz 67b (775 mg, 64 %) zu liefern.
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Synthese von 4-(Phenethylamino)-2-phenylchinazolin-7-carbonitril (68a)

L

4-Hydroxychinazolin 67a (420 mg, 1.70 mmol) wurde gemaR Vorschrift B2 umgesetzt
und nach saulenchromatographischer Reinigung an Kieselgel (30 % EtOAC/PE) die
beschriebene Zielsubstanz 68a (509 mg, 87 %) erhalten. *H NMR (500 MHz, DMSO-ds)
0 8.77 (t, J =5.3 Hz, 1H), 8.50 (dd, J = 6.5, 3.1 Hz, 2H), 8.40 (d, J = 8.5 Hz, 1H), 8.24
(d, J=1.3 Hz, 1H), 7.83 (dd, J = 8.4, 1.6 Hz, 1H), 7.58 — 7.49 (m, 3H), 7.35 — 7.28 (m,
J=28.7,5.4 Hz, 4H), 7.21 (ddd, J = 8.5, 5.8, 2.6 Hz, 1H), 3.90 (dd, J = 13.8, 6.5 Hz, 2H),
3.07 (t, J =7.5 Hz, 2H); 3C NMR (126 MHz, DMSO-ds) 6 160.7, 159.3, 149.4, 139.4,
137.9, 132.9, 130.5, 128.6, 128.3, 128.3, 128.0, 126.5, 126.1, 124.4, 118.1, 116.3, 115.1,
425, 34.3; HRMS (ESI-MS): Berechnet fur CzsHisNs [M+H*]: 351.1607, gefunden:
351.1604.

Synthese von 4-(Phenethylamino)-2-phenylchinazolin-8-carbonitril (68b)

QO
o
N

©)\ CN

4-Hydroxychinazolin 67b (502 mg, 2.03 mmol) wurde gemé&R Vorschrift B2 umgesetzt
und das Rohprodukt 68b (455 mg) nachfolgend ohne weitere Reinigung verwendet.
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Synthese von 4-(Phenethylamino)-2-phenylchinazolin-7-carbaldehyd (69a)

g
X I 0
N

Carbonitril 68a (260 mg, 0.74 mmol) wurde in 50 % Methansdure gelést und RaNi unter
Rihren solange portionsweise hinzugegeben, bis eine vollstdndige Umsetzung des
Startmaterials bei 60 °C unter Rickfluss erreicht wurde. AnschlieBend erfolgte die
Filtration der Reaktionsmischung tiber Celite® und Waschen mit EtOAc, DCM, MeOH
und Wasser sowie Konzentration des Filtrats. Der Ruckstand wurde mit 1 M NaOH auf
einen pH von ca. 9 eingestellt, mit gesattigtem NaHCO3z(aq) und DCM extrahiert und die
vereinigten organischen Phasen wurden verdampft, um die beschriebene Zielsubstanz
69a (74 mg, 35 %) zu erhalten. 'H NMR (500 MHz, DMSO-ds) 6 10.21 (s, 1H), 8.70 (t,
J=5.3 Hz, 1H), 8.57 —8.52 (m, 2H), 8.40 (d, J = 8.5 Hz, 1H), 8.34 (d, J = 1.2 Hz, 1H),
7.89 (dd, J =8.4, 1.5 Hz, 1H), 7.59 — 7.50 (m, 3H), 7.37 — 7.29 (m, 4H), 7.26 — 7.19 (m,
1H), 3.92 (dd, J =14.0, 6.4 Hz, 2H), 3.09 (t, J=7.5 Hz, 2H); *C NMR (126 MHz,
DMSO-dg) 0 194.1, 161.2, 160.4, 151.1, 140.4, 140.0, 139.1, 133.2, 131.3, 129.6, 129.3,
129.2, 128.8, 127.0, 124.8, 123.1, 118.1, 43.4, 35.3; HRMS (ESI-MS): Berechnet flr
C23H200N4 [M+H*]: 354.16009, gefunden: 354.16022.
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Synthese von 4-(Phenethylamino)-2-phenylchinazolin-8-carbaldehyd (69b)
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Carbonitril 68b (500 mg, 1.42 mmol) wurde in 50 % Methansaure gelést und RaNi unter
Rihren solange portionsweise hinzugegeben, bis eine vollstdndige Umsetzung des
Startmaterials bei 60 °C unter Rickfluss erreicht wurde. Anschlielend erfolgte die
Filtration der Reaktionsmischung tiber Celite® und Waschen mit EtOAc, DCM, MeOH
und Wasser sowie Konzentration des Filtrats. Der Rickstand wurde mit 1 M NaOH auf
einen pH von ca. 9 eingestellt, mit gesattigtem NaHCO3z(aq) und DCM extrahiert und die
vereinigten organischen Phasen wurden verdampft, um die beschriebene Zielsubstanz
69b (15 mg, 3 %) zu erhalten sowie den entsprechend Alkohol 70b (353 mg, 71 %).
Dieser wurde gemaR Vorschrift F umgesetzt und sdulenchromatographisch an Kieselgel
(15 % EtOAC/PE) gereinigt, um weitere Zielsubstanz 69b (287 mg, 82 %) zu erhalten.
'H NMR (500 MHz, DMSO-ds) 6 11.32 (s, 1H), 8.72 (t, J = 5.1 Hz, 1H), 8.62 — 8.56 (m,
2H), 8.55 (d, J = 8.1 Hz, 1H), 8.17 (d, J = 7.3 Hz, 1H), 7.60 (t, J = 7.7 Hz, 1H), 7.57 —
7.49 (m, 3H), 7.36 — 7.27 (m, 4H), 7.24 — 7.13 (m, 1H), 3.91 (dd, J = 13.7, 6.5 Hz, 2H),
3.08 (t, J = 7.5 Hz, 2H); *C NMR (126 MHz, DMSO-ds) 6 191.7, 160.0, 159.7, 150.2,
139.5, 138.2, 131.1, 130.6, 130.0, 129.3, 128.7, 128.4, 128.3, 128.2, 126.1, 124.5, 114.3,
42.4, 34.4.
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Synthese von 4-(4-(Phenethylamino)-2-phenylchinazolin-7-yl)but-3-en-2-on (73a)

g
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Carbaldehyd 69a (100 mg, 0.28 mmol) wurde gemal? Vorschrift G umgesetzt, um die
beschriebene Zielsubstanz 73a (94 mg, 86 %) zu erhalten. 'H NMR (500 MHz,
DMSO-ds) ¢ 8.51 (dd, J = 7.9, 1.6 Hz, 3H), 8.26 (d, J = 8.6 Hz, 1H), 8.04 (s, 1H), 7.87
(dd,J =8.7, 1.2 Hz, 1H), 7.77 (d, J = 16.4 Hz, 1H), 7.56 — 7.45 (m, 3H), 7.36 — 7.29 (m,
4H), 7.25 - 7.17 (m, 1H), 7.04 (d, J = 16.4 Hz, 1H), 3.89 (dd, J = 13.8, 6.5 Hz, 2H), 3.07
(t, J=7.5Hz, 2H), 2.39 (s, 3H); 3C NMR (126 MHz, DMSO-dg) 6 198.1, 159.9, 159.4,
142.0, 139.6, 138.5, 138.5, 130.2, 129.3, 128.8, 128.7, 128.4, 128.3, 127.9, 126.1, 123.6,
123.4,42.4,34.5, 27.6; HRMS (ESI-MS): Berechnet fir CosH220N4 [M+H*]: 394.19139,
gefunden: 394.19303.

Synthese von 4-(4-(Phenethylamino)-2-phenylchinazolin-8-yl)but-3-en-2-on (73b)
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Carbaldehyd 69b (40 mg, 0.11 mmol) wurde gemaR Vorschrift G umgesetzt, um die
beschriebene Zielsubstanz 73b (39 mg, 88 %) zu erhalten. 'H NMR (500 MHz,
DMSO-ds) 6 8.76 (d, J = 16.6 Hz, 1H), 8.63 — 8.52 (m, 3H), 8.31 (d, J = 8.2 Hz, 1H),
8.24 (t,J = 7.2 Hz, 1H), 7.62 — 7.48 (m, 4H), 7.38 — 7.27 (m, 5H), 7.27 — 7.17 (m, 1H),
7.14 (d, J = 16.6 Hz, 1H), 3.91 (dd, J = 14.2, 6.1 Hz, 2H), 3.08 (t, J = 7.5 Hz, 2H), 2.45
(s, 3H); 3C NMR (126 MHz, DMSO-ds) § 199.0, 160.7, 160.0, 149.0, 140.5, 139.5,
139.2, 131.7, 131.7 (d, J=6.7 Hz), 131.7, 131.3, 129.6, 129.3, 129.3, 128.8, 127.0,
125.8, 115.0, 43.4, 35.4, 28.5; HRMS (ESI-MS): Berechnet fiir C2sH220N4 [M+H*]:
394.19139, gefunden: 394.19290.
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Synthese von 1-(4-(Phenethylamino)-2-phenylchinazolin-7-yl)prop-2-en-1-ol (71b)
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Carbaldehyd 69a (250 mg, 0.70 mmol) wurde gemal? VVorschrift H umgesetzt, um die
beschriebene Zielsubstanz 71b (179 mg, 67 %) zu erhalten. 'H NMR (500 MHz,
DMSO-ds) 0 8.63 (t, J = 5.4 Hz, 1H), 8.53 (dd, J = 7.8, 1.7 Hz, 2H), 8.36 — 8.29 (m, 2H),
7.93 (dd, J = 8.5, 1.7 Hz, 1H), 7.58 — 7.47 (m, 3H), 7.37 — 7.27 (m, 4H), 7.24 — 7.17 (m,
1H), 3.90 (dd, J=14.3, 6.2 Hz, 2H), 3.21 (q, J = 7.1 Hz, 2H), 3.08 (t, 2H), 1.14 (t,
J=7.1Hz, 3H); *C NMR (126 MHz, DMSO-ds) ¢ 200.4, 160.1, 159.4, 149.9, 139.7,
139.5, 138.4, 130.3, 128.7, 128.4, 128.3, 128.2, 127.9, 126.1, 123.3, 123.0, 116.3, 42.5,
34.4, 31.6, 8.00.

Synthese von 1-(4-(Phenethylamino)-2-phenylchinazolin-8-yl)prop-2-en-1-ol (71d)

e
NS
©AN
HO Z

Carbaldehyd 69b (60 mg, 0.18 mmol) wurde gemaR Vorschrift H umgesetzt, um die
beschriebene Zielsubstanz 71d (37 mg, 57 %) zu erhalten. *H NMR (500 MHz, CDCl5)
§8.49 (dt, J = 6.0, 3.1 Hz, 2H), 7.59 (d, J = 8.1 Hz, 1H), 7.56 — 7.46 (m, 4H), 7.39 — 7.32
(m, 2H), 7.32 - 7.27 (m, 6H), 6.34 (ddd, J = 16.6, 10.3, 6.0 Hz, 1H), 5.65 — 5.58 (m, 1H),
5.40 (dt, J=17.2,1.4 Hz, 1H), 5.21 (dt, J = 10.3, 1.4 Hz, 1H), 4.11 — 3.99 (m, 2H), 3.12
(t, J=7.1Hz, 2H); C NMR (126 MHz, CDCls) ¢ 160.1, 140.4, 139.1, 132.9, 131.1,
130.9, 129.0, 128.9, 128.7, 128.4, 126.8, 125.4, 120.3, 115.3, 113.8.
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Synthese von 1-(4-(Phenethylamino)-2-phenylchinazolin-7-yl)propan-1-ol (71a)
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Carbaldehyd 69a (143 mg, 0.41 mmol) wurde geméaR Vorschrift H umgesetzt, um die
beschriebene Zielsubstanz 71a (91 mg, 59 %) zu erhalten. 'H NMR (500 MHz,
DMSO-ds) ¢ 8.52 (dd, J = 8.1, 1.5 Hz, 2H), 8.37 (t, J = 5.3 Hz, 1H), 8.17 (d, J = 8.5 Hz,
1H), 7.69 (s, 1H), 7.55 — 7.46 (m, 3H), 7.44 (dd, J = 8.5, 1.4 Hz, 1H), 7.32 (dd, J = 8.9,
5.3 Hz, 4H), 7.25 — 7.18 (m, 1H), 5.33 (d, J = 4.5 Hz, 1H), 4.63 (dd, J = 11.0, 5.8 Hz,
1H), 3.88 (dd, J = 14.2, 6.2 Hz, 2H), 3.13 — 3.04 (m, 2H), 1.78 — 1.65 (m, 2H), 0.87 (t,
J =7.3 Hz, 3H)); *C NMR (126 MHz, DMSO-ds) 5 160.3, 160.1, 151.8, 150.7, 140.6,
139.7, 130.8, 129.6, 129.3, 129.1, 128.6, 127.0, 125.2, 124.4, 123.1, 113.4, 74.1, 43.2,
35.5, 32.6, 10.8.

Synthese von 1-(4-(Phenethylamino)-2-phenylchinazolin-8-yl)propan-1-ol (71c)

e

Carbaldehyd 69b (60 mg, 0.18 mmol) wurde gemaR Vorschrift H umgesetzt, um die
beschriebene Zielsubstanz 71c (44 mg, 68 %) zu erhalten. *H NMR (500 MHz, CDCl5)
& 8.55 — 8.45 (m, 2H), 7.57 — 7.48 (m, 4H), 7.45 (d, J = 6.9 Hz, 1H), 7.38 — 7.33 (m, 2H),
7.32 — 7.26 (m, 4H), 6.22 (s, 1H), 4.93 (t, J = 6.8 Hz, 1H), 4.07 (dd, J = 12.9, 6.7 Hz,
2H), 3.12 (t, J = 7.1 Hz, 2H), 2.20 — 2.08 (m, 1H), 2.08 — 1.95 (m, 1H), 1.61 (s, 1H), 1.00
(t, J=7.4 Hz, 3H); *C NMR (126 MHz, CDCls) ¢ 160.1, 158.5, 139.8, 139.2, 138.0,
130.8, 130.6, 129.1, 128.9, 128.6, 128.4, 126.8, 125.1, 119.7, 113.9, 42.8, 35.5, 32.1,
11.0.
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Synthese von 1-(4-(Phenethylamino)-2-phenylchinazolin-7-yl)prop-2-en-1-on (72b)

Q0
o
N AN
(0]

Startmaterial 71b (80 mg, 0.21 mmol) wurde gemaR Vorschrift F umgesetzt, um die
beschriebene Zielsubstanz 72b (58 mg, 73 %) zu erhalten. 'H NMR (500 MHz,
DMSO-dg) 0 8.63 (t, J = 5.4 Hz, 1H), 8.53 (dd, J = 7.8, 1.7 Hz, 2H), 8.36 — 8.29 (m, 2H),
7.93 (dd, J = 8.5, 1.7 Hz, 1H), 7.58 — 7.47 (m, 3H), 7.37 — 7.27 (m, 4H), 7.24 — 7.17 (m,
1H), 3.90 (dd, J=14.3, 6.2 Hz, 2H), 3.21 (q, J = 7.1 Hz, 2H), 3.08 (t, 2H), 1.14 (t,
J=7.1Hz, 3H); *C NMR (126 MHz, DMSO-ds) ¢ 200.4, 160.1, 159.4, 149.9, 139.7,
139.5, 138.4, 130.3, 128.7, 128.4, 128.3, 128.2, 127.9, 126.1, 123.3, 123.0, 116.3, 42.5,
34.4, 31.6, 8.00; HRMS (ESI-MS): Berechnet fiir CosH220Nsz [M+H*]: 380.17574,
gefunden: 380.17758.

Synthese von 1-(4-(Phenethylamino)-2-phenylchinazolin-8-yl)prop-2-en-1-on (72d)

HN/\/©
N
©)\N
o =

Startmaterial 71d (50 mg, 0.13 mmol) wurde gemall Vorschrift F umgesetzt, um die
beschriebene Zielsubstanz 72d (45 mg, 90 %) zu erhalten. Im Zuge der weiteren
Probenvorbereitung fir NMR-Analyse und Ansetzen einer Stammlésung in DMSO
zeigte sich rasche Zersetzung des Produktes, sodass dieses von der Charakterisierung

ausgeschlossen werden musste.
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Synthese von 1-(4-(Phenethylamino)-2-phenylchinazolin-7-yl)propan-1-on (72a)

O
Sane

Startmaterial 71a (20 mg, 0.05 mmol) wurde gemaR Vorschrift F umgesetzt, um die
beschriebene Zielsubstanz 72a (16 mg, 81 %) zu erhalten. *H NMR (500 MHz, CDCls)
08.60 (dd, J=7.9, 1.7 Hz, 2H), 8.45 (d, J = 1.4 Hz, 1H), 7.93 (dd, J = 8.5, 1.7 Hz, 1H),
7.60 (d, J = 8.6 Hz, 1H), 7.56 — 7.48 (m, 3H), 7.38 — 7.33 (m, 2H), 7.31 — 7.27 (m, 3H),
5.89 (s, 1H), 4.05 (dd, J =12.8, 7.0 Hz, 2H), 3.18 — 3.06 (m, 4H), 1.27 (t, J = 7.2 Hz,
3H); 13C NMR (126 MHz, CDCls) 6 200.7, 161.5, 159.4, 150.7, 139.9, 139.0, 138.6,
130.6, 129.7, 129.0, 128.9, 128.6, 128.5, 126.8, 123.6, 121.1, 116.2, 42.7, 35.3, 32.2, 8.3;
HRMS (ESI-MS): Berechnet flr C2sH240N3 [M+H*]: 382.19139, gefunden: 382.19094.

Synthese von 1-(4-(Phenethylamino)-2-phenylchinazolin-8-yl)propan-1-on (72c)

Y

Startmaterial 71c (25 mg, 0.06 mmol) wurde gemall Vorschrift F umgesetzt, um die
beschriebene Zielsubstanz 72c (21 mg, 83 %) zu erhalten. 'H NMR (500 MHz,
DMSO-ds) J 8.66 (t, J = 5.4 Hz, 1H), 8.47 (dd, J = 8.0, 1.5 Hz, 2H), 8.37 (dd, J = 8.2,
1.1 Hz, 1H), 7.83 (dd, J = 7.2, 1.1 Hz, 1H), 7.58 — 7.48 (m, 4H), 7.35 — 7.29 (m, 4H),
7.25-7.19 (m, 1H), 3.98 — 3.84 (m, 2H), 3.38 — 3.34 (m, 2H), 3.10 — 3.04 (m, 2H), 1.18
(t,J =7.3 Hz, 3H); 13C NMR (126 MHz, DMSO-ds) 6 206.1, 159.7, 159.4, 147.4, 139.6,
138.5, 138.0, 131.8, 130.5, 128.8, 128.5, 128.0, 126.2, 125.6, 124.8, 113.9, 42.5, 37.5,
34.5, 8.6; HRMS (ESI-MS): Berechnet fir CasH240N3 [M+H*]: 382.19139, gefunden:
382.19188.
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7.2.3.3 Kovalente LiPoL.is mit Elektrophil in 3- und 4-Position des 2-Phenyl-Rings

Allgemeine Vorschrift A2 fur die Kondensation von Anthranilamiden mit Benzaldehyden.
Anthranilamide (1 eq), Aldehyde (1.1 eq) und pTsOH (0.1 eq) wurden in THF gel6st und
1 h bei rt geruhrt. AnschlieBend erfolgte die Zugabe von PIDA (1.5 eq) und erneutes
Rihren fur 1 h bei rt. Nach Beendigung der Reaktion wurde mit NaHCO3z und DCM
extrahiert und die vereinigten organischen Phasen in vacuo konzentriert. Das Rohprodukt
wurde durch Saulenchromatographie an Kieselgel (20 % — 30 % EtOACc/PE) gereinigt,
um die jeweilige beschriebene Zielsubstanz zu erhalten.

Synthese von 4-(4-Hydroxy-7-nitrochinazolin-2-yl)benzonitril (74a)

OH
L0
< |
NC

4-Nitroanthranilamid 4b (300 mg, 1.66 mmol) wurde gemal} Vorschrift A2 umgesetzt,
um die beschriebene Zielsubstanz 74a (276 mg, 57 %) zu erhalten. *H NMR (500 MHz,
DMSO-ds) 6 13.11 (s, 1H), 8.45 (s, 1H), 8.37 (d, 1H), 8.34 (d, 2H), 8.25 (d, 1H), 8.06 (d,
2H); 13C NMR (126 MHz, DMSO-dg) J 161.4, 153.4, 151.3, 148.8, 136.4, 132.6, 128.9,
128.2, 125.6, 122.5, 120.6, 118.3, 114.0.

Synthese von 4-(7-Nitro-4-(phenethylamino)chinazolin-2-yl)benzonitril (75a)

HN™ :
N)D\
<
/©)\N "o
NC

4-Hydroxychinazolin 74a (276 mg, 0.94 mmol) wurde gemaR Vorschrift B2 umgesetzt
und séulenchromatographisch an Kieselgel (30 % EtOAC/PE) gereinigt, um die
beschriebene Zielsubstanz 75a (309 mg, 83 %) zu erhalten. *H NMR (600 MHz,
DMSO-ds) 6 8.97 (s, 1H), 8.57 (d, J = 7.2 Hz, 2H), 8.46 (d, J = 8.9 Hz, 1H), 8.42 (s, 1H),
8.22 (d, J=8.9 Hz, 1H), 7.97 (d, J = 7.6 Hz, 2H), 7.31 (d, J = 4.3 Hz, 4H), 7.20 (t, 1H),
3.87 (d, J =12.9, 6.4 Hz, 2H), 3.04 (t, J = 7.5 Hz, 2H); 13C NMR (151 MHz, DMSO-ds)
0159.0, 158.9, 149.6, 149.2, 141.5, 138.9, 132.0, 128.3, 128.0, 125.8, 124.8, 122.5, 118.8,
118.4,117.1, 112.4, 42.2, 33.8.
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Synthese von 4-(7-Amino-4-(phenethylamino)chinazolin-2-yl)benzonitril (76a)

e

7-Nitrochinazolin 75a (1.4 g, 3.54 mmol) wurde geméaR Vorschrift C1 umgesetzt und
séulenchromatographisch an Kieselgel (1% — 5% MeOH/DCM) gereinigt, um die
beschriebene Zielsubstanz 76a (947 mg, 80 %) zu erhalten. 'H NMR (500 MHz,
DMSO-ds) 8 8.60 (t, J = 8.9 Hz, 2H), 8.07 (m, 1H), 7.96 (m, 2H), 7.90 (d, J =8.9 Hz,
1H), 7.39 (t, J = 5.4 Hz, 1H), 7.34-7.30 (m, 4H), 7.21 (m, 1H), 6.96 (dd, J = 15.0, 5.4 Hz,
1H), 6.82 — 6.73 (m, 1H), 5.95 (s, 1H), 3.85 — 3.74 (m, 2H), 3.01 (t, J = 7.5 Hz, 2H);
13C NMR (126 MHz, DMSO-dg) 6 158.9, 157.4, 152.6, 150.9, 143.3, 139.5, 132.0, 128.5,
128.2,128.0, 125.9, 123.4, 118.8, 115.9, 111.6, 104.9, 104.4, 41.9, 34.7.

Synthese von 1-(4-(7-Amino-4-(phenethylamino)chinazolin-2-yl)phenyl)prop-2-en-
1-on (77)
HN/\/©

N)D\
|

N NH,
/\(@2\

(0]

Benzonitril 76a (560 mg, 1 eq, 1.05 mmol) wurde in trockenem THF geldst und bei 0 °C
unter Ruhren Vinylmagnesiumbromid (1.05mL (1 M in THF), 10eqg, 10.5 mmol)
tropfenweise hinzugegeben. Die Reaktionsmischung wurde fir 1 h bei rt geriihrt und
anschlieBend mit gesattigtem NaHCOs(ag) und DCM extrahiert, die vereinigten
organischen Phasen konzentriert und nach sdulenchromatographischer Reinigung an
Kieselgel (1 % — 5 % MeOH/DCM) die beschriebene Zielsubstanz 77 (83 mg, 20 %)
erhalten. *H NMR (400 MHz, DMSO-de) & 8.62 (t, J=7.0 Hz, 2H), 8.54 (s, 1H),
8.23 (d, J =8.7 Hz, 1H), 7.98 (d, J = 8.2 Hz, 2H), 7.38 — 7.29 (m, J = 7.5 Hz, 7H), 7.22
(s, 3H), 7.10 (s, 2H), 4.61 (s, 1H), 3.91 — 3.83 (m, 2H), 3.05 (t, J = 7.4 Hz, 2H); HRMS
(ESI-MS): Berechnet flr CosH23N4O [M+H]*: 394.1794, gefunden: 394.1668.
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Synthese von 7-Nitro-2-(3-nitrophenyl)chinazolin-4-ol (74b)

OH
N)D\
O3N N
2 \©)\N N02

4-Nitroanthranilamid 4b (500 mg, 2.77 mmol) wurde gemal} Vorschrift A2 umgesetzt,
um die beschriebene Zielsubstanz 74b (436 mg, 51 %) zu erhalten. *H NMR (500 MHz,
DMSO-ds) ¢ 13.20 (s, 1H), 9.05 (s, 1H), 8.64 (d, J=7.8 Hz, 1H), 8.47 (d, J = 1.9 Hz,
1H), 8.45 (dd, J = 8.2, 1.4 Hz, 1H), 8.36 (d, J =8.7 Hz, 1H), 8.24 (dd, J = 8.7, 2.2 Hz,
1H), 7.87 (t, J = 8.0 Hz, 1H); 13C NMR (126 MHz, DMSO-ds) ¢ 181.2, 153.3, 150.9,
147.7,134.0, 130.1, 127.9, 127.7, 125.9, 125.3, 125.2, 122.6, 122.2, 120.0.

Synthese von 7-Nitro-2-(3-nitrophenyl)-N-phenethylchinazolin-4-amin (75b)

HN™ :
N)D\
OoN N

4-Hydroxychinazolin 74b (356 mg, 1.21 mmol) wurde gemé&R Vorschrift B2 umgesetzt
und séulenchromatographisch an Kieselgel (30 % EtOAC/PE) gereinigt, um die
beschriebene Zielsubstanz 75b (410 mg, 87 %) zu erhalten. 'H NMR (500 MHz, DMSO-
ds) 5 9.18 (t, J = 32.5 Hz, 2H), 8.81 (d, J = 7.8 Hz, 1H), 8.44 (dd, J = 20.8, 5.6 Hz, 2H),
8.34 (dd, J = 7.8, 1.7 Hz, 1H), 8.20 (dd, J = 8.9, 2.2 Hz, 1H), 7.79 (t, J = 8.0 Hz, 1H),
7.36 (d, J=7.3Hz, 2H), 7.32 (t, J=7.4 Hz, 2H), 7.22 (t, J=6.8 Hz, 1H), 3.84 (d,
J =140, 6.5 Hz, 2H), 3.04 (t, 2H); *C NMR (126 MHz, DMSO-ds) § 166.6, 159.1,
149.8, 149.4, 147.8, 139.1, 139.0, 133.8, 133.7, 129.8, 128.6, 128.2, 126.0, 125.0, 122.6,
122.0, 118.9, 117.4, 42.6, 34.2.
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Synthese von 2-(3-Aminophenyl)-N*-phenethylchinazolin-4,7-diamin (76b)

A

2-(3-Nitrophenyl)-chinazolin 75b (410 g, 1.04 mmol) wurde gemaR Vorschrift C1
umgesetzt und saulenchromatographisch an Kieselgel (1% — 5% MeOH/DCM)
gereinigt, um die beschriebene Zielsubstanz 76b (325 mg, 93 %) zu erhalten. 'H NMR
(600 MHz, DMSO-ds) 6 7.94 (s, 2H), 7.64 (d, J = 36.5 Hz, 2H), 7.36 - 7.29 (m, 4H), 7.21
(d, 1H), 7.14 (t, J=7.2 Hz, 1H), 6.77 (t, 2H), 6.69 (s, 1H), 5.96 (br, 2H), 5.26 (s, 2H),
3.82 (d, J =5.9 Hz, 2H), 3.03 (t, 2H); *C NMR (151 MHz, DMSO-ds) ¢ 159.3, 158.9,
152.8, 149.9, 148.5, 139.7, 128.7, 128.6, 128.6, 128.5, 128.4, 126.0, 123.8, 121.6, 120.6,
119.6, 115.9, 115.4, 113.4, 104.2, 42.2, 35.0.

Synthese von N-(3-(7-Amino-4-(phenethylamino)chinazolin-2-yl)phenyl)acrylamid
(78a)

e
/\H/N\Q)\\N NH,
o

2-(3-Aminophenyl)-chinazolin 76b (250 mg, 0.76 mmol) wurde gemal Vorschrift D2
umgesetzt und saulenchromatographisch an Kieselgel (1% — 5% MeOH/DCM)
gereinigt, um die beschriebene Zielsubstanz 78a (306 mg, 49 %) zu erhalten. *H NMR
(700 MHz, DMSO-ds) § 10.31 (s, 1H), 8.68 (s, 1H), 8.18 (d, J = 7.7 Hz, 1H), 7.94 (s,
1H), 7.89 (t, J = 8.8 Hz, 2H), 7.44 (t, J = 7.9 Hz, 1H), 7.36 (d, J = 7.0 Hz, 2H), 7.31 (t,
J=104, 4.8 Hz, 2H), 7.21 (t, J= 7.3 Hz, 1H), 6.77 (dd, J = 8.8, 2.2 Hz, 1H), 6.73 (d,
J=22Hz, 1H), 6.51 (dd, J =17.0, 10.2 Hz, 1H), 6.32 (dd, 1H), 5.91 (s, 2H), 5.79 (d,
1H), 3.82 (d, 2H), 3.03 (t, 2H); *C NMR (176 MHz, DMSO-ds) ¢ 163.61, 159.54,
153.11, 140.27, 139.34, 132.42, 129.32, 128.85, 127.27, 126.53, 124.04, 123.55, 121.16,

119.41, 115.99, 105.17, 69.92, 64.18, 50.99, 42.54, 35.59; HRMS (ESI-MS): Berechnet
fir CosH24NsO[M+H]*: 409.1903, gefunden: 410.1974.
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Synthese von 3-(4-Hydroxy-7-nitrochinazolin-2-yl)benzaldehyd (74c)

OH

N)D\
NS
O&\O)\N NO,

4-Nitroanthranilamid 4b (2.0 g, 11.06 mmol) wurde geméal Vorschrift A2 umgesetzt, um
die beschriebene Zielsubstanz 74c (2.9 g, 88 %) zu erhalten. *H NMR (600 MHz,
DMSO-dg) § 13.11 (s, 1H), 10.12 (d, J = 3.3 Hz, 1H), 8.73 (s, 1H), 8.49 (dd, J = 4.7,
4.2 Hz, 1H), 8.46 (d, J = 2.2 Hz, 1H), 8.37 (d, = 8.7 Hz, 1H), 8.14 (d, J = 7.6 Hz, 1H),
7.81 (t,J =13.7,6.0 Hz, 1H), 7.18 (t, J = 7.8 Hz, 1H); 13C NMR (151 MHz, DMSO-ds)
0193.3,172.6,161.9, 154.3,151.9, 149.5, 137.7, 137.0, 135.3, 134.2, 131.3, 130.3, 129.9,
128.8, 121.0.

Synthese von 2-(3-(1,3-Dioxolan-2-yl)phenyl)-7-nitrochinazolin-4-ol (80)

OH
SN e el

NS
0)\©)\N o,

Aldehyd 74c (1.0 g, 1 eq, 3.39 mmol) und pTsOH (57 mg, 0.1 eq, 0.34 mmol) wurden in
Ethylenglykol (0.76 mL, 4 eq, 13.55 mmol) und PhMe (20 mL) geldst und fur 19 h unter
Rickfluss und Verwendung einer DS erhitzt. Das Prazipitat wurde abfiltriert und mit
PhMe und DCM gewaschen, um die beschriebene Zielsubstanz 80 (867 mg, 75 %) zu
erhalten. 'H NMR (500 MHz, DMSO-ds) 6 13.01 (s, 1H), 8.45 (s, 1H), 8.36 (d,
J=8.6 Hz, 1H), 8.29 (s, 1H), 8.23 (dd, J = 12.7, 4.5 Hz, 2H), 7.68 (d, J = 7.6 Hz, 1H),
760 (t, J=77Hz, 1H), 585 (s, 1H), 414 - 408 (m, 2H), 3.99
(dd, J =13.1, 6.1 Hz, 2H); ®C NMR (126 MHz, DMSO-d¢) & 193.1, 161.7, 154.6,
151.7, 149.5, 139.3, 132.5, 130.5, 129.1, 128.5, 126.7, 125.8, 122.8, 120.5, 102.7, 65.3.
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Synthese von 2-(3-(1,3-Dioxolan-2-yl)phenyl)-7-nitro-N-phenethylchinazolin-4-amin

(81)
e
(;j\@/’ﬁ;l@\mz

7-Nitrochinazolin 80 (867 mg, 2.56 mmol) wurde gemaR Vorschrift C1 umgesetzt und
séulenchromatographisch an Kieselgel (305 % EtOAC/PE) gereinigt, um die beschriebene
Zielsubstanz 81 (610 mg, 54 %) zu erhalten. 'H NMR (500 MHz, DMSO-ds) J 8.96 (s,
1H), 8.62 (s, 1H), 8.53 (d, J = 7.2 Hz, 1H), 8.47 (s, 2H), 8.22 (d, J = 7.2 Hz, 1H), 7.63 —
7.53 (m, 2H), 7.34 (m, 4H), 7.22 (t, J = 6.9 Hz, 1H), 5.86 (s, 1H), 4.13 — 4.06 (m, 2H),
4.06 — 4.00 (m, 2H), 3.88 (d, J=4.1Hz, 2H), 3.06 (t, J=7.4 Hz, 2H); 13C NMR
(126 MHz, DMSO-ds) ¢ 160.9, 159.3, 150.1, 150.0, 139.4, 138.3, 137.9, 129.0, 128.8,
128.5, 128.4, 126.3, 126.2, 125.1, 122.9, 118.7, 117.5, 102.7, 64.9, 42.8, 34.4.

Synthese von 3-(7-Nitro-4-(phenethylamino)chinazolin-2-yl)benzaldehyd (75c)

HN ~ :
L0
NS

Das Acetal 81 (610 mg, 1 eq, 1.39 mmol) wurde in MeOH (10 mL) geldst und HCl(aq)
(1:2) hinzugegeben und die Reaktionsmischung fir 3 h unter Ruckfluss gerinhrt.
AnschlieRend wurde mit gesattigtem NaHCOs(aqg) ein pH von ca. 10 eingestellt, mit
DCM extrahiert und die vereinigten organischen Phasen konzentriert, um die
beschriebene Zielsubstanz 75¢ (410 mg, 75 %) zu erhalten. *H NMR (500 MHz, DMSO-
de) 0 10.14 (s, 1H), 9.39 (s, 1H), 9.00 (s, 1H), 8.78 (d, J = 7.8 Hz, 1H), 8.66 (t, J = 8.8 Hz,
1H), 8.46 (s, 1H), 8.20 (d, J = 8.9 Hz, 1H), 8.07 (d, J = 7.6 Hz, 1H), 7.77 (t, J = 7.6 Hz,
1H), 7.38 (d, J = 7.3 Hz, 2H), 7.32 (t, J = 7.6 Hz, 2H), 7.21 (t, J = 7.3 Hz, 1H), 3.93 —
3.86 (m, J =13.0, 5.8 Hz, 2H), 3.10 — 3.04 (m, 2H); *C NMR (126 MHz, DMSO-ds) ¢
193.2, 160.1, 159.4, 150.1, 149.9, 139.4, 138.8, 136.4, 133.7, 131.8, 129.4, 128.9, 128.7,
128.5, 126.2, 125.7, 122.8, 118.8, 117.7, 42.7, 34.4; HRMS (ESI-MS): Berechnet fir
C23H18N4O3 [M+H]*: 398.1379, gefunden: 399.1455.
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Synthese von (E)-4-(3-(7-Nitro-4-(phenethylamino)chinazolin-2-yl)phenyl)but-3-en-2-
on (82)

Benzaldehyd 75c¢ (70 mg, 0.18 mmol) wurde gemall Vorschrift G umgesetzt, um die
beschriebene Zielsubstanz 82 (50 mg, 65 %) zu erhalten, welches nachfolgend ohne

weitere Reinigung benutzt wurde.

Synthese von 4-(3-(7-Amino-4-(phenethylamino)chinazolin-2-yl)phenyl)but-3-en-2-on

(78b)
A
0 NAD\
)‘\/\©/k\N NH,

7-Nitrochinazolin 82 (50 mg, 0.14 mmol) wurde gemaR Vorschrift C2 umgesetzt und
séulenchromatographisch an Kieselgel (1% — 5% MeOH/DCM) gereinigt, um die
beschriebene Zielsubstanz 78b (24 mg, 55 %) zu erhalten. *H NMR (500 MHz, CDCls)
0 8.74 (s, 1H), 8.57 (d, J = 7.3 Hz, 1H), 7.64 (d, J = 7.3 Hz, 1H), 7.62 (s, 1H), 7.51 (t,
J=7.6Hz, 1H), 7.41 (d, J = 8.1 Hz, 1H), 7.37 — 7.32 (m, 2H), 7.29 (d, J = 7.9 Hz, 3H),
7.06 (s, 1H), 6.85 (d, 1H), 6.76 (d, J = 8.0 Hz, 1H), 5.82 (s, 1H), 4.22 (s, 2H), 4.01 (d,
J =6.0 Hz, 2H), 3.08 (t, J = 6.8 Hz, 2H), 2.41 (s, 3H); 13C NMR (126 MHz, CDCls) ¢
198.8, 159.2, 143.9, 139.3, 135.8, 134.4, 131.0, 130.7, 129.8, 129.0, 128.8, 128.8, 128.5,
128.2 , 127.9, 127.4, 126.8, 126.7, 126.0, 122.4, 116.3, 42.5, 35.6, 27.6; HRMS (ESI-
MS): Berechnet flr C26H2sN4O [M+H]*: 408.1950, gefunden: 409.2023.
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7.2.4 Synthese von Biotin-modifizierten LiPoL.is

Synthese von 7-(Aminomethyl)-N-phenethyl-2-phenylchinazolin-4-amin (8d)
HN/\/©
N/
©)\\N NH,

Chinazolin-7-carbonitril 68a (120 mg, 0.34 mmol) wurde in 50 % MeOH/EtOAc geldst
und in einem H-Cube Pro™-Flussreaktor mit einer 30 x 4 mm 10 % Pd/C-Kartusche und
einem  Hx-Druck wvon 55bar bei 70°C und 1mL/min  umgesetzt.
Saulenchromatographische Reinigung der erhaltenen Reaktionsmischung an Kieselgel
(6 % — 10 % MeOH/DCM — 100 % MeOH) lieferte die beschriebene Zielsubstanz 8d
(72 mg, 59 %). LCMS (ESI-MS): Berechnet fur C2sH2N4 [M+H]*: 355.19; gefunden:
355.44.

Synthese von N-((4-(Phenethylamino)-2-phenylchinazolin-7-yl)methyl)acetamid (8e)

7-Aminomethylchinazolin 8d (30 mg, 1 eq, 81.2 umol) wurde in TEA (23 pL, 2eq,
162 pmol) und THF (2 mL) gel6st und unter Rihren Ac20 (23 L, 3 eq, 244 pmol) bei
rt hinzugegeben. Die Reaktionsmischung wurde fiur 2 h bei rt geruhrt und nach
Verdampfen des Losungsmittels sdulenchromatographisch an Kieselgel (2% — 8 %
MeOH/DCM) gereinigt, um die beschriebene Zielsubstanz 8e (24 mg, 65 %) zu erhalten.
LCMS (ESI-MS): Berechnet fur C2sH2aN40 [M+2H]*: 398.20; gefunden: 398.72.
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Synthese von 2-(4-(Aminomethyl)phenyl)-N*-phenethylchinazolin-4,7-diamin (3s)

HN/\Q
Q)
o
N NH,
H,N

4-(7-Nitrochinazolin-2-yl)benzonitril 75a (370 mg, 0.94 mmol) wurde gemaR Vorschrift
C1 umgesetzt und das 4-(7-Aminochinazolin-2-yl)benzonitril 76a als Zwischenprodukt
erhalten. Dieses wurde anschlieRend in 50 % MeOH/EtOAc unter Zugabe von 1 M HCI
(kat.) gelost und in einem H-Cube Pro™-Flussreaktor mit einer 30 x 4 mm 10 % Pd/C-
Kartusche und einem Hz-Druck von 55 bar bei 70 °C und 1 mL/min weiter umgesetzt.
Saulenchromatographische Reinigung der erhaltenen Reaktionsmischung an Kieselgel
(5 % — 20 % MeOH/DCM) lieferte die beschriebene Zielsubstanz 3s (235 mg, 68 %).
IH NMR (500 MHz, DMSO-ds) 6 8.44 (d, J = 8.3 Hz, 2H), 8.09 (t, J = 5.3 Hz, 1H), 7.92
(d, J=8.9 Hz, 1H), 7.59 (d, J = 8.3 Hz, 2H), 7.35 — 7.28 (m, 5H), 7.24 — 7.17 (m, 2H),
6.76 (dd, J =8.8, 2.2 Hz, 1H), 6.72 (d, J = 2.2 Hz, 1H), 5.92 (br, 2H), 4.05 (s, 2H), 3.79
(q, J =14.2, 6.0 Hz, 2H), 3.01 (t, 2H); *C NMR (126 MHz, DMSO-dg) § 159.2, 158.7,
152.8, 152.0, 140.0, 139.4, 136.1, 128.8, 128.7, 128.5, 127.8, 126.2, 123.8, 115.6, 106.3,
104.8, 42.3,42.1, 35.1.
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Synthese von 1-(5-(2-Oxohexahydro-1H-thieno[3,4-d]imidazol-4-yl)pentanamido)-N-
((4-(phenethylamino)-2-phenylchinazolin-7-yl)methyl)-3,6,9,12-tetraoxapentadekan-
15-amid (7f)

O
NH

HN N : HN
@)\\N N \n/\/o\/\o/\/o\/\o/\/ N IS
O

(0}

Zu einer Losung aus Biotin-PEG4-sdure 19 (50.4 mg, 1eq, 102.5 pmol) und HATU
(429 mg, 1.1eq, 112.8 umol) in DIPEA (70 pL, 4 eq, 410.0 umol) und THF (5 mL)
wurde unter Rihren 7-Aminomethylchinazolin 8d (40 mg, 1.1 eq, 112.8 umol) in THF
(1 mL) bei rt hinzugetropft. Die Reaktionsmischung wurde flir weitere 2 h bei rt gerihrt,
anschlieBend mit geséattigtem NaHCOs(aq) und DCM extrahiert und die vereinigten
organischen Phasen konzentriert. S&dulenchromatographie an Kieselgel (3 % — 10 %
MeOH/DCM) lieferte die beschriebene Zielsubstanz 7f (49 mg, 49 %). 'H NMR
(500 MHz, DMSO-ds) 6 8.57 (t, J = 6.0 Hz, 1H), 8.51 (dd, J=7.9, 1.6 Hz, 1H), 8.44 (t,
J=5.4Hz, 1H), 8.17 (d, J = 8.5 Hz, 1H), 7.86 (t, J = 5.6 Hz, 1H), 7.62 (s, 1H), 7.54 —
7.46 (m, 3H), 7.36 (dd, J = 8.5, 1.4 Hz, 1H), 7.33 — 7.28 (m, 4H), 7.25 — 7.18 (m, 1H),
6.44 (s, 1H), 6.38 (s, 1H), 4.45 (d, J = 5.9 Hz, 2H), 4.32 — 4.24 (m, 1H), 4.13 — 4.06 (m,
1H), 3.87 (dd, J = 14.3, 6.1 Hz, 2H), 3.68 (t, J = 6.2 Hz, 2H), 3.59 — 3.52 (m, 4H), 3.51
—3.42 (m, 8H), 3.39 — 3.33 (m, 8H), 3.16 (g, J = 5.8 Hz, 2H), 3.09 — 3.03 (m, 3H), 2.79
(dd, J=12.4, 5.1 Hz, 1H), 2.56 (d, J = 12.4 Hz, 1H), 2.46 (t, J = 6.2 Hz, 2H), 2.05 (t,
J=7.4Hz, 2H); *C NMR (126 MHz, DMSO-ds) J 172.2, 170.5, 162.8, 159.5, 159.4,
150.1, 144.6, 139.7, 138.8, 130.1, 128.8, 128.5, 128.3, 127.9, 126.2, 125.2, 124.7, 122.7,
112.6, 69.8, 69.8, 69.8, 69.7, 69.7, 69.6, 69.2, 66.9, 61.1, 59.2, 55.5, 42.5, 41.9, 38.5,
36.3,35.1, 34.7,28.3, 28.1, 25.3; HRMS (ESI-MS): Berechnet fur C44HsgN-07S [M+H]*:
828.41129; gefunden: 828.41402.
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Synthese von  N-(4-(7-Amino-4-(phenethylamino)chinazolin-2-yl)benzyl)-1-(5-(2-
oxohexahydro-1H-thieno[3,4-d]imidazol-4-yl)pentanamido)-3,6,9,12-

tetraoxapentadekan-15-amid (3u)

HN/[L N)jg\
NH -
S N\/\O/\/O\/\O/\/O\/\H/N
0] (@)

Zu einer Losung aus Biotin-PEG4-sdure 19 (84.5mg, 1eq, 172.0 umol) und HATU
(72 mg, 1.1 eq, 189.0 umol) in DIPEA (120 uL, 4 eq, 688.0 umol) und THF (5 mL)
wurde unter Ruhren 2-(4-(aminomethyl)phenyl)-chinazolin  3s (70 mg, 1.1eq,
189.0 umol) in THF (1 mL) bei rt hinzugetropft. Die Reaktionsmischung wurde flr
weitere 2h bei rt gertihrt, anschlielend mit gesattigtem NaHCOgz(ag) und 10 %
MeOH/DCM extrahiert und die vereinigten organischen Phasen konzentriert.
Saulenchromatographie an Kieselgel (3% — 10% MeOH/DCM) lieferte die
beschriebene Zielsubstanz 3u (64 mg, 40 %). *H NMR (500 MHz, DMSO-ds) J 8.56 —
8.46 (m, 2H), 8.40 (t, J = 9.6 Hz, 1H), 8.24 (dd, J = 4.2, 1.4 Hz, 1H), 8.05 — 7.96 (m,
2H), 7.94 — 7.85 (m, 1H), 7.35 (d, J =8.3 Hz, 2H), 7.33 — 7.29 (m, 4H), 7.21 (ddd,
J=28.6,6.2,2.7 Hz, 1H), 7.07 (dd, J = 8.3, 4.2 Hz, 1H), 6.74 (dd, J = 8.8, 2.2 Hz, 1H),
6.70 (d, J = 2.2 Hz, 1H), 6.43 (d, J = 28.0 Hz, 1H), 5.87 (s, 1H), 4.34 (d, J = 5.9 Hz, 1H),
430 — 4.25 (m, 1H), 4.12 — 4.07 (m, 1H), 3.78 (dd, J =14.7, 6.0 Hz, 1H), 3.65 (t,
J=6.3 Hz, 1H), 3.50 (s, 2H), 3.50 — 3.44 (m, 8H), 3.38 (s, 8H), 3.36 (t, J = 6.0 Hz, 2H),
3.18 -3.13 (m, 1H), 3.09 — 3.03 (m, 1H), 3.03 - 2.98 (m, 1H), 2.79 (dd, J = 12.4, 5.1 Hz,
1H), 2.42 (t, J = 6.3 Hz, 1H), 2.04 (t, J = 7.4 Hz, 1H), 1.62 (s, 1H), 1.61 — 1.54 (m, 1H),
1.53 — 1.38 (m, 3H), 1.36 — 1.20 (m, 3H); 3C NMR (126 MHz, DMSO-ds) J 172.6,
170.7, 166.9, 163.2, 159.5, 153.1, 152.4, 144.8, 141.5, 140.4, 139.6, 134.8, 129.2, 128.9,
128.1,127.3,126.9, 126.6, 118.5, 106.7, 105.2, 70.2 (d, J = 4.6 Hz), 70.2 (d, J = 4.6 Hz),
70.0 (d, J=5.0 Hz), 69.6, 67.4, 61.5, 59.6, 55.9, 42.7, 42.3, 38.9, 36.6, 35.5, 28.7, 28.5,
25.7, HRMS (ESI-MS): Berechnet fiir CasHsoNsO7S [M+H]*: 843.42219; gefunden:
843.42400.
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7.2.5 Synthese von trisNTA

Synthese von 5-Benzyl 1-(tert-butyl) 2-(bis(2-(tert-butoxy)-2-oxoethyl)amino)-2I3-
pentandioat (26)
K
ﬂ\ 0 (go o
L0
A

5-Benzyl-1-(tert-butyl)-2-amino-243-pentandioat-Hydrochlorid 24  (2.2g, 1eq,
6.67 mmol) wurde in tert-Butyl 2-bromoacetat 25 (5.2 g, 4 eq, 29.99 mmol), DIPEA
(5.67mL, 5eq, 37.49 mmol) und DMF (20mL) in einem mit N2 gesplltem
Reaktionsgefa gelost und fur 20 h bei 55 °C geruhrt. Anschlielend wurde das
Losungsmittel verdampft und der Rickstand in EtOAc aufgenommen, die filtriert und mit
25 % EtOACc/Cy gewaschen. Sdulenchromatographische Reinigung des Filtrats an
Kieselgel (5% — 20 % EtOAC/PE) lieferte die beschriebene Zielsubstanz 26 (2.1 g,
60 %) als gelbes Ol. *H NMR (300 MHz, DMSO-ds) 6 7.44 — 7.23 (m, 5H), 5.07 (s, 2H),
3.37 (s, 4H), 3.33 (s, 1H), 2.72 — 2.52 (m, 2H), 1.92 — 1.66 (m, 2H), 1.40 (s, 9H), 1.37 (s,
18H); HRMS (ESI-MS): Berechnet fir C2gHaNOg [M+H]*: 522.30614; gefunden:
522.30626.
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Synthese von  4-(Bis(2-(tert-butoxy)-2-oxoethyl)amino)-5-(tert-butoxy)-5-0x0-443-
pentansaure (27)

>LJ’\/§\)&
BN

Startmaterial 26 (2.1 g, 1 eq, 4.03 mmol) wurde in MeOH gel6st und in einem H-Cube

K

Pro™.-Flussreaktor mit einer 30 x 4 mm 10 % Pd/C-Kartusche und einem Hz-Druck von
25 bar bei 60 °C und 1 mL/min umgesetzt. Die beschriebene Zielsubstanz 27 (1.7 g,
98 %) wurde nach einem Durchlauf erhalten und wurde ohne weitere Reinigung
weiterverwendet. R (25 % EtOAc/Cy) = 0.2; *H NMR (300 MHz, DMSO-dg) ¢ 12.01
(s, 1H), 3.37 (d, J = 3.5 Hz, 4H), 3.29 (d, J = 3.3 Hz, 1H), 2.46 — 2.24 (m, 2H), 1.82 —
1.61 (m, 2H), 1.41 (s, 9H), 1.39 (s, 18H); HRMS (ESI-MS): Berechnet fiir C21H3sNOs
[M+H]*: 432.25919; gefunden: 432.25912.
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Synthese von Hexa-tert-butyl-2,2*,2"* 2" 2"*** 2""""*-(((1,4,8,11-
tetraazacyclotetradekan-1,4,8-triyl)tris(1-(tert-butoxy)-1,5-dioxo-243-pentan-5,2-
din))tris(azantrin))hexaacetat (29)

g &
g Jvo;;ﬁk
i

T

f
Startmaterial 27 (1.7 g, 3 eq, 3.94 mmol) wurde in 1,4,8,11-Tetraazacyclotetradekan 28
(264 mg, 1 eq, 1.31 mmol) und trockenem DCM (10 mL) geldst. AnschlieRend erfolgte
die Zugabe von TBTU (1.7 g, 4 eq, 5.25 mmol) und DIPEA (1.34 mL, 6 eq, 7.88 mmol)
und Ruhren der Reaktionsmischung fiir 19 h bei rt. Nach Verdampfen des Losungsmittels
und Extraktion mit Wasser und DCM sowie Waschen mit gesattigter NaCl(ag) wurde
nach sdulenchromatographischer Reinigung an Kieselgel (100 % EtOAc — 10 %
MeOH/DCM) die beschriebene Zielsubstanz 29 (1.52g, 81 %) erhalten werden.

IH NMR (500 MHz, CDCls) 6 3.58 — 3.31 (m, 27H), 2.84 (s, J = 15.4 Hz, 2H), 2.79 (s,
8H), 2.15 — 1.78 (m, 11H), 1.45 (s, 27H), 1.41 (s, 54H).
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Synthese von Hexa-tert-butyl-2,2",2",2"",2"*** 2" "*-(((11-(6-((tert-
butoxycarbonyl)amino)hexanoyl)-1,4,8,11-tetraazacyclotetradekan-1,4,8-triyl)tris(1-
(tert-butoxy)-1,5-dioxo-243-pentan-5,2-diyl))tris(azantriyl))hexaacetat (31)

Startmaterial 29 (1.5 g, 1 eq, 1.04 mmol) und 6-((tert-Butoxycarbonyl)amino)hexansaure
30 (266 mg, 1.1 eq, 1.15 mmol) wurden in trockenem DCM (10 mL) gel6st bevor TBTU
(468 mg, 1.4eq, 1.46 mmol) und DIPEA (355 puL, 2eq, 2.08 mmol) hinzugegeben
wurden. Die Reaktionsmischung wurde 12 h bei rt gerthrt, nach Beendigung das
Losungsmittel verdampft und der Rickstand mit Wasser und DCM extrahiert.
Saulenchromatographische Reinigung an Kieselgel (80 % EtOAC/PE) lieferte die
beschriebene Zielsubstanz 31 (1.43 g, 83 %). Rf (100 % EtOAc) = 0.3; 'H NMR
(500 MHz, CDClz) 6 5.28 (s, 2H), 3.68 (g, J = 7.0 Hz, 6H), 3.51 — 3.35 (m, 32H), 2.78
(s, 6H), 2.13 (s, 8H), 1.67 — 1.55 (m, 9H), 1.43 (s, J = 6.9 Hz, 27H), 1.40 (s, 54H), 1.21
(t, J=7.0 Hz, 6H).
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Synthese von 2,2',2",2"'-(((4-(6-Aminohexanoyl)-8-(4-(bis(carboxymethyl)amino)-5-
(tert-butoxy)-5-oxo0-413-pentanoyl)-1,4,8,11-tetraazacyclotetradekan-1,11-diyl)bis(1-
carboxy-4-oxo-113-butan-4, 1-din))bis(azantriyl))tetraessigsau re (23)

e gj
Ho\i E; 7;1

Startmaterial 31 (500 mg, 1eq, 3.05 mmol) wurde in TFA (5 mL) gelést und unter
Rihren bei rt eine Losung aus 5% v/v H2O und 5% v/v TIS in TFA (500 pL)
hinzugegeben. Die Reaktionsmischung wurde fir weitere 4 h bei rt gerthrt und das
Losungsmittel mit DCM (20 mL) koevaporiert, der Rickstand in einem kleinen VVolumen
TFA aufgenommen und mit kaltem Et20 versetzt. Das Prazipitat wurde abfiltriert und mit
kaltem Et2O gewaschen, um die beschriebene Zielsubstanz 23 (251 mg, 50 %) als weiles
TFA-Salz zu erhalten. *H NMR (500 MHz, DMSO-ds) ¢ 11.98 (s, 9H), 3.64 — 3.24 (m,
33H), 2.78 (s, 2H), 2.39 — 2.21 (m, 2H), 1.97 — 1.63 (m, 9H), 1.53 (dd, J = 13.1, 7.8 Hz,
4H), 1.44 — 1.35 (m, 4H), 1.36 — 1.22 (m, 2H), 1.09 (t, J = 7.0 Hz, 4H).
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7.3 Mutagenese, Proteinexpression und -reinigung

Mutagenese, Expression und Reinigung der verwendeten Proteine wurde wie in der
Literatur beschrieben durchgefiihrt.[361 Kurz dargestellt wurden die mit N-terminalem
Hise-tag versehenen p38a-Konstrukte (WT, K249C, S251C, S252C und D294C) mittels
ortsgerichteter Mutagenese basierend auf dem WT-Konstrukt erzeugt. Konstrukte fur
p38a WT sowie der Mutanten wurden anschlieBend in chemisch kompetente BL21(DE3)
Escherichia coli transformiert, exprimiert und gereinigt.[38 Uberexpression wurde Gber
Nacht (20 h) bei 18 °C unter Schiitteln bei 160 rpm durchgefuhrt. Danach wurde das
jeweilige Zielprotein Uber Ni-Affinitats-, Anionenaustausch- und schlie3lich
GroRenausschlusschromatographie gereinigt, nachdem eine proteolytische Spaltung des
Hise-tags stattfand. AnschlieBend wurde das Protein auf ca. 20 mg/mL konzentriert, in
flissigem Stickstoff schockgefroren und bei -80 °C bis zum weiteren Gebrauch gelagert.
Fur die spatere Verwendung von p38a WT in SPR-Messungen fand wéhrend der
Reinigung keine Abspaltung des Affinitats-tags statt.

7.3.1 Aminosauresequenzen der verwendeten p38a-Konstrukte

In den aufgeflihrten Sequenzen sind Mutationspositionen gelb unterlegt, der Hiss-tag
rot und die Thrombin-Spaltstelle blau markiert. Fir p38a WT ist die komplette Sequenz
angegeben, wahrend fir die Mutanten lediglich der Abschnitt mit der verdnderten
Aminosauresequenz gezeigt ist. Z&hlung der Aminoséuren beginnt jeweils nach der

Thrombin-Spaltstelle.



p38a WT

10
HSQERPTFEFYR
60
AVKKLSRPFQ
110
DVYLVTHLMG
160
LKPSNLAVNE
210
NQTVDIWSVG
260
SSESARNYTIQ
310
QALAHAYFAQ
360
PPLDQEEMES

p38a K249C

210
NQTVDIWSVG

260
SSESARNYIQ

p38a S251C

210
NQTVDIWSVG

260
CSESARNYIQ

p38a S25C

210
NQTVDIWSVG

260
SCESARNYIQ

p38a D294C

210
NQTVDIWSVG
260
SSESARNYIQ

20
QELNKTIWEV
70
SITHAKRTYR
120
ADLNNIVKCQ
170
DCELKILDFG
220
CIMAELLTGR
270
SLTQMPKMNF
320
YHDPDDEPVA

220
CIMAELLTGR

270
SLTOMPKMNF

220
CIMAELLTGR

270
SLTOMPKMNF

220
CIMAELLTGR

270
SLTOMPKMNF

220
CIMAELLTGR

270
SLTQMPKMNF

MGSSHHHH
30
PERYQNLSPV
80
ELRLLKHMKH
130
KLTDDHVQFL
180
LARHTDDEMT
230
TLEFPGTDHID
280
ANVFIGANPL
330
DPYDQSFESR

230
TLFPGTDHID

280
ANVFIGANPL

230
TLFPGTDHID

280
ANVEFIGANPL

230
TLEFPGTDHID

280
ANVEFIGANPL

230
TLFPGTDHID

280
ANVFIGANPL
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HHSFITSLYK
40
GSGAYGSVCA
90
ENVIGLLDVF
140
IYQILRGLKY
190
GYVATRWYRA
240
QLKLILRLVG
290
AVDLLEKMLV
340
DLLIDEWKSL

240
QLKLILRLVG

290
AVDLLEKMLV

240
QLKLILRLVG

290
AVDLLEKMLV

240
QLKLILRLVG

290
AVDLLEKMLV

240
QLKLILRLVG

290
AVDLLEKMLV

KAGFLVPRGS
50
AFDTKTGLRV
100
TPARSLEEFN
150
IHSADIIHRD
200
PEIMLNWMHY
250
TPGAELLKKI
300
LDSDKRITAA
350
TYDEVISFEVP

250
TPGAELLKCI

300
LDSDKRITAA

250
TPGAELLKKI

300
LDSDKRITAA

250
TPGAELLKKI

300
LDSDKRITAA

250
TPGAELLKKI

300
LDSCKRITAA
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7.4 Phosphorylierung von p38a und Kinase-Titration

Folgende Pufferlosungen wurden fir die Aktivierung und Aktivitatsbestimmung der

hergestellten p38a-Konstrukte verwendet:

Aktivierungspuffer
50 mM Tris, 10 mM MgClz, 1 mM DTT, 0.001 % Tween® 20, pH 7.4

Lagerpuffer
20 mM HEPES, 50 mM NaCl, 10 mM DTT, 5 % Glycerol, pH 7.1

5x HTRF®-Puffer
250 mM HEPES, 0.1 % NaNs, 0.05 % BSA, 0.5 mM Orthovanadat, pH 7.0

Assaypuffer
1x HTRF®-Puffer, 10 mM MgClz, 10 mM MnCly, 0.01 % Tween® 20, 1 mM DTT

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

7.4.1 Phosphorylierung von p38a mit MKKG6

Die Aktivierung von p38a WT und -Mutanten erfolgte durch Inkubation mit
konstitutiv aktiver MKK6 S207E/T211E. Hierzu wurden jeweils 20 uM jedes p38a-
Variante und 50 nM MKKG® in Aktivierungspuffer mit 1 mM ATP fur 90 min bei 37 °C
unter Schatteln inkubiert. AnschlieBend wurde eine Dialyse gegen Lagerpuffer tber
Nacht (21 h) bei 4 °C durchgefihrt, um restliches ATP zu entfernen. Die erhaltenen
Stammlésungen betrugen eine Proteinkonzentration von ca. 0.2 mg/mL und wurden bis
zum weiteren Gebrauch flr die Aktivitats-basierten Messungen in flissigem Stickstoff

schockgefroren und bei -80 °C gelagert.



Experimenteller Teil |227

7.4.2 Kinase-Titration mit HTRF®-Assay

Jeweils fir p38a WT, K249C, S251C, S252C und D294C wurden 0.1 — 10 ng/well in
Mikrotiterplatten gegeben (inklusive je einem well ohne Kinase), wobei jeweils 5 pL
einer 2 ug/mL Kinase-Losung in Assaypuffer fur die hdchste Konzentration der
Verdlnnungsreihe benutzt wurden. Die Phosphorylierungsreaktion wurde durch Zugabe
von 5 puL ATP/Substrat-Losung in Assaypuffer (100 uM ATP, 1 uM ATF2-GST-
Substratpeptid gestartet und der Ansatz fir 30 min bei rt in einer Feuchtekammer
inkubiert. Anschlief3end wurden 10 pL Detektionslosung in Detektionspuffer (1 nM anti-
GST-XL665 Ab, 125 nM anti-phosho-ATF2 Ab) hinzugegeben und fur weitere 60 min
inkubiert. SchlieBlich erfolgte das Auslesen der Platten durch Messung der Fluoreszenz
bei Emissionswellenlangen von 620 nm (anti-phospho-ATF2 Ab) und 665 nm (anti-
GST-XL665) 60 ps nach Anregung bei 317 nm. Das Verhaltnis beider Intensitaten wurde

berechnet und gegen die jeweilige Kinasekonzentration aufgetragen.

7.5 Biophysikalische Methoden

7.5.1 Microscale-Thermophorese

Zunachst wurde eine Fluoreszenzmarkierung von p38a WT durchgefihrt. Hierfur
wurden 20 uM Protein mit 10 uM NT-647-Maleimid in PBS-T fur 1 h auf Eis inkubiert
und die Kinase anschlieRend mit der Séule B des Markierungskits gereinigt, wobei der

zuvor verwendete Puffer als Elutionspuffer genutzt wurde.

Eine Verdinnungsreihe der jeweiligen Analyten in PBST (+ 3 % DMSO) 9.16 nM bis
300 uM wurde angesetzt, wobei zuvor eine entsprechende Vorverdinnung der zu
testenden Substanzen (10 mM in DMSO) in DMSO hergestellt wurde, um eine
Endkonzentration von 3% DMSO in den finalen Proben nicht zu Uberschreiten.
AnschlieRend wurden 10 pL NT-167-p38a WT in PBS-T zu den Proben gegeben, sodass
bei einem Endvolumen von jeweils 20 pL eine finale Analytkonzentrationen von 4.58 nM
- 150 uM und eine finale Proteinkonzentration von 50 nM erreicht wurden. Vor der
Messung wurden die Proben fur 10 min bei 4 °C zentrifugiert. Danach wurden die

MST-Kapillaren mit insgesamt 16 Proben pro Analyt beladen.
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DieMessung der Proben erfolgte durch Erhitzen innerhalb von 5 s (von 20 nach 23 °C)
und MST-Monitoring Uber 30 s (MST Anregungsleistung: 40 %, rt). Analyse der Daten
erfolgte mit der MO.Affinity Analysis Software (v2.1.2030, NanoTemper).

7.5.2 Bio-Layer-Interferometrie

Zunachst wurde eine Biotinylierung von p38a WT durchgefihrt. Hierflir wurde geman
Vorschrift des Herstellers (Thermo) p38a WT in PBS-T entsprechend verdiinnt, mit
Sulfo-NHS-Biotin inkubiert und anschlief}end entsalzt und gereinigt.

Die nach einem loading scout bestimmte optimale Beladung der Sensoren mit
Biotin-p38a WT betrug 100 pg/mL und ergab nach Blocken der freien Streptavidin-
Bindungsstellen mit Biocytin (Pall ForteBio) ein Immobilisierungslevel von ca. 9 nm.
Analyten (10 mM in DMSO) wurden in einer Verdinnungsreihe von 125 nM - 1 uM fur
SB203580, bzw. 1.25- 10 uM fiur LiPoLis, in PBS-T angesetzt, sodass eine finale
Konzentration von 2 % DMSO erhalten wurde, und anschlieRend jeweils 200 uL der
Losungen in 96-well-Messplatten vorgelegt.

Fur die Messung der Proben wurden 16 Sensoren beladen, acht davon dienten als
»aktive®“ Sensoren: Auf sieben Oberflichen wurde Biotin-p38a WT immobilisiert,
wahrend ein Sensor lediglich mit Biocytin geblockt wurde, um als Referenzoberflache
(Driftkontrolle) zu dienen. Acht weitere Sensoren wurden mit Biotin geblockt und
parallel zu den ,aktiven* Sensoren gemessen, um eine Doppelreferenzierung zu
ermdoglichen (NSB-Kontrolle). Zur Messung der Assoziation wurden die Sensoren fir
jeweils 2 min in die Analyt-Proben getaucht und anschlieBend zur Bestimmung der
Dissoziation fiir 5 min in PBS-T (+ 3 % DMSO) getaucht.

Im Rahmen der Analyse der Daten erfolgten die Doppelreferenzierung des erhaltenen
Signals auf den ,aktiven” Sensoren, Korrektur der Basislinie, inter-step-Korrektur,
Angleichen an Dissoziation und schlieBlich das Anlegen eines globalen 1:1-Langmuir
Fit-Modells.

Fir die vice versa-Charakterisierung mit dem biotinylierten LiPoLi 3u wurde ein
Immobilisierungslevel von 0.5 nm erreicht und die Biosensoren flr die Messung analog
zu der obigen Vorschrift beladen. p38a WT wurde als Analyt in Konzentrationen von
1.56 - 50 uM in PBS-T eingesetzt. Messung und Analyse der Daten erfolgte wie oben

beschrieben.
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7.5.3 Thermal-Shift-Assay

Schmelzkurven von p38a WT wurden bei jeweils zwei Analyt-Konzentrationen (10,
50 uM) gemessen. Hierfur wurden die Analyten (10 mM Stammldsungen in DMSO) auf
0.5 mM, bzw. 2.5 mM, verdinnt und jeweils 0.8 uL auf eine Messplatte gegeben.
Zusétzlich zu den Analyten wurden Kavitaten mit DMSO und Wasser als
Negativkontrollen belegt. p38a WT wurde in Probenpuffer (10 mM HEPES, 150 mM
NaCl, 5x SYPRO® Orange, pH 7.5) auf 1 uM verdiinnt und fortan vor Licht geschiitzt.
Jeweils 39 pL Kinase wurden in die Kavitaten der Messplatte gegeben und die Proben
gemischt. Nachdem die Platten mit optischer Folie verschlossen und zentrifugiert wurden,
erfolgte  die Messung in  einem Real-Time Thermocycler. Bei einer
Anregungswellenldnge von 492 nm und einer Emissionswellenldnge bei 610 nm wurden
wahrend einer Temperaturerh6hung von 25 °C bis 95 °C (1 °C/min) die Schmelzkurzen
aufgenommen. Der jeweilige Thermal-Shift ATm wurde nach Abzug des Schmelzpunktes

der Proben in Gegenwart von DMSO bestimmt.

7.5.4 Oberflachenplasmonenresonanz-Spektroskopie

Fur sémtliche Experimente wurden PBS-T (+ 2 % DMSO) als SPR-Assaypuffer und

High Capacity Amine (HCA)-Sensoren (Sierra Sensors) verwendet.

7.5.4.1 Immobilisierungsstrategie mit NeutrAvidin

Zunachst wurde eine Vorbehandlung der unmodifizierten Sensoren mit alternierenden
Injektionen von 1 M HCI und Elutionspuffer (1 M NaCl, 10 mM NaOH) fir jeweils 5 min
bei 20 uL/min durchgefiihrt. Aktivierung der Sensoren erfolgte mit 0.05 M EDC/0.4 M
NHS, anschlieBende Modifizierung mit 5 pg/mL NAv in 10 mM NaOAc (pH 5.0) und
Blocken der Oberflache mit 1 M Ethanolamin (pH 8.5) fur jeweils 7 min bei 20 pL/min.
Auf diese Weise wurde bzgl. NAv ein Immobilisierungslevel von 4000 - 6000 RU erzielt.

Immobilisierung von 5 pg/mL Biotin-p38a WT (Herstellung siehe Kapitel 7.5.2) in
PBS-T erfolgte durch schrittweise Injektion des Liganden fiir jeweils 30 s bei 20 pL/min

bis ein Immobilisierungslevel von ca. 4000 RU erreicht wurde.
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Analog wurde flr die Immobilisierung des biotinylierten LiPoLi 3u verfahren, indem
schrittweise 20 uM 3u in PBS-T fur 30s bei 20 pL/min injiziert und ein

Immobilisierungslevel von ca. 10 - 20 RU erzielt wurden.

7.5.4.2 Immobilisierungsstrategie mit trisNTA

Die Synthese von trisNTA wurde gemaR Vorschrift in Kapitel 7.2.5 durchgefiihrt.
Herstellung von trisNTA-Sensoren geschah auflerhalb des Gerats in separaten
Petrischalen, indem die Sensoroberflache zunéchst mit 0.05 M EDC/0.4 M NHS, mit
100 mM trisNTA in K2CO3z (pH 9.0) modifiziert und anschliefend zum Blocken mit 1 M
Ethanolamin (pH 8.5) fir jeweils 8 min inkubiert wurde. Zwischen diesen Schritten
wurde die Sensoroberflache mit ddH.O gespiilt.

Fur die Immobilisierung der Liganden erfolgte zundchst die Injektion von 200 uM
Ni(OACc)2 fir 7 min bei 20 uL/min und darauffolgend von 20 pg/mL Hise-p38a WT in
PBS-T (wenn notig schrittweise) bis ein Immobilisierungslevel von ca. 3000 - 4000 RU
erreicht wurde. Analog wurde (wenn nétig) auf die Referenzoberflache 50 pg/mL Hise-
Peptid injiziert, bis ein Immobilisierungslevel von ca. 20 - 100 RU erreicht wurde. Mit
der Injektion der Analyten wurde fortgefahren, sobald die modifizierten Oberflachen
einen konstanten Drift von maximal 2 RU/min aufwiesen.

Nach Beendigung des Assays wurde durch (mehrfache) Injektion von 0.5 M EDTA
fur 2 min bei 10 pL/min die trisNTA-Oberflache der Sensoren regeneriert werden
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7.5.4.3 Allgemeines Assayprotokoll

Eine Verdunnungsreihe von LiPoLis (200 nM - 6 uM, bzw. 1 - 30 uM) und SB203580
als Referenzverbindung (0.1 nM - 2.5 uM) wurden angesetzt, wobei jeweils eine
Konzentration von 2 % DMSO (entspricht der Konzentration im SPR-Assaypuffer) in
den Proben erreicht wurde. Analytinjektionen fiir LiPoLis erfolgten fiir 150 s, gefolgt von
300 s Dissoziation, fur SB203580 fir 240 s Injektion, gefolgt von 360 s Dissoziation.
Pufferinjektionen zur spateren Referenzierung erfolgten zwischen den Analytinjektionen.
Eine DMSO-Kalibrierung wurde mit 10 pL Injektionen von 1.8 - 2.2 % DMSO in SPR-
Assaypuffer durchgefuhrt. Analyse und Prozessierung der Rohdaten erfolgte mit
Analyser R2 (v0.2.3.8, Sierra Sensors) und umfasste Doppelreferenzierung der
erhaltenen Sensorgramme der ,aktiven” Sensoren, inter-step-Korrektur, Kalibrierung
gegen das Ko-Solvent und schlielflich das Anlegen eines globalen 1:1-Langmuir Fit-
Modells.

7.6 Proteinkristallisation

Reversibel und kovalent bindende LiPoLis sowie diverse p38a-Kinaseinhibitoren wurden
mit entsprechenden p38a-Konstrukten unter &hnlichen Bedingungen ko-kristallisiert, wie
zuvor andernorts beschrieben.[?%] Zunachst wurden 40 pL p38a (10 mg/mL, WT oder
Mutanten) mit 1 pL LiPoLi (50 mM in DMSQO) fur 60 min auf Eis inkubiert, um die
jeweiligen Protein-Liganden-Komplexe herzustellen. Die Proben wurden fiir 10 min
zentrifugiert (13.000 rpm, 4 °C), um Uberschussigen und/oder prazipitierten Liganden zu
entfernen.  Auf  15-well-Kristallisationsplatten ~ wurden  Kristalle nach  der
Dampfdiffusionsmethode im hangenden Tropfen angesetzt, indem 1.5 pL Protein-
Ligand-Losung mit 0.5 pL Reservoir-L6sung (100 mM MES, 20 - 30 % PEG4000,
50 mM BOG, pH 5.7 - 6.6) gemischt wurden. In einigen Féllen wurden Kristalle erhalten,
wenn BOG nicht in der Reservoir-Losung enthalten war?® oder beim Ansetzen der
Tropfen durch 0.1 uL BIRB 79624 (10 mM in DMSO) ersetzt wurde. Kristalle wurden
mit 25 % PEG400 kryogeschitzt bevor sie in flissigem Stickstoff gekuhlt wurden.

23 Protein-Liganden-Komplex p38a WT-3f
2 Protein-Liganden-Komplex p38a WT-3I
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Diffraktions-Datensédtze der p38a-Liganden-Komplexe wurden an der PXII X10SA
beamline der Swiss Light Scource (PSI, Villigen, Schweiz) mit Pilatus 6MF-Detektor bei
90 K und Wellenlangen nahe 1 A gemessen.? Die Datensatze wurden mit XDS[281 bzw.
iMosFLMEZ7 integriert und mit XScALE[?%9, bzw. ScaLAl?™l skaliert. Die Komplex-
Strukturen wurden mittels molekularem Ersatz mit PHASERI?72 geldst, indem die
veroffentliche Struktur von p38a WT-3b (PDB: 4DLI)%I als Templat genutzt wurde.
Molekiile der asymmetrischen Einheit wurden mit Hilfe von CooT?”81 manuell
modifiziert. Die finale Verfeinerung erfolgte mit Hilfe von RerFMAc?4 und
PHENIX.REFINEI?7], Dateien mit den Topologie-Informationen der Liganden wurden unter
Verwendung des Dundee PRODRG-Serversl?’¢l erstellt. Die verfeinerten Strukturen
wurden Uber Analyse des Ramachandran-Plots mittels RAMPAGE?" validiert. PymoL[278]
wurde zur Darstellung der verfeinerten Modelle in den Abbildungen in dieser Thesis

verwendet.
7.7 Massenspektrometrie

Fur die massenspektrometrischen Untersuchungen wurden Stammldsungen der
jeweiligen p38a-Konstrukte (WT und Mutanten) in 1x PBS auf eine Konzentration von
1 mg/mL verdunnt. Die entsprechenden Protein-Ldsungen wurden mit dreifachem
Uberschuss der beschriebenen, zu testenden Substanzen (10 mM in DMSO), bzw. mit
gleichen Volumina DMSO als Negativkontrolle, fur 1 h auf Eis inkubiert. Die Proben
wurden anschlieRend mittels ESI-MS analysiert (Velos Pro lonenfallen-
Massenspektrometer, Thermo Scientific). Die sdulenchromatographische Auftrennung
der Proben erfolgte an einer C18-Séule (EC 50/3 Nucleodur 1.8 um, Macherey-Nagel)
(20 % — 90 % MeCN/H20 (+ 0.1 % HCOOH)). Ein Massenbereich von 700 - 2000 m/z
wurde analysiert und die Rohdaten unter Verwendung von MAGTRANIZ7®! und PROMASS
DECONVOLUTION™ (Thermo) dekonvolutiert.

ESI-MS/MS-Proben wurden wie oben beschrieben vorbereitet. Anschlielend erfolgte
SDS-PAGE, Bearbeitung des Gels (Waschen, Reduktion, Alkylierung) und tryptischer
Verdau.[?89 Die weitere Probenbearbeitung und Charakterisierung der Peptidfragmente
mittels Tandem-MS wurde von Petra Janning durchgefiihrt. Die Auswertung der Daten

erfolgte mit MAXQUANT.[281]

25 Ausnahme: Die Kristalle im Komplex mit 100h wurde an der P11 beamline der PETRA 111 in Hamburg
gemessen.
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9 Anhang

9.1 Sensorgramme

e S a8l - . e— [ A

3d = |3€ . e 3f i T 39

A | S-4

3h - 3i T T

3l : 3n . = 3m. |30

3p - 7a .. - 7b . _|7c ..

7d 7e

Abb. Al: Sensorgramme der Interaktion von reversiblen LiPoLis mittels trisNTA-vermittelter
Immobilisierung von p38a WT.
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9.2 Aktivierung von p38a

WT

AMW =159

AMW =158 S252C

8251C AMW = 158 . D294C AMW =161

Masse (Da) Masse (0a)

Abb. A2: Massenspektren von p38a WT und den Mutanten K249C, S251C, S252C und D294C vor
(schwarz) und nach Aktivierung (blau) mit MKK6. AMW =160 Da entspricht der theoretischen
Massenzunahme bei doppelter Phosphorylierung.



9.3 Massenspektren
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Abb. A3: Massenspektren von p38a WT und den Mutanten K249C, S251C, S252C und D294C nach
Inkubation mit kovalenten LiPoLis (und DMSO als Kontrolle).
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9.4 Kristallographische Statistiken

Tab. Al: Kristallographische Statistiken der reversiblen LiPoLi-Derivate 3h,d,e im Komplex mit p38a
(PDB: 5N63, 5N64, 5N65). Werte in Klammern beziehen sich auf die hochste Auflésungs-Schale.

3h 3d 3e
Datensatz
Raumgruppe P2:2:2, P2:2:2; P2:2:2;
Zellparameter
a, b, c, (A) 65.39, 74.90, 78.32  67.05, 74.77,78.41  68.95, 69.74, 74.20
a, B,y (°) 90, 90, 90 90, 90, 90 90, 90, 90
Auflosung (A) 50.0 - 2.40 50.00 — 2.40 50.00 — 2.00
(2.50 - 2.40) (2.50 — 2.40) (2.10-2.00)
Rineas (%0) 8.1(114.2) 8.3 (115.3) 12.6 (105.6)
I/l 21.50 (2.76) 17.36 (1.92) 15.76 (2.65)
CCuz 100 (99.9) 99.9 (70.6) 99.9 (85.5)
Vollstdndigkeit (%) 100 (99.9) 99.9 (100) 100 (100)
Redundanz 13.0 (13.6) 6.5 (6.8) 13.0 (13.5)
Verfeinerung
Auflésung (A) 49.26 - 2.40 42.11-2.40 40.91-2.00
Anzahl der Reflexe 15592 15944 24783
Ruwork/Rfree 19.46/22.82 20.43/24.07 19.21/21.63
(27.0/28.8) (28.3/32.5) (24.1/26.7)
Anzahl der Atome
Protein 2638 2662 2689
Ligand 26 24 50
Wasser 32 44 175
B-Faktoren
Protein 64.77 64.03 38.20
Ligand 66.77 72.47 55.16
Wasser 56.89 55.58 43.05
r.m.s.-Abweichungen
Bindungslangen (A) 0.008 0.003 0.004
Bindungswinkel (°) 0.912 0.638 0.675
Ramachandran-Plot
Reste in
bevorzugten Regionen 98.1 % 97.8 % 97.3%
erlaubten Regionen 1.9% 22% 27%

AusreiRer-Regionen 0% 0% 0%
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Tab. A2: Kristallographische Statistiken der reversiblen LiPoLi-Derivate 3l,0,n im Komplex mit p38a
(PDB: 5N66, 5N67, 5N68). Werte in Klammern beziehen sich auf die hochste Auflésungs-Schale.

3l

30

3n

Datensatz
Raumgruppe
Zellparameter

a, b, c, (A)

o, B,y (°)
Auflésung (A)

Rimeas (%)

I/ol

CCue
Vollstandigkeit (%)
Redundanz

Verfeinerung
Auflésung (A)
Anzahl der Reflexe
Rwork/Rfree

Anzahl der Atome

Protein

Ligand

Wasser
B-Faktoren

Protein

Ligand

Wasser
r.m.s.-Abweichungen

Bindungslangen (A)
Bindungswinkel (°)

Ramachandran-Plot
Reste in

bevorzugten Regionen
erlaubten Regionen
Ausreiller-Regionen

P2:212;

66.75, 74.00, 79.23
90, 90, 90

50.00 - 2.40

(2.50 — 2.40)

13.9 (125.6)
11.41 (1.95)
99.6 (74.0)
100 (100)
13.0 (13.7)

49.57 - 2.40
15879

20.62/23.77
(28.0/32.5)

2683
67
20

67.65
90.20
56.10

0.003
0.540

97.5%
25%
0%

P21212;

66.12, 75.18, 78.35
90, 90, 90
50.0-1.90

(2.00 - 1.90)

8.6 (66.2)
19.50 (3.86)
99.9 (94.8)
100 (100)
13.1 (12.7)

41.94-1.90
31410

18.95/22.20
(29.1/32.1)

2653
35
198

41.49
49.10
44.96

0.008
0.884

97.2%
2.8%
0%

P2:212;

66.24, 74.98, 78.86
90, 90, 90
50.0-1.85
(1.95-1.85)

5.0 (86.0)
26.89 (3.05)
100 (91.1)
100 (100)
13.1 (13.2)

42.01-1.85
34201

19.77/22.03
(34.7/38.9)

2661
32
161

52.45
49.13
50.75

0.008
0.904

97.8 %
2.2%
0%
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Tab. A3: Kristallographische Statistiken der reversiblen LiPoLi-Derivate 3t,u im Komplex mit p38a
(PDB: unverdffentlicht). Werte in Klammern beziehen sich auf die héchste Auflésungs-Schale.

3t 3u

Datensatz
Raumgruppe P21212; P21212;
Zellparameter

a, b, c (A 65.80, 74.79, 78.90 64.59, 74.93, 77.61

a, B,y (°) 90, 90, 90 90, 90, 90
Auflésung (A) 50.0 — 2.0 (2.05 — 2.00) 50.0-2.1 (2.15-2.10)
Rieas (%0) 7.4 (64.6) 11.7 (92.0)
I/l 22.5(4.3) 18.9 (2.9)
Vollstandigkeit (%) 99.6 (99.2) 100 (100)
Redundanz 12.9 (13.5) 12.7 (13.3)
Verfeinerung
Aufldsung (A) 49.40 - 2.00 48.92 -2.10
Anzahl der Reflexe 26860 22580
Ruwork/Riree 20.9/23.4 20.4/23.9
Anzahl der Atome

Protein 2669 2651

Ligand 31 31

Wasser 88 75
B-Faktoren

Protein 48.96 49.49

Ligand 51.47 56.67

Wasser 46.67 45.52
r.m.s.-Abweichungen

Bindungslangen (A) 0.004 0.003

Bindungswinkel (°) 0.673 0.641
Ramachandran-Plot
Reste in

bevorzugten Regionen 97.8 % 98.1 %

erlaubten Regionen 22% 1.9%

Ausreiller-Regionen 0% 0%
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Tab. A4: Kristallographische Statistiken der kovalenten LiPoLi-Derivate 78a im Komplex mit
p38a S251C (PDB: 508U) und 78b im Komplex mit p38a S252C (PDB: 508V). Werte in Klammern
beziehen sich auf die hdchste Auflésungs-Schale.

p38a S251C-78a

p38a S252C-78b

Datensatz
Raumgruppe
Zellparameter
a, b, c (A
o, B,v(°)
Auflésung (A)
Rimeas (%)
I/ol
Vollstandigkeit (%)
Redundanz

Verfeinerung
Auflésung (A)

Anzahl der Reflexe
Rwork/Rfree

Anzahl der Atome
Protein
Ligand
Wasser
B-Faktoren
Protein
Ligand
Wasser
r.m.s.-Abweichungen
Bindungslangen (A)
Bindungswinkel (°)

Ramachandran-Plot

Reste in
bevorzugten Regionen
erlaubten Regionen
AusreiRer-Regionen

P2:2129

65.20, 74.25, 77.82
90, 90, 90

50.0 — 2.0 (2.05 - 2.0)
9.4 (104.9)

21.36 (2.78)

100 (100)

13.2 (13.7)

48.99 — 2.00
(2.052 - 2.0)
24856
20.61/26.88
(31.0/35.8)

2598
31
79

44.32
48.96
41.31

0.017
1.768

97.5%
2.5%
0%

P2:2:2,

67.58, 74.05, 76.71
90, 90, 90

50.0 — 2.0 (2.05 — 2.0)
15.4 (90.8)

14.42 (2.64)

100 (99.7)

12.9 (11.2)

41.84 - 2.00
(2.052 - 2.0)
25307
20.25/25.21
(35.9/36.4)

2615
31
79

35.37
29.86
36.94

0.016
1.679

97.8 %
22%
0%
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Tab. A5: Kristallographische Statistiken der R-Spine-interagierenden Inhibitoren 100h,g,j im Komplex mit
p38a (PDB: 5SMTX, 5SMTY, 5TBE). Werte in Klammern beziehen sich auf die hdchste Auflésungs-Schale.

100h 1009 100j
Datensatz
Raumgruppe P2:2:2, P2:2:2, P2:2:2;
Zellparameter
a, b, c, (A) 66.30, 69.10, 70.40  67.65,70.21, 7457  67.12,70.18, 74.86
a, B,y (°) 90, 90, 90 90, 90, 90 90, 90, 90
Auflésung (A) 47.84 - 2.30 50.00-1.80 40.71-2.31
(2.36 — 2.30) (1.85-1.80) (2.44 - 2.31)
Rimeas (%) 10.1 (42.4) 6.2 (157.0) 20.0 (116.8)
/ol 10.1(2.3) 24.88 (1.76) 10.1 (2.7)
Vollstandigkeit (%) 99.9 (99.8) 100 (99.9) 99.9 (100)
Redundanz 5.1 (5.0) 12.9 (12.3) 11.7 (12.3)
Verfeinerung
Auflésung (A) 478-23 48.72 - 1.80 51.20 - 2.31
(2.36 —2.30)
Anzahl der Reflexe 13840 31220 15191
Ruwork/Rfree 20.1/27.1 19.1/23.3 22.1/27.1
(30.7/30.9)
Anzahl der Atome
Protein 2703 2674 2618
Ligand 44 84 79
Wasser 37 134 36
B-Faktoren
Protein 42.52 34.96 41.29
Ligand 35.58 38.75 46.05
Wasser 35.23 37.57 32.10
r.m.s.-Abweichungen
Bindungslangen (A) 0.015 0.020 0.013
Bindungswinkel (°) 1.712 1.958 1.675
Ramachandran-Plot
Reste in
bevorzugten Regionen 96.0 % 97.8 % 96.6. %
erlaubten Regionen 4.0 % 2.2% 34%
AusreiRer-Regionen 0% 0% 0%
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Tab. A6: Kristallographische Statistiken der R-Spine-interagierenden Inhibitoren 101a-c im Komplex mit
p38a (PDB: unveroffentlicht). Werte in Klammern beziehen sich auf die héchste Auflésungs-Schale.

101a 101b 101c
Datensatz
Raumgruppe P2:2:2, P2:2:2, P2:2:2;
Zellparameter
a, b, c (A 67.03,70.90, 7550 66.78,70.82, 75,48  66.61, 74.28, 79.98
a, B,y (°) 90, 90, 90 90, 90, 90 90, 90, 90
Auflésung (A) 50.0 - 2.30 66.87 — 1.81 50 - 2.85
(2.36 — 2.30) (1.91-1.81) (2.92 - 2.85)
Rimeas (%) 13.1(78.6) 26.0 (161.9) 13.9 (141.0)
1/cl 13.5(3.4) 6.1(1.7) 15.6 (2.1)
Vollstandigkeit (%) 100 (100) 100 (100) 100 (100)
Redundanz 12.8 (13.2) 10.8 (11.2) 12.8 (12.8)
Verfeinerung
Auflésung (A) 40.93-2.30 51.65-1.81 49.59 - 2.85
Anzahl der Reflexe 16521 31594 9698
Ruwork/Rfree 21.9/25.0 23.9/28.3 21.4/24.1
Anzahl der Atome
Protein 2685 2632 2725
Ligand 75 75 48
Wasser 35 106 0
B-Faktoren
Protein 43.09 33.90 76.43
Ligand 41.78 33.04 82.32
Wasser 38.45 33.00 -
r.m.s.-Abweichungen
Bindungslangen (A) 0.007 0.016 0.009
Bindungswinkel (°) 1.284 1.811 1.650
Ramachandran-Plot
Reste in
bevorzugten Regionen 96.9 % 98.5 % 98.5 %
erlaubten Regionen 2.8% 15% 15%
AusreiRer-Regionen 0.3% 0% 0%
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Tab. A7: Kristallographische Statistiken der Halogen-modifizierten Inhibitoren 103b-d im Komplex mit
p38a (PDB: 5MYZ, 5MZ0, 5MZ1; unverdffentlicht). Werte in Klammern beziehen sich auf die héchste

Auflésungs-Schale.

103b 103c 103d
Datensatz
Raumgruppe P212:12¢ P21212, P21212;
Zellparameter
a, b, c (A 66.24,74.19,79.69  66.37,74.14,79,49  66.05, 74.40, 78.36
a, B,y (°) 90, 90, 90 90, 90, 90 90, 90, 90
Auflsung (A) 50.00 - 2.30 50.00 - 2.30 50.00 — 2.55
(2.36 — 2.30) (2.40 - 2.30) (2.62 — 2.55)
Rimeas (%) 9.4 (56.4) 14.4 (91.6) 17.1(73.0)
I/l 21.2(5.1) 15.3(3.2) 16.1(3.3)
Vollstandigkeit (%) 99.6 (100.0) 99.9 (99.8) 99.9 (99.5)
Redundanz 11.8(12.1) 13.1 (13.5) 12.7 (10.8)
Verfeinerung
Auflésung (A) 49.41-2.30 49.45-2.30 49.39 - 2.55
Anzahl der Reflexe 17927 17984 13071
Ruwork/Riree 23.0/27.0 19.1/23.6 19.3/23.4
Anzahl der Atome
Protein 2765 2749 2720
Ligand 23 43 63
Wasser 31 170 19
B-Faktoren
Protein 45.33 34.55 47.37
Ligand 38.50 29.00 42.00
Wasser 38.88 36.98 38.50
r.m.s.-Abweichungen
Bindungslangen (A) 0.004 0.007 0.009
Bindungswinkel (°) 0.740 0.999 1.240
Ramachandran-Plot
Reste in
bevorzugten Regionen 98.5% 98.8 % 98.2 %
erlaubten Regionen 15% 1.2% 1.8%
AusreiRer-Regionen 0% 0% 0%
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Tab. A8: Kristallographische Statistiken der Kinaseinhibitoren Regorafenib und Sorafenib im Komplex
mit p38a (PDB: unverdffentlicht).

Regorafenib 1 Regorafenib 2 Sorafenib 1 Sorafenib 2

Datensatz
Raumgruppe P21212; P212:12¢ P21212; P21212;
Zellparameter

a, b, c, (A) 66.92, 74.47, 66.87, 74.61, 66.20, 74.86, 66.11, 74.79,

77.96 77.89 78.07 77.72

a, B,y (°) 90, 90, 90 90, 90, 90 90, 90, 90 90, 90, 90

Auflésung (A) 50.0 - 2.50 50.0 - 2.60 50.0-1.90 50.0 - 2.00
(2.57 - 2.50) (2.67 — 2.60) (1.95-1.90) (2.05-2.00)

Rineas (%0) 15.8 (72.2) 13.3 (62.6) 8.4 (72.4) 11.7 (88.0)
/ol 15.15 (3.01) 17.58 (3.31) 25.73 (3.00) 18.29 (3.07)
Vollstdndigkeit (%) 100.0 (100.0) 99.9 (99.0) 99.9 (99.0) 100 (99.9)
Redundanz 12.5(9.2) 11.9(7.0) 12.6 (9.1) 12.9 (12.3)
Verfeinerung
Auflésung (A) 41.95-2.50 41.96 - 2.60 41.86-1.80 41.77 - 2.00
Anzahl der Reflexe 13292 11849 34797 25334
Ruwork/ Riree 20.6/27.6 19.9/26.7 18.8/21.5 20.6/25.6
Anzahl der Atome

Protein 2632 2618 2628 2634

Ligand 53 49 52 52

Wasser 9 7 143 60
B-Faktoren (A2

Protein 42.62 42.68 34.57 37.98

Ligand 45.70 42.50 30.91 37.20

Wasser 31.86 35.24 36.13 34.82
r.m.s.-Abweichungen

Bindungslangen(A)  0.013 0.013 0.020 0.017

Bindungswinkel (°)  1.699 1.629 1.949 1.815
Ramachandran-Plot
Reste in

bevorzugten 97.2% 97.2 % 98.1 % 98.1 %

Regionen

erlaubten Regionen 2.8 % 2.8 % 1.9% 1.9%

Ausreiller-Regionen 0.0 % 0.0 % 0.0 % 0.0%
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Tab. A9: Kristallographische Statistiken der Kinaseinhibitoren 104d (PDB: 5ML5) und 107a,b (PDB:
unverdffentlicht) im Komplex mit p38a. Werte in Klammern beziehen sich auf die héchste Auflésungs-

Schale.
104d 107a 107b
Datensatz
Raumgruppe P212:12¢ P21212, P21212;
Zellparameter
a, b, c, (A) 66.50, 69.39, 74.14  66.82,74.96,78.74  64.42,74.98,77.71
a, B,y (°) 90, 90, 90 90, 90, 90 90, 90, 90
Auflésung (A) 50.0 -1.90 50.0-2.00 50.0 — 2.50
(1.95 — 1.90) (2.05 -2.00) (2.56 — 2.50)
Rimeas (%0) 9.0 (82.0) 8.9 (94.2) 6.3 (96.0)
I/l 22.69 (3.38) 20.71 (3.12) 26.78 (3.44)
Vollstdndigkeit (%) 100 (100) 100 (100) 99.1 (99.5)
Redundanz 12.7 (12.9) 13.1 (13.5) 12.6 (13.5)
Verfeinerung
Aufldsung (A) 48.01-1.90 42.14 -2.00 48.86 — 2.50
Anzahl der Reflexe 26280 26010 12754
Ruwork/Rfree 19.5/23.9 18.6/24.5 21.8/27.7
Anzahl der Atome
Protein 2623 2727 2518
Ligand 95 43 32
Wasser 103 172 7
B-Faktoren
Protein 26.63 34.57 66.64
Ligand 36.87 30.78 83.19
Wasser 26.63 38.38 51.37
r.m.s.-Abweichungen
Bindungslangen (A) 0.019 0.019 0.013
Bindungswinkel (°) 2.029 1.885 1.545
Ramachandran-Plot
Reste in
bevorzugten Regionen 97.8 % 98.2 % 96.8 %
erlaubten Regionen 2.2% 1.8% 3.2%
AusreiRer-Regionen 0% 0% 0%
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9.5 Eidesstattliche Versicherung

Name, VVorname Matrikel-Nr.

Belehrung:

Wer vorsatzlich gegen eine die Tauschung Uber Prifungsleistungen betreffende Regelung
einer  Hochschulprifungsordnung  verstoRt,  handelt  ordnungswidrig.  Die
Ordnungswidrigkeit kann mit einer Geldbuf3e von bis zu 50.000,00 € geahndet werden.
Zustandige  Verwaltungsbehtérde fur die  Verfolgung und Ahndung von
Ordnungswidrigkeiten ist der Kanzler/die Kanzlerin der Technischen Universitat
Dortmund. Im Falle eines mehrfachen oder sonstigen schwerwiegenden
Tauschungsversuches kann der Prufling zudem exmatrikuliert werden, 863 Abs. 5
Hochschulgesetz NRW. Die Abgabe einer falschen Versicherung an Eides statt ist
strafbar. Wer vorsétzlich eine falsche Versicherung an Eides statt abgibt, kann mit einer
Freiheitsstrafe bis zu drei Jahren oder mit Geldstrafe bestraft werden, §156 StGB. Die
fahrlassige Abgabe einer falschen Versicherung an Eides statt kann mit einer
Freiheitsstrafe bis zu einem Jahr oder Geldstrafe bestraft werden, §161 StGB.

Die oben stehende Belehrung habe ich zur Kenntnis genommen:

Ort, Datum Unterschrift

Titel der Dissertation:

Strukturbiologische Untersuchungen von Kinaseinhibitoren: Entwicklung, Synthese und
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