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Einleitung 1

1 Einleitung

1.1. Proteinkinasen

Viele Erkrankungen wie Krebs, Immuninsuffizienz und Stoffwechselstdrungen sind auf
eine durch Mutation, Amplifikation und/oder Chromosomentranslokation verursachte,
fehlerhafte Regulation von Proteinkinasen zuriickzufiihren. Aus diesem Grund stellen
Proteinkinasen eine wichtige Klasse an Zielmolekiilen fiir die moderne Wirkstoffforschung
und -entwicklung dar. Das menschliche Genom codiert fiir {iber 500 Proteinkinasen, die die
reversible Phosphorylierung der Hydroxyl-Seitenketten der Aminoséduren (AS) Ser, Thr und
Tyr ihrer Substratproteine durch die Ubertragung des y-Phosphates von ATP katalysieren.
Die dadurch resultierende Einflussnahme auf die globale Struktur und damit einhergehend
die Aktivitdt und/oder Lokalisation ihrer Substrate ermoglicht Proteinkinasen, wichtige

zelluldre Signaltransduktionskaskaden zu aktivieren bzw. zu inhibieren.!-

Dadurch regulieren sie ein weites Spektrum physiologischer Prozesse, wie zum Beispiel
zelluldre Proliferation und Differenzierung, Metabolismus, Zellzyklusregulation, Wachstum
und Koordination von Immunantworten. Durch diese wesentliche Rolle in der
Signaltransduktion kann die Fehlregulation von Proteinkinasen gravierende Folgen fiir den
gesamten Organismus haben. Die Konsequenz kann die Entwicklung einer Vielzahl von
Erkrankungen sein, beispielsweise Krebs, Autoimmun- und Stoffwechselerkrankungen. !
Die Aktivitit von Proteinkinasen wird durch Phosphatasen, die als ihre Antagonisten
fungieren, durch Interaktionen mit anderen Proteinen sowie durch sogenannte second

messenger oder Rezeptor-Ligand-Interaktionen reguliert.®

Die posttranslationale Phosphorylierung von Substratproteinen wurde bereits 1954 von
Burnett et al. nachgewiesen, wobei ihre physiologische Relevanz bei der Entstehung von
Erkrankungen erst iiber 20 Jahre spiter erkannt wurde.” Die fehlerhaft regulierte
Signaltransduktion durch Proteinkinasen als Ursache bestimmter Erkrankungen wurde
erstmals 1976 mit der Entdeckung des Proto-Onkogens c-src durch Michael Bishop und
Harold E. Varmus nachgewiesen. Das entsprechende Genprodukt Src (sarcoma) ist eine
Tyrosinkinase (TK), welche als zelleigenes Homolog des ersten entdeckten Onkogens vSrc

des Rous-Sarkom-Virus erkannt wurde.
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Src Fehlregulationen sind mit einer unkontrollierten Zellproliferation assoziiert.>” Die
Entdeckung von Bishop und Varmus lieferte den Grundstein fiir das Verstindnis der
molekularen Genetik von Krebs als Produkt unkontrolliertem Zellwachstums durch
fehlregulierte Kinaseaktivitdit und wurde 1989 mit den Nobelpreis fiir Physiologie und
Medizin honoriert. Diese Erkenntnis bildete auerdem das Fundament fiir die rationale
Entwicklung zielgerichteter Wirkstoffe fiir die Krebstherapie, was 2001 zur Zulassung des
ersten Kinaseinhibitors Imatinib (Gleevec®) zur Therapie von chronischer myeloischer
Leukdmie (CML) fiihrte.!%!! Die Veroffentlichung der ersten gelosten Ko-Kristallstruktur
der cAMP-abhingigen Proteinkinase (PKA)!2 im Jahr 1991 trug ebenfalls entscheidend zur
Entwicklung von Kinaseinhibitoren bei. Anhand dieser Komplexstruktur konnten erstmals
die konservierten, {iibergeordneten Strukturmotive der katalytischen Doméne von

Proteinkinasen illustriert werden (Abbildung 1A).1?

Glu127 [

L b,
. Leul72
Met128 Asp166
7

Met231 | [/Leu227

Abbildung 1: A) Roéntgenkristallstruktur (PDB 1atp) der konservierten katalytischen Domiéne einer Proteinkinase (PKA).
Die spezifischen Strukturelemente sind farblich gekennzeichnet. B) ATP im aktiven Zentrum der cAMP-abhéngigen
Proteinkinase (PKA). Das Wasserstoffbriickennetzwerk sowie die Koordination zu Mn?*-Ionen (violette Kugeln), die den
Transfer des Phosphats einleiten, sind als blaue Punkte dargestellt. Die am Phosphattransfer beteiligten Aminoséurereste
sind graphisch hervorgehoben (PDB latp). Das regulatorische (rechts, weil) sowie das katalytische (links, hellgelb)
Riickgrat sind als Oberflédchendarstellung hervorgehoben.

Die katalytische Doméne setzt sich aus einer N-terminalen, aus fiinf antiparallel
ausgerichteten f-Faltblittern und der a-Helix C aufgebauten, sowie einer C-terminalen,
vorwiegend aus a-helikalen Strukturen geformten Subdomine zusammen. Die beiden

Doménen werden iiber eine flexible Scharnierregion miteinander verbunden.
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Die zwischen den beiden Doménen befindliche Region wird als ATP-Bindungstasche
oder als aktives Zentrum bezeichnet. Hier wird die Adenin-Einheit des Kofaktors ATP iiber
Wasserstoffbriickenbindungen zwischen dem Peptid-Riickgrat der Scharnierregion und dem
der Glycin-reichen Schleife gebunden und fiir die Katalyse-Funktion der Kinase
bereitgestellt (Abbildung 1B). Am Ubergang von N-terminaler Subdomine und
Scharnierregion befindet sich der sogenannte Tiirsteherrest. Diese Aminosdure begrenzt
durch ihre relative Gréfle und Polaritdt den Zugang zur ATP-Bindetasche sowie zu der
dahinter liegenden hydrophoben Tasche. Besonders in Bezug auf Entwicklung von
Wirkstoffresistenzen hat dieser Aminosiurerest eine Sonderstellung. Die mutationsbedingte
Substitution dieses Restes durch sterisch anspruchsvolle, hydrophobe AS wie beispielsweise
Ile oder Met kann zur Repulsion zwischen Tiirsteherrest und Wirkstoff fiihren, was dessen
inhibitorische Aktivitit gegeniiber der Kinase verringern kann.!'#!> Die zwischen S1- und
2-Faltblatt der N-terminalen Subdoméne befindliche Glycin-reiche Schleife (GxGx @G, G:
Gly; x: beliebige AS; @: meist Tyr oder Phe) fixiert {iber ionische Wechselwirkungen die a-
und p-Phosphatgruppen des ATP-Molekiils und positioniert so das y-Phosphat fiir die
Katalyse.!¢ Der Glycin-reichen Schleife folgt ein konserviertes Val (PKA: Val57), welches
van der Waals Wechselwirkungen mit ATP eingeht. Ein weiteres Motiv innerhalb dieser
Schleife (AxK) beinhaltet das katalytische Lysin (PKA: Lys72), welches iiber
Wasserstoffbriicken mit den Phosphaten des ATP-Molekiils und mit der -Helix C (hier:
Glu9l) interagiert. Die a-Helix C ist ein essentielles regulatorisches Element in
Proteinkinasen.!” Sie fungiert als weiteres Bindeglied zwischen N- und C-terminaler
Subdomaine, wechselwirkt mit der Aktivierungsschleife und ist dadurch mafigeblich an der
Regulation der Kinaseaktivitdt beteiligt. Die Konformation der a-Helix C kann durch den
Aktivierungszustand der Kinase sowie durch die Bindung von Liganden stabilisiert werden.
Die a-Helix C beinhaltet zudem ein konserviertes Glu (PKA: Glu91), das eine Salzbriicke
zum Lys (Lys72) bildet, die in allen Kinasefamilien vorhanden ist und als typisches
Kennzeichen der aktiven Konformation einer Kinase gilt (Abbildung 1B)."* Die
Aktivierungsschleife ist ein weiteres wichtiges Strukturelement fiir die Regulation der

Kinaseaktivitit.

Sie enthédlt das konservierte DFG-Motiv (Asp-Phe-Gly), welches ebenfalls
unterschiedliche Konformationen annehmen kann und damit Einfluss auf die Bildung der

aktiven und inaktiven Kinasekonformation hat.
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Die durch die Phosphorylierung eines Ser-, Thr- oder Tyr-Restes (PKA: Thr197) in der
Aktivierungsschleife eingefiihrte Ladungsdichte fiihrt zur Ausbildung eines komplexen
Wasserstoffbriickennetzwerks zwischen den Aminosdure-Resten der a-Helix C (Glu9l),
des DFG-Motivs (Asp184) und der Aktivierungsschleife, was die aktive Konformation der
Kinase definiert bzw. stabilisiert. In dieser aktiven Konformation richtet sich die Phe-
Seitenkette in Richtung a-Helix C aus und besetzt dort eine hydrophobe Tasche, wéihrend
das Asp (PKA: Aspl84) sich im aktiven Zentrum an der Katalyse des Phosphattransfers
beteiligt (DFG-in). Die Phe-Seitenkette partizipiert auf diese Weise in der Ausbildung eines
weiteren konservierten Strukturmotivs, dem sogenannten regulatorischen Riickgrat (R-
Spine), welches zur Stabilisierung der aktiven Konformation beitrigt.!’ Neben dem Phel85
des DFG-Motivs setzt es sich aus den hydrophoben Aminosdureseitenketten von Leul06
(N-terminale Subdoméne), Leu95 (a-Helix C) und Tyrl64 (C-terminale Subdomine)
zusammen (Abbildung 1B, gelbe Oberflichendarstellung) und durchzieht und verbindet so
die beiden Subdomidnen im Inneren der Kinase wie ein flexibles Riickgrat, dessen
strukturelle Assemblierung ein weiteres Merkmal der aktiven Konformation der
Kinasedomine darstellt. Die Mg?*-Ionen dienen der Koordination der anionischen
Phosphatreste des ATPs um dessen elektrostatische Repulsion mit der ebenfalls stark
elektronegativen Region im aktiven Zentrum, welche die ATP Phosphate umgibt, zu
kompensieren. Mit Aspl66 als katalytische Base ermoglichen die Mg?*-Kofaktoren den
nukleophilen Angriff des Substratproteins auf den y~Phosphatrest des ATP-Molekiils und
damit den Phosphat-Transfer.!> 181 Das konservierte Strukturmotiv des katalytischen
Riickgrats (catalytic Spine; C-spine)®®, welches ebenfalls Aminosdurereste beider
Subdomidnen umfasst, unterscheidet sich von dem regulatorischen Riickgrat darin, dass
dessen Ausbildung erst nach der Bindung von ATP unter Einbeziehung des aromatischen
Adeninrings komplettiert wird.!* In der katalytisch inaktiven Kinasekonformation (DFG-
out) ist das regulatorische Riickgrat unterbrochen, die Aktivierungsschleife liegt in einer
ungeordneten Konformation vor und das DFG-Motiv ist um ca. 180° gedreht, sodass die
sterisch anspruchsvolle Phe-Seitenkette in die ATP-Bindungstasche hineinragt und die ATP-
Bindung verhindert. Der Asp-Rest nimmt die Position des Phe-Restes auB3erhalb des aktiven
Zentrums ein und steht fiir die Bindung von ATP nicht mehr zur Verfiigung. In der DFG-
out Konformation offnet sich eine an die ATP-Bindetasche angrenzende, hydrophobe

allosterische Tasche im Bereich des regulatorischen Riickgrats.?!
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1.1.1 Struktur und Aktivititsregulierung von Rezeptor-Tyrosinkinasen

Das menschliche Genom codiert fiir 90 Tyrosinkinasen, von denen 58 zum Rezeptor-
Tyrosinkinasentyp gehoren, die in 20 Subfamilien aufgeteilt sind.??> Rezeptor-
Tyrosinkinasen (RTKSs) sind aufgrund ihrer Rolle in der zelluldren Signaltransduktion die
Mediatoren fiir die Zell-Zell-Kommunikation und spielen als Proteinkinasen eine
Schliisselrolle in zelluldren Prozessen wie Zellwachstum, Differenzierung, Metabolismus
und Apoptose.?®* Allen RTKs ist die konservierte molekulare Struktur der katalytischen
Doméne (KD) gemein. Bei ihnen handelt es sich um singlepass Transmembran-Rezeptoren,
die im Allgemeinen durch Liganden induzierte Oligomerisation (typischerweise
Dimerisierung) aktiviert werden.?*> Sie werden in eine extrazellulire Doméne, welche die
Liganden-Bindungs-Domine beinhaltet und unter anderem aus Immunoglobulin(Ig)-
dhnlichen Dominen, Leu- oder Cys-reichen Doménen oder aus einer Kombination von
beiden besteht, und in eine cytoplasmatische Domédne unterteilt. Die cytoplasmatische
Doméne setzt sich zusammen aus der Proteintyrosinkinase-Doméne (TKD), einer
zusitzlichen Carboxy-(C-)terminalen- und einer Juxtamembran (JM)-Regulationsregion.
Eine einzelne transmembrane Helix verbindet die beiden Doménen miteinander (siche
Abbildungen 4 und 5). Es wird vermutet, dass diese a-Helix in manchen Féllen zur

Dimerisierung beitragt, ihre genaue Funktion ist allerdings noch nicht geklart.>

Die Di- und Oligomerisierung der RTKs wird durch extrazellulire Bindung ihrer
Liganden, den Wachstumsfaktoren induziert, wobei allerdings auch RTKSs existieren, die
ohne das Wirken eines Liganden oligomerisieren konnen (z. B. Insulin Rezeptor und der
IGF1-Rezeptor).?’ Die Bindung eines Liganden ist allerdings zwingend notwendig, um die
aktive Dimer- bzw. Oligomerkonformation der individuellen Rezeptormolekiile zu
stabilisieren, unabhédngig vom Vorliegen einer inaktiven monomeren Konformation oder
eines bereits ausgebildeten inaktiven Oligomers.>* Im Allgemeinen werden fiir die meisten
RTKSs vier Dimerisierungsmodi unterschieden, die eine zugehorige, intrazelluldr liegende

TKD final aktivieren.

Bei der Liganden-induzierten Dimerisierung von RTKSs interagiert ein bivalenter Ligand
(z. B. ein Wachstumsfaktor) gleichzeitig mit zwei Rezeptormolekiilen und induziert die
Ausbildung eines dimeren Komplexes.?* Dieser Liganden-vermittelte Dimerisierungsmo-
dus wurde in Rontgenkristallstrukturen von Fragmenten der Liganden-bindenden Domine

mit ihren entsprechenden Liganden fiir z. B. KIT?¢, FIt1?” und NGF/TrkA?® nachgewiesen.
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Dabei wird zwischen zwei mechanistischen Extremen und zwei intermedidren Fillen

unterschieden (Abbildung 2).

Zum einen kann die Dimerisierung entweder Liganden-vermittelt erfolgen, wobei die
Rezeptoren keinen direkten Kontakt eingehen (Abbildung 2A), oder Rezeptor-vermittelt
ablaufen, wobei der Ligand nicht direkt zur Dimer-Verkniipfung beitragt (Abbildung 2D).
Zum anderen sind im intermedidren Fall sowohl Rezeptor-vermittelte als auch Liganden-

vermittelte Komponenten an der Dimerisierung beteiligt (Abbildung 2B und C).?*

Extrazellularer Bereich
A B C D
TrkA KIT FGFR ErbB

Nerve growth Stem cell Fibroblast Epidermal
factor factor growth factor growth factor

Intrazellularer Bereich

Abbildung 2: Darstellung der unterschiedlichen Dimerisierungsmodi von RTKs am Beispiel von TrkA, KIT, FGFR und
ErbB. A) Die Vernetzung der TrkA-Monomere erfolgt liber den nerve growth factor (rot) ohne direkten Kontakt zwischen
den Rezeptormolekiilen.?® B) KIT wird durch den stem cell factor (rot) verbunden. Die Liganden-induzierte
Rezeptoraktivierung fithrt zur Umorientierung zweier Ig-&hnlichen Doménen (D4 und DS5), welche innerhalb des
Rezeptordimers in Wechselwirkung zueinander treten. KIT ist ein Beispiel fiir die Kombination von Liganden- und
Rezeptor-vermittelten Dimerisierungsmodus.3® C) Das FGFR-Dimer ist iiber die Ig-dhnliche Domine D2 verbunden. Die
akzessorischen Heparin oder Heparansulfat-Proteoglycan Molekiile (weife Stabchen) wechselwirken ebenfalls mit der D2-
Domine.?! Zusitzlich dazu wechselwirkt jeweils ein fibroblast growth factor-Molekiil (rot) jeweils mit den Ig-dhnlichen
Dominen D2 und D3 der beiden FGFR-Molekiile. D) Die Rezeptordimerisierung des ErbB-Rezeptors ist vollstindig
Rezeptor-vermittelt. Der epidermal growth factor bindet gleichzeitig zwei Bindungsstellen (DI und DIII) innerhalb
desselben Rezeptormolekiils, was zu konformationellen Anderungen im Rezeptor fiihrt, die eine zuvor verdeckte
Dimerisierungsbindestelle in Domine II freilegt. (Angelehnt an Lemmon ef al.*)

Der Aktivierungsmechanismus der intrazelluliren TKD der verschiedenen RTKs weist
wesentliche Unterschiede auf. Allen RTKSs ist der charakteristische konservierte Aufbau der
KD gemein.?? Sie nehmen in der aktiven Form die oben beschriebene Konfiguration an, um
den y-Phosphattransfer zu katalysieren.?* Die Struktur der inaktiven Konformation der KD

von RTKs unterscheidet sich allerdings deutlich von Rezeptor zu Rezeptor.
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Die TKDs der Rezeptoren sind durch ein rezeptorspezifisches Netzwerk an
intramolekularen Interaktionen cis-autoinhibiert. Das regulatorische Schliisselereignis,
welches zu der Aktivierung der RTKs fiihrt, ist eine der Liganden-induzierten

Rezeptordimerisierung folgende Auflosung der cis-Autoinhibition.

Einer dieser Regulationsmechanismen ist die Autoinhibition durch die Aktivierungs-
schleife. Am Beispiel des Insulin-Rezeptors wurde gezeigt, dass ein in der
Aktivierungsschleife befindlicher Tyr-Rest an Stelle des physiologischen Substrats treten
kann und somit zur cis-Autoinhibition fiihrt. Die Aktivierungsschleife ist auf diese Weise in
einer Konformation stabilisiert, die das aktive Zentrum blockiert und somit die
Zuginglichkeit von ATP und Protein-Substraten verhindert.>* FGFR1 weist eine andere Art
von  Aktivierungsschleifen-Interaktionen  auf. Die  Tyr-Seitenketten in  der
Aktivierungsschleife sind hier an einem intramolekularen Wechselwirkungsnetzwerk
beteiligt, welches die inaktive Konformation stabilisiert und die den Rezeptor cis-
autoinhibiert, indem er die Protein-Substrat-Bindung verhindert (Abbildung 3A).2* 3* Die
Autoinhibition der RTKs in cis durch die Aktivierungsschleife weist also einen dhnlichen
Mechanismus auf, der sich aber fiir die jeweilige RTK in der Konfiguration der
Aktivierungsschleifen-Interaktionen zur Ausbildung einer cis-Autoinhibition unterscheiden
kann. Die Liganden-vermittelte Dimerisierung und damit Aktivierung des Rezeptors fiihrt
zu der Phosphorylierung der Tyr-Reste in der Aktivierungsschleife in einer TKD des Dimers
durch ihren Dimerpartner. Dieser Prozess wird als trans-Autophosphorylierung bezeichnet
und resultiert in der Aufldsung der cis-autoinhibitorischen Interaktionen und ermdglicht die

Ausbildung der aktiven Konformation der TKD.
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Insulin-Rezeptor KIT Juxtamenbran- TIE2

auewopaseuly aje|n||azesu|

C-terminal tail

Abbildung 3: Die Dimerisierung der extrazelluldren Doménen der RTKs aktiviert die intrazelluldre TKD. Hier sind die C-
terminale Subdoméne (C; blau), die N-terminale Subdomine (N; blau) und die Aktivierungsschleife (dunkelblau)
dargestellt. Die Struktur der aktivierten TKDs sind sich sehr dhnlich’?; die Strukturen der inaktiven TKDs variieren stark
von Rezeptor zu Rezeptor. Viele Rezeptoren werden durch folgende intramolekulare- oder cis-Interaktionen inhibiert; A)
Insulin receptor-like/ Aktivierungsschleifen-Inhibition: Die Aktivierungsschleife wechselwirkt direkt mit dem aktiven
Zentrum der Kinase und blockiert entweder die Substratbindetasche oder die ATP-Bindetasche sowie Substratbindetasche
gleichzeitig. Die Phosphorylierung des Schliisseltyrosins (Y) fiihrt zu konformationellen Anderungen innerhalb der Kinase,
welche diese autoinhibitorischen Interaktionen unterbrechen und die aktive Konformation der Kinase stabilisieren. B) KIT-
like/IM-Doméne-Inhibition: Die JM (rot) Wechselwirkt mit Strukturelementen des aktiven Zentrums
(Aktivierungsschleife, o-Helix C, etc.) und stabilisiert die inaktive Konformation der Kinase. Die Phosphorylierung des
Schliisseltyrosins in der JM destabilisiert die autoinhibitorischen Wechselwirkungen und die Kinase kann die aktive
Konformation einnehmen. C) Tie2-like (C-terminal tail inhibition): Das C-terminal tail-Ende wechselwirkt mit dem
aktiven Zentrum der TKD und stabilisiert die inaktive Konformation. Auch hier fiihrt die Phosphorylierung der
Schliisseltyrosine zur Aufldsung des autoinhibierten Zustands.*(Angelehnt an Lemmon et al.?*)

Ein weiterer Regulationsmechanismus ist die cis-Autoinhibition der RTK durch die
JM-Doméne. Ein Strukturelement, das auflerhalb der TKD liegt. Dieser Autoinhibitions-
mechanismus ist beispielsweise bei MuSK?¢, KIT37 und FIt3* vorzufinden. Bestimmte
Sequenzabschnitte der JM-Region interagieren mit mehreren Strukturelementen der TKD,
einschlieBlich der beiden Subdominen und der Aktivierungsschleife. Durch dieses
Wechselwirkungsnetzwerk wird die inaktive Konformation der TKD stabilisiert
(Abbildung 3B). Die Sequenz der JM und die daraus resultierenden autoinhibitorischen
Wechselwirkungen mit der TKD variieren innerhalb der unterschiedlichen RTKs. Allen sind
strukturell konservierte Tyr-Reste gemein, die maligeblich an den autoinhibitorischen
Wechselwirkungen  beteiligt sind. Diese Tyrosine werden im Zuge der
Rezeptordimerisierung  trans-phosphoryliert,  losen  die  cis-autoinhibitorischen

Wechselwirkungen auf und fiihren so zu der Aktivierung des Rezeptors.?*-#!
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In einigen RTKs (z. B. Tie2) wird die TKD durch eine Region im C-terminal tail cis-
autoinhibiert. =~ Eine  Region  dieses  Strukturelements, = welche = Tyrosin-
Autophosphorylierungsstellen besitzt, blockiert die Substratzugénglichkeit zum aktiven
Zentrum, sodass die TKD reversibel autoinhibiert wird. Durch die trans-
Autophosphorylierung der Tyr des C-terminal tails werden diese autoinhibitorischen
Wechselwirkungen gestort und die aktive Konformation kann stabilisiert werden

(Abbildung 3C).#>#

Die trans-Autophosphorylierung der Tyrosine in den oben genannten regulatorischen
Strukturelementen der TKDs ist ausschlaggebend fiir deren Aktivierung. Es wird davon
ausgegangen, dass die autoinhibierte TKD eine ausreichende Kinaseaktivitét besitzt, um im
Liganden-stabilisiertem  Rezeptordimer ihre  Partnerrezeptorkinase zu  trans-
phosphorylieren.?* Die beschriebenen cis-autoinhibitorischen Interaktionen sind flexibel,
sodass die TKD zeitweise ihre Partnerkinase phosphorylieren kann und auch selbst
phosphoryliert werden kann. Des Weiteren wird in Betracht gezogen, dass aus der Erh6hung
der lokalen TKD-Konzentration bei der Liganden-induzierten Dimerisierung allosterische
Effekte resultieren, die die Wahrscheinlichkeit der trans-Phosphorylierung einer TKD durch
eine vorriibergehend aktive TKD erhohen und die Rezeptoren aktivieren (allosterische
Aktivierung).?* Studien von Zhang und Knowles et al. ** zufolge existieren Ausnahmen
fiir die oben genannten Regulationsmechanismen der RTK. EGFR/ErbB und Ret bendtigen
beispielsweise keine frans-Phosphorylierung, um aktiviert zu werden.*** Die gezielte
Mutagenese und anschlieBende Kristallisation dieser RTK zeigten einen komplexen

allosterischen Mechanismus fiir die Aktivierung der TKD.#+4

Das Primirsubstrat der RTKs sind die Rezeptoren selbst, die im Zuge der trans-
Autophosphorylierung aktiviert werden. Die Phosphorylierung der
Autophosphorylierungsstellen (Tyrosine) in den TKD-Strukturelementen der RTK, die
schlussendlich zur Aktivierung und Signaltransduktion durch den Rezeptor fiihren, erfolgt
in einer bestimmten Reihenfolge.*% 3°-3! Die erste Phase der Autophosphorylierung dient in
erster Linie der Erhohung der katalytischen Aktivitét des Rezeptors, nachdem dieser einen
aktivierenden Liganden gebunden hat. Nach der vorangegangenen Aktivititserhohung folgt
die zweite Phase der Phosphorylierung. Es bilden sich Phosphotyrosin-basierte
Bindungsstellen, welche direkt oder indirekt (durch die Bindung an Docking-Proteine)

nachgeschaltete cytoplasmatische Signalmolekiile rekrutieren und aktivieren.>?
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Diese Signalmolekiile besitzen entweder eine Src homology (SH2, SH3)-, eine
phosphotyrosine-binding (PTB)- und/oder eine pleckstrin homology (PH-)-Doméne, die
spezifisch an die Phosphotyrosine der RTKs bindet.>3-** An FGFR1 durchgefiihrte Studien
weisen auf eine dritte Phase der Autophosphorylierung hin.>! Durch eine zusitzliche
Phosphorylierung von Tyrosinresten wird die Kinaseaktivitdt weiterhin fiir die Aktivierung
von nachgeschalteten Signalmolekiilen erhoht. Aktivierte RTKs rekrutieren und regulieren
mit ihren multiplen Phosphotyrosinen eine Vielzahl an verschiedenen Signalmolekiilen und
bilden so einen regulatorischen Knotenpunkt in einem komplexen Signalnetzwerk®,
welches Informationen vom AuBeren in das Innere der Zelle iibermittelt und so wichtige

Zellprozesse wie z. B. Proliferation, Differenzierung und Apoptose steuern.?* 33-34

Die Steuerung der Signaltransduktionsnetzwerke durch die RTK-Aktivitidt wird durch
positive bzw. negative Riickkopplungsmechanismen feinreguliert. Positive Riickkopplung
z.B. in Form von Liganden-stimulierter Kinaseaktivierung und Liganden-inhibierter
Protein-Tyrosinphosphataseaktivitit verstirken das zu {ibermittelnde Signal.>* %38 Negative
Riickkopplung z. B. in Form von direkter Phosphataseaktivierung, Internalisierung und
Degradation reduzieren das Signal. Die negativen Riickkopplungmechanismen setzen an
vielen Stellen in der nachgeschalteten Signalkaskade an und regulieren die RTK-Aktivitét

auf komplexe Weise.?* 3638

Fehler im Ablauf der Kinaseaktivitdtsregulationsmechanismen und damit im Turnus
nachgeschalteter Signalkaskaden flihren zu Stérungen in den oben genannten
physiologischen Prozessen. Eine Vielzahl von Krankheiten wie Autoimmunerkrankungen
und Krebs haben ihren Ursprung in solch einer anomalen Kinaseaktivierung. Diese
Erkenntnis macht RTKs zu wichtigen molekularen Zielstrukturen in der

Wirkstoffforschung.>”-60
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1.1.2 Die Rezeptor-Tyrosinkinase KIT

Das Onkogen v-kit wurde 1986 als transformierendes Gen im Hardy-Zuckerman-4-
Feline-Sarkoma-Virus (“kitten“-KIT) identifiziert.®! Die Entdeckung des analogen humanen
Proto-Onkogens c-kit folgte kurz darauf.> Das entsprechende Genprodukt ist die
Rezeptortyrosinkinase KIT, dessen Struktur-, molekulare Funktions- und nachgeschaltete
Signaltransduktions-Aufkldrung aufgrund seiner Rolle in bestimmten Krebserkrankungen
von grofem Interesse sind.%3-% KIT wird von mehreren Zelltypen exprimiert, darunter
Keimzellen hématopoetischer Stammzellen, Mastzellen, Melanozyten, Epithelzellen,

66-68 Tn menschlichen

vaskuldre glatte Muskelzellen und Endothelzellen der Nabelvene.
Zellen sind vier Isoformen von KIT bekannt: ¢-KIT, ¢c-KITA, tr-KIT und eine Variation von
c-KIT, die sich in der Prasenz oder Absenz eines Serinrestes (Ser715) in der kinase-insert-
Doméne (kinase insert domain) unterscheidet.’”’! Die Konsequenz fiir die Funktionalitit
der Kinase, resultierend aus dem Fehlen bzw. Vorhandensein dieses Tyrosinrestes, ist jedoch
noch nicht gekliart.”> Bei tr-KIT (truncated c-KIT) handelt es sich um eine verkiirzte
(Gesamtldnge: 202 AS) Variante von c-KIT ohne katalytische Kinaseaktivitit, die als
Gertistprotein fungiert.”>* Die beiden verbleibenden Isoformen unterscheiden sich in der
Prasenz oder Absenz einer Tetrapeptid-Sequenz (Gly-Asn-Asn-Lys) in der extrazelluldren
JM-Doméne.”>7® Beide Isoformen haben die gleiche Affinitit zu ihrem Liganden’® und
einen identischen Aufbau der Kinasedoméne. Die GNNK-enthaltende Isoform (GNNK+)
wird hierbei zwar langsamer und weniger intensiv von ihrem Liganden aktiviert, der
Rezeptor bleibt aber im Vergleich zu der GNNK-defizienten Isoform (GNNK lénger
aktiv.”>7® Beide Isoformen werden in den meisten Gewebearten co-exprimiert, wobei die

GNNK-—-Isoform allerdings die iiberwiegende Form darstellt.®-"!

KIT ist eine Typ III-Rezeptortyrosinkinase und gehdrt somit zu der platelet-derived
growth factor (PDGF)-Rezeptor Familie. Sie besitzt fiinf Immunologlobulin-dhnliche
(Ig-like) Dominen im extrazellulidren Bereich sowie eine kinase-insert-Sequenz (76 AS),
welche sich im Zentrum der KD befindet (Abbildung 4 und 5). Die extrazellulire Doméne
wird iiber die Transmembranregion mit ihrer intrazelluliren Doméne, beginnend mit der
JM-Rregion, verbunden. Die beiden Subdoménen der Kinasedomine werden durch die
kinase-insert-Sequenz  unterbrochen. Den Abschluss der RTK KIT bildet der
COOH-Terminus.?”> ¢ 72 77 KIT bindet den Liganden SCF (stem cell factor) im
extrazelluldren Bereich, leitet das externe Signal dadurch in das Zellinnere weiter und

reguliert grundlegende physiologische Prozesse iiber die nachgeschalteten Signalkaskaden.
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Die Aktivierung von KIT erfolgt durch die Dimerisierung des Rezeptors.”® Der SCF ist
ein antiparalleles Homodimer, dessen Monomere jeweils eine zugingliche KIT-
Bindungsregion besitzen.”> 7’ Das SCF-Dimer vernetzt zwei KIT-Monomere und induziert
konformationelle Anderungen im Rezeptor, die zur Dimerisierung und Aktivierung von KIT
fiihren.?® Die ersten drei Ig-dhnlichen Doménen (D1-D3) interagieren {iber komplementire
Bindungsoberflichen mit SCF, bleiben aber selbst strukturell unveridndert.?® 638 Anders
verhalten sich die Ig-dhnlichen Doménen vier und fiinf (D4 und DS5), die bei Liganden-
induzierter Dimerisierung eine Umorientierung durchlaufen. Die beiden Doménen bilden
die direkte Interaktion zwischen den beiden KIT-Monomeren und orientieren diese fiir die
Aktivierung. Folglich werden die Transmembranregionen der beiden KIT-Monomere in
rdumliche Nihe gebracht, ermdglichen so die Protein-Protein-Interaktion und damit eine
entsprechende Positionierung der intrazelluldren KDs fiir die trans-Phosphorylierung

(Abbildung 4).30:63.72.81

SCF
unabhangige
Aktivierung

Intrazellulare
Signalkaskaden
“a ‘,,,

Intrazellulare
Signalkaskaden
Q

)

b Y 4
G807 wgln.  Godio o gow. SmEn
@@gyﬁg&“@g} ﬁ?@: Q2 cﬁ»@i{,{ *f%‘i‘"@ﬁf‘w 29
d voriibergehende Kinase Autoinhibierte KD Konstitutive Kinase d
Transaktivierung Transaktivierung
Normales Zellwachstum Krankhaftes Zellwachstum
und Krebs

Abbildung 4: In seiner Wild-Typ-Form existiert KIT als Monomer in der Zellmembran (Mitte) (PDB 1t45; PDB 2ec8).
Bindet SCF (Purpur) iiber die Ig-dhnlichen Doménen D1-D3 wird die Dimerisierung und Aktivierung von KIT in trans
durch Autophosphorylierung der Tyrosin-Reste induziert (links) (2e9w). Das aktive Kit-Dimer aktiviert seinerseits
Proteinkinase-vermittelte Signalkaskaden, die spezifische physiologische Prozesse regulieren wie z. B. das normale
Zellwachstum. Die negative Regulation dieser Signalkaskade wird unter anderem durch die SPH-1 Tyrosinphosphatase
gesteuert. Aus onkogenen KIT-Mutationen (rote X) resultiert die SCF-unabhéngige Aktivierung von KIT (PDB 4u0i), die
die Kinase konstitutiv aktiviert und zu abnormen Zellwachstum und Krebs fiihrt (rechts) (Angelehnt an Mol et al.”’).
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Die Strukturen der KIT-KD wurden sowohl fiir die aktive (PDB 1pkg)’’ als auch fiir die
inaktive (PDB 1t45)37 Konformation von Mol et al. aufgeklirt. Die KD von KIT hat einen
klassischen Aufbau wie in 1.1. beschrieben, bestehend aus zwei Subdoménen zwischen
denen sich das aktive Zentrum mit all seinen Strukturelementen befindet.3”- 7> 7"Die von Mol
et al. geloste Struktur untermauert die in Studien zuvor gezeigte inhibitorische Funktion der
JM-Doméne (Abbildung 4, Mitte; PDB 1t45). In der inaktiven Konformation liegt die JM
zwischen den beiden Subdoménen gefaltet vor und inhibiert dadurch die enzymatische
Aktivitdt der KD.?”-4%-77 Die Tyrosine (Tyr568 und 570) in der JM werden nach der Bindung
von SCF als erstes phosphoryliert und induzieren eine Konformationsinderung in der

JM-Domine, welche die Autoinhibition aufhebt.37-40-77.82

Damit nimmt die JM-Domine eine wichtige Rolle in der Regulation der enzymatischen
Aktivitdt von KIT ein. Wie bereits beschrieben unterliegt die Autophosphorylierung in
RTKs einer bestimmten Reihenfolge, die fiir die Regulation der Kinaseaktivitét essentiell
ist. In KIT folgt der Phosphorylierung der JM zur Aufhebung der Autoinhibition die
Phosphorylierung der Tyrosine der Kinase-Insertions-Domidne und des COOH-Terminus
(Tyr703, 721, 730, 823, 900 und 936).%* Sieben von diesen Tyrosinen, die maBgeblich an
der Regulation der Kinaseaktivitdt beteiligt sind, fungieren als Interaktionsstellen fiir
Signalmolekiile, die eine SH2-Doméne besitzen.> Das in der Aktivierungsschleife
lokalisierte Tyr823 ist in der inaktiven Konformation als Pseudo-Substrat an der
Autoinhibition beteiligt. DiNitto et al. zeigten in einem Mutagenese-Experiment, dass eine
Phosphorylierung von Tyr823 die Kinaseaktivitdt nicht beeinflusst. Bislang konnten noch
keine Interaktionspartner von Tyr823 identifiziert werden. Seine Rolle in der enzymatischen

Funktion von KIT ist bis dato nicht aufgeklért (Abbildung 5).52%3
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Abbildung 5: Schematische Darstellung von KIT und den relevanten Phosphorylierungsstellen (gelb) sowie der
nachgeschalteten  Signaltransduktionswege und der entsprechenden zelluliren Antworten. Die Tyrosin-
Phosphorylierungsstellen, an die KIT-Substratproteine binden reprisentieren auBlerdem multifunktionale
Interaktionsstellen fiir eine Vielzahl von Proteinen. Hier aufgezeigt ist lediglich eine Substratauswahl des weitaus
komplexeren KIT-Interaktionsnetzwerks (Angelehnt an Lennartsson et al.%> 3%

Eine fein-regulierte Intensitit und Dauer der KIT-induzierten Signaltransduktion ist
wichtig fiir einen korrekten Ablauf der dadurch gesteuerten physiologischen Prozesse. Daher
bedarf es mehrerer Mechanismen zur Feinregulation der Signaltransduktion und -intensitét.
Dies wird durch mehrere parallel ablaufende Riickkopplungsmechanismen erreicht, die die
Aktivitdt von KIT einschridnken. Diesbeziiglich sind mindestens drei Ebenen der KIT

Herunterregulierung (downregulation) bekannt.5* 72

Die Aktivierung von KIT induziert die Rekrutierung von Ubiquitin Ligasen (E3 Ubiquitin
Ligase C-Cbl®-8¢ und Suppressor of cytokine signaling 6 (SOCS6)¥7-%8  welche KIT
ubiquitinieren und dadurch dessen Internalisierung und Degradation einleiten.3>° Ein
weiterer negativer Riickkopplungsmechanismus im KIT-Signaltransduktionsweg stellt die
als Konsequenz der KIT-Aktivierung erhohte Aktivitédt der Proteinkinase C (PKC) dar. Die
Verringerung der KIT Kinaseaktivitét ist mit der Phosphorylierung zweier Serin-Reste in

KIT (Ser741, Ser746) durch PKC assoziiert.”>°!
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Zudem fordert die Aktivierung von PKC die Freisetzung der extrazelluldren KIT-Doméne
von der Zelloberfliache, welche wiederum SCF binden und inhibieren kann (S-KIT).”? 92-93
Des Weiteren wird der KIT-Signalweg durch Dephosphorylierung der Tyrosin-Reste in KIT
oder dessen Signalmolekiile herunterreguliert. Die entsprechende Tyrosin-Phosphatase
SHP1 wurde fiir die negative Regulation der KIT-Aktivitét identifiziert.”**> Es gibt eine
Vielzahl von Signalkaskaden die von KIT aktiviert werden. Hierzu zdhlen u. a. die
Phosphoinositid-3-Kinase- (PI3K), Scr-Familien-Kinase-, Mitogen-aktivierte
Proteinkinase-(MAPK) und Phospholipasen-Signalwege (Abbildung 5). Diese Signalwege
sind dabei nicht isoliert zu betrachten, sondern weisen einen hohen Grad an Vernetzung
auf.%® 72 Wird KIT mit onkogenen Mutationen in Zellen exprimiert, dann wird das oben
beschriebene Gleichgewicht zwischen Aktivierung und Herabregulierung bzw.
Deaktivierung gestort. Dies fithrt zu einer Fehlregulation der nachgeschalteten
Signalkaskaden, was Stérungen der dadurch kontrollierten physiologischen Prozesse, wie
Zellwachstum und Apoptose, bewirkt und in der Entstehung des Krankheitsbildes Krebs
miinden kann (Abbildung 4).

Der GroBteil der onkogenen KIT-Mutationen ist in der JM-Region (z. B. V560G;
Exon 11) oder innerhalb der KD (z. B. D816H; Exon 17 (Aktivierungsschleifenmutation))
lokalisiert. Diese Mutationen bewirken eine SCF-unabhingige KIT-Phosphorylierung und
haben die konstitutive Aktivierung der Kinase zur Folge. Der exakte Mechanismus der
konstitutiven Aktivierung von KIT ist bislang nicht geklart, wobei jedoch angenommen
wird, dass die Mutationen zu konformationellen Anderungen in der JM-Domine und/oder
der KD fiihren, die die Autoinhibition verhindern und das Gleichgewicht auf die Seite der
aktiven Konformation verschieben.®* % Als Konsequenz liegt die JM als Verlidngerung der
Kinase solvatisiert vor und kann potentiell mit einem anderen KIT-Monomer interagieren
und eine SCF-unabhingige Dimerisierung und damit Aktivierung von KIT induzieren.”’
Des Weiteren zeigen in silico-Studien von Laine et al., dass die D816-Mutation in der
Aktivierungsschleife nicht nur die Konformation dieser verdndert, sondern auch zu einer
schwicheren Bindung der JM zur KD fiihren.”” Zudem konnte gezeigt werden, dass
Aktivierungsschleifenmutationen die Autophosphorylierung beschleunigen und die

Affinitit fiir ATP erhohen.”®
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Als negativer Hauptregulationsmechanismus der KIT-Aktivitit wird die JM-Region
durch beide Mutationen beeinflusst, zum einen direkt durch Mutationen in der JM-Region
selbst und zum anderen indirekt durch Mutationen in der Aktivierungsschleife. Es sind mehr
als 500 Mutationen von KIT in menschlichen Tumoren bekannt.” Die oben genannten Exon
11- und 17-Mutationen sind die hédufigsten Treibermutationen, viele der anderen sind
Passagiermutationen.®® Die konstitutive Aktivierung von KIT kann Krebserkrankungen zur
Folge haben, wozu beispielsweise maligne Melanome!®, kolorektaler Krebs!®!, akute

myeloische Leukdmie!??

und in mehr als 80 % der Félle von gastrointestinale Stroma-
Tumoren!® zihlen. Eine erfolgreiche Strategie zur Behandlung von Krebserkrankungen, bei

denen das molekulare Zielmolekiil bekannt ist, stellen niedermolekulare Kinaseinhibitoren

dar 96, 101
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1.1.3 Kinaseinhibtoren

Die konstitutiv dysregulierte Aktivierung von Kinasen durch onkogene Mutationen ist
der molekulare Treiber vieler Krankheitsbilder. Die spezifische Hemmung dieser Kinasen
durch niedermolekulare organische Molekiile, den sogenannten Kinaseinhibitoren, hat sich
als wertvolles Behandlungsprinzip etabliert. Mittlerweile sind 38 niedermolekulare

104 Diese Kinaseinhibitoren werden basierend auf ihrem

Inhibitoren von der FDA zugelassen
Bindungsmodus nach Roskoski et al.!% in Typ 1-1%, Typ 114-19% Typ I1-1%, Typ I1'%-, Typ
IV-197 Typ V-1%und Typ VI-Inhibitoren klassifiziert.!% 1% Die Beschreibung der spezifisch
belegten Taschen und Subtaschen basiert auf der von Linde ef al. vorgenommenen

Einteilung (Abbildung 6).

DFG-in DFG-out

Front pocket  Tiirsteher-  Back pocket  Front pocket Tiirsteher-  Back pocket
region region

Abbildung 6: Schematischer Uberblick der Subtaschen im aktiven Zentrums nach Linde et al.'" in der aktiven DFG-in
Konformation und der inaktiven DFG-ouz-Konformation. Die Besetzung der dargestellten Subtaschen durch die Inhibitoren
und die dadurch induzierte Konformation der Kinase entscheiden iiber den Typ des Inhibitors. AP: Adeninbindetasche, BP:
back pocket, FP: front pocket, GK: Tiirsteher und Hn: Scharnierregion (Adaptiert von Linde et al.!®).

Typ I-Inhibitoren binden reversibel an die aktive DFG-in-Konformation von
Proteinkinasen. Sie blockieren dabei die Bindungsstelle des Cofaktors ATP, indem sie
dessen Platz im aktiven Zentrum einnehmen (AP, FP-I und FP-II). Die Inhibitoren bilden
Wasserstoffbriickenbindungen zu der Scharnierregion aus und wirken auf diese Weise als
ATP-kompetitive Mimetika. Die Kinase befindet sich in der aktiven Konformation, wobei
jedoch kein Phosphattransfer katalysiert werden kann. Zu den zugelassenen
Typ I-Inhibitoren in der Krebstherapie zéhlen z. B. Gefitinib (Iressa®), in der Behandlung
des nicht-kleinzelligen Lungenkarzinoms (NSCLC), und Dasatinib (Sprycel®), in der

Behandlung von Nierenzellkarzinomen. %% 110
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Typ I'4-Inhibitoren binden ebenfalls reversibel in der ATP-Bindetasche der
Proteinkinase. Auch sie sind ATP-kompetitiv, adressieren aber eine inaktive DFG-in
Konformation. Sie ist inaktiv, da die o Helix C sich in der out Konformation befindet und
das regulatorische Riickgrat ungeordnet vorliegt. Es wird zwischen der Subgruppe A und B
unterschieden. Typ I'%2 der Subgruppe A besetzen neben der Adeninbindetasche auch die
Tiirsteherregion (BP-I-A) und erstrecken sich in die back pocket (B-11) der Zielkinase. Der
Subtyp B besetzt nur die ATP-Bindetasche und die Tiirsteherregion (BP-I-B) (Abbildung 6).
Wirkstoffe die einen Typ I'2 Inhibitor Bindemodus aufweisen konnen sind z. B. der
Wirkstoff Dasatinib (Sprycel®) zur Behandlung von CML und Lapatinib (Tykerb®) fiir die

Behandlung HER2-positiver Mammakarzinome.!%

Typ II-Inhibitoren adressieren die inaktive DFG-out-Konformation der Proteinkinase.
Man unterschiedet auch hier die Subtypen A und B. Typ IIA-Inhibitoren binden im aktiven
Zentrum und besetzen die Adeninbindetasche, wobei ebenfalls die nur in der inaktiven
Konformation zugéingliche hydrophobe allosterische Tasche (back pocket) in der hinteren
Region des aktiven Zentrums (B-II-V) adressiert wird. Typ IIB-Inhibitoren dagegen
besetzen ebenfalls die ATP-Bindetasche, erstrecken sich aber nur bis in die Tiirsteherregion
(Kinasekonformation: DFG-out) (B-I-A/B). Fiir die Bindung dieser Inhibitorklasse ist eine
kinetisch kontrollierte Konformationsdnderung des Zielproteins notwendig (DFG-in zu
DFG-out), wodurch die anschlieBende Besetzung der hydrophoben allosterischen Tasche
durch den Inhibitor dessen Verweildauer verlidngert. 19 11° Imatinib (Gleevec®) ist einer der
bekanntesten Vertreter dieser Inhibitorklasse und wird in der Behandlung von z. B. CML

und Gastrointestinalen Stroma-Tumoren (GIST) verwendet. !0 110

Typ IlI-Inhibitoren binden nur in der hydrophoben allosterischen Tasche (B-II-V), die in
der DFG-out Konformation neben der ATP-Bindetasche zugénglich ist. Sie bilden oftmals
Wasserstoffbriickenbindungen zur a-Helix C und zum DFG-Motiv, aber nicht zu der
Scharnierregion aus. Typ-III-Inhibitor und ATP konnen also simultan an das Protein binden
und befinden sich nicht in Konkurrenz zueinander (nicht-kompetitive Inhibition).
Beispielhaft fiir diese Inhibitorklasse ist Trametinib, ein Kinaseinhibitor zur therapeutischen
Behandlung von Melanomen mit einer BRAF V600E/K-Mutation. Abgesehen von diesem
Inhibitor haben Typ IlI-Inhibitoren zu diesem Zeitpunkt noch keine grofle therapeutische
Anwendung, allerdings finden sie als Ausgangspunkt fiir das Design von Typ II-Inhibitoren

Verwendung. 105110
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Typ IV-Inhibitoren werden auch als allosterische Inhibitoren bezeichnet. Sie binden abseits
des aktiven Zentrums, sind aber in der Lage durch andere Mechanismen die Kinaseaktivitét
zu beeinflussen.!%® ' Darunter féllt die Kontrolle der Kinaseaktivitit z. B. durch die
Blockierung von regulatorischen Domaénen in der Zielkinase, durch Rekrutierung anderer
Proteine oder durch Induktion von konformationellen Anderungen. Besonders
vielversprechend sind Typ [V-Inhibitoren in der Wirkstoffforschung, da sie in nicht
konservierten allosterischen Bindetaschen von Proteinkinasen binden und dadurch eine hohe
Selektivitdt aufweisen konnen. Voraussetzung ist allerdings, dass eine allosterische
Bindetasche in der Zielkinase vorhanden ist, welche die Kinaseaktivitit zielorientiert
kontrollieren kann. Beispiele fiir solche Inhibitoren ist GNF-2!!%113 ein BCR-AbI-
Antagonist, welcher an der Myristoyl-Bindetasche bindet und die inaktive
Kinasekonformation stabilisiert!?> 197 110 ynd ABL0O01 (Asciminib®), ebenfalls ein BCR-
ABL-Inhibitor, der sich fiir die Behandlung von CML und Philadelphia-Chromosom-
positiver akuter lymphatischer Leukédmie in Entwicklung befindet und auch die Myristoyl-

Bindetasche adressiert.!'4

Typ V-Inhibitoren adressieren zwei Regionen der KD. Sie werden in zwei Kategorien
unterteilt: Inhibitoren, die sowohl die ATP-Bindetasche als auch Proteinsubstrat-
Bindetaschen adressieren (Bisubstrat-analoge Inhibitoren) und Inhibitoren, die die ATP-
Bindetasche und ein anderes Epitop als die der Substratbindetaschen binden (bivalente
Inhibitoren).!%% 1115 Durch die Kombination von einem Inhibitor mit hoher Affinitit (z. B.
ein ATP-kompetitiver Inhibitor) und einem Inhibitor mit hoher Selektivitdt (z. B. ein
allosterischer Inhibitor) konnen hierbei Hybridverbindungen generiert, die diese beiden
Eigenschaften vereinen. Ein Beispiel fiir einen Bisubstrat-Inhibitor ist ein von van Ameijde
et al hergestelltes Staurosporin-Mimetikum, das mit einem Pseudosubstrat zur

Isozym-selektiven Adressierung von PKC kombiniert wurde. !¢

Typ VI-Inhibitoren sind kovalent an eine Zielkinase bindende Liganden. Prinzipiell
konnen sie alle oben genannten Bindungsmodi einnehmen, besitzen allerdings zusédtzlich ein
reaktives Elektrophil, mit dem sie eine nukleophile Aminosdureseitenkette (i. d. R. Cystein)
in ihrer Zielkinase irreversibel binden.!% ''7 Die kovalente Bindungsbildung erfolgt hierbei
in zwei Schritten: Im ersten Schritt bindet der Inhibitor reversibel an sein Zielprotein. Im
zweiten Schritt erfolgt die kovalente Bindungsbildung.!!7-!!8 Die kovalente Bindung bewirkt
eine maximale Verweilzeit des Inhibitors am Zielprotein bis zu dessen Abbau und

Neuexpression. '8
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In der Krebstherapie werden z. B. die von der FDA zugelassenen Typ VI-Inhibitoren
Afatinib (Gilotrif®), Osimertinib (Tagrisso®) und Neratinib (Nerlynx®) zur Behandlung von
NSCLC eingesetzt. 10> 11

1.1.4 Therapie KIT-abhingiger gastrointestinaler Stromatumore

KIT ist als wichtiges Signalprotein an der Entwicklung von Melanozyten, Erythrozyten,
Keimzellen, Mastzellen und auch von interstitiellen Zellen von Cajal (gastrointestinale
Schrittmacherzellen) beteiligt.®* 120-12! Die konstitutive Aktivierung von KIT als onkogener
Treiber hat unkontrolliertes Zellwachstum zur Folge und fiihrt somit zu Krebserkrankungen

122-123 " gystemischer Mastozytose und GIST.!°! 124 GIST gehoren zu den

wie Melanomen
Krebserkrankungen, die hauptséchlich durch die Fehlregulation von KIT und des platelet-
derived growth factor receptors (PDGFR) resultieren. Die Behandlung dieser Krebsart
durch Kinaseinhibitoren wie z. B Imatinib ist ein Beispiel fiir eine erfolgreiche zielgerichtete

Krebstherapie.!0!: 124

GIST reprisentieren die am héufigsten vorkommenden Mesenchymaltumoren des
Gastrointestinaltrakts und entwickeln sich aus den interstitiellen Zellen von Cajal, den
intestinalen Schrittmacher-Zellen, welche zur Peristaltik und Segmentierung von glatten
Muskelzellen fithren.!?>128 Die Tumore kénnen entlang des gesamten Gastrointestinaltrakts
vorkommen (Esophagus-Rektum)!?®, wobei der Magen (mit 60 %) und der Diinndarm
(35 %) allerdings am haufigsten befallen sind.!3° Extra-gastrointestinale GIST kommen im
Vergleich seltener vor. Typischerweise handelt es sich bei GIST um ortlich begrenzte
Tumore (einige mm bis 30 cm), die zu exophytischem Wachstum neigen.!3%!3! Es werden
drei histologische Subtypen unterschieden:'?® Der Spindelzelltyp (zu 70 %), der epitheloide
Zelltyp (20 %) und ein aus verschiedenen Anteilen dieser Typen gemischter Zelltyp
(10 %).12% B! Die Behandlungsmethode erster Wahl ist die chirurgische Resektion
(GIST <5 cm), gefolgt von einer zielgerichteten Tumortherapie zur Rezidivkrebs- und
Metastasenpravention. Ist das Tumorwachstum bereits zu weit fortgeschritten, wird direkt
mit einer zielgerichteten Tumortherapie!'®? mit Kinaseinhibitoren begonnen, da sich GIST
als resistent gegen Chemotherapie und Strahlentherapie erwiesen haben.!3!- 133-134 Fiir die
zielgerichtete Tumortherapie ist eine konkrete Diagnose durch molekularpathologische
Verfahren unabdingbar. Diese beinhalten die genaue Typisierung der genetischen Lisionen

im Tumorgewebe der Patienten, die den Phénotypen der Tumorzellen bestimmen.
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Die Priifung auf Verfiigbarkeit eines Wirkstoffs fiir das entsprechende genetische Profil,
der die fehlregulierten Proteine inhibiert, erfolgt individuell und angepasst an den

identifizierten Treiber des unkontrollierten Tumorwachstums (Prizisionsmedizin).!?% 134

Annéherungsweise 85 % aller GIST weisen onkogene gain-of-function-Mutationen von
KIT (79 %) oder PDGFR (6 %) auf.!> 135 Die Aktivierungsmutationen in KIT
reprasentieren ein frithes onkogenes Ereignis, verbleiben aber auch der zentrale onkogene
Treiber im Patienten mit weit vorgeschrittenen GIST.!?* 136137 Die priméren
Aktivierungsmutationen von KIT in GIST treten vor allem in der JM-Region (Exon 11), in
der extrazellularen Region (Exon 9) und vergleichsweise selten in anderen Exons (8, 13, 17)

auf (Abbildung 7).138-141
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Abbildung 7: Lokalisation der Mutation in KIT. Exon 9-Mutationen in der extrazelluldren Doméne; Exon 11-Mutationen
in der JM-Doméne; Exon 13/14-Mutationen im aktiven Zentrum der KD (V654 A und T6701); Exon 17-Mutationen in der
Aktivierungsschleife der KD (Codon 816-829) (rechts). Kristallstruktur von Ponatinib im Komplex mit Wild-Typ KIT
(PDB 4u0i, links). Die Sekundérmutationen wurden mit der Mutagenesefunktion des Programms Pymol'“? modelliert und
ihre Lokalisation sowie rdumliche Ausdehnung durch die Oberflachen-, und Elektronendichte-Gitter-Darstellung, sowie
roter Hinterlegung hervorgehoben. Wasserstoftbriickenbindungen sind als blau gepunktete Linien dargestellt. JD entspricht
der JM-Doméne, KI der kinase-insert-Sequenz, und KD der Kinasedoméne.

Zu diesem Zeitpunkt sind drei Inhibitoren fiir die Behandlung von GIST zugelassen, von

denen jedoch keiner speziell fiir die Inhibition von KIT entwickelt wurde. 43-146
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Imatinib (Gleevec®'*”) wurde urspriinglich fir BCR-Abl, Sunitinib (Sutent®'*®) fiir
VEGFR entwickelt und Regorafenib (Stivarga®#’) kommt als Multikinaseinhibitor zum
Einsatz (Abbildung 8).
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Abbildung 8: FDA-zugelassene Inhibitoren zur Behandlung von GIST (Imatinib, Sunitinib und Regorafenib) sowie der
Phase II-Inhibitor Ponatinib und die Phase I-Inhibitoren BLU-285 und DCC-2618.

Der Einsatz von Tyrosinkinase-Inhibitoren (TKIs) zur Behandlung von deregulierten
Tyrosinkinasen hat sich bei GIST beziiglich des Nebenwirkungsspektrums und dem
gesamten klinischen Verlauf der Patienten als vorteilhaft im Vergleich zur traditionellen

Krebstherapie (Chemotherapie und anschlieBende Bestrahlung) erwiesen. 39140

Der Kinaseinhibitor Imatinib ist oral verfiigbar, wird schnell vom Organismus absorbiert
und inhibiert KIT-Exon 11 und Exon 9-Mutationen sehr effektiv.!*%-1>! Die Ansprechrate der
mit Imatinib behandelten GIST-Patienten und auch die Dauer des therapeutischen Nutzens
korrelieren mit dem Genotypen.!**!3! Das durchschnittliche progressionsfreie Uberleben
wiahrend der Therapie mit Imatinib (median progression-free survival (mPFS)) fiir Kit-

Exon 11-Mutationen betrdgt 2,3 Jahre, fiir Exon 9-Mutationen 1,6 Jahre. !>
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Diese langanhaltende  Krankheitskontrolle gepaart mit dem vorteilhaften
Nebenwirkungsprofil machen Imatinib zu dem standardmifBigen Erstlinien-Therapeutikum
fiir GIST. Obwohl zu Beginn der Imatinib-Therapie eine Tumorregression erreicht werden

kann, wird fiir den GroBteil der Patienten eine erneute GIST-Progression beobachtet.

Trotz direkter Adressierung der relevanten Zielkinase in der Erstlinientherapie mit
Imatinib, bleibt das Wachstum und Uberleben der GIST-Tumorzellen nach wie vor vom
KIT-Signalweg abhingig (onkogen-addiction). Sekunddre Mutationen innerhalb der
ATP-Bindetasche (Exon 13, V654A; Exon 14, T6701) und der Aktivierungsschleife (Codon
816-829) sind bekannte Ausloser fiir eine Wirkstoffresistenz gegeniiber Imatinib und einer

damit einhergehenden Tumorprogression (Abbildung 7).133-154

Sowohl Sunitinib als auch Regorafenib zeigen eine hohere Aktivitdt gegen KIT-Mutanten
mit sekunddren Resistenzmutationen, gepaart mit einer verbesserten PFS von vier bis flinf
Monaten, woraufhin die Zulassung der Inhibitoren zur Zweitlinien-'>> und
Drittlinien-Therapie!>® erfolgte. Die Ansprechrate der Patienten fiir beide Inhibitoren fallt
allerdings gering aus (<8 %). Die {iiberwiegende Anzahl der GIST-Patienten mit
fortschreitendem GIST-Wachstum entwickeln trotz Behandlung mit Imatinib multiple,
polyklonale Resistenzmutationen (genomische Heterogenitit). Keines der zugelassenen
Medikamente erwies sich gegen das gesamte Spektrum dieser Resistenzmutationen als
wirksam, woraus sich ebenfalls die beobachtete moderate klinische Aktivitdt ableiten
ldsst.!>” Zudem inhibieren Sunitinib und Regorafenib im Vergleich zu Imatinib ein sehr
breites Kinasespektrum, darunter insbesondere angiogenetische Kinasen wie VEGFR1-3
und TIE2, was erhebliche Nebenwirkungen wie Haut- und gastrointestinale Toxizitit sowie
Hypertonie-Folgesymptome/-Erkrankungen begiinstigt.!>% 158160 Gegenwirtig befindet sich
der Kinaseinhibitor Ponatinib (Iclusig®) in Phase II-Studien zur Behandlung von GIST
(Abbildung 8).1%1-162 Der Inhibitor gehort urspriinglich zur néichsten Generation rational
designter hochpotenter ATP-kompetitiver Typ II-Inhibitoren zur Adressierung der
Tirsteher-Resistenzmutation T3151 in BCR-AbL.!1-162 Ponatinib ist fir T3151 BCR-Abl-
positive chronische myelogene sowie akute lymphoblastische Leukdmien (CMA und AML)
aufgrund signifikanter antileukdmischer Aktivitdt {iber mehrere Krankheits- und
Mutationsstadien innerhalb der PACE (pacing, activity, and cognitive behaviour therapy: a

randomised evaluation)-Studie zugelassen.'®3
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Ponatinib inhibiert allerdings auch eine Vielzahl von Imatinib-resistenten KIT-Mutanten,
einschlieBlich der Exon 17 D816-Mutanten, welche sich als resistent gegeniiber den {ibrigen
zugelassenen Medikamenten fiir GIST erweisen. Allerdings zeigt sich Ponatinib weniger
potent gegeniiber der Sekundirmutation V564A (Exon 13).!37 In GIST-Patienten zeigt
Ponatinib eine vielversprechende Aktivitdt mit einer klinischen Benefit-Rate von bis zu
55 % in einer kleinen Gruppe von vortherapierten Patienten mit primédrer Exon 11-Mutation.
Eine aktuelle klinische Studie (POETIG, NCT03171389) untersucht den therapeutischen
Nutzen Ponatinibs als Zweitlinientherapie und in austherapierten Patienten. Ponatinib
adressiert unter anderem die Kinasen der VEGFR-, PDGFR- und SCR-Familie. Dieses
Multikinaseinhibitor-Profil von Ponatinib resultiert in einem entsprechenden
Nebenwirkungsspektrum. Die hiufigsten Nebenwirkungen, die bei der Ponatinib-Therapie
auftreten, sind Hautausschlag, Miidigkeit, Myalgie, trockene Haut, Kopfschmerzen,
Mukositis. Diese werden jedoch von den Patienten weniger intensiv wahrgenommen als
unter der Behandlung mit Sunitinib und Regorafenib. Eine schwerwiegendere
Nebenwirkung sind Dosis-abhidngige arterielle Thrombenbildungen, die in 11.8 % der

Patienten mit BCR-AbI positiver Leukdmie beobachtet werden konnten,!3%: 164

Ob die Inhibition von an der Angiogenese beteiligten Kinasen wie VEGFR1-3 und TIE2
durch Ponatinib im Zusammenhang mit der arteriellen Thrombenbildung steht, ist noch nicht
aufgekdrt.!>7- 165 Gegenwirtig stellen die neuen Verbindungen BLU-285'6 (NCT02508532),
ein potenter PDGFRA-D842- und KIT-Exon 17-Mutanten-Inihibitor und DCC-2618!¢7
(NCT02571036), ein Typ III-KIT- und PDGFRA-Inhibitor, sowie PLX9486/PLX3397%
erstmals speziell fiir KIT entwickelte Inhibitoren mit guter Aktivitit gegen Exon 13/14 und
17 dar. Diese Inhibitoren kdnnten nach erfolgreichem Durchlaufen der klinischen Studien
nicht nur fiir GIST-Patienten, sondern auch fiir KlIT-positive Leukdmie- und
Melanom-Erkrankungen im Rahmen einer zielgerichteten Tumortherapie genutzt werden

(Abbildung 8).!8
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2 Motivation und Zielsetzung

Als Genprodukt des Proto-Onkogens c-kit ist die Proteinkinase KIT ein attraktives
Zielmolekiil fiir die Wirkstoffforschung. KIT ist eine membranstidndige RTK und reguliert
eine Vielzahl von physiologischen Prozessen wie Zellwachstum und Apoptose. Die durch
onkogene Mutationen verursachte Fehlregulation von KIT fiihrt zu unkontrolliertem
Tumorzellwachstum und so zu Erkrankungen wie Krebs und im Speziellen GIST. Die
gegenwirtig zugelassenen Inhibitoren fiir GIST wurden allesamt nicht fiir die genetischen
Léasionen in KIT-abhingigen Tumoren entwickelt und sind urspriinglich aus der
Wirkstoffentwicklung fiir andere Krankheitsbilder hervorgegangen. Obwohl der Inhibitor
der ersten Generation (Imatinib) sehr erfolgreich in der Adressierung der priméren
Aktivierungsmutationen in KIT ist und auch der klinische Nutzen fiir die Patienten sehr
positiv zu bewerten ist, wird nach Auftreten der Aktivierungsschleifen- und
Sekundédrmutationen in der KD eine Resistenz gegeniiber Imatinib beobachtet. Die in Folge
dessen eingesetzten Inhibitoren der zweiten und dritten Generation Sunitinib und
Regorafenib zeigen im Vergleich zu Imatinib nur eine moderate inhibitorische Wirkung und
ein schlechtes Selektivitits- und Nebenwirkungsprofil. Ponatinib, ein Inhibitor entwickelt
zur Behandlung von BCR-ADbI-T315I-positiver Leukémie, zeigt gegeniiber der analogen
T670I Tiirsteher KIT-Mutation eine sehr gute inhibitorische Effektivitét, allerdings ebenfalls
eine Abnahme der Aktivitit gegeniiber der V654A-Sekundidrmutation in KIT, die als
Resistenz gewertet wird. Daraus ergibt sich die dringende Notwendigkeit Inhibitoren zu
entwickeln, die spezifisch klinisch relevante Mutationen in KIT adressieren und ein
verbessertes therapeutisches Profil mit einem reduziertem Nebenwirkungs-spektrum
aufweisen, um erfolgreich KIT-abhidngige Erkrankungen wie GIST zu therapieren. Die
Voraussetzung dafiir ist ein fundiertes Verstindnis der Auswirkung der Mutationen auf die
Struktur von KIT und die damit verbundenen Resistenzmechanismen gegen vorhandene
Kinaseinhibitoren. Dazu sollten im Rahmen dieser Arbeit zundchst MD-Simulationen der
wenig erforschten Exon 13- und 14- Sekunddrmutationen durchgefiihrt werden, um deren
Auswirkungen auf die Struktur von KIT nédher zu untersuchen und Erkldrungsansétze fiir
den jeweiligen Resistenzmechanismus gegeniiber den zugelassenen Inhibitoren zu

entwickeln.
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Von besonderem Interesse ist dabei die Sekunddrmutation in Exon 13, da zum jetzigen
Zeitpunkt kein schliissiger Erkldrungsansatz fiir den Mechanismus der Resistenz bekannt ist
und effektive Inhibitoren mit ausreichender Selektivitit fiir diese Variante fehlen. Die
Kombination der aus der MD-Simulationen erhaltenen Informationen mit rationalem,
strukturbasiertem Molekiildesign und Dockingstudien sollten zur Entwicklung verbesserter
Ponatinib-basierter Inhibitoren mit optimierter Affinitdt sowie Selektivitdt gegeniiber KIT
filhren. Im Anschluss an die chemische Optimierung sollten die Inhibitoren sowohl
biochemisch als auch zelluldr charakterisiert werden. Insbesondere sollte dabei die
Optimierung der Wechselwirkungen zur Scharnierregion erreicht werden, sowie
unterschiedliche Ansétze zur Verbesserung der Selektivitdt gegeniiber VEGFR2 verfolgt
werden. Im Zuge einer Kooperation mit der Firma Taros Chemicals sollten aus den
Ergebnissen eines patent- bzw. scaffold-hopping neuartige Hybridinhibitoren zur
Adressierung der klinisch relevanten Sekunddrmutationen synthetisiert und ebenfalls
biochemisch und zelluldr evaluiert werden. AbschlieBend sollte die Mdoglichkeit der
irreversiblen Adressierung von KIT untersucht werden. Die gezielte Positionierung eines
Elektrophils in dem Molekiilgeriist der entwickelten Verbindungen sollte zur Adressierung
eines in der back pocket befindlichen Cysteins herangezogen werden. Eine entsprechende
Syntheseroute sollte zu diesem Zweck etabliert werden. Der kovalente Bindungsnachweis
sollte iiber kinetische sowie massenspektrometrische Untersuchungen erfolgen.
Voraussetzung fiir die biochemische und zelluldre Evaluierung und das damit verbundene
Aufstellen von Struktur-Aktivititsbeziehungen (Structure-Activity-Relationships; SARSs)
aller Substanzen sind auf die entsprechenden Zielproteine anwendbare Assay-Systeme.
Dazu mussten sowohl fiir die biochemische als auch die zelluldre Substanzcharakterisierung
Assaysysteme etabliert und validiert werden, um robuste und reproduzierbare Daten zu
generieren. Zusammenfassend sollten in dieser Arbeit reversible und irreversible
Modulatoren speziell fiir die Adressierung der klinisch relevanten KIT-Mutationen
entwickelt und auf ihre Aktivitdt getestet werden. Die potentiellen KIT-Inhibitoren sollten
in einem interdisziplindren Ansatz mit Hilfe von computergestiitzten, organischen Synthese-

und biochemischen sowie zelluldren Charakterisierungsmethoden entwickelt werden.
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3 Strukturbasiertes Design von KIT-Inhibitoren

3.1Strukturbasiertes Wirkstoffdesign

Das strukturbasierte Wirkstoffdesign ist neben dem Hochdurchsatz-Screening (high
throughput screeninng (HTS)) eine der Methoden zur Entdeckung von niedermolekularen
Molekiilen, die Affinitdt und/oder inhibitorische Aktivitit zu einem bestimmten Zielprotein
aufweisen. Wihrend die Entdeckung und Optimierung von Leitstrukturen im
Hochdurchsatz-Screening auf der Identifikation von niedermolekularen Molekiilen aus
Substanzbibliotheken, bestehend aus mehreren Millionen Vertretern unterschiedlicher
Substanzklassen in automatisierten in vitro-Testsystemen basiert, beginnt der Prozess des
strukturbasierten Designs mit der Untersuchung der Struktur des Zielproteins (farger).!99-170
Die Zielproteine sind i. d. R. beteiligt an der Entstehung einer Erkrankung bzw. von
Erkrankungen und durch die Interaktion mit einem Liganden in ihrer Aktivitit reguliert. Sie
sind entweder Treiber der Erkrankung oder tragen als nachgeschaltete Substrate in einer fiir
das Krankheitsbild essentiellen Signalkaskade zu dessen Entstehung bei. Die Generierung
des Strukturmodells eines Zielproteins erfolgt hauptsidchlich durch drei Methoden:
Rontgenkristallographie, NMR und Homologiemodellierung. Durch die Analyse der
3D-Struktur des Zielproteins kdnnen Ligandenbindetaschen identifiziert werden, die eine
Schliisselrolle in dessen Regulation einnehmen.!®-1"! Mit ihrer Strukturaufklirung bieten
auch andere Makromolekiilgruppen Ansatzpunkte fiir das strukturbasierte Design. So sind
Sekundérstrukturelemente der RNA beispielsweise attraktive Bindungsstellen fiir die
Adressierung durch Liganden.!”>!” Die identifizierte Bindetasche wird unter Zuhilfenahme
von Computeralgorithmen weiter untersucht. Die dabei angewandten computergestiitzten
Methoden werden in drei Kategorien unterteilt: die Inspektionsmethode, die virtuelle
Durchmusterungsmethode und die de novo-Designmethode. Bei der Inspektionsmethode
werden bekannte zielproteinbindende Molekiile, wie Substrate, Kofaktoren und Peptide,
basierend auf einer Maximierung der komplementiren Wechselwirkung zu der
Zielbindetasche modifiziert, um aus ihnen Inhibitoren zu generieren.!’% 174175 Bei der
virtuellen Durchmusterungsmethode (virtual screening) werden in Datenbanken aufgefiihrte
kleine Molekiile in silico in die zuvor ermittelten Bindetaschen gedockt und basierend auf

sterischen und elektrostatischen Wechselwirkungen innerhalb dieser bewertet (scoring).!’"

176
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Fir den de novo-Design-Ansatz werden Molekiilfragmente in die Bindetasche
positioniert (docking), hinsichtlich ihrer Bindungsgeometrie bewertet (scoring) und
gegebenenfalls in silico miteinander verbunden. Die generierten Hybridmolekiile werden

anschlieBend zur weiteren Untersuchungen chemisch synthetisiert.!”°

Neben den computerunterstiitzten Methoden konnen Leitstrukturen auch mittels einer
Kombination aus in vitro-Testung und Strukturermittlung entwickelt werden.!”® Die
wesentliche Voraussetzung fiir ein erfolgreiches strukturbasiertes Wirkstoffdesign ist eine
iterative Vorgehensweise. Der Ausgangspunkt ist hierbei stets die 3D-Struktur bzw. ein
Modell des Zielproteins. Basierend auf einer Komplex- und/oder Apoproteinstruktur wird
ein entsprechender Ligand entworfen, welcher im néichsten Schritt synthetisiert und in
passenden Testsystemen (biochemisch und/oder zelluldre Assays) evaluiert wird. Bei einem
positiven Evaluationsergebnis (mindestens mikromolare Inhibition in vitro) wird versucht,
die 3D-Struktur des Zielprotein-Liganden-Komplexes mit der neuen Verbindung aus dem
vorangegangenen Zyklus zu ermitteln. Diese Struktur dient dann als Startpunkt fiir einen

nichsten Designzyklus (Abbildung 9).16°-17!
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Abbildung 9: Schematische Darstellung des iterativen Designprozesses eines strukturbasierten Wirkstoffdesigns.'®®
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Diese Vorgehensweise ermoglicht es nach jedem durchlaufenen Zyklus die getroffenen
Annahmen beziiglich der Wechselwirkungen und des Bindungsmodus des Liganden zum
Zielprotein zu iiberpriifen und SAR aufzustellen. Aus der 3D Struktur des Zielprotein-
Liganden Komplexes konnen die den Bindungsprozess kontrollierenden nicht-bindenden
Wechselwirkungen (van-der-Waals-Wechselwirkungen, Wasserstoftbriickenbindungen,
Wasser-vermittelte Wechselwirkungen und Salzbriicken) zwischen Ligand und Protein
antizipiert werden. Die daraus gewonnenen Informationen werden fiir den
Optimierungsprozess des Liganden hinsichtlich seines fargets genutzt. Auf diese Weise
kann eine moglichst hohe strukturelle und chemische Komplementaritit und damit Affinitat
und Selektivitit zum target generiert werden'®-17! Allerdings weisen das strukturbasierte
Wirkstoffdesign und auch die verwendeten computergestiitzten Verfahren Schwachstellen
auf. Zum einen erschwert die limitierte Verfiigbarkeit von Rontgenkristallstrukturen oder
aussagekriftigen Homologiemodellen die Anwendung des strukturbasierten Designs,!”!- 177
zum anderen gestaltet sich die verldssliche Berechnung und Vorhersage von
Bindungsaffinitéiten aufgrund der enormen Komplexitit als herausfordernd.!”!: 178-17° Die
Bindungsaffinitit setzt sich nicht nur aus enthalpischen Beitrdgen, sondern auch aus
entropischen Beitrdgen zusammen. Die Bindung eines Liganden scheint zundchst mehr
Ordnung in das System zu bringen, dies ist aber nicht zwangsléufig der Fall. Beispielsweise
erhoht sich die Unordnung (Entropie) durch Bindung der hydrophoben Anteile eines
Liganden, da dadurch geordnete Wassercluster aufgebrochen werden.!®" Dies gilt aber nicht
fiir Wassermolekiile die tief vergraben und fest gebunden in Spalten der Proteinoberfldche
und des aktiven Zentrums vorhanden sind.!8! Obwohl Fortschritte beziiglich der Berechnung
der Rolle der Wassermolekiile gemacht wurden (z.B. durch Einbezug von
Molekulardynamik (MD)-Simulationen)!’® 182 sind diese dennoch nicht ausreichend um das

Problem in Génze zu erfassen.!7!- 181-182

Trotzdem ist es moglich, mittels des strukturbasierten Wirkstoffdesigns ausreichende
Informationen iiber die Struktur-Aktivitdtsbeziehung der Liganden zu ihren targets zu
erhalten. Dadurch konnen vor allem in der Leitstrukturoptimierungsphase rational
Modifikationen durchgefiihrt werden, die die Anpassung des ADME (Absorption,
Distribution, Metabolismus und Elimination)- und Toxizitédts-Profils und dem gleichzeitigen
Erhalt der Affinitdt und Selektivitit erlauben.!’!7! Die Methode des strukturbasierten
Wirkstoffdesigns ist somit ein wichtiges Werkzeug fiir die Identifikation, den Entwurf und

die Weiterentwicklung von Liganden hin zum potentiellen Arzneistoff.
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3.2Grundlagen von MD-Simulationen

Die MD-Computersimulation ist eine Methode, um ndherungsweise die klassisch-
dynamische Entwicklung der Atompositionen von Fliissigkeiten oder Molekiilen in
fluider Umgebung (z. B. ein gelostes Protein) tiber die Zeit zu berechnen.'®* Dazu werden
die Bahnen aller N Teilchen (i) unter dem Einfluss eines Kraftfeldes, dem sogenannten
Wechselwirkungspotentials V (77,75, ... Ty), berechnet.'®® Fiir Molekiile beinhaltet das
Wechselwirkungspotential die intramolekularen Beitrdge in Form von Bindungslidngen,
Bindungswinkeln und Diederwinkeln und die intermolekularen Beitrige wie
van-der-Waals- und Coulomb-Wechselwirkungen sowie die Wechselwirkungen mit dem
Losemittel.!83  Durch quantenmechanische Berechnungen und unter Einbezug
physikalischer Eigenschaften des Systems, wie strukturellen, spektroskopischen und
thermodynamischen Daten, wird das Kraftfeld parametrisiert und die daraus erhaltene
potentielle Energie dem Newton'schen Gesetzen zur Bewegung (Newton'sche
Bewegungsgleichungen) makroskopischer Koérper unterworfen.!®® Die Newton'schen
Bewegungsgleichungen werden in der MD-Simulation iiber kleine Zeitintervalle At (ca.
10-'° s) nummerisch integriert, sodass eine Animation entsteht, welche die Bewegung und
Wechselwirkungen der Teilchen des entsprechenden Systems wihrend des untersuchten
Zeitraums beinhaltet.!®®> Zur Vereinfachung der Berechnungen werden die Teilchen i

ndherungsweise als Massepunkte, die liber Spiralfedern miteinander verbunden sind,

beschrieben. Aus den erhaltenen Gradienten der potentiellen Energie V" wird die Kraft F;
fiir jedes Teilchen i (Atom, Molekiille oder Molekiilgruppen) nach dem zweiten

Newton'schen Gesetz berechnet;!83-184

F = W, 7)) = m@, @

V ist die Ableitung nach den Ortskoordinaten x, y und z. @; beschreibt die Beschleunigung

und m; die Masse des Teilchens .

Die Trajektorien, das heiBt die neuen Orte 7;(t + At) und die neuen Geschwindigkeiten
v;(t + At) des Teilchens i, werden nach Festlegung der Anfangsgeschwindigkeit v; und der
Anfangsorte 7; durch Integration fiir jedes Zeitintervall At berechnet. Folgende Néherungen

konnen dafiir herangezogen werden:!'%3
T (t+A0) = T(6) + T(AC + ;T ()AL @)

v (t +At) = vi(t) + a;(t)At 3)
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Die daraus ermittelten Trajektorien besitzen ihrerseits verdnderte potenzielle
Energien V (17,73, ... Ty), die fiir die Berechnung der Orte und Geschwindigkeiten nach dem
nédchsten Zeitintervall verwendet werden. Gegenwirtig werden fiir MD-Simulationen bis zu
hunderttausend dieser Zeitintervalle fiir die zu untersuchenden Systeme generiert, aus denen
sich strukturelle, thermodynamische und dynamische Eigenschaften des Systems ableiten

lassen. 83

3.3Strukturelle Analyse von KITY, KITYVSP/V654A ypq KITVYSSD/T6701

Mutanten'

Eines der Hauptziele dieser Arbeit war die Adressierung der Sekunddrmutationen von
KIT, die den Hauptgrund von Wirkstoff-Resistenzen in GIST darstellen. Zum jetzigen
Zeitpunkt konnten allerdings keine Kristallstrukturen der Sekunddrmutanten von KIT
aufgeklart werden. Einzig die 3-D Struktur der Aktivierungsschleifenmutation D816H als
Primarmutation und der Wild-Typ (KIT"/wt) sind bekannt. Aufgrund dessen wurden in
Kollaboration mit der Arbeitsgruppe Koch (TU Dortmund) basierend auf der Sequenz und
der Kristallstruktur von KIT" (PDB 4u0i) durch molekulare Modellierung und MD-
Simulationen Modelle der Exon 13/14-Mutationen KITV339P/V634A ypd KITV339D/T6701
generiert. Die nachfolgenden Berechnungen wurden basierend auf im Zuge dieser Arbeit
aufgetretenen Fragestellungen von M. Sc. Christiane Ehrt! iterativ durchgefiihrt. Um ein
besseres Verstandnis fiir den Bindungsmodus des in der KIT*'-Kristallstruktur befindlichen
Liganden Ponatinib in den beiden Varianten (V559D/V654A; V559D/T670I) zu erhalten,
wurden Dockingstudien von Ponatinib mit den erstellten Modellen durchgefiihrt. Durch
diese konnte gezeigt werden, dass Ponatinib die zu untersuchenden KIT-Mutanten in
analoger Art zum wt binden kann. Die detaillierte visuelle Untersuchung der hochstrangigen
Posen fiir alle Dockingstudien in der KITV®*#A- und KITT%-Variante zeigten
vernachldssigbare Abweichungen im Vergleich zum nativen Bindungsmodus von Ponatinib

in der Ursprungskristallstruktur des wt.

'In Kooperation mit der Arbeitsgruppe um Dr. Oliver Koch an der TU Dortmund.
'Die vorliegenden Berechnungen wurden von M. Sc. Christiane Ehrt durchgefiihrt.



32 Strukturbasiertes Design von KIT-Inhibitoren

Aus diesem Grund wurden die Posen mit den kleinsten root-mean-square deviations
(RMSDs) zum in der Kristallstruktur (PDB 4u0i) beobachteten Bindungsmodus von
Ponatinib gewidhlt und MD-Simulationen mit dem wt und den Mutanten von KIT in Prisenz
und Absenz von Ponatinib {iber einen Zeitraum von 300 ns durchgefiihrt (siche
experimenteller Teil Kapitel 6.5). So sollten mdgliche Unterschiede im Bindungsmodus im
Liganden-gebundenen und -ungebundenen Zustand in der KIT-KD aufgedeckt werden. Die
Liganden-gebundenen KIT-Varianten verhalten sich wéihrend der 300 ns langen Simulation

anndhrend identisch beziiglich ihres RMSD-Profils (Abbildung 10A).
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Abbildung 10: RMSD-Profile fiir die MD-Simulationen von KITwt (dunkelgrau), KITT6701 (orange) und KITV654A
(blau) berechnet aus MD-Simulationen fiir alle Proteinriickgrat Co-Atome iiber einen Zeitraum von 300 ns. A) RMSD-
Profile der Strukturen fiir die berechneten Trajektorien in der Prasenz von Ponatinib. B) RMSD-Profile in der Absenz des
Liganden Ponatinib. Die RMSD-Daten wurden von M. Sc. Christiane Ehrt erhoben und visualisiert.

Auch die prominentesten Wasserstoffbriickenbindungen zwischen Ligand und Protein

sind iiber allen drei Trajektorien stabil (Tabelle 1).
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Tabelle 1: Wasserstoffbriickenbindungsanalyse fiir die Trajektorien von KIT* und beiden Mutanten iiber 300 ns. Die
Besetzungsdichte der jeweiligen Wasserstoffbriickenbindungen ist pro AS-Rest berechnet. Besetzungsdichten unter 1 %
werden tibersichtshalber nicht aufgefiihrt. Die Berechnungen wurden von M. Sc. Christiane Ehrt durchgefiihrt.

Besetzungsdichte der Wasserstoffbriickenbindungen pro AS [%]

KITV654A KIth KITT67OI
Glu78 (Seitenkette) 24.0 19.7 18.5
Cysl111 (Riickgrat) 4.7 53 6.6
Ile169 (Riickgrat) 16.7 15.1 24.5
His170 (Riickgrat) 20.4 21.1 10.1
Asp190 (Riickgrat) 15.4 18.8 23.9

Des Weiteren zeigten Berechnungen der molekularmechanischen Poisson-Boltzmann

(Generalized Born) Losemittel zugédnglichen Oberflachenbereiche (molecular mechanics

Poisson-Boltzmann (Generalized Born) solvent-accessible surface area (MM-PB(GB)SA))

dhnliche Resultate fiir KIT" und fiir die beiden untersuchten Mutanten (Tabelle 2) (siche

experimenteller Teil Kapitel 6.5.2). Es zeigen sich kaum Unterschiede in den freien

Bindungsenergien im Liganden-gebundenen Zustand der KIT-Varianten.

Tabelle 2: Aus den MM-PB(GB)SA-Berechnungen fiir die Komplexe zwischen Ponatinib und KIT*, KIT™% und
KITV63#A ermittelten freien Bindungsenergien. Die aus den MM-GBSA erhaltenen Ergebnisse stehen in Klammern. Bei
der Berechnung der freien Bindungsenergie (AGping) Wurde der Term, der die Losungsentropie beschreibt, vernachléssigt.
Die Berechnungen wurden von M. Sc. Christiane Ehrt durchgefiihrt.

freie Energien [kcal/mol]

KIth KITT67OI KITV654A
AGyaw 702 + 3.1 -70.4 +3.3 702 £3.4
AGele 69.4+9,1 37.9+11.6 36.1+£11.1
AG 6.1 +0.1 6.1 +0.1 6.1 0.1
non-polar (-9.9 +0.2) (-9.1+£0.2) (-9.0 £ 0.2)
AG 92.1 +£8.3 59.9+11.1 60.8 £ 10.7
polar (76.1 = 8.7) (43.1+11.2) (41.3 +10.9)
AGgas -139.7+9.2 1083+ 11.7 -106.3 £ 11.5
AGes 86.1 £8.3 53.8+11.1 54.7 +10.7
v (67.1 + 8.6) (34.0 + 11.2) (32.3 + 10.8)
AGring 53.6+4.2 -54.5+3.8 -51.6 £4.0
(-72.6 £ 3.8) (-74.3 £3.9) (-74.0 = 4.1)
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Ein Vergleich der berechneten freien Bindungsenergien mit den in der Literatur
ermittelten Glso-Werten'® von Ponatinib fiir die Varianten zeigt, dass die berechneten Daten
die experimentell ermittelten Affinitdten nicht reflektieren. Insbesondere die Mutante
V654A, fiir die ein nahezu 20-facher Aktivitdtsverlust von Ponatinib im Vergleich zu

KITT67% ermittelt werden konnte, sollte eine hohere freie Bindungsenergie aufweisen.

Die Methode der MM-PB(GB)SA-Berechnung wurde von Genheden et al. kritisch
untersucht und es wurde deutlich, dass sich die Methode in stetiger Entwicklung befindet
und die Ergebnisse je nach Programm und Methode, mit denen die Terme und einzelnen
Parameter berechnet werden, stark variieren konnen.!8¢ Aufgrund dieser Unsicherheiten der
Methode wurden zusétzliche Faktoren, die Auswirkung auf die Bindungsaffinitit des
Liganden Ponatinib zum Protein haben konnen, untersucht. Zum Vergleich wurden
MD-Simulationen der KIT-Varianten ohne Ponatinib als Liganden durchgefiihrt. Diese
Apo-Strukturen wiesen wesentliche Unterschiede in den Trajektorien der Varianten im
Vergleich zu den Ponatinib gebundenen auf (Abbildung 10B). Eine detailliertere Analyse
der RMSF (root-mean-square fluctuation) der einzelnen AS der ATP-Bindetasche der
untersuchten Varianten in der Absenz von Ponatinib demonstriert insbesondere fiir KIT Y6344

eine erhohte Flexibilitdt beziiglich der AS-Reste, die an der Bindung von Ponatinib beteiligt
sind (Abbildung 11).
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Abbildung 11: RMSF-Werte der AS-Reste im aktiven Zentrum von KIT* (dunkelgrau), KITT7 (orange) und KITV644
(blau) ohne gebundenen Inhibitor in einem Simulationszeitraum von 300 ns. Die mutierten Reste sind als violette Punkte,
die Lokalisation des AS-Reste innerhalb des aktiven Zentrums als gelbe bzw. als griine horizontale Linien und die AS-
Reste (Lys623, Glu640, und Asp810) mit der groBten Fluktuation der Atomkoordinaten bezogen auf die Startgeometrie als
pimke Punkte hervorgehoben. Die RMSF-Daten wurden von M. Sc. Christiane Ehrt erhoben und visualisiert.
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Um auszuschlieBen, dass die erhohte Flexibilitdt aufgrund der Mutation KITV®3#A eine
Auswirkung auf das Volumen und somit auf die Ponatinib-Protein-Komplexbildung hat,
wurde eine molekulardynamische Analyse der Trajektorie der Liganden-Bindetasche in
Absenz von Ponatinib durchgefiihrt. Diese zeigte in allen drei KIT-Varianten keine

signifikanten Unterschiede in dem Volumen der Liganden-Bindetasche (Abbildung 12).
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Abbildung 12: Dargestellt ist das Volumen des aktiven Zentrums (Ponatinib-Bindetasche) tiber den Zeitraum einer 300 ns
MD-Simulation in der Abwesenheit von Ponatinib von KIT™ (dunkelgrau), KITV39PV6$4A (blau), und KITVS9P/T670!
(orange). Die Daten wurden von M. Sc. Christiane Ehrt erhoben und visualisiert.

Die Gruppierung der Konformationen der MD-Trajektorien hinsichtlich der AS-Reste,
die an der Bindung von Ponatinib beteiligt sind, und der anschlieende
Bindetaschenvergleich der Reprisentative der Gruppierungen mit der hochsten
Besetzungsdichte mit dem Programm SiteHopper!'®’verdeutlicht, dass KIT* und KITV6344
sich hinsichtlich ihrer Bindetaschenform wund physikochemischen Eigenschaften
unterscheiden. Die Unterschiede zwischen KIT" und KITT7 beziiglich dieser Parameter
sind weniger ausgepriagt (Abbildung 13). Die aufgefiihrten Unterschiede konnten in den
MD-Simulationen der Liganden-gebundenen Varianten nicht beobachtet werden. Beide
Mutanten von KIT weisen im Ponatinib-gebundenen Zustand eine héhere Ahnlichkeit zum
wt auf. Demgegeniiber steht die von KITT7%' zu KITV6%*A abnehmende Ahnlichkeit im
Ponatinib-ungebundenen  Zustand, die auf groBere Abweichungen in der
Lingandenbindetasche-Konformation im Apo-Zustand der Mutanten hindeutet. Diese
konformationellen Unterschiede innerhalb der Ligandenbindetasche der Apo-KIT-Varianten
scheinen sich auf die Bindungsaffinitit von Ponatinib auszuwirken und resultieren
vermutlich in der verminderten Aktivitit des Ponatinibs gegeniiber der KITV6*A-Variante
(Abbildung 13).
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Die erhohte Bindetaschenflexibilitit der Apo-Formen, vor allem in der Variante
KITV®3#A konnte auf eine Verschiebung des Gleichgewichts zwischen aktiver und inaktiver
Konformation der Kinase hindeuten, die nicht im Protein-Ligand Komplex beobachtet
werden kann, da der Ligand in der Simulation die Kinase in eine bestimmte Konformation
,zwingt®, die fiir die Bindung notwendig ist.>> '3 Hinsichtlich dieser Hypothese wurden

weitere Untersuchungen beziiglich der Ligandenbindetaschen-Konformation durchgefiihrt.

A KITWt/KITT70 KITWt/KITVES4A

Lys623
Glu640
Scharriierregion .t
1‘/ S back pocket
M/
o L
:, o8 o)
B C
Ahnlichkeit zum - Ahnlichkeit zum -
Wild-Typ [%] Apo Ponatinib Wild-Typ [%)] Apo Ponatinib
Form 34 58 Form 33 56
phy_sukochem|sche 41 49 Phy.51kochem|sche 25 48
Eigenschaften Eigenschaften

Abbildung 13: A) Vergleich der Liganden-Bindetaschen-Oberflichen anhand repréisentativer Konformere der
MD-Simulationen, die von den Gruppierungen (Clustering) anhand der RMSD-Werte der Bindetaschenaminoséduren
abgeleitet wurden. Die Visualisierung und Anordnung von Ponatinib in KIT"! (grau), KITV6%*4 (blau), und KITT7%! (braun)
wurde mit SiteHopper'®’ generiert. B) Ergebnisse des Vergleichs der Ponatinib-Bindungsstelle der KIT™7?-Mutante in der
Ponatinib-gebundenen und der Apo-Form mit KIT* in Bezug auf die Form und physikochemischen Eigenschaften der
Bindetasche (Wasserstoftbriickendonor-, Wasserstoffbriickenakzeptor- und hydrophoben Eigenschaften). Fiir den
Vergleich zwischen Apo-Varianten (Apo) und Ponatinib-gebundene Varianten (Ponatinib) wurden die Bindetaschen der
repréasentativen Strukturen der Cluster mit der grofiten Anzahl von MDSnapshots in der Simulation gewéhlt. Die Mutanten
wurden mit der Kristallstruktur von KIT* im Komplex mit Ponatinib (PDB 4u0i) verglichen. C) Ergebnisse des Vergleichs
der Ponatinib-Bindungsstelle der KITV634A-Mutante in der Ponatinib-gebundenen und der Apo-Form mit KIT* in Bezug
auf die Form und physikochemischen Eigenschaften der Bindetasche. Der Vergleich wurde analog zu (B) durchgefiihrt.
Die Daten wurden von M. Sc. Christiane Ehrt erhoben und visualisiert.

Da sich keine klare SAR fiir die Aktivitit bekannter Inhibitoren auf KITV®34* ableiten
lieB, wurden die Aktivierungseigenschaften von KITV®3#A im Vergleich zu denen von KIT™
und KITT®7% analysiert, um eventuelle Unterschiede zu identifizieren. Tatsdchlich wurde in

den MD-Simulationen von Apo-KITV%3#4 eine hohe Flexibilitdt der a-Helix C beobachtet.
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Da die a-Helix C ein entscheidendes Strukturelement fiir die Unterscheidung der aktiven
bzw. inaktiven Kinasekonformation sowie wesentlich fiir die Stabilisierung der aktiven
Konformation ist, wurde die konformative Variation der Helix in den simulierten
Trajektorien durch eine zeitabhidngige Beobachtung des Winkels zwischen der Achse der
a-Helix C (N-terminal) von AS-Rest Leu631 zu Leu637 und der Einheitszellachse x
(Abbildung 14) untersucht. Die Auswertung der Daten deutet darauf hin, dass die V654A-
Mutation in KIT die Dynamik der a-Helix C beeinflusst und somit konformationelle
Anderungen in KITV5*A hervorruft, die die Komplexbildung mit einem Typ II-Inhibitor im
Vergleich zum wt erschweren kdnnten.

150

140

130

mu.:. .Mu mn "“‘ M" ““I'*Mm T

a Helix C Winkel [°]
5‘

1 51 101 151 201 251 301 351 401 451
t [ns]

—wt —T6701 —V654A

Abbildung 14: Gezeigt wird der Winkel zwischen der Achse der o-Helix C (N terminal) von AS Rest Leu631 zu Leu637
und der Einheitszellachse x withrend eines Simulationszeitraums von 300 ns fiir KIT* (dunkelgrau), KITV6**A (blau) und
KITT®7! (orange). Die Daten wurden von M. Sc. Christiane Ehrt erhoben und visualisiert.

Um die Flexibilitét in der gesamten KIT-KD zu visualisieren und die Einzigartigkeit der
erhohten a-Helix C-Flexibilitdit im Vergleich zum wt und der T670I-Mutante zu
untersuchen, wurde eine Hauptkomponentenanalyse (principle component analysis (PCA))
durchgefiihrt. Die Analyse zeigt, dass die Hauptrichtungsdnderungen innerhalb der KIT-
KD-Struktur fiir die Variante KITV%4* eine Beugungsbewegung der a-Helix C aufweist.
Die Beugung in Richtung KD deutet auf eine Stabilisierung der aktiven Konformation in
dieser speziellen Mutante hin (Abbildung 15). Diese Ergebnisse konnten darauf hindeuten,
dass die Mutante KITV6%*A eine Stabilisierung des regulatorischen Riickgrats zur Folge hat.
Damit wiirde die Einnahme einer aktiven KD-Konformation auf eine dhnliche Weise

induziert wie durch die Tiirstehermutationen in c-Abl und c-Scr.!88-189
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Die rdumliche Nihe von Ala654 in KITV6**A zum regulatorischen Riickgrat kombiniert
mit der in der MD-Simulation beobachteten Beugungsrichtung der a-Helix C, sowie die
verringerte Bindungsaffinitit von Ponatinib stiitzen diese Hypothese. Diese Ergebnisse
liefern einen plausiblen Ansatzpunkt fiir ein besseres Verstindnis der KITY6#A-Mutation

und kdnnen fiir ein rationales Wirkstoffdesign herangezogen werden.

Dennoch erschwert ein solcher Aktivierungsmechanismus ein rationales Design von
Molekiilen fiir diese KIT-Variante, da kein konkreter molekularer Angriffspunkt, wie
beispielsweise im Fall einer Tiirstehermutation, gegeben ist und als Losungsansatz nur die
Erh6hung der Affinitét der vorhandenen Liganden zur Zielvariante oder die Entwicklung
bzw. Entdeckung von Liganden mit génzlich unterschiedlichem Bindungsmodus verbleibt.
Die Herausforderung besteht dabei darin, eine Erhdhung der Affinitét kombiniert mit einer

ausreichenden Selektivitit zum target durch neu entwickelte Molekiile zu erreichen.

Abbildung 15: Die Richtungen der Trajektorien der Apo-KIT-Varianten abgeleitet aus den ersten drei PCA-Berechnungen
sind mit Pfeilen gekennzeichnet. Die PCA-Messungen eins, zwei und drei sind entsprechend in den Farben blau, grau und
griin gehalten. Die Richtungsinderungsmodi sind fiir Anderungen > 1 A gezeigt. Die Proteinstrukturen sind entsprechend
ihrer Mobilitét koloriert (rot: rigide; blau: flexibel). Die Daten wurden von M. Sc. Christiane Ehrt erhoben und visualisiert.
Deutlich zu erkennen ist die Flexibilitdt Losungsmittelexponierter Bereiche in allen drei Varianten (gelbe Pfeile). Lediglich
fiir KITV®3*A zeigt sich eine erhdhte Flexibilitit im gesamten back pocket Bereich sowie dessen umgebenden Bereichen
(roter Pfeil).
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3.3.1 Strukturbasiertes Inhibitordesign zu Adressierung von KIT

Vor dem Hintergrund der effektiven inhibitorischen Aktivitit von Ponatinib gegeniiber
den meisten klinisch relevanten KIT-Mutanten und seiner in dieser Kombination
einzigartigen Fihigkeit, die KITP#!6"-Mutante zu inhibieren, wurden die fiir die Behandlung
von GIST zugelassenen KIT-Inhibitoren mit Ponatinib hinsichtlich ihrer Bindungsmodi aus
Ko-kristallstrukturen und literaturbekannten Affinititen in GIST-Zellen'®® verglichen
(Abbildung 16A). So sollten Informationen in Bezug auf die SARs gesammelt werden, die
zur Generierung von neuartigen Verbindungen mit Aktivitéit gegeniiber KIT-Exon 17-, 13-
und 14-Mutationen fiir GIST genutzt werden konnen. Insbesondere sollte eine erhdhte
Aktivitit auf die klinisch relevante Sekundirmutation KITV6*A erreicht werden, da diese fiir
die Resistenz gegeniiber Ponatinib verantwortlich ist. Ziel war es, alle relevanten
Interaktionen der Liganden zu identifizieren und filir das Design von neuen Inhibitoren zu

nutzen.

Die zugelassenen Inhibitoren binden die inaktive DFG-out Konformation von KIT
(Abbildung 16A). Sie bilden eine Wasserstoffbriickenbindung zum Amid-Stickstoff des
Cys673 Riickgrats in der Scharnierregion (A-Ring) aus (PDB 1t46 (Imatinib), PDB 4u0i
(Ponatinib), PDB 3g0e (Sunitinib), Modellierung (Regorafenib)). Regorafenib, Imatinib und
Ponatinib besitzen ein Fluorophenyl- bzw. Methylphenyl-Motiv, welches in der
Tiirsteherregion lokalisiert ist (C-Ring). Diese drei Inhibitoren adressieren zusitzlich die
back pocket von KIT und bilden Wasserstoffbriickenbindungen zur AS-Seitenkette von
Glu640 der a-Helix C und dem Riickgrat von Asp810 des DFG-Motivs aus. Ponatinib und
Regorafenib weisen zusitzlich einen Trifluoromethyl-Substituenten in der 3-Position des
E-Ring auf. Lediglich Imatinib und Ponatinib besitzen in 4-Position des E-Rings einen
Methylpiperazin-Substituenten, welcher Wasserstoffbriicken zu [1e789 und His790 ausbildet
(Abbildung 16A und B).

Basierend auf den MD-Simulationen und der Ko-Kristallstruktur von KIT"' in Komplex
mit Ponatinib (PDB 4u0i), sowie der visuellen Analyse der Strukturen von aktivem KIT" in
Komplex mit Adenosin 5'-diphosphat (PDB 1pkg), dem inaktiven, autoinhibierten KIT™
(PDB 1t45) und den Komplexkristallstrukturen von Imatinib und Sunitinib (PDB 1t46, 3g0¢)
wurde entschieden, das auf allen KIT-Varianten potente Grundgeriist-Ponatinibs als
Ausgangspunkt fiir den hier angestrebten Optimierungsprozess zu verwenden und die

Substituenten R!'-R* zu variieren (Abbildung 16C).
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Die Strukturelemente Ponatinibs, welche die Tiirsteherregion sowie die back pocket

adressieren, wurden als Grundgeriist fiir die Entwicklung neuer Verbindungen beibehalten.
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Abbildung 16: A) Bindungsmodus der fiir KIT-abhidngigen GIST zugelassenen Inhibitoren in KIT*' (weif) (PDB 1t46,
3g0e und 4u0i) sowie die Modellierung des vermuteten Bindungsmodus von Regorafenib. Wasserstoftbriickenbindungen
sind als blaue Punkte dargestellt. B) C) Modellierung des Grundgeriists der zu synthetisierenden Verbindungen in die
Rontgenkristallstruktur von KIT* (PDB 4u0i). Die Lokalisationen der Strukturelemente des Grundgeriists in der
Bindetasche sind farblich gekennzeichnet: Adenin-Bindetasche/fiont pocket (blau), Tiirsteherregion (gelb) und die back
pocket (rot). Unter Annahme eines nach Derivatisierung (R!-R#) dhnlichen Bindungsmodus analog der Parentalverbindung
Ponatinib sind die antizipierten Wasserstoffbriicken als blaue Punkte dargestellt. Die schematische Darstellung des
Grundgeriists und des Substitutionsmusters sind rechts dargestellt.

Der Schwerpunkt der Optimierung wurde auf das Scharnierregion-bindende Motiv R!
gelegt (A-Ring). Dieses Strukturmotiv sollte vor allem in Hinblick auf die KITV63#A-
Mutation optimiert werden. In vorausgegangen Studien von Garner et al. wurde ein Verlust
bzw. eine Abschwichung der van-der-Waals-Interaktionen zwischen Ponatinib und KIT in
Folge der V654A-Mutation postuliert.!’>” Kombiniert mit den in Kapitel 3.3 angefiihrten
Ergebnissen der MD-Simulation erschien eine Erweiterung der Wechselwirkungen des
Inhibitors zur Scharnierregion zur Kompensation der reduzierten van-der-Waals-

Interaktionen und zur Stabilisation der inaktiven Kinasekonformation als vielversprechende

Strategie.
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Der Alkin-Linker (B), welcher das Scharnierregion-bindende Element mit dem C-Ring
verbindet, sollte ebenfalls beibehalten werden, um die positiven Wechselwirkungen mit der
Tiirstehermutation T6701 zu erhalten. Der Alkin-Linker umgeht die Tiirstehermutation in

KITT67% ynd bildet van-der-Waals-Interaktionen zu Ile670 aus (Abbildung 16C).

Die Modellierung der V654A-Mutation und eine anschlieBende MD-Simulation mit der
entsprechenden Mutante zeigten eine verdnderte Oberfliche in diesem Teil der Kinase,
resultierend aus der Grofle der mutierten AS. Die geringfiigige Oberfldchenverdnderung
konnte die Moglichkeit erdffnen, die V654 A-Mutation selektiv innerhalb der KIT-Varianten
zu adressieren. Deswegen sollten Verbindungen mit einem groferen hydrophoben
Substituenten R? am C-Ring entwickelt werden. Gleichzeitig wurde die GroBe des Restes R*
reduziert. Der Vergleich der MD-Simulation der Sekunddrmutationen KITT70M und KITV654A
zu KIT" deutet darauf hin, dass die Methyl-Gruppe in der 4-Position des C-Rings in den
Mutanten weniger toleriert wird, in KITV6>*A weniger als in KITT67% (Abbildung 13A). Der
Trifluoromethyl-Substituent (R?) am E-Ring wurde graduell {iber Fluor als Substituent hin
zu dem Substitutionsmuster von Imatinib (Wasserstoff) zuriickmodifiziert, um zu
untersuchen, ob das favorisierte Selektivitédtsprofil von Imatinib dadurch wiederhergestellt
werden kann. Neben dem Scharnierregion-bindenden Element reprisentiert der Substituent
R? einen der strukturellen Hauptunterschiede Ponatinibs zu Imatinib. Im Vergleich der
beiden Inhibitoren weist Imatinib jedoch ein iiberlegenes Selektivitits- und Toxizitétsprofil
auf. Dieser Ansatz sollte einen Einblick in die Relevanz dieser Substituenten in Bezug auf
die Bindungsaffinitit und Selektivitit zu den jeweiligen KIT-Varianten geben. Basierend
auf diesen Beobachtungen und Annahmen wurden neuartige niedermolekulare organische
Molekiile unter Zuhilfenahme von computergestiitzten Methoden (MD-Simulation und

Docking) in einem iterativen Designzyklus entwickelt (Tabelle 3).
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Tabelle 3: Uberblick iiber die geplanten strukturbasierten Typ II-Inhibitoren fiir die SAR-Studien an KIT™ sowie den
relevanten KIT-Mutanten.

6a, 7a-l, 8a-d, 9-b und 10

Verbindung R! R? R3 R*
6a H CF; H CH;
N\
7a | CF; H CH;
=
N\
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= O/Bn
N\
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7K B CF; H CH;
2
N NH,
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7l \ | CF; H CH;
S
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8a* | N H H CH3
=
8h* | =N H H CH;
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N~ ~NH,
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N
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10 | \)N\ CFs CH; H
s
N~ “NH,

*Die Verbindungen 8a-d und 9a, b sind im Rahmen der Masterarbeit von Jasmin Kriill®® synthetisiert worden.

Der Fokus bei der Optimierung des Scharnierregion-bindenden Elements der Substanzen
lag iiberwiegend auf der Kompensation des Verlusts der van-der-Waals-Interaktionen als
Konsequenz der Sekunddrmutation KITV6**A, Als Startpunkt wurde ein aromatisches
Sechsringsystem gewihlt, welches mit einer Variation an Substitutionsmustern dekoriert
werden kann. Auf diese Weise sollte der Einfluss auf die Aktivitét durch die Implementier-
ung unterschiedliche Scharnierregion-bindender Motive im Vergleich zum urspriinglichen
Imidazolo-pyridazin Element von Ponatinib auf die Zielkinase untersucht werden. Dieses
Imidazolo-pyridazin-Element formt eine einzelne Wasserstoftbriickenbindung mit dem

Riickgrat des Cys673 der Scharnierregion iiber N7 (Abbildung 16B).
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MD-Simulationen und Docking-Studien deuteten darauf hin, dass die Sekunddrmutation
KITV®3#A nicht nur das hydrophobe Interaktionsnetzwerk zum Inhibitor stért, sondern auch
die Konformation der gesamten KD beeinflusst. Aus diesem Grund sollte das
Substitutionsmuster des Sechsrings progressiv erweitert werden, um so die moglichen
Interaktionen mit der Scharnierregion zu maximieren. Pyridin- und Pyrimidin-basierte
Ringsysteme erschienen fiir diese Vorhaben als vorteilhaft, da sie bereits die minimale
Anzahl an Wassserstoffbriicken-Akzeptoren in Form des Ringstickstoffs besitzen und
gleichzeitig die Moglichkeit der Derivatisierung mit diversen Substituenten bieten (siche
Tabelle 3). Beginnend mit der geringsten Anzahl moglicher Interaktionen mit der
Adenin-Bindetasche in Form von 2- bzw 3-Pyridinderivaten sollten diese durch sukzessive

Einfiihrung weiterer Substituenten erweitert und anschlieBend analysiert werden.

Die postulierte Ausbildung der Wasserstoftbriickenbindungen der designten Molekiile
analog zur Parentalverbindung Ponatinib wurde durch molekulare Dockingversuche
untersucht. Dafiir wurde ein ensemble docking in Bezug auf die Ponatinib-Bindetasche fiir
die drei zuvor untersuchten KIT-Varianten (KITT670!, KITV634A ynd KIT"') durchgefiihrt. Fiir
das Docking wurden die reprisentativen Strukturen aus einem RMSD-basierten Clustering
der Bindetasche der jeweiligen Variante genutzt. Zur Evaluierung und Kontrolle der
Docking-Parameter wurde ein redocking von Ponatinib durchgefiihrt. Da die entwickelten
Verbindungen (Tabelle 3) eine gewisse Ahnlichkeit zu Ponatinib aufweisen, wurde eine
hohe Ahnlichkeit im Bindungsmodus sowie eine gewisse inhibitorische Aktivitit der

Verbindungen fiir KIT prognostiziert.

Tatsdchlich weisen die Modellierungs-Studien darauf hin, dass 5 und 7-10 einen
vergleichbaren Bindungsmodus wie Ponatinib fiir die KIT-Varianten besitzen. Die
Substanzen besetzen die drei Subtaschen des aktiven Zentrums von KIT: die
ATP-Bindetasche, die Tiirsteherregion und die back pocket (Abbildung 16C). Der
Scharnierregion-bindende Teil der Verbindungen bildet Wasserstoffbriicken zu dem
Peptidriickgrat der Scharnierregion aus. Die nur in der inaktiven Konformation zugéngliche
back pocket wird liber das Phenylbenzamid-Element adressiert. Das sekunddre Amin des
Amid-Linkers (D) geht eine Wasserstoftbriickenbindung mit der Carboxylat-Gruppe der
Seitenkette von Glu640 der a-Helix C und der Carbonylsauerstoff des Amids mit dem
Riickgratstickstoff des Asp810 des DFG-Motivs ein.
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Der methylierte und unter physiologischen Bedingungen protonierte Stickstoff des
l6slichkeitsvermittelnden ~ Methylpiperazin-Elements  interagiert via  Wasserstoft-
briickenbindungen mit den Carbonyl-Gruppen des Riickgrats von Ile789 und His790
(Abbildung 16B). Dieser Prozess sollte eine iterative Priifung der strukturbasierten
Hypothesen iiber eine biochemische und zelluldre Carakterisierung ermoglichen. Die daraus
abgeleitet SAR sollte fiir die Entwicklung von kleinen Molekiilen zur selektiven und

potenten Adressierung der klinisch relevanten KIT-Mutanten genutzt werden.

3.3.2 Optimierung des Selektivitatsprofils der Inhibitoren zu VEGFR2

Eine schwerwiegendere dosisabhéngige Nebenwirkung in der Therapie mit Ponatinib ist die
arterielle Thrombenbildung, die in 11.8 % der Patienten mit BCR-Abl positiven Leukédmie

138,164 Eg ist noch nicht erwiesen, dass die Inhibition der an der

beobachtet werden kann.
Angiogenese beteiligten Kinasen wie VEGFR1-3 und TIE2 durch den Multikinaseinhibitor
Ponatinib in Zusammenhang mit der arteriellen Thrombenbildung steht, allerdings wird es
in der Literatur als potentielle Moglichkeit diskutiert.!””> 6> Die Optimierung der
Inhibitorstruktur in Bezug auf die Selektivitit zu den oben genannten Kinasen sollte
ebenfalls im Rahmen dieser Arbeit angestrebt werden, um eine Moglichkeit zur Aufklérung
der Auswirkung der Inhibition dieser zu untersuchen. Als Vertreter der an der Regulation
Vaskulogenese und Angiogenese beteiligten Proteinkinasen wurde VEGFR2, eine
Proteinkinase der VEGF-Rezeptor Familie in Betracht gezogen. Die Typ V-
transmembran-RTK VEGFR2 wurde ausgewihlt, da diese Rezeptorform alle VEGF-
Isoformen bindet und dadurch nahezu alle bekannten damit verbundenen Zellantworten
reguliert. Seine dominante Rolle in der Signaltransduktion macht VEGFR2 zur klinisch
relevantesten VEGF-Rezeptorform.!®! Die pathologische VEGRF2-Aktivierung ist an der
Tumorangiogenese in vielen Krebsarten beteiligt.!”>1°¢ VEGFR2 (KDR/FIk-1) ist kritisch
fir die Entwicklung vaskuldrer Endothelzellen und reguliert nachgeschaltete
Signalkaskaden, die im Endothel die Prozesse der Zell-Proliferation, -migration, -
permeabilitit und des -liberlebens und damit die Vaskulogenese sowie die Angiogenese

steuern. 1 197

Die extrazelluldre Region von VEGFR2 besteht aus sieben Ig-dhnlichen Doménen und einer
transmembranen Doméne. Die intrazelluldre Region setzt sich aus der IM-Doméne und der

durch eine Kinaseinsertionssequenz gespaltenen KD zusammen.
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VEGFR2 wird durch den vascular endothelial growth factor (VEGF) aktiviert.!'”!> 1°7 Aus
phylogenetischer Sicht gehort VEGFR2 zu der7-1g/5-1g Proteintyrosinkinase-Superfamilie

und ist eng mit PDGFR und KIT verwandt.!”’ Dies zeigt sich auch im Vergleich der
hochkonservierten =~ ATP-/Liganden-Bindetaschen @ von  KIT und  VEGFR2
(Abbildung 17A-E).

Thr670 (KIT)
 Val916 (VEGFR2)

Abbildung 17: Vergleich des aktiven Zentrums von KIT™ (wei, PDB 4u0i) und VEGFR2 (blau, PDB 4asd). A)
Darstellung der AS die unmittelbar mit dem Liganden Ponatinib (magenta) in Kontakt treten und die Liganden-Bindetasche
(Oberflachendarstellung) formen B) Detaillierte Darstellung der Bindetasche von KIT™ (weifl) und VEGFR2 (blau). Die
sich unterscheidenden AS-Seitenketten der aktiven Zentren beider Kinasen sind flir KIT" tiirkis und fiir VEGFR2 orange
eingeféarbt und entsprechenden Pfeilen gekennzeichnet. Detailierte Ansicht der der sich unterscheidenden AS im aktiven
Zentrum von KITY (tiirkis) und VEGFR2 (orange) die potentiel in Wechselwirkungen mit Ponatinib (magenta) treten
konnen: C) Ansicht der Tiirsteher-AS ind der Tiirsteherregion. D) Ansicht der in der back pocket befindlichen
unterschiedlichen AS. E) Ansicht der in der front pocket befindlichen unterschiedlichen AS.

Der Vergleich zeigt, dass sdmtliche AS-Reste, die die Liganden-Bindetasche formen,
gleich sind, mit Ausnahme der Tiirsteherreste (Thr670 (KIT); Val916 (VEGFR2))
(Abbildung 17C) und den  Resten  Tyr672 (KIT")/Phe918 (VEGFR2)  und

Val643 (KIT*")/11e888 (VEGFR2). Letztere bilden keine direkten Wechselwirkungen zu
Ponatinib aus (Abbildung 17D-E).
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AusschlieBlich die Tiirsteherreste unterscheiden sich hinsichtlich ihrer Polaritdt. Die
Strukturhomologie in Bezug auf die Liganden-Bindetaschen von VEGFR2 und KIT erhoht
sich durch die Mutation der Tiirsteheraminosédure in KIT. Die Mutation des polaren Thr760
in den unpolaren, hydrophoben AS-Rest Ile in KIT korrespondiert mit dem unpolaren,

hydrophoben AS-Rest Val916 in VEGFR2 (Abbildung 18).

A

Thr670 (KIT) |
Val916 (VEGFR2)

T670I1 (KIT)
Val916 (VEGFR2)

Abbildung 18: A) Uberlagerung von KIT* (wei, PDB 4u0i) und VEGFR2 (blau, PDB 4asd).
Wasserstoffbriickenbindungen zu Imatinib (gelb) sind in roten Punkten dargestellt. Als blaues Netz dargestellt ist die
Bindetaschenoberfldche der Tiirsteheraminosidure von VEGFR2, welche nicht als Protonenakzeptor fungieren kann und
aufgrund ihrer Polaritdt in repulsive Wechselwirkungen mit dem sekunddren Amin des Liganden Imatinib tritt. B)
Uberlagerung der modellierten KIT™*7"'-Mutation (weif,, PDB 4u0i) und VEGFR2 (blau, PDB 4asd). Die mutierte
Tiirsteheraminosdure von KIT ist in rot hervorgehoben. Der Vergleich von Ponatinib (magenta) und Imatinib (gelb) zeigt
die unterschiedlichen Wechselwirkungen mit dem mutierten Tiirsteherrest 11e670.

Die Sekundirmutation KITT67%' bewirkt, neben der sterischen Repulsion durch die
relative  GroBe des mutierten  Tirsteheraminosdurerestes, den  Verlust der
Wasserstoffbriickenbindung zwischen der Seitenketten-Hydroxylgruppe des Wildtyp
Tiirsteherrests Thr670 und dem Aminopyrimidin-Motiv in Imatinib (Abbildung 18A). Die
Umgehung dieser Mutation durch Inhibitoren wie Regorafenib und Sunitinib, die fiir

VEGFR2 designt wurden, beeintrichtigt die Selektivitét, die Imatinib gegentiber VEGFR2

aufweist.
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Der Inhibitor Ponatinib, der urspriinglich zur Umgehung der Tiirstehermutation T3151 in
Abl entwickelt wurde, wechselwirkt positiv mit der analogen KITT7*-Mutation und dem
hydrophoben unpolaren Tiirsteherrest Val916 von VEGFR2, was eine selektive
Adressierung von KIT im Vergleich zu Imatinib herausfordernd gestaltet (Abbildung 18B).
Dies wird auch im Docking der Verbindungen 6a, 7a-71, 8a-d, 9a-b, 10 deutlich. Hier zeigte
sich weder ein signifikanter Unterschied in den Posen noch in den ausgebildeten

Interaktionen zu KITW!, KITP339V/T6701 KTDSOVIV6S4A ynd VEGFR2.

Die in Kapitel 3.3 durchgefilhrten MD-Simulationen des wt und der beiden
Sekundarmutationsvarianten T670I und V654A von KIT zeigten fiir die Variante V654A

eine geringfiigige Oberflichendnderung von KIT im Bereich der Mutation.

a Helix C

Abbildung 19: A) Docking einer Verbindung dekoriert mit einem Ethyl-Rest in Position R3 in die MD-simulierte
KITV%4A_Variante. Wasserstoffbriickenbindungen sind als rote Punkte dargestellt. B) Docking derselben Verbindung in
VEGFR2. Wasserstoftbriickenbindungen sind als rote Punkte dargestellt.
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Die Mutation von Val zu Ala konnte nicht nur die Moglichkeit eréffnen, Selektivitdt zu
den restlichen KIT-Varianten zu erzeugen, sondern auch Selektivitit gegeniiber VEGFR2
zu generieren (Abbildung 19A). VEGFR2 besitzt an dieser Stelle ein konserviertes Val
(Abbildung 19B).!” Die Derivatisierung des Restes R in der 2-Position des C-Rings
(Abbildung 16) zeigte im Docking fiir Verbindung 10 keinen Unterschied im
Bindungsmodus. Allerdings konnte im Docking fiir groBBere Substituenten (> Methyl) ein
abweichender  Bindungsmodus beobachtet = werden  (Abbildung 19B).  Dieser
Bindungsmodus konnte auf repulsive Wechselwirkungen zwischen dem Val899 und diesen
Substituenten (hier: Ethylrest) in 2-Position des C-Rings hindeuten. Mittels molekularer
Modellierung wurden mdogliche Variationen von R3, unabhingig von der synthetischen

Zuginglichkeit, modelliert und in Dockingversuchen evaluiert (Tabelle 4).

Tabelle 4: Mogliche sterisch anspruchsvolle Substituenten R* und R*, eingefiihrt durch die entsprechenden Carbonsiuren
11a-h, fiir die Entwicklung von Inhibitoren zur Adressierung von KITP339V/V654A,

R? R*
H CF
H
| (0] e é 3(\N/
R® O N A R® O N\)
~
11a-l HzN)\N

Nr. Carbonsaure Nr. Carbonsaure

11a '/QYOH 11e o
NH, O o]

11b ./@\(0“ 11f /gj\(%
OH O O

11c /%j\,(o“ 11g p\(%
HO ° F O

11d OH 11h 'QW(OH
(0] (0]
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In diesen Variationen wird auf das sogenannte ,,Flag” Methyl!*81®? in Position R*
weitestgehend verzichtet. Die meisten vorgeschlagenen Substitutionsmuster von 11a-11h in
R? sind synthetisch nicht zu realisieren, wenn R* ebenfalls substituiert ist (mit Ausnahme
von 11g). Da allerdings die MD-Simulationen der Sekundidrmutationen darauf hinwiesen,
dass ein Substituent in R* eher unvorteilhaft ist (Abbildung 13) und der die inaktive
Konformation stabilisierende Effekt der Methylgruppe in R* in dem Ponatinib-basiertem
Geriist der geplanten Verbindungen durch die CF3-Gruppe in der back pocket weitestgehend
kompensiert werden sollte, wurde die Variation ohne ,,Flag* Methyl in Position R* dennoch
fiir die Synthese von moglichen Zielverbindungen (Tabelle 4) mit den Carbonsiduren

11a-11h in Betracht gezogen.

Basierend auf diesen Ergebnissen und vorgeschlagenen Zielmolekiilen sollten
Syntheserouten mit dem Ziel entwickelt werden, eine fokussierte strukturbasierte
Substanzbibliothek zu erzeugen und fiir die Inhibitoren ein allgemein verbessertes
Selektivititsprofil, besonders beziiglich VEGFR2, und eine erhohte Affinitit fiir die

KITV63*A_Variante zu erreichen.
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3.3.3 Synthese der fokussierten strukturbasierten Substanz-Bibliothek

Die Synthese der in Kapitel 3.3.1 vorgestellten fokussierten, auf Ponatinib basierenden
Substanzbibliothek erfolgte unter Zuhilfenahme literaturbekannter Synthesevorschriften,!6%
198, 200204 yvelche im Hinblick auf die jeweiligen Zielsubstanzen und Syntheseschritte

optimiert wurden (Schema 1).
Schema 1: Syntheseroute der Derivate basierend auf der Parentalverbindung Ponatinib.?

1a: R? = CF; /@\/
1b: R?=H 0, i
F 02N ; R2 _)‘_L

1c: R?2 =

o
- N
N OyN R2 ~ HoN R2 ~
2a: R?= CF, /@\AO 3
2b:R2=H  O,N Rz —il |
2

4
V) R y vii )iJWH
—_— N R? e
4 N R?
R | (\N/ ) FZ 5 \@/ O‘
OH R® O N § 0 "
| s 6a, 7a-l,
RSO a-g 8a-d, 9a-b, 10
11a-j
R3: Me, Et, ForH vy oo/
R*: Me or H R'-Br R— Sl\_

2Reagenzien und Bedingungen: (i) N-Bromsuccinimid, AIBN, DCE, 80 °C, 12 h (60-66 %); (ii) 1-Methylpiperazin,
K2COs, DCM, tt, 3 h (80-91 %); (iii) 1-Methylpiperazin, NaBH(OAc)s, AcOH, THF, 0 °C-rt, 16 h (60-70 %); (iv) Pd/C,
H,, EtOH, 12h (98 %); (v) HATU, DIPEA, DCM, DMAP, Benzoesdure-Derivat 11a-i rt, 16 h (49-88 %); (vi)
Pd(PPh;),Cla, Cul, (i-Pr);NH, R'-Br (22a-1), ACN, 80 °C, 16 h; (vii) Pd(PPhs),Cls, Cul, (i-Pr),NH, TBAF, ACN, 80 °C,
16 h (1-65 %).

Initial wurden fiir Verbindung 3a und 3b die kommerziell -erhiltlichen
Benzoesdurederivate 4-Nitrobenzaldehyd (2b) und 4-Nitro-2-(trifluoromethyl)benzaldehyd
(2a) genutzt, die im Zuge einer milden reduktiven Aminierung?®> mit NaBH(OAc)3 zu den
entsprechenden Nitrobenzylpiperazinen (3a und 3b) umgesetzt werden konnten. Fiir die
nachfolgenden Syntheseschritte sollten die Reaktionsbedingungen fiir eine Synthese im
MultigrammmafBstab skaliert werden. Die Aldehyde konnten dafiir nicht mehr als
Startmaterialien  bereitgestellt ~werden, da sich zum einen immer wieder
Lieferschwierigkeiten schon bei geringen Mengen ergaben und zum anderen die
kommerzielle Beschaffung in den angestrebten Mengen sehr kostenintensiv war. Zudem war

der fluorierte Aldehyd nicht kommerziell erhéltlich. Aus diesem Grund wurden parallel

mehrere alternative Ansitze verfolgt.



52 Strukturbasiertes Design von KIT-Inhibitoren

Die klassische Reduktion von Carbonséure (hier: 4-Nitro-2-(trifluoromethyl)benzoesiure
(12)) tiber die intermedidre Generierung eines Esters (hier: Methyl-4-nitro-2-
(trifluoromethyl)benzoat (13)) zum Aldehyd mit DIBAL-H bei tiefen Temperaturen
(-78 °C)* fiihrte zur Zersetzung des Startmaterials 13, wobei in Spuren die Reduktion zur
Methylgruppe sowie die Reduktion zum Alkohol im NMR nachgewiesen werden konnte
(Schema 2).

Schema 2: Reaktionsbedingungen zur Darstellung von 4-Nitro-2-(trifluoromethyl)benzaldehyd.

Q SOCl,, MeOH, Q DIBAL-H, DCM, o
/@f‘\OH 1h,rt O/ -78 °C, 30 min /@\)
ON CFs O,N CFs O,N CF

12 13 2a

3

Die Generierung des Alkohols 14 und anschlieBende Oxidation zum Aldehyd 2a in einem
zweistufigen Syntheseprozess fiihrte nicht zur Generierung der gewiinschten Zielsubstanz
2a. In diesem Fall konnte ebenfalls die Zersetzung des Startmaterials 14 beobachtet werden

(Schema 3, Tabelle 5).

Schema 3: Reaktionsschema zur Darstellung von 4-Nitro-2-(trifluoromethyl)benzaldehyd aus dem entsprechenden
Alkohol 14. Die Reaktionsbedingungen sind in Tabelle 5 zusammengestellt.

O O

|
i i
OO L2, X
O,N CF, O,N CF, O,N CF

12 14 2a

Tabelle 5: Reaktionsbedingungen zur Darstellung von 4-Nitro-2-(trifluoromethyl)benzaldehyd aus dem entsprechenden
Alkohol.

Nr. Bedingungen Ausbeute
, i) (Py)Zn(BH4),, THF, reflux, 3 h?°!
ii) PCP, DCM, 0 °C-rt, 1 h?% i
5 i) NaBHa, THF, 0-40 °C, 12 h2’
ii) PCC, THF, rt, 3 h?%8 )
3 i) NaBHa4, THF, 0-40 °C, 12 h
ii) TEMPO, I,, THF, rt?% )
s i) NaBHa4, THF, 0-40 °C, 12 h

ii) IBX, DCM, rt2!0
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Die Umsetzung der Carbonsduren 12 mit 1-N-Methylpiperazin lieferte zwar das
gewiinschte Amid, die anschlieBende Reduktion des Amids mit LiAlH4 fiihrte in einem
Reaktionsmaf3stab groBer als 30 mg zu Ausbeuten unter 15 %, was fiir die weitere

Umsetzung nicht ideal war (Schema 4).

Schema 4: Reaktionsbedingungen zur Darstellung von 4-((4-Methylpiperazin-1-yl)methyl)-3-(trifluoromethyl)anilin (4a).

1-N-Methylpiperazin Fe, NH,CI, H50,
o HATU, DCM, o MeOH, THF,
rt, 16 h 80°C,3h
oH———— » N ———
78% LN >95%
O,N CF4 O,N CF4 ~
12 15
LiAIH, THF,
o 0°C-rt-55°C,
9h N
N/\ > LN
K/N <15%  H,N CF; ~
HoN CF4 ~
16 4a

Als Konsequenz wurde ein alternatives Startmaterial flir die Synthese der
Nitroarylpiperazine 3a-c herangezogen.?®! Als Edukte dienten die kommerziell erhéltlichen
Toluol-Derivate 1a-c¢ (Schema 1), die zunichst selektiv bromiert und ohne weitere
Aufreinigung in einer Sy2-Substitution mit 1-N-Methylpiperazin zu den gewlinschten
Nitroarylpiperazinen umgesetzt wurden. Die Bromierungen verliefen mit einer Ausbeute

von 60-66 %.

Bei den restlichen 34-40 % handelte es sich um nicht umgesetzte Edukte 1a-¢, welche
auch bei weiterer Zugabe des Bromierungsreagenzes nicht weiter umgesetzt wurden. Nach
erfolgter Substitutionsreaktion konnten die Toluol-Derivate 1a-c¢ sdulenchromatographisch
von den Nitroarylpiperazin 3a-c als einzige ,,Verunreinigung* abgetrennt und einer erneuten

Bromierungsreaktion zugefiihrt werden.

Die Aniline 4a-¢ wurden iiber eine Palladium-katalysierte Hydrierung aus den
Nitroarylpiperazinen 3a-c generiert (Schema 1). Die Synthese der Vorlduferverbindungen
Sa-g erfolgte tiber eine klassische Amid-Kupplung der Aniline 4a-c mit den entsprechenden
Benzoesdure-Derivaten (Tabelle 6, Schema 1). Dazu wurden klassische Synthese-

vorschriften durchmustert, um eine maximale Ausbeute zu erzielen (Tabelle 7).
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Tabelle 6: Identitit der Amide 5a-g.

R O N J
R Sa-g
Nr. R? Nr. R R?
5a CF; Se '/QYE CF;
0
. CF;
0

Sc

F Sg \Q\(E CF;
(0]

Sd CF;

R
s
(6]
5b Ij\”/\ H 5f
(6]
X
(6]
iy
F O

Tabelle 7: Durchmusterung von Reaktionsbedingungen zur Darstellung der Amide Sa-g. Fiir die Etablierung der
Reaktionsbedingungen wurde 3-lodo-4-methylbenzoesdure herangezogen.

Nr. Bedingungen Ausbeute

3-lodo-4-methylbenzoesdurechlorid,

1 Toluene, rt, 16 h 58 %
2 gf/l?r’t})ll g iA’ 65 %
3 gégd?’rt],)igiA’ 70 %
4 gl(\)/lflit,r]i])lg,hDIPEA, DMAP, 63 %

Synthesevorschrift Nummer 3 (Tabelle 7) lieferte vergleichbare Ergebnisse zu 2 und 4,
zeigte aber den wesentlichen Vorteil, dass im Vergleich zu 4 ein Kupplungsreagenz weniger
benotigt wurde. Zudem kann fiir Reaktionsbedingung 3 die Verwendung von hochsiedenden
Losungsmitteln umgangen werden, wodurch sich die Reaktionsaufarbeitung wesentlich

erleichtert.
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Von den in Kapitel 3.3.2 vorgestellten Bezoesdurederivaten 11a-h konnten 11f-h,
zusitzlich zu den Varianten 3-lodo-4-methylbenzoesdure (11i), 2,4-dimethylbenzoesiure
(11j) durch Amidkupplung zu den entsprechenden Intermediten Sa-g umgesetzt werden. Die
Benzoesdurederivate 11f-j waren bis auf 2-Fluoro-3-iodo-4-methylbenzoesdure (11g) und
2-Ethyl-3-iodobenzoiesdure (11f) kommerziell erhidltlich. Ausgehend von dem Nitril 17
wurde 11g im Zuge einer regioselektiven lodierung und anschlieender saurer Hydrolyse
der Nitrilgruppe mit Schwefelsdure gewonnen (Schema 5).2!! Durch die Methylierung von
3-lodo-2-methylbenzoesdure 19 konnte 2-Ethyl-3-iodobenzoesdure 11f dargestellt werden
(Schema 6).2!2

Schema S: Darstellung von 2-Fluoro-3-iodo-4-methylbenzoesaure (13).2

i) ii)
—_— —_—
X | X | OH
S S
F N F N F (e}
18 11g

17

2Reagenzien und Bedingungen: (i) 2,2,6,6-Tetramethylpiperidin, n-Butyllithium, THF, —70 - =50 °C, 2 h (60 %); (ii) 18,
Dioxan/H>SO4 (1:1), 115 °C; 48 h (90 %).

Schema 6: Darstellung von 2-Ethyl-3-iodobenzoeséue (15).*

/QYOH — 0 o OH
|
0 0

19 11f

2 Reagenzien und Bedingungen: (i) 7-Butyllithium, Diisopropylamin (DIPA), THF, —50°C, 1 h; (i) Methyliodid, THF,
~50--20 °C, 1 h (86 %).

Der letzte Schritt der Syntheseroute ist die Einfiihrung des Scharnierregion-bindenden
Elements iiber eine Sonogashira-Reaktion.’!3 Die Palladium-Kupfer-katalysierte C-C
Bindungsbildung zwischen einem sp?hybridisierten Kohlenstoffatom eines Aryl- oder
Vinylhalogenids mit einem terminalen sp-hybridisierten = Alkin  wird als
Sonogashira-Reaktion =~ oder  -Kupplung  bezeichnet. = Die  Entdecker  der
Reaktionsbedingungen Sonogashira, Tohda, und Hagihara kombinierten 1975 die
Palladium-katalysierten Kupplungsreaktionsbedingungen von Cassar?'4, Dieck und Heck?!?

mit katalytischen Mengen an Cul.?!?
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Die so optimierten Reaktionsbedingungen reduzierten die relativ harschen
Reaktionstemperaturen der Cassar, Dieck und Heck-Reaktion von iiber 100 °C auf
Raumtemperatur. Auf diese Weise konnten die Ausbeuten erhoht und die
Anwendungsmoglichkeiten erheblich erweitert werden. Die Kupfer-kokatalysierte
Sonogashira erfordert allerdings eine Reaktionsfithrung unter striktem Ausschluss von
Luftsauerstoff durch Entgasung der fliissigen Reaktionskomponenten, sowie
anschlieBendem Arbeiten unter Schutzgasatmosphire, um der Kupfer-katalysierten

Alkinhomokupplung, der sogenannten Glaser-Reaktion, vorzubeugen.?!

Die elegantere und fiir die Parallelsynthese geeignetere Reaktionsfilhrung wire die
Umsetzung der Vorlduferverbindungen Sa-f zu den entsprechenden Alkinen in einer ersten
Sonogashira-Reaktion und die anschlieBende Kupplung der Scharnierregion-bindenden
Arylbromide in einer zweiten Sonogashira-Reaktion. Diese Syntheseroute erwies sich
allerdings als nicht praktikabel, da als Hauptprodukt der Umsetzung der
Vorlauferverbindungen 5b, ¢ zu den korrespondierenden entschiitzten Alkinen (6a-c) in der
zweiten Sonogashira-Reaktion das Dimer 21a-c detektiert wird (Schema 7). Der detektierte
Reaktionsumsatz zeigte, dass die Dimerbildung der Vorlduferverbindungen in
Zusammenhang mit dem Substituenten R? zu seien schien. Huang et al.'®? beobachteten
bereits, dass ein mit einer CF3-Gruppe dekoriertes Ponatinib-Grundgeriist das Dimer als
Hauptprodukt liefert (Schema 7). Fiir Fluor in dieser Position trifft dies ebenfalls zu. Fiir
Wasserstoff in dieser Position konnte allerdings eine weniger gravierende Dimerbildung

beobachtet werden, sodass hier mit dem Alkin 6¢ gearbeitet werden konnte.

Schema 7: Darstellung des Hauptprodukts (Dimer) der Sonogashira-Reaktion mit den Alkinen 6a-c als Edukt.

Arylbromid,
)i)\(n e Pd-Kat., Cul \

-~ ACN, DIPA
. e ol
AR ReUSE_Sh

o} N N

6a: R2= CF, \) H 20a: R? = CF,
6b:R2=F  0aC 20a-c  20b:R2=F
6c:R?2=H 20c:R?=H

Mit dem Ziel, die Synthese in einem Parallelreaktor durchzufiihren, wurde allerdings
einer einheitlichen Syntheseroute der Vorzug gegeben. Aus diesem Grund wurden zunichst

die Arylbromide mit Trimethylsilylacetylen (TMSA) umgesetzt.
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Die entsprechenden Silyl-geschiitzten Alkine der Sechsringsysteme (21a-1), die mit der
Scharnierregion interagieren sollen, sind in Tabelle 8 zusammengefasst. Diese waren
entweder kommerziell erhidltlich oder wurden aus den entsprechenden Arylbromiden

generiert.

Tabelle 8: Identitit der Alkine 21a-1.

.l pekatow Lo Tear
22a-l // R 21a-l R//23a-l
Nr. R Nr. R
21 S 21 ()

AN &
21b \\[;:j\ 21h G0
= O/Bn X \N
SN
21c t][;j 21i B
NoNF N” NH,
A
21d \@ 21j = /N\N
=z N7
N, &
21e ﬁiT;/)\ 21k T
ZSNH N” > NH,
H

=z

| N
21f | N 211

NH;
—
N” “NH,

NH,

Die getesteten Reaktionsbedingungen sind in Tabelle 9 zusammengefasst. Fiir die
Testreaktionen wurden die Arylbromide 3-Bromopyridin (22d) und 5-Bromopyrimidin-2-
amin (22f) als représentative Scharnierregion-bindende Elemente genutzt. Die
Reaktionsbedingungen wurden bei den Temperaturen rt, 50 °C und 80 °C durchgefiihrt. Bei
einer Reaktionstemperatur von 80 °C zeigte sich ein vollstdndiger Umsatz des Produkts,

wihrend bei rt kein und bei 50 °C nur ein geringer Umsatz beobachtet werden konnte.
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Fiir Reaktionsbedingung 4 (Tabelle 9) konnte iiber das UV-Chromatogramm des
LCMS-Spektrums ein kompletter Umsatz der Edukte beobachtet werden, weshalb diese
Bedingung fiir die Parallelsynthese aller Arylbromide genutzt wurde.

Die Verwendung des géngigen, in der Sonogashira-Reaktion verwendeten
Losungsmittels Acetonitril (ACN) oder auch die Base Triethylamin (Et3N) als alleiniges
Losungsmittel, zeigten den erwiinschten Reaktionsumsatz. Die Verwendung von Pd(PPh3)4
als Pd-Katalysator zeigte die Generierung einer Vielzahl von Nebenprodukten sowie nur
eine spurenhafte Produktformation. Dies konnte auf eine fiir die verwendeten Edukte zu
hohe Reaktivitdt der Pd(0)-Spezies hindeuten.

Tabelle 9: Durchmusterung von Reaktionsbedingungen zur Darstellung der Alkine 21a-211. Es wurden 10 mol% Pd-
Katalysator und 5 mol% Cul fiir séimtliche Reaktionen genutzt. ,,v"“= Produktbildung, ,,-“ = kein Produkt detektiert.

R:
Br< - e |
R \R = N/)\NHz

Nr. Bedingungen Produktformation
I |
>3i\© >si T
) B
21d NF 21f N/)\NHZ
1 Pd(PPh3)s4, Cul, TMSA, ) }
THF, Piperidin, H>O, 80 °C
2 Pd(PPh3)4, CuI, TMSA, v v
ACN, DIPA, 80 °C
3 Pd(PPh3)s4, Cul, TMSA, ) ;
EtAc, Wasser, EtzN, 80 °C
4 Pd(PPh2)Cl, Cul, TMSA, v v
ACN, DIPA, 80 °C
5 Pd(PPh2)Cl, Cul, TMSA,
THF, Et:N, 80 °C " ]
6 Pd(PPh2)Cl, Cul, TMSA, v v
EtsN, 80 °C

Die Aufreinigung der erhaltenen Silyl-geschiitzten Alkinbausteine gestaltete sich
schwierig, da zum einen zahlreiche nicht UV-aktive Verunreinigungen, nur in konzentrierter
Form visuell detektiert werden konnten und zum anderen die Alkine einen niedrigen

Siedepunkt besal3en.
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Die Entfernung des Losungsmittels unter vermindertem Druck war nur teilweise moglich,
da ein Grofiteil der Alkinbausteine unter diesen Bedingungen leicht fliichtig war. Zudem
zeigte sich, dass die Silylschutzgruppe fiir die synthetisierten Alkinbausteine unter
sdulenchromatographischen Bedingungen (C4; DCM/MeOH) nicht stabil ist. Deshalb wurde
die basische Entschiitzung direkt im Anschluss ohne Aufreinigung der Silyl-geschiitzten
Alkine durchgefiihrt und mittels GCMS auf ihre Vollstindigkeit {berpriift. Die
Reaktionsmischung wurde iiber Celite® filtriert, das Losungsmittel soweit wie moglich
entfernt und die zweite Sonogashira-Reaktion ohne weitere Aufreinigung durchgefiihrt. Fiir
die zweite Sonogashira-Kupplung wurden mindestens fiinf Aquivalente der Alkine (23a-1)
(Tabelle 8) eingesetzt, bezogen auf den aus dem LCMS-Chromatogramm ersichtlichen Grad
der Umsetzung. Die Testreaktion wurde zunidchst unter den Bedingungen aus der ersten
Sonogashira durchgefiihrt. Die Testreaktionen zeigten, dass die getesteten Alkine nach ca.
drei Stunden Reaktionszeit vollstindig umgesetzt wurden, wihrend die Vorldufer-
verbindungen Sa-f noch vorhanden waren. Nach 16 Stunden Reaktionszeit waren beide
Edukte umgesetzt, allerdings konnte die Bildung des Produkts nicht nachgewiesen werden.
Wihrend der Reaktionsdurchfithrung wurde die Bildung eines viskosen, schwarzen
Niederschlags beobachtet. Da die Produkte der Glaser-Reaktion nicht nachgewiesen werden
konnten, wird von einer Polymerisation der Alkine unter den Bedingungen der
Sonogashira-Reaktion ausgegangen. Diese konnte zusitzlich durch die Koordination des
Palladium-Katalysators an die funktionellen Gruppen der Alkinbausteine begiinstigt worden
sein. Da die Vorlduferverbindungen Sa-f im Verlauf der Reaktion auch nicht mehr
nachgewiesen werden konnten, wurde eine Zersetzung oder ebenfalls eine Beteiligung an
einer Polymerisationsreaktion vermutet. Aus diesem Grund wurden verschiedene
Reaktionsbedingungen, vor allem unter Variation des Katalysators und der
Reaktionstemperatur, getestet (Tabelle 10). Eine Polymerisation der Alkinbausteine sollte
durch eine schrittweise Zugabe des verdiinnten Alkins {iber ca. drei Stunden sowie durch
niedrigere Reaktionstemperaturen (rt und 50 °C, 60 °C) minimiert werden. Lediglich bei
einer Temperatur von 80 °C konnte ein geringfiigiger Umsatz detektiert werden. Alle
Reaktionsbedingungen wurden ebenfalls als standardmiBige Eintopf-Reaktion

durchgefiihrt. Unter dieser Bedingung konnte keine Produktbildung beobachtet werden.
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Tabelle 10: Durchmusterte Reaktionsbedingungen zur Darstellung von 7a-1, 8a-d, 9a, b und 10. Es wurden 10 mol% Pd-
Katalysator und 5 mol% Cul fiir sémtliche Reaktionen genutzt.

R':
H B g

H Bedingung 1-15 N CF _

N CFa~, ~ = ¥ N7 N
o} N )I\ )
5a H,N" °N

7d und 7f

Nr. Bedingungen Base Katalysator Produktbildung
N P —
2 N Clil,ﬂl, ﬁkgi) o DIPA PA(PPhs)s i
3 N Clil,ﬂl, ?ﬁkg;) .c  DIPEA Pd(PPhs)s ]
4 ACIgII,ﬂl, 6A ﬁkgi) °C EtsN Pd(dppf)Cl> ;
5 N C;‘,ﬂl’ ﬁkgi) o DIPA Pd(dppf)Cl2 ;
6 N C;‘,ﬂl’ ﬁkgi) ..  DIPEA Pd(dppf)Cl2 ;
7 ACIgII,ﬂl, 6A Iikgi) °C EGN Pd(OAc). ]
8 N Clil,ﬂl, ﬁkgi) o DIPA PA(OAC): i
9 N Clil,ﬂl, 6‘“&1‘1&) ..  DIPEA Pd(OAC): ;
10 N Clil,ﬂl, 6‘“&1‘1&) o EtN Pd(PPhs):Cl v
11 N C;‘,ﬂl’ ﬁkgi) o DIPA PA(PPhs),Cl, v
12 N C;‘,ﬂl’ ﬁkgi) .«  DIPEA  Pd(PPh)CL v
13 N C;‘,ﬂl’ ﬁkgi) o EGN  PA(CH;CN):Cl ;
14 N Clil,ﬂl, ﬁkgi) o DIPA  Pd(CH;CN):Cl: i
15 Cul, Alkin, DIPEA  Pd(CH3CN).Cl, ;

ACN, 16 h, 80 °C
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Bis(triphenylphosphin)palladium(IT)dichlorid ~ zeigte fiir das Testsystem mit
3-Ethynylpyridin (23d) Produktformation, fiir 5-Ethynyl-pyrimidin-2-amine (23f) konnten
nur Spuren nachgewiesen werden. Deshalb wurden die Reaktionsbedingungen 10, 11 und
12 ebenfalls mit aufwendig gereinigtem Alkin 23d und 23f durchgefiihrt. Auch hier konnte

keine Verbesserung des Umsatzes fiir die beiden Beispielalkine detektiert werden.

Die Wahl der Base schien auch in diesen Testreaktionen fiir die Produktbildung nicht
ausschlaggebend zu sein. Die Wahl des Katalysators hingegen schien fiir die Produktbildung
von Bedeutung zu sein. In Tabelle 10 sind die verwendeten Katalysatoren absteigend nach
ihrer Reaktivitdt geordnet. Bis(triphenylphosphin)palladium(II) dichlorid erwies sich hier
als Katalysator mit dem bevorzugten Reaktivitétsprofil, da bei reaktiveren Katalysatoren die
Produktformation ausblieb, die Edukte aber vollstindig konsumiert wurden, wéhrend bei
weniger reaktiven Katalysatoren die Produktformation ebenfalls ausblieb, die Intermediate
Sa-f aber nachweisbar waren. Nach einem mehrstufigen Aufreinigungsprozess konnte das
Produkt per LCMS nachgewiesen werden. Die Ausbeute war allerdings nicht ausreichend
um eine instrumental-analytische Charakterisierung durchzufiihren. Reaktionsbedingung 11
sollte deshalb weiter optimiert werden. Unter anderem wurde auf Kupfer als Ko-Katalysator
verzichtet und eine sogenannte kupferfreie Sonogashira-Reaktion mit 20, 30 und 50 mol%
Pd-Katalysator durchgefiihrt.?!”-2!® Dies fiihrte allerdings nicht zu einer Produktbildung.
Durch die Zugabe von 2 eq des Arduengo-Carbens zum verwendeten Pd-Katalysator sollte
in situ ein stabilerer und reaktiverer NHC-Palladiumkomplex?!® generiert und getestet
werden. Auch mit diesem Pd-Komplex konnten die Edukte nicht zu den gewiinschten
Produkten umgesetzt werden. Der Einsatz von zuvor durch Rekristallisation (zur Entfernung
moglicher Zersetzungsprodukte) aufgereinigtem Cul verbesserte das Ergebnis der Reaktion
nicht. Die Synthese von frischem Bis(triphenylphosphin)palladium(II)dichlorid fiihrte
ebenfalls nicht zu einer signifikanten Verbesserung der Ausbeuten. Auch die Variation des
Losungsmittels (Tetrahydrofuran (THF), Ethylacetat (EtAc)), sowie die Verwendung der
Basen DIPA, DIPEA oder EzN als Losemittel erbrachte keine Ausbeutenverbesserung.

Neben der vorgestellten Syntheseroute wurde ein alternativer Synthese-Ansatz verfolgt.
Dabei sollten die in Schema 8 dargestellten Fragmente 24 durch eine Amidkupplung zur
gewlinschten Verbindung fiihren. Die Synthese der Verbindung 24 gelang nur nach

220

Schiitzung der Carboxylfunktion der Carbonsdure 11i als Methylester==” und anschlieender

Sonogashira-Reaktion mit 21f. Die Reinigung gestaltete sich auch hier schwierig.
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24 konnte nach einem mehrstufigen Reinigungsprozess in ausreichenden Mengen fiir die
Testreaktionen erhalten werden. Nach Entschiitzung der Carbonsdure wurden
Reaktionsbedingungen fiir die Amidkupplung zwischen 24 und 4a getestet (Tabelle 7).
Keine der Bedingungen (Tabelle 7; Bedingungen 1-4; Bedingung 1 entsprechend
durchgefiihrt mit 3-((2-Aminopyrimidin-5-yl)ethynyl)-4-methylbenzoesdure-chlorid) fiihrte
zum gewiinschten Produkt, lediglich die Edukte konnten nachgewiesen werden. Vermutlich
ist die Reaktivitdt durch die Kupplung zum Scharnierregion-bindenden Element soweit
herabgesetzt, dass eine Amidkupplung nicht mehr realisierbar ist. Die Kupplung zweier
Molekiile der Verbindung 24 konnte nicht beobachtet werden und wurde aufgrund der
geringen Reaktivitdt des anilinischen Amins auch nicht erwartet. Aufgrund dieser
Ergebnisse wurde der Fokus weiter auf die Optimierung der Sonogashira-Reaktion als finale

Reaktion zum Erhalt der gewiinschten Produkte gelegt.

Schema 8: Reaktionsschema zur Darstellung der gewiinschten Zielsubstanz 7f aus der Reaktion der Bausteine 4a und 24.

H
OH N CF
N 3 -
= // * /©f\ /HN Amidkupplung 4 N
N O HoN CF ~ N (@] N\)
A5 : (e
H,oN N 24 4a 7f

H,NT N

Der geschwindigkeitsbestimmende  Schritt der Sonogashira-Reaktion ist der
Transmetallierungsschritt, an welchem sowohl der Kupfer- als auch der Palladium-Zyklus
beteiligt sind. Dieser Schritt bringt das Alkin mit dem entsprechenden Aryliodid in der
zweiten Sonogashira-Reaktion zusammen (Schema 1).2!® Da nicht eindeutig festgestellt
werden kann, welcher Zyklus fiir die hier vorgestellten Reaktionen nicht vorteilhaft verlauft,
sollten die Reaktionsbedingungen so durchgefiihrt werden, dass sie den

Transmetallierungsschritt begiinstigen. Zhou et al.??!

nutzten Silyl-geschiitzte Alkine als
Edukte der Sonogashira-Reaktion, die in situ mit Tetrabutylammoniumfluorid (TBAF)
entschiitzt werden. Diese Strategie wurde mit den besten Reaktionsbedingungen (Tabelle 10,
Bedingung 11) kombiniert und abgewandelt. Die oxidative Addition der Aryliodide Sa-f
sollte durch Erhitzen der Probe auf 80 °C fiir eine halbe Stunde eingeleitet werden, um die
Umsetzung mit den in sifu entschiitzten Alkinen zu fordern und der Polymerisation dieser
entgegenzuwirken. Die Reaktionsmischung wurde auf 40 °C heruntergekiihlt und

anschlieBend unter schrittweiser Zugabe von TBAF wieder auf 80 °C erhitzt, hinzugegeben,

um die Silylschutzgruppe abzuspalten.



Strukturbasiertes Design von KIT-Inhibitoren 63

Diese Reaktionsfiithrung fiihrte zu den gewiinschten Produkten (Tabelle 3) und konnte fiir
die Synthese im Parallelreaktor genutzt werden (Schema 1). Auch hier konnte weiterhin die
Bildung eines viskosen, schwarzen Niederschlags beobachtet werden. Ein weiteres Indiz fiir
ein sehr komplexes Zusammenspiel der beiden Edukte bei der zweiten Sonogashira-
Reaktion wurde durch die Analyse der Ausbeuten erhalten. Die Ausbeuten nahmen sowohl
mit zunehmender Dekoration der Scharnierregion-bindenden Ringsysteme als auch mit
zunehmender Elektronegativitdt des Restes R in den Vorlduferverbindungen 5a-f ab (siche
experimenteller Teil Kapitel 6.2). Die Vorlduferverbindungen 5d und 5f zeigten in der
zweiten Sonogashira-Reaktion keine Umsetzung. Vermutlich spielen die sterischen und
elektronischen Gegebenheiten der Edukte Sd und 5f bei der Kupplungsreaktion eine

ROHC.222-223

Nach entsprechender Reinigung konnten die gewiinschten Produkte in moderaten
Ausbeuten von 1-65 % erlangt werden. Die Aufreinigung der Produkte erwies sich auch hier
als duBerst schwierig. Neben den diversen nicht UV-aktiven und nicht ionisierbaren
Verunreinigungen mussten die schwer abzutrennenden Reaktanden Triphenylphosphanoxid
und TBAF entfernt werden, die eine sehr dhnliche Retentionszeit wie die Produkte
aufwiesen. Die Bildung von Triphenylphosphanoxid sollte durch die Verwendung des
moglichst wasserfreien Losungsmittels ACN und der getrockneten Base DIPA auf ein
Minimum beschrinkt werden. Die moderaten Ausbeuten sind auch das Produkt des
aufwendigen Reinigungsverfahrens. Das Reaktionsgemisch wurde iiber Celite® filtriert und
mit MeOH und Et3;N nachgewaschen. Um einen Grofteil der unpolaren Verunreinigungen
zu entfernen und ein Verstopfen der Cis-Sdulen der Hochleistungsfliissigchromatographie
(High Performance Liquid Chromatography (HPLC)) vorzubeugen, wurde zunéchst eine

Cs-Séulenchromatographische Aufreinigung durchgefiihrt.

Im Anschluss wurden bis zu zwei praparative HPLC Durchldufe durchgefiihrt, um TBAF
und Triphenylphosphanoxid zu entfernen. Die reinsten Fraktionen wurden kombiniert und
noch bis zu zwei préparativen Diinnschichtchromatographien unterworfen, um eine Reinheit
>95 % der Produkte zu erreichen. Auf diese Weise konnten die in 3.3 vorgestellten
Verbindungen mit der hier vorgestellten Syntheseroute synthetisiert werden. Die erhaltenen
Produkte 7a-1, 8a-d, 9a, b und 10 (Tabelle 3) standen anschlieBend fiir die Charakterisierung
(siche experimenteller Teil 6.2) und biochemische sowie zelluldre Evaluierung zur

Verfiigung.
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3.3.4 Biochemische Charakterisierung der KIT-Inhibitoren

3.3.4.1 Theoretischer Hintergrund

Die in Kapitel 3.3.1 vorgestellten Verbindungen wurden mit dem kommerziell
erhiltlichen Cisbio KinEASE™ HTRF-Assay (Homogeneous Time Resolved Fluorescence)
auf ihre inhibitorische Aktivitit hin untersucht.??4??> Die Basis dieses Testsystems ist die
Detektion des durch die Zielkinase katalysierten y-Phosphattransfers auf ein artifizielles
biotinyliertes Tyr- bzw. Ser/Thr-enthaltendes Substratpeptid mittels Forster-
Resonanzenergietransfer (FRET). Die Zielkinase wird iiber einen bestimmten Zeitraum mit
unterschiedlichen Konzentrationen der entsprechenden Inhibitoren inkubiert, bevor die
Katalysereaktion durch das Hinzufiigen einer fiir die Kinase optimierten Menge an ATP und

Substrat initiiert wird (siche experimenteller Teil 6.3).

Nach Ablauf der fiir die Kinase ermittelten Reaktionszeit im zuvor durchgefiihrten
Assayoptimierungsprozess (siche experimenteller Teil Kapitel 6.3), wird die Reaktion durch

Zugabe der sogenannten Stopp-Losung beendet. Die Stopp-Losung enthilt unter anderem:

- EDTA, welches durch Komplexierung der Mg?*-Ionen die Katalysereaktion beendet.

- Den FRET-Akzeptor in Form des Streptavidin-gebundenen XL665-Fluorophors.

- Den FRET-Donor in Form des terminal an einen pTyr- bzw. pSer/pThr-spezifischen
Antikorper gebundenen Eu’*-Kryptats.

Die relative Menge des durch Zielkinase auf das Peptidsubstrat transferierten y-Phosphats
wird durch die Bindung des Fluorophors XL665 an den Biotinlinker des Substratpeptids und
des FRET-Partners Eu*'-Kryptat an das phosphorylierte Substratpeptid detektiert
(Abbildung 20). Bei einer Exzitationswellenlinge von 317 nm kann der Energietransfer
zwischen den beiden FRET-Partnern induziert werden, sodass die relative Kinaseaktivitit
bei verschiedenen Inhibitorkonzentrationen durch die Messung der zeitaufgeldsten Emission
bei den Wellenldngen 665 nm bzw. 620 nm ermittelt werden kann. Durch die Auftragung
des Verhéltnisses Emess nm/Eme20 nm gegen die logarithmische Auftragung der verschiedenen
Inhibitorkonzentrationen konnen die 1Cso-Werte der untersuchten Inhibitoren bestimmt

werden.
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Biotinyliertes Substratpeptid

000g .

. ATP XL665
Kinase
ADP
Eu3*-Kryptat

W

620 nm
317 nm ~ 665nm

W

pTyrspez'f'scher\{-

Streptavidin-
gebundener XL665-
Fluorophor
Antikorper +

Eu3*-Kryptats ' E

Abbildung 20: Prinzip des HTRF-Assaysystems KinEASE™ von Cisbio zur ICs- Ermittlung. Adaptiert von
https://www.cisbio.com/drug-discovery/htrfr-kineasetm (26.12.2017).2%
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3.3.4.2 KIT-Varianten - Biochemische Evaluierung

Die fokussierte Substanzbibliothek wurde in Bezug auf ihre inhibitorische Aktivitit

, KITDS 1 6H’ KITVSS‘)D/V654A

gegeniiber den klinisch relevanten KIT Varianten KIT™ und

KITV3D/T670L in  dem oben genannten aktivitéitsbasiertem biochemischen Assay
charakterisiert (Tabelle 11). Als Referenzinhibitoren wurden die fiir GIST zugelassenen
Inhibitoren Imatinib, Sunitinib und Regorafenib, sowie Ponatinib getestet. Zusitzlich zu den
Zielsubstanzen 7a-1, 8a-d, 9a, b und 10 (Tabelle 3) wurden die Intermediate 5a, 5d, 5f und
Sg und der Alkin-substituierte Vorldufer 6a auf ihre Aktivitit gegeniiber den Varianten
untersucht. Die Intermediate 5a, 5d, 5f und 5g wiesen jeweils ICso-Werte von 6.8, 555, 1039,
und 184 nM gegeniiber KIT" auf. Die urspriingliche Vorlduferverbindung von Ponatinib
(5a) zeigte dabei die hochste inhibitorische Aktivitit gegeniiber dem wt (ICso = 6.8 nM)
wihrend der Alkin-funktionalisierte Vorldufer 6a eine verringerte Potenz aufwies
(ICso =230 nM). Entsprechend der Modellierungsstudien sollten 2- und 3-Pyridyl-
substituierte Scharnierregion-bindende Strukturelemente eine Wasserstoffbriickenbindung
mit der Scharnierregion eingehen konnen, da die Positionierung des Protonen-Akzeptors
(Ringstickstoff) im jeweiligen Pyridin der des Imidazolo-pyridazin Strukturelements
Ponatinibs dhnelt. Der Vergleich von Verbindung 7a und 7d zeigt, dass das 3-Pyridyl-
substituierte Scharnierregion-bindende Strukturelement von 7d deutlich potenter in allen
KIT-Mutanten ist. Fiir den KIT" sind die ICso-Werte fiir beide Verbindungen 7a und 7d im
nanomolaren Bereich (3.5 und 2.1 nM), wohingegen fiir die KIT-Mutanten ein dramatischer
Unterschied zwischen 7a und 7d deutlich wird (KITV3P/T6701 7a/7d =116/24 nM,
KITV339DV654A  79/7d = keine Inhibition/1101 nM, KITP8H 7a/7d = keine
Inhibition/138 nM). Die Dekoration des 2-Pyridyl-Strukturmotivs mit elektronenreichen
Substituenten in 5- (7b) und 3-Position (7¢) sollte potentiell neue Wechselwirkungen
generieren. Da sich die 2-Pyridyl-Gruppe als das weniger potente Pyridin-basierte
Strukturmotiv beziiglich der KIT-Varianten herausgestellt hatte, wurde eine signifikante
Verbesserung der Potenz fiir den Fall von zusétzlichen favorisierten Interaktionen der
Substituenten postuliert. 7b wies gegeniiber allen KIT-Mutanten eine verringerte Potenz auf,

besonders gegeniiber KITV359D/T6701

, im Vergleich zum nicht-substituierten 2-Pyridyl 7a
(keine Inhibition vs. 116 nM). Die in der 3-Position mit einer Methoxygruppe substituierte

Verbindung 7¢ behielt insgesamt ein vergleichbares Potenzprofil im Vergleich zu 7a bei.
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Tabelle 11: ICso-Bestimmung der synthetisierten Derivate Sa, d, f, g, 6a, 7a-1, 8a-d, 9a, b und 10 auf den Zielkinasen

KITWT, KITVSS‘)D/T&WOI, KITVSS‘)D/V6S4A5 KITD816H und VEGFR2.

aNicht-inhibierend bei einer Inhibitorkonzentration von 20 pM."

ICso [nM]
Verbindung KITWT KITV339DI6700 K TVISODIVESIA KITD8I6H VEGFR2
Sa 6.8+21 a a a 865 + 65.4
5d 183.7 £ 186.5 a a a a
5f 1039.3 +513.9 a a a 559+9.5
S¢ 555.7+41.6 a a a 1237 +135.6
6a 230.7+1.2 a a a a
7a 3.5+0.6 116 £20.1 a a 19.7+1.5
7b 120.9 + 154.7 a a a 49.1£6.9
Tc 6.7+1.9 158.7+43 a a 13.8+0.1
7d 2.1£0.6 24 +3.1 1101.6 +47.8 137.6+£2.3 2.5+0.3
Te 5.8+£0.2 150.2+£353 a 2267.8 +105.3 16.7+1
7t 1.9+0.6 214+1.2 246.6 £71.2 422 +13.0 1.7+0.3
7g 33+09 106.8 +7.2 26143+ 7454 2525+ 132 5.7+£0.7
7h 1.6 £0.9 72.0£5.2 a a 13+1.2
7i 2.1+0.5 298+ 1.4 777.2 £ 88.6 99.3+43.3 3.6£0.6
7j 2.5+09 2147.2 +£213.1 a a 97.8+29.6
7k 2.0+0.6 28.8+1.3 908.3 £165.0 140 £ 13.4 4.4+0.9
7 440 18.2+6.8 313.5+132.2 104.3 £8.7 11.7+1.5
8a™ 239.6 £307.6 a a a a
8b™ 33£1.8 a a a 78.0 £20.8
8c™ 100.3 +84.2 a a a a
8d™ 26+1.0 a a a 222+1.9
9a™ 23+05 a a a 10.5+1.3
9p™ 6.5+1.1 a a 1706.6 + 803.4 15.5+2.3
10 62+23 21+£3.6 1084.7+304.0 325.8+111.1 1.2+0.1
Imatinib 16.4+3.1 a a a a
Ponatinib 1.7+£0.7 17.4+9.8 136.0 £39.9 20+£2.2 43+0.1
Sunitinib 1.1£0.8 99.6 +27.8 124.9£24.6 616.8+14.9 53.5+0.9
Regorafenib 6.1+£1.5 2153.3+ 7444 a 239.1+168.9 29+0.8

* Die ermittelten ICso-Werte sind Mittelwerte + zugehériger Standardabweichung aus mindestens drei unabhingigen in
Duplikaten durchgefiihrten Experimenten. Die ICso-Werte wurden mit Unterstlitzung von M. Sc. Marina Keul bestimmt.
**Die Verbindungen 8a-d und 9a, b sind im Rahmen der Masterarbeit von Jasmin Kriill'®® synthetisiert worden.
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Da die Erweiterung des heterozyklischen Sechsringsystems nicht die erwiinschte
Erh6hung der inhibitorischen Aktivitit zur Folge hatte wurde eine andere Designstrategie
evaluiert. Die durchgefiihrten Docking-Studien wiesen darauf hin, dass die Platzierung einer
Aminogruppe in para-Position zum Alkin-Linker zur Ausbildung einer zusétzlichen
Wasserstoffbriickenbindung mit der Scharnierregion fiithren sollte (Abbildung 21A). Fiir die
Uberpriifung dieser Hypothese und auch, um simultan die heterozyklische Diversitit zu
evaluieren, wurden jeweils 2-Aminopyrimidin- und 3-Aminopyridazin-enthaltende Derivate
(7e und 7f) synthetisiert. Diese Derivate wurden gewéhlt, um zum einen zu determinieren,
ob die Addition eines Aminsubstituenten in para-Position zum Alkin-Linker eine Erh6hung
der inhibitorischen Potenz bewirkt, und zum anderen, ob ein Stickstoffatom in
ortho-Position zum Alkin-Linker eine Verringerung der inhibitorischen Potenz zur Folge
hat, obwohl das Stickstoffatom in meta-Position présent ist. Wie Tabelle 11 zu entnehmen
ist, zeigte die Pyrimidin-basierte Substanz 7f sowohl in allen untersuchten KIT-Mutanten,
als auch im wt eine signifikante Verbesserung der inhibitorischen Aktivitit im niedrigen
nanomolaren Bereich (2-247 nM). Das 3-Aminopyridazin-Analogon 7e zeigte ebenfalls
eine Inhibition von KIT" in einem &hnlichen Bereich mit einem ICso-Wert von 5.8 nM.
Allerdings verlor 7e gegeniiber allen untersuchten KIT-Mutanten an inhibitorischer Potenz.
Aus den aufgefiihrten Beobachtungen lésst sich fiir die untersuchten KIT-Mutanten eine
SAR ableiten, aus der ein signifikanter FEinfluss des Substitutionsmusters des
Scharnierregion-bindenden Elements auf den inhibitorischen Effekt dieser Serie Ponatinib-
basierter Verbindungen hervorgeht. Zusammengefasst fithrte die Verkleinerung des
Scharnierregion-bindenden Elements in Kombination mit der Addition eines Amin-
Substituenten, welcher gemi3 den Ergebnissen der in silico-Studien eine zusitzliche
Wasserstoffbriickenbindung zur Scharnierregion von KIT ausbilden kann, zur Entwicklung
des Inhibitors 7f mit einer vergleichbaren Potenz zu Ponatinib beziiglich der getesteten KIT-
Varianten. Basierend auf 7f wurden zur Erweiterung der SAR-Studien einige strukturelle
Analoga ausgewihlt und synthetisiert. Die Addition einer 2-Methoxyethyl-Seitenkette an
die Aminfunktionalitit des Amino-pyrimidins (7g) resultierte in dem Verlust von
inhibitorischer Aktivitdt gegen alle KIT-Mutanten, insbesondere fiir KITV3¥P/V634A jm
Vergleich zu 7f. 2-Aminopyridin-5-yl- (7k) und 2-Amino-3-methylpyridin-5-yl-Derivat (7i)
zeigten als Scharnierregion-Bindungsmotive eine signifikant reduzierte Aktivitdt fiir die
Mutanten KITV339P/T670Iynd KITP8!6H, Das gleiche Verhalten beziiglich der inhibitorischen

Potenz konnte fiir Verbindung 71 beobachtet werden.
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Die Substitution eines Stickstoffs im Pyrimidingeriist von 7f durch eine Methylengruppe
(7k) sowie die Erweiterung dieser mit einer Methylgruppe (7i), wie auch die Einfiihrung
eines benzylischen Ringsystems auf dieser Seite des Sechsringsystems (71), scheinen nicht
zu den favorisierten Interaktionen zu fiihren. Der Vergleich der Verbindung 7f mit der
strukturell sehr &hnlichen Verbindung 7k zeigt, dass das Pyrimidin- gegeniiber dem Pyridin-
Grundgeriist bevorzugt wird. Moglicherweise bildet der zusitzliche Ringstickstoff des
Pyrimidins weitere favorisierte Interaktionen zu KIT aus. Denkbar ist auch, dass aufgrund
der C2-Symmetrie des 2-Aminopyrimidin-Molekiilgertists eine Rotation fiir die Ausrichtung
des Scharnierregion-bindenden Motivs zur Ausbildung der Wasserstoffbriicke zur
Scharnierregion energetisch begiinstigt wird. Der daraus mdglicherweise resultierende
Energiegewinn konnte zu einer schnelleren Bindungsbildung fithren. Ein weiteres
Strukturmotiv, in dem sich das Molekiilgeriist des Ponatinib vom Imatinib unterscheidet, ist,
neben dem Scharnierregion-bindenden Element, der mit der back pocket interagierende
Trifluoromethylsubstituent (Abbildung 21B). Dieser strukturelle Unterschied sollte
ebenfalls in der SAR-Studie beriicksichtigt und untersucht werden. Aus diesem Grund
wurden die potentesten Scharnierregion-bindenden Heterozyklen der Verbindungen 7a-1 fiir

die Synthese der Trifluoromethyl-freien Analoga 8a-d genutzt.

Die Verbindungen 8a-d zeigen keinerlei Inhibition der untersuchten KIT-Mutanten. Fiir
die Verbindungen 9a, b wurde ein Fluorsubstituent anstelle der Trifluoromethylgruppe
eingefiihrt. Allerdings zeigte sich auch hier ein Verlust der inhibitorischen Potenz in allen
untersuchten KIT-Mutanten, wie zuvor fiir die Verbindungen 8a-d. Die Beobachtungen
beziiglich der inhibitorischen Aktivitit der Verbindungen 8a-d und 9a, b kennzeichnen den
Trifluoromethylsubstituenten deutlich als entscheidenden Faktor fiir die Potenz dieser
Inhibitorserie. ~ Der  Austausch des  Trifluoromethylsubstituenten mit einem
Wasserstoff- bzw. Fluor-Atom induziert einen signifikanten Verlust der inhibitorischen
Potenz gegeniiber allen untersuchten KIT-Mutanten. Geméll der Docking-Studien scheint
die Trifluoromethylgruppe eine hydrophobe Subtasche der back pocket zu adressieren
(Abbildung 21B).!%:226 Diese Subtasche ist in vielen Kinasen aufgrund ihrer Rolle in der
Ausbildung des regulatorischen Riickgrats konserviert.!® Deswegen fiihrt die Adressierung
dieser Tasche oft zu einer erhohten Potenz von Inhibitoren, die dieses strukturelle Merkmal
adressieren, gleichzeitig jedoch zu einer verringerten Selektivitdt innerhalb der Familie der

Proteinkinasen, was potentielle Nebenwirkungen begiinstigt.?26-228
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Abbildung 21: A) Docking-Pose von 7f in KIT*. Die ausgebildeten Wasserstoffbriickenbindungen zwischen Ligand und
Kinase sind als blaue Punkte dargestellt. B) Detaillierte Darstellung der back pocket. Die hydrophobe
back pocket-Subtasche in KIT, aufgespannt durch Ile 653, Ile 808, Leu 647 und Leu783, ist durch die Darstellung der
Seitenketten als sticks mit den dazugehdrigen Elektronengitternetzlinien und Oberflachen hervorgehoben.

Die Repositionierung der Methylgruppe des Phenylcarboxamid-Elements (C-Ring) in 7f
von der urspriinglichen 4-Position am Phenyl auf die 2-Position (10), um die

Sekundarmutation KITVY559D/V654A

potentiell selektiv zu adressieren und gleichzeitig ein
besseres Selektivitdtsprofil gegeniiber anderen Kinasen mit konserviertem Valin zu
evaluieren, fiihrte zu einer signifikanten Reduzierung der Inhibitoraktivitit auf die
KITV39DITOT0L ypnd KITV3OPV64A Mutanten. Ein vergleichendes Selektivititsprofil der
beiden Inhibitoren 7f und 10 in Bezug auf andere Proteinkinasen wurde mit Hilfe des
SelectScreen Kinase Profiling Services von Life Technologies erstellt und wird in

Kapitel 3.3.7 im Detail diskutiert.
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3.3.4.3 VEGFR2 - Biochemische Evaluierung

Die fokussierte Substanzbibliothek (Tabelle 3) wurde ebenfalls in Bezug auf ihre
inhibitorische Aktivitdt gegeniiber VEGFR2 im aktivitdtsbasierten HTRF-Assay
charakterisiert (Tabelle 11). Es wird vermutet, dass die Inhibition von VEGFR2 und
weiteren Kinasen der VEGF-Familie fiir die Thrombenbildung in mit Ponatinib behandelten
Patienten mitverantwortlich sein konnte. Einen Schwerpunkt dieser Evaluierung stellte
deshalb die Bestimmung der Aktivitit und Selektivitdt der fiir KIT entwickelten
Verbindungen gegeniiber VEGFR2 dar. Die potentielle Verbesserung der Selektivitit der
Inhibitoren gegeniiber VEGFR2 und die korrespondierenden SARs basierend auf den
eingefiihrten strukturellen Anderungen des Inhibitorgeriists sollten durch die biochemische
Charakterisierung herausgearbeitet werden. Die Selektivitit wurde durch Division der

1Cso-Werte von VEGFR2 und KIT% bestimmt.

Aufgrund der hohen Homologie der Bindetaschen von KIT und VEGFR2, die nach
erfolgter Tiirstehermutation (T6701) in KIT noch mehr Ahnlichkeit aufweisen, stellt die
selektive Adressierung von KIT mit geeigneten Inhibitoren eine gro3e Herausforderung dar
(siche Kapitel 3.3.2). Die Ponatinib-basierten Molekiile 7a-l1 zeigen keine signifikante
Selektivitit gegeniiber VEGFR2. Diese Derivate weisen eine hohe strukturelle Ahnlichkeit
zu der Parentalverbindung Ponatinib auf, was ein analoges Selektivitdtsprofil gegeniiber

VEGFR2 erkldaren konnte. Die ICso-Werte befanden sich fir VEGFR2 im &dhnlichen

VEGFR2
KITWt

= 2.6). Verbindungen 8b, 8d und 7i zeigten

nanomolaren Bereich wie fiir KITY (1-ca. 100 nM/ Selektivitat =0.5-3 mit

VEGFR2
KITWt

Ausnahme von 7i =39 vgl. Ponatinib

VEGFR2
KITWt

=23

eine geringe Selektivitdt gegeniiber VEGFR2 im Vergleich zu Ponatinib (

(8b),11 (8d) und 39 (7i) vgl. 2.6 (Ponatinib)), allerdings auch keinerlei Inhibition der
klinisch relevanten KIT-Mutanten. Die bestimmten 1Cso-Werte von 8a und 8c (KIT":: 240
bzw. 100 nM vs. VEGFR2: keine Inhibition) weisen darauf hin, dass VEGFR2 einen
Ringstickstoffatom in ortho-Position zum Alkin-linker (2-Pyridinyl-Derivate) im Vergleich
zu KIT™ nicht toleriert, wenn gleichzeitig der CF3-Substituent in der 3Position im E-Ring
zur Ausbildung von hydrophoben Wechselwirkungen in der back pocket fehlt. Der
Aktivitdtseinbruch dieser Verbindungen fiir VEGFR2 zeigt sich aber auch in den KIT-
Mutanten. Zusammenfassend ldsst sich mit einem Imatinib-&hnlichen back poket-bindenden
Element in Kombination mit schwachen Scharnierregion-bindenden Motiven Selektivitit

zwischen VEGFR2 und KIT"™ erzeugen.
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Die relevanten, krebserzeugenden KIT-Mutanten lassen sich mit diesen Substanzen aber
ebenfalls  nicht  adressieren. = Die  Verbindungen 9a,b  beinhalten  das
Scharnierregion-bindende-Motiv von 8b, d, weisen aber einen Fluorsubstituent im
back pocket-bindenden Teil der Molekiilstruktur auf. 9a, b zeigen kaum Selektivitét fiir
KIT™ gegeniiber VEGFR2 (2.3 und 6.5 nM (KIT) vs. 10.5 und 15.5 nM (VEGFR2)) und
sind weiterhin bei einer maximalen Inhibitorkonzentration von 20 uM nicht aktiv auf den
hier  untersuchten = KIT-Mutanten. Die  Methylgruppe in  2-Position am
Phenylcarboxamid-Element (E-Ring) in 10, welche eine potentiell selektive Adressierung
von KITV339D/V634A gegeniiber VEGFR2 und den anderen KIT-Varianten erreichen sollte,
zeigte keinen Einfluss auf VEGFR2. Substanz 10 inhibiert VEGFR2 wie auch 7f im
nanomolaren Bereich (7f: 1.7 nM; 10: 1.2 nM).

Vergleicht man die Intermediate 5a, 5d, 5f und 5g, denen das Scharnierregion-bindende
Strukturmotiv fehlt, ldsst sich fiir 5a und 5d eine Selektivitiat zu KITY beobachten, wobei
diese fiir Sa in Gegenwart eines Scharnierregion-bindenden Strukturmotivs verloren geht. 5f
wurde speziell zur Adressierung von KITV339P/V634A gynthetisiert und sollte basierend auf
den vorherigen Modellierungsstudien weniger favorisierte Interaktionen mit VEGFR2
eingehen (Abbildung 19). Der Vergleich der ICso-Werte weist auf ein gegenteiliges
Verhalten hin: VEGFR2 wird mit 559 nM besser inhibiert als KIT" mit ca. 1 uM. Von
groBem Interesse wire die Untersuchung dieser Verbindung mit dem
Scharnierregion-bindenden Strukturelement von 7f, um zu ermitteln, ob diese Beobachtung
erhalten bleibt und zusétzlich die KIT-Mutanten inhibiert werden. 5d inhibiert KIT* bei ca.
190 nM, wihrend auf VEGFR2 keine inhibitorische Aktivitdt gemessen werden kann. Die
Aminosduren, die mit dem in 2-Position des C-Rings befindlichen Fluorsubstituent
wechselwirken, sind in beiden Kinasen identisch. Unter der Annahme, dass die Intermediate
S5a, 5d, 5f und Sg dhnlich wie die Parentalverbindung Ponatinib mit der Bindetasche
interagieren, ldsst sich kein Riickschluss auf die hier ermittelten ICso-Werte sowie die
beobachtete Selektivitit zu der jeweiligen Kinase ziehen. Das Fehlen des Scharnierregion-
bindenden Elements und damit die kleinere MolekiilgroBe kdnnte in einem génzlich anderen
Bindungsmodus fiir die Intermediate 5a, 5d, 5f und Sg resultieren. Um eine fundierte
Aussage iiber die hier beobachteten Selektivititen der Intermediate zu treffen, miisste der
Bindungsmodus evaluiert werden. Insgesamt konnte mit den in dieser Arbeit synthetisierten
Verbindungen noch keine Selektivitit zu den KIT-Mutanten gegeniiber VEGFR2 erzeugt

werden.
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Dennoch zeigen die Intermediate 5d und 5f Potential fiir eine Weiterentwicklung zur
moglicherweise selektiven Adressierung von KIT oder konnten zumindest Anhaltspunkte
fiir diese geben, sobald der Bindungsmodus in beiden Kinasen ermittelt oder weitere
Derivate zur Ableitung der SAR entwickelt worden sind. S@mtliche synthetisierten
Verbindungen wurden weiterhin auf ihre zelluldre Aktivitit in humanen, metastasierenden

GIST-Zelllinien, welche die entsprechenden Mutationen tragen, untersucht (Kapitel 3.3.5).

3.3.5 Aktivitit der Inhibitoren in GIST-Zellkulturen'!

3.3.5.1 Etablierung zellulirer Testsysteme zur Charakterisierung

von TKIs fiir KIT

Fiir die Bestimmung der Glso-Werte der in dieser Arbeit synthetisierten Molekiile fiir die
Determinierung ihrer zelluldren Aktivitdt auf humanen, KIT-abhéngigen GIST-Zelllinien
(Kapitel 3.3.5.2 und 4.2.3), musste zunichst ein zelluldres Testsystem etabliert werden. Die
Generierung der GIso-Werte erfolgte iiber den von Promega??® vertriebenen CellTiter-Glo®

Zellviabilititsassay.

3.3.5.1.1 Vorstellung der verwendeten Zelllinien

Der Zellviabilitatsassay wurde fiir insgesamt fiinf Zelllinien optimiert, darunter vier
KIT-abhéngige sowie eine KIT-unabhingige GIST-Zelllinie als Negativkontrolle. Die
GIST-T1 stammt aus humanen, unbehandelten, metastasierenden GIST und beinhaltet eine
57 Basenpaare (bp) Deletion in Exon 11. Diese aktivierende Primidrmutation fiihrt zur
Expression von konstitutiv aktivem KIT und wurde von Takahiro Taguchi an der Kochi
University in Japan etabliert. Die GIST-T1-D816E- (Aktivierungsschleifenmutation) und
GIST-T1-T6701-Zelllinie (Tiirstehermutation) wurden durch kontinuierliche Behandlung
der Parentalzelllinie GIST-T1 mit Imatinib bis zum Auftreten der resistenten Sublinien
generiert. GIST-T1-D816E wurde in der Arbeitsgruppe um Prof. Dr. Sebastian Bauer am
Universitétsklinikum in Essen, GIST-T1-T6701 von Prof. Dr. Brian Rubin an der Cleveland
Klinik in Cleveland, Ohio, kultiviert.

M [n Kooperation mit der Arbeitsgruppe um Prof. Dr. Sebastian Bauer am Universitéitsklinikum in Essen.
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Die GIST430-V654A wurden aus vorbehandelten GIST-Spezies etabliert und trégt,
zusétzlich zu einer aktivierenden Exon 11-Mutation, noch die V654A-Mutation. Bei der
GIST-48B Zelllinie handelt es sich um eine KIT-unabhingige Zelllinie, die als negative
Kontrolle diente. GIST430-V654A- und GIST-48B-Zellen wurden im Brigham and
Women’s Hospital in Boston, USA, in der Arbeitsgruppe von Professor Jonathan A. Fletcher

kultiviert.

Alle in dieser Arbeit untersuchten KIT-Mutationen sowie ihre Zellmorphologie und die
genauen genetischen Lasionen sind in Tabelle 12 beschrieben. Die Zelllinien wurden
freundlicherweise von Prof. Dr. Sebastian Bauer (Innere Klinik (Tumorforschung), Essen)

zur Verfiigung gestellt.

Tabelle 12: Auflistung und Darstellung der verwendeten GIST-Zelllinien mit den jeweiligen Mutationen.

Zelllinie GIST430-V654A

GIST-T1
Spindelformig; Rund-rechteckig; Spindelformig;
Morphologie adhdrent, Monolayer mit adhirent, Monolayer mit adhérent, Monolayer mit
Zellkontakthemmung Zellkontakthemmung Zellkontakthemmung
Exon 11: 57 bp del Exon 11 57 bp del )
Mutationen V560-Y578 und V560-Y578 und Exon 1 610 i; bg del
Exon 13: V654A Exon 17: D820A V360-Y57

Zelllinie GIST-T1-T6701
Splr}delforrmg; semi- Spindelformig:
. adhédrent, Monolayer, . .
Morphologie N adhédrent, Monolayer mit
abgeloste Zellen
. Zellkontakthemmung
spérisch
Exon 11: 57 bp del Exon 11: 57 bp del
Mutationen V560-Y578 und V560-Y578 und
Exon 17: D816E Exon 14: T6701
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3.3.5.1.2 Theoretischer Hintergrund
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Abbildung 22: Grundprinzip des verwendeten Promega CellTiter-Glo® Lumineszenz-basierten Zellviabilititsassays.??’ Im
Detail ist die Luciferas- Reaktion dargestellt.

Bei dem verwendeten Assaysystem handelt es sich um den von Promega entwickelten
CellTiter-Glo® Lumineszenz-basierten Zellviabilititsassay.??® Dieses Testsystem beruht auf
der Determinierung der Anzahl an lebensfédhigen Zellen, basierend auf der Quantifizierung
des anwesenden ATPs nach Inkubation der Zellen mit verschiedenen
Inhibitorkonzentrationen (Abbildung 22).22° Die Konzentration an freigesetztem ATP
wiederum ist direkt proportional zur Anzahl der verbleibenden vitalen Zellen in der Kultur
nach Inkubation mit den zu testenden Inhibitoren. Durch Zugabe des CellTiter-Glo®-
Reagenzes wird die Zelllyse induziert und dadurch das zellulire ATP freigesetzt. Die im
CellTiter-Glo®-Reagenz befindliche Luciferase katalysiert mit Hilfe des freigesetzten ATPs
die Reaktion von Luciferin zu Oxyluciferin, dessen detektiertes Lumineszenzsignal somit

proportional zum anwesenden ATP ist.??

Dieser Zusammenhang ermoglicht die Bestimmung der Glso-Werte auf Basis der
detektierten Oxiluceferin-Lumineszenz und anschlieBender logarithmischer Auftragung

gegen die verwendeten Inhibitorkonzentrationen.

3.3.5.1.3 Zellzahloptimierung

Die Bestimmung der Glso-Werte mittels CellTiter-Glo® Zellviabilititsassays der zu
untersuchenden Verbindungen bedarf der Optimierung der Zellzahl fiir jede einzelne
Zelllinie. Der Prozess der Zellzahloptimierung gibt zum einen Aufschluss iiber die
Wachstumseigenschaften der Zellen, zum anderen muss zur Gewihrleistung eines stabilen

und vergleichbaren Lumineszenzsignals der lineare Wachstumsbereich ermittelt werden.
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Die Optimierung der Zellzahl erfolgt iiber die Titration der Zellen im gewihlten
Assayformat und anschlieBender Detektion des entsprechenden Lumineszenssignals mittels
des CellTiter-Glo®-Reagenzes (Abbildung 23). Auf diese Weise wird im linearen Bereich
des CellTiter-Glo®-Reagenzes gearbeitet, sodass ein stabiles, in einem vergleichbaren
Bereich liegendes Lumineszenzsignal fiir alle Zellen ermittelt werden kann und die mit der
entsprechenden Zellzahl generierten Glso-Werte verglichen werden konnen. Fiir die hier
untersuchten  GIST-Zelllinien wurden Zellzahlen ausgewidhlt, die nach 72h
Kultivierungszeit ein vergleichbares Lumineszenzsignal im linearen Bereich des

Zellwachstums zeigten.
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Abbildung 23: A-E) Auftragung der Lumineszenz gegen die Zellzahl pro well fiir die jeweilige Ziellinie. F) Vergleich der
Auftragungen der Lumineszenz gegen die Zellzahl pro well zwischen allen Zelllinien. Bis auf GIST430-V654A (rot)
zeigten alle Zelllinien einen linearen Wachstumsbereich und eine stationére Phase.
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Die Auswertung der Zelltitration fiir alle GIST-Zelllinien zeigte, bis auf Zelllinie
GIST430-V654A  (Abbildung 23E), einen linearen Wachstumsbereich mit einer
vergleichbaren Lumineszenz. Der Vergleich der Auftragung der Lumineszenz gegen die
Zellzahl pro well aller Zelllinien (Abbildung 23F) veranschaulicht ein erheblich langsameres
Wachstum der GIST430-V654A-Zelllinie. Das Erreichen einer stationdren Phase ist fiir
diese Zelllinie nicht zu beobachten. Fiir die verbleibenden Zelllinien konnte der
entsprechende lineare Wachstumsbereich identifiziert und zur Zellzahlbestimmung
herangezogen werden. Fiir die GIST430-V654A-Zelllinie wurde zunichst eine

Durchmusterung der experimentellen Parameter durchgefiihrt.

Die GIST-T1-Zelllinie wichst vergleichsweise schneller als die mit abgeleiteten
Sekundarmutationen. Der Vergleich der linearen Wachstumsbereiche und der zugehorigen
Lumineszenzen fiihrte fiir GIST-T1 zu der Wahl einer Zellzahl von 900 Zellen/well mit einer
Lumineszenz von 1,2-107. Fir GIST-T1-T6701 wurde entsprechend eine Zellzahl von
750 Zellen/well mit einer detektierten Lumineszenz von 5.4-10° gewihlt. Die optimale
Zellzahl fiir GIST-T1-D816E wurde auf 800 Zellen/well mit der zugehdrigen Lumineszenz
von 5.7-10% determiniert. Als optimale Zellzahl fiir die KIT-negative Zelllinie GIST-48B

wurden 400 Zellen/well mit einer Lumineszenz von 4.2-10° selektiert.
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Abbildung 24: A) Exemplarische Bestimmung der Glso-Werte fiir Ponatinib, Imatinib und Sunitinib fiir GIST430-V654A
bei einer Zellzahl von 2500 Zellen/well. Die generierten Glso-Werte entsprechen nicht den literaturbekannten Werten. B)
Exemplarisch normierte Dosis-Wirkungskurve zur Bestimmung des Glsp-Werts von Ponatinib in GIST430-V654A. Der
erwartet sigmoidale Kurvenverlauf ist nicht gegeben.

Fiir die GIST430-V654A-Zelllinie wurden testweise die Glso-Werte im Bereich von
800-2400 Zellen/well ermittelt. Als Referenzverbindungen wurden Ponatinib, Sunitinib und
Imatinib verwendet. Allerdings konnten auch innerhalb dieses Zellzahlbereichs keine mit

der Literatur'® vergleichbaren Werte erzeugt werden (Abbildung 24A).
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Ponatinib, der in der Literatur als aktivster GIST430-V654A Inhibitor bekannt ist, zeigte
keine Inhibition der GIST430-V654A-Zelllinie. Auch fiir Imatinib und Sunitinib konnten
keine der Literatur entsprechenden Werte generiert werden. Zudem zeigten die
Dosis-Wirkungskurven nicht den erwarteten sigmoidalen Verlauf, stattdessen konnten
mehrere Wendestellen identifiziert werden (Abbildung 24A und B). Eine Verldngerung der
Inkubationszeit auf 96 h zeigte keinen Effekt beziiglich des Wachstumsverhaltens und der
generierten Glso-Werte. Ein negativer FEinfluss des in den Stammldsungen der
Inhibitor-Verdiinnungsreihe enthaltenen DMSO konnte ebenfalls nicht nachgewiesen

werden.

Im Zuge der Durchmusterung experimenteller Parameter stellte sich heraus, dass die
GIST430-V654A-Zelllinie vermeintlich von zuvor benétigten Wachstumsfaktoren
entwohnt worden war. Das langsame Wachstumsverhalten der GIST430-V654A-Zelllinie
entspricht nicht einer Wachstumsfaktorenentwohnung. Aus diesem Grund wurde eine
jingere Zellpassage herangezogen und mit den Wachstumsfaktoren enthaltenden Serum
Extendern BPE (Bovine Pituitary Extract) und MITO+ (beides Corning®) versetzt. Das
Wachstum der GIST430-V654A-Zellen erreichte mit der Anderung dieser Parameter einen
mit den anderen GIST-Zelllinien vergleichbares Wachstumsverhalten mit einem gut
definierten linearen Wachstumsbereich und einer sichtbaren stationdren Phase. Der lineare
Wachstumsbereich endete bei ca. 2200 Zellen/well. Um eine optimale Vergleichbarkeit der
Glso-Werte unter den untersuchten Zelllinien zu gewihrleisten, wurde fiir GIST430-V654A
eine Zellzahl von 2000 Zellen/well gewéhlt. Fiir diese Zellzahl wurde eine mit den anderen
Zellen vergleichbare Lumineszenz von 1.0-107 detektiert. Auf diese Weise konnten die
Zellzahlen fiir alle GIST-Zelllinien im Hinblick auf einen linearen Wachstumsbereich und
ein vergleichbares Lumineszenzsignal (5-10°-1-107) eingestellt werden, um eine
Vergleichbarkeit der generierten Glso-Werte zu gewdhrleisten. Die Problematik der oben
angesprochenen atypisch verlaufenden Dosis-Wirkungskurven konnte durch die Anpassung
der Verdiinnungsreihe der Inhibitoren (1.4 nM bis 20 uM anstelle von 14 nM bis 30 uM)
gelost werden. Die auf diese Weise determinierten Zellzahlen wurden zur Validierung des
Testsystems durch die Determinierung der Glso-Werte der literaturbekannten

Referenzinhibitoren Imatinib, Sunitinib, Regorafenib und Ponatinib herangezogen

(Abbildung 25A-G).
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Abbildung 25: A) Zellzahlbestimmung von GIST430-V654A nach Optimierung der Zellkultivierung. B) Vergleich der
Zellzahloptimierungskurven aller Zelllinien. C-G) Dosis-Wirkungskurven zur Bestimmung der Glso-Werten nach
Optimierung der Bedingungen fiir die GIST430-V654A-Zelllinie und Anpassung der Verdiinnungsreihe der Inhibitoren.
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In Tabelle 13 sind die ermittelten GIso-Werte fiir die untersuchten Referenzverbindungen

im Vergleich zu den dazugehorigen literaturbekannten Werten!> zusammengefasst.

Tabelle 13: Glsp-Bestimmung der ausgewihlten Referenzinhibitoren auf den Zielzelllinien.”

Glso [nM]
. GIST-T1 GIST-T1 GIST430
Verbindung GIST-48B GIST-T1 _T6701 "DS16E V654A
Lit.!$ Lit.!$ Lit!8 Lit.!$ Lit.!$
Imatinib >10000| >5000 | 40 30 [>10000{ >5000| 3000 | 604 1100 | 1204
Ponatinib 2000 | 800 17 5 40 8 106 23 149 159
Sunitinib >10000| >5000 | 40 15 90 48 5880 | 3111 98 90
Regorafenib  |>10000| >5000 | 130 110 380 249 1350 | 395 | 3000 | 1001

*Die ermittelten Glso-Werte sind Mittelwerte aus mindestens drei unabhingigen, in Duplikaten durchgefiihrten
Experimenten. Die Glso-Werte der Zielzelllinien wurden mit Unterstiitzung von M. Sc. Marina Keul bestimmt.

Die ermittelten Glso-Werte korrelieren sehr gut mit den Literaturwerten (Tabelle 13).
Ponatinib zeigt den hdchsten antiprolerativen Effekt auf allen KIT-abhéngigen Ziellinien
(Glso =17-149 nM) mit einem charakteristischen Aktivitdtsverlust auf der Zelllinie
GIST430-V654A (Glso = 149 nM). Die gemessenen Glso-Werte der Inhibitoren Sunititnib
und Regorafenib gegeniiber den GIST-Ziellinien liegen ebenfalls im Bereich der
Literaturwerte.'®* Imatinib zeigt wie erwartet lediglich einen Effekt auf der Primdrmutation-

tragenden GIST-T1 Ziellinie (Glso = 40 nM).

Zusammenfassend konnten die hier untersuchten Zelllinien fiir den verwendeten
Zellviabilititsassay erfolgreich optimiert werden, sodass valide, mit der Literatur
vergleichbare GIso-Werte bestimmt werden konnten. Das hier etablierte zelluldre Testsystem
wurde fiir die Ermittlung aller zelluldren Daten der synthetisierten Molekiile genutzt. Die
Bedingungen aus der Zellzahloptimierung wurden zudem fiir die Western-Blots genutzt,
sodass die dosisabhingige Inaktivierung von pKIT und der nachgeschalteten

Substratproteine in Bezug zu den ermittelten Glso-Werten gesetzt werden kann.
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3.3.5.2 Evaluierung in humanen GIST-Zelllinien"

Die untersuchten Verbindungen 5a, 5d, 5f, 5g 6a, 7a-1, 8b, d, 9a, b, und 10 reduzierten
die Zahl an GIST-T1 Lebendzellen mit Glso-Werten im Bereich von 20-120 nM
(Tabelle 14). Eine Ausnahme bilden die 2-Pyridinyl-Derivate 8a und 8c. Diese tragen einen
Ringstickstoff in ortho-Position zum Alkin-Linker und zeigen im Vergleich zu
3-Pyridinyl-Derivaten 8b und 8d einen verringerten antiproliferativen Effekt auf GIST-T1
(vgl. 8aund 8c: 7097 und 4190 nM und 8b und 8d:150 und 33 nM). Die Substanzen 8c und
8d mit einer zusétzlichen Amino-Gruppe in para-Position zum Alkin-Linker weisen eine
hohere Reduktion der Zellviabilitét auf als 8a und 8b, was die Hypothese einer zusétzlichen
positiven Interaktion zur Kinase durch diese Amino-Gruppe stiitzt. Einen signifikanten
Unterschied zwischen diesen Verbindungen beziiglich ihrer antiproliferativen Aktivitdt
wurde bei der Untersuchung der Sekundérmutationen beobachtet. Alle Verbindungen mit
einem anderen Substituenten als einer Trifluoromethyl-Gruppe im back pocket-bindenden
Strukturelement (8a-d, 9a-b) verzeichneten einen signifikanten Potenzverlust in den
Sekundédrmutationen tragenden GIST Zelllinien. Diese Beobachtung ist konform mit den
Ergebnissen der biochemischen Evaluierung und hebt die Bedeutung des
Trifluoromethylsubstituenten sowie die Position des Ringstickstoffs fiir die Inhibition der

KIT-Varianten sowohl im biochemischen als auch im zelluliren Experiment hervor.

Als KIT negative Kontrolle wurde die Zelllinie GIST-48B herangezogen. Diese Zelllinie
exprimiert KIT in nicht signifikanten Mengen und besitzt somit auch keine onkogene
Abhidngigkeit von KIT. Eine antiprolerative Wirkung auf dieser Zelllinie riihrt daher aus der
Inhibition anderer mit dem Zelliiberleben assoziierten Proteine her. Fiir die KIT-negative
Zelllinie-48B resultierte aus der Behandlung der Zellen mit 8a-b und 9a-b keine signifikante
Abnahme der Proliferation, was auf eine KIT-spezifische Wirkungsweise hindeutet.
Allerdings wurde fiir diese Substanzen auch kein signifikanter inhibitorischer Effekt auf die
hier untersuchten KIT-Mutanten GIST-T1-T6701, GIST-T1-D816E und GIST430-V654A
beobachtet. Im Gegensatz zu den erhobenen ICso-Werten (Tabelle 11) lassen sich im
zelluldren System die Nuancen der inhibitorischen Effektivitdt der Scharnierregion-
bindenden Strukturmotive beobachten (bspw. vgl. 8a vs. 8d ICso = a (keine Inhibition) fiir
KITV339D/TOT01 - KTVSSIDIV6SA = KTD8I6H,  8a vs. 8d Glso = 12473 nM vs. 1224 nM
(KITV339DT670D " keine Inhibition vs. 2063 nM (KITV33P/V634AY "3 vs, 1269 nM (KITP8!16H),

V' In Kooperation mit der Arbeitsgruppe um Prof. Dr. Sebastian Bauer am Universititsklinikum in Essen.
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Die Trifluoromethyl-Gruppe im back pocket Element tragenden Derivate 7a-1 zeigten fiir
GIST-T1 einen starken antiproliferativen Effekt (23-191 nM). Die Verbindungen 7a-1
wiesen vermutlich aufgrund der strukturellen Ahnlichkeit zu Ponatinib eine hohe Effektivitit
auf die Imatinib-resistente Zelllinie GIST-T1-T670I auf. Das iibernommene Strukturelement
des Alkin-Linkers sollte favorisierte van-der-Waals Interaktionen zur der Tiirstehermutation
T6701 ausbilden. Die Behandlung der GIST-T1-D816E- und GIST430-V654A-Zellen mit
den Verbindungen zeigte beziiglich der ermittelten Glso-Werte die gleichen Tendenzen wie
bereits in den isolierten Proteinen im biochemischen Assay beobachtet wurde. Im Einklang
mit den biochemischen Daten zeigten die Verbindung 7f und die strukturell eng verwandten
Analoga 7i ,7k und 7b die potenteste Reduktion der Zellviabilitdt in GIST-T1-D816E
(GIST-T1-D816E: 7f, ICso 42 nM, Glso 141 nM; 7i, ICso 99 nM, Glso 474 nM; 7i, 1Cso
140 nM, Glso 221 nM; 7d, ICso 138 nM, Glso 332 nM). Interessanterweise zeigte der
GroBiteil der Trifluoromethyl-substituierten Verbindungen im zelluldren Kontext ein
verbessertes antiproliferatives Profil fiir GIST430-V654A-Zellen im Vergleich zum
biochemischen Experiment. Speziell 7f wies den hochsten inhibitorischen Effekt auf allen
KIT-Varianten auf, sowohl auf Basis der biochemischen, als auch im Rahmen der zellularen
Evaluierung. Das  Scharnierregion-bindende  2-Amino-pyrimidinstrukturmotiv  in
Verbindung 7f zeigte eine verbesserte Aktivitidt gegeniiber GIST430-V654A-Zellen im
Vergleich zu dem Imidazolo-pyridazin-basierten Scharnierregion-bindenden Element in
Ponatinib (Glso: 51 (7f) vs. 149 nM (Ponatinib)). Die Beobachtung der verbesserten Potenz
von 7f in der zelluldren Evaluierung unterstiitzte die Hypothese der Ausbildung einer
weiteren Interaktion zur Kinase (Wasserstoffbriickenbindung) und stand im Einklang mit
den durchgefiihrten in silico-Studien (Abbildung 21A). Die in silico Studien fiir die
KITVé3#A.Sekundédrmutation wiesen auf eine erhohte Flexibilitdt der Bindetasche sowie auf
eine bevorzugte aktive Konformation der KITV®*** mutierten Kinase im Apo-Zustand hin,
eine langsamere Bindung von Typ II-Inhibitoren konnte als Konsequenz dieser Beobachtung
vermutet werden, da mit einer erhohten Energiebarriere fiir die Komplexbildung gerechnet
werden kann. Aus diesem Grund konnte die generell ldngere Inkubationszeit (72 h) im
zelluldren Kontext in der beobachteten erhohten Potenz der Inhibitoren resultieren. In den
im Vergleich zum biochemischen System sehr viel komplexeren zelluldren Kontext miissen
allerdings unter anderem auch andere Parameter, wie off-target Effekte oder eine verbesserte

Zellpermeabilitit, etc. in Betracht gezogen werden.
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Tabelle 14. Glso-Bestimmung der der synthetisierten Derivate 5a, d, f, g, 6a, 7a-1, 8a-d, 9a, b und 10 auf den Zelllinien
GIST-48B, GIST-T1, GIST-T1-T6701, GIST-T1-D816E und GIST430-V654A.
*Nicht-inhibierend bei einer 20uM Inhibtorkonzentration.*

Glso [nM]
Verbindung GIST-48B GIST-T1 GIST-T1-T6701 GIST-T1-D816E GIST430-V654A
Sa 4877 +£ 358 896 + 175 3342 + 282 9891 + 1741 3905 + 1799
5d a 10019 + 1870 15291 + 2665 a a
5f 9942 + 1049 11006 + 825 7609 + 286 a 15858 + 498
S5¢g 3627 + 1346 5729 + 705 9512 +£403 a a
6a a 7840 + 891 10136 + 2058 a a
7a 3627 + 532 55+9 97+ 19 1673 £328 697+ 76
7b 1860 + 250 121 +320 4375 + 1985 a 2005 + 890
Te 3793 £ 525 82 +115 165 +33 991 £95 564 +32
7d 2705 £296 51+13 76+ 18 332+77 3331
Te 6247 + 242 54+11 89 £ 17 580 + 141 459 £ 47
7t 2024 + 545 23+6 44 + 8 141 £12 515
7g 5132 + 511 119 +£21 198 +25 704 £110 481 £6
7h 3037 £ 620 59+12 184 +26 2289 +382 723 +£45
7i 2087 + 147 59+11 117 +£29 474 £ 37 3072
7j 4146 £ 1116 282 +78 2971 £1150 a 4145 +£94
7k 2237+ 156 42 +8 6712 221 +42 404 + 335
71 2065 + 288 191 £ 64 301 £ 68 645 + 744 926 + 385
8a™ a 7097 + 522 12473 + 3527 a a
8b™ a 150 + 37 6352 + 1825 9610 + 1089 4032 £ 97
8¢ a 4189 + 727 a a a
8d™ 6877 = 1409 33+6 1224 + 758 1269 + 53 2063 = 1294
9a™" 11966 + 2280 57+ 15 3294 + 314 5358 + 1309 1639 £ 176
9b™" 8285 £2983 31+ 16 1362 £ 576 904 + 490 920 + 105
10 15832 + 390 35+3 51+1 381 +33 308 £26
Imatinib a 40+ 8 a a 1100 + 632
Ponatinib 2000 + 450 17+8 4019 106 + 60 149 + 36
Sunitinib a 40+4 90 +36 5880 + 1991 98 +37
Regorafenib a 130 + 77 380 +48 1350 + 845 3000 + 814

*Die ermittelten Glso-Werte sind Mittelwerte + zugehoriger Standardabweichung aus mindestens drei unabhingigen in
Duplikaten durchgefiihrten Experimenten. Die Glso-Werte wurden mit Unterstiitzung von M. Sc. Marina Keul bestimmt.
*Die Verbindungen 8a-d und 9a, b sind im Rahmen der Masterarbeit von Jasmin Kriill'*® synthetisiert worden.
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Alle getesteten Trifluoromethyl substituierten Verbindungen (7a-1) wiesen eine mit
Ponatinib vergleichbare Inhibition der KIT-negativen Zelllinie (GIST-48B) mit Glso-Werten
im Bereich von 1.8-6.2 uM auf. Diese Beobachtung weist auf einen KIT-spezifischen
Wirkmechanismus mit maBiger Inhibition anderer zum Zelliiberleben relevanter Proteine
hin. Ein sehr interessantes Inhibitionsprofil wurde fiir Verbindung 10 beobachtet. Obwohl
fiir die verwandten Intermediate Sd und 5f weder eine Inhibition von GIST-T1 noch der
KIT-Mutanten ersichtlich war, demonstrierte 10 mit dem invertierten Substitutionsmuster
fiir die Substituenten R® und R* eine nur marginale antiproliferative Wirkung auf die
KIT-negativen Zellen (16 uM), wihrend Aktivitit gegeniiber den KIT-Zelllinien GIST430-
V654A (308 nM) und GIST-T1-D816E (381 nM) erhalten blieb. Dies weist auf eine
verbesserte off-target-Selektivitit im Vergleich zu Ponatinib und 7f hin.

Fiir eine weiterfithrende in vitro Charakterisierung des inhibitorischen Effekts auf die
Zielkinase KIT und deren Auswirkung auf nachgeschaltete Substratproteine wurden fiir die
drei potentesten und aufgrund ihres Substitutionsmusters diversesten Verbindungen 7e, 7f,
und 10 eine Western Blot Analyse in den Zelllinien GIST-T1-D816E und GIST430-V654A
durchgefiihrt (Abbildung 26A,C). Bei der Betrachtung der KIT-Phosphorylierung an
Y703 (Autophosphorylierungsstelle) und der mit KIT zusammenhidngenden nachfolgenden
Phosphorylierung einer Auswahl von KIT Substraten, unter anderem Akt (pS473) und
MAPK (pT202/pY204), stellte sich Verbindung 7f als die potenteste heraus. In einer
Konzentration von 100 nM zeigte 7f eine signifikante Inhibition der Signalkaskade in
GIST430-V654A- und GIST-T1-D816E-Zellen. Diese Beobachtung korrelierte mit den
biochemischen und zelluldren Daten fiir 7f. Die Behandlung der Zellen mit den
ausgewihlten Verbindungen 7e, 7f und 10 fiihrte zu einer Herabsetzung der Detektion
zelluldiren pKIT, pAkt, und pMAPK in GIST-T1 und GIST-T1-D816E-Zellen in
konzentrationsabhédngiger Weise. Die Western Blot Analyse verdeutlichte, konform zu den
ermittelten 1Cso bzw. Glso-Werten, den Unterschied zwischen Verbindung 7e und 7f
beziiglich ihrer inhibitorischen Aktivitdt in Abhédngigkeit des Substitutionsmusters des
Scharnierregion-bindenden Strukturmotivs. Die Positionierung des Ringstickstoffs im
Heterozyklus des Scharnierregion-bindenden Strukturmotivs in meta-Position zum

Alkin-Linker scheint gengeniiber derer in ortho-Position bevorzugt zu sein.
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Insgesamt korreliert die Western Blot Analyse beziiglich der inhibitorischen Wirkung der
untersuchten Verbindungen mit den im biochemischen und zelluliren Experiment

ermittelten 1Cso- bzw. Glso-Werten (Abbildung 26).Y
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Abbildung 26: A, C) Western-Blot-Analyse nach Inkubation (3 h) mit unterschiedlichen Konzentrationen von 7e, 7f, 10
und Ponatinib in GIST-T1-D816E und GIST430-V654A. B, D, F) Entsprechende Dosis-Wirkungs-Kurven der
Verbindungen 7e, 7f, 10 und Ponatinib fiir die GIST-Zelllinien GIST-430-V654A, GIST-48B und GIST-T1-D816E: B)
Konstitutiv aktiver KIT mit der Sekunddrmutation GIST430-V654A, D) Konstitutiv aktiver KIT mit der Sekundarmutation
GIST-T1-D816E, und F) KIT-negative Zelllinie GIST- 48B nach 72 h Inkubationszeit mit 7e, 7f, 10 und Ponatinib. E)
Glso-Werte in GIST-48B, GIST-T1-D816E, und GIST430-V654A von 7e, 7f, 10 und Ponatinib. Die Western-Blots wurden
im Rahmen der Kooperation mit der AG Bauer von Julia Ketzer angefertigt.

V In Kooperation mit der Arbeitsgruppe um Prof. Dr. Sebastian Bauer am Universititsklinikum in Essen.
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3.3.6 Pharmakokinetische Charakterisierung

Die biologisch aktivste Substanz 7f und die in Bezug auf ihr Selektivitdtsprofil und

Aktivitdtsprofil hervorstechende Substanz 10 wurden fiir ihre weitere Profilierung

pharmakokinetisch charakterisiert. Die ausgewidhlten Verbindungen wurden hinsichtlich

Mikrosomen- und Plasmastabilitdt, zelluldrer Absorption (Caco-2-Zellassay) sowie

Plasmaproteinbindung untersucht und mit denen der zugelassenen Inhibitoren Imatinib,

Regorafenib und Ponatinib verglichen (Tabelle 15 und Abbildung 27). Die daraus

abgeleiteten Daten sollten Aufschluss iliber die Auswirkung des Scharnierregion-bindenden

Strukturelements auf die pharmakokinetischen Eigenschaften geben und eine Bewertung

hinsichtlich der Eignung der Substanzen fiir in vivo Studien ermdglichen.

Tabelle 15: Bestimmung der pharmakokinetischen Parameter der Verbindungen 7f, 10, Ponatinib, Imatinib und

Regorafenib.
H
CF3 N CF4
z z
N | O )N\ z | o
HZNJ\\N 7f [ j H,NT N 10 [Nj
N N
I
Pharmakokinetische
Parameter 7t 10 Ponatinib Imatinib  Regorafenib
(Mensch / Maus)
Plasmastabilitit”
[% verbleibend] 91/50  59/84 82/74 94/93 63/50
Plasmaproteinbindung™
[% gebunden] 99.6 98.4 99.8 -
Mikrosomenstabilitit
(Phase I)° 4/104  26/36 2/34 22/36 10/18
CLin¢ [uL min! mg™]
Caco-2: Pypp A>B™ ) )
[10° cm s'] 4.45 7.55 1.65
Caco-2: Pypp BoA™ i i
(10 cm s'] 4.17 5.47 0.60
Caco-2: Verhiiltnis 0.94 0.72 0.32 ) )

(B—>A) : (A>B)

"Die Parameter wurden von Ms. S. Julia Hardick erhoben.
“*Die Parameter wurden von der Lead Discovery Center GmbH, Dortmund erhoben.
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Abbildung 27: In vitro intrinsische Clearance CLi, in A) Mensch und C) Mauslebermikrosomen, berechnet basierend auf
der Halbwertszeit ti» der jeweiligen Verbindung. B, C) Auftragung des Verbleibenden Anteils der jeweiligen Verbindung
gegen die Zeit zeigt die relative Degradation von 7f und 10 im Vergleich zu Ponatinib, Imatinib und Regorafenib in B)
Mensch- und D) Mauslebermikrosomen. Die Parameter wurden von Ms. S. Julia Hardick erhoben.

Die murine mikrosomale Stabilitit der zugelassenen Referenzverbindungen zeigte eine
intrinsische Elimination (intrinsic clearence, CLin)) von 18-36 uL min™' mg™!. Verbindung
10 lag mit einem Wert von 36 L min! mg™! im Bereich der Referenzverbindungen. Im
Gegensatz dazu wies Verbindung 7f mit 104 4L min"! mg 'eine dreimal hohere intrinsische
Elimination auf. Ein signifikanter Unterschied wurde fiir 7f in humanen Mikrosomen
beobachtet. Der CLin-Wert fir 7f liegt mit 4 xL min! mg™! niedriger als der von 10
(26 pL min'mg') und ist im Bereich von Ponatinib (2L min!'mg"'). Die
Plasmastabilititen der Verbindungen 7f und 10 wurden ebenfalls untersucht. 7f
demonstrierte eine humane Plasmastabilitdt von 91 % wéhrend die Plasmastabilitdt von 10
59 % betrug. Ein inverses Verhalten wurde fiir die murine Plasmastabilitéit ermittelt (50 %

fiir 7f und 84 % fiir 10). Beide Verbindungen wiesen Plasmastabilititswerte im Bereich der

FDA zugelassenen GIST-Inhibitoren (Tabelle 15) auf.
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Die Plasmaproteinbindung betrug fiir 7f 99.6 % und fiir 10 98.4 % und befinden sich
damit im Bereich der Parentalverbindung Ponatinib (99.8 % Plasmaproteinbindung). Die
Charakterisierung der intestinalen Absorption durch die Determinierung des Influx und
Efflux der Verbindungen durch eine Schicht von Caco-2-Zellen zeigte fiir 7f und 10 eine
bessere Permeabilitdt im Vergleich zur Parentalverbindung Ponatinib (Tabelle 15). Mit
einem Influx/Efflux-Verhiltnis von unter 1 ist der Efflux der Verbindungen nicht signifikant
und im Bereich von dem von Ponatinib. Diese niedrigen Efflux-Raten wiesen auf eine gute
Bioverfiigbarkeit hin, was mit der beobachteten zelluliren Wirksamkeit im zelluldren

Testsystem korrelierte.

3.3.7 Profilierung von 7f und 10

Im zelluldren Assay lieB3 sich fiir 10 ein anderes Selektivitétsprofil als fiir die restlichen
Trifluoromethyl-substituierten Verbindungen 7a-1 vermuten (Tabelle 14). Aus diesem
Grund wurde eine Profilierung mit der SelectScreen® Kinase Profiling Platform von
Thermo Fisher in Auftrag gegeben, um eine Aussage iiber die Selektivitit von 7f im

Vergleich zu Derivat 10 zu treffen.

Bei dem verwendeten Assay handelt es sich um einen aktivitdtsbasierten Z'-LYTE
Kinase-Assay. Dieser Assay beruht wie der HTRF-Assay auf der Messung des FRET
zwischen einem Donor- (z.B. Kumarin) und einem Akzeptor-Fluorophor

(z. B. Fluorescein).**

Das Assayformat nutzt dabei die unterschiedliche Sensitivitdt von
phosphorylierten und unphosphorylierten Peptiden gegeniiber proteolytischem Abbau aus.
Das den FRET-Partner tragende artifizielle FRET-Peptid wurde im Zuge der Kinasereaktion
je nach Kinase an einem spezifischen Tyr-, Ser- oder Thr-Rest phosphoryliert.*° Die
Phosphorylierung des FRET-Peptids unterdriickt den Abbau durch das nach der
Kinasereaktion zugegebene Entwicklungsreagenz.?*® Der durch das Entwicklungsreagenz
induzierte Abbau unterbricht den FRET zwischen Donor und Akzeptor des
unphosphorylierten FRET-Peptids, wihrend das phosphorylierte FRET-Peptid weiterhin die
Detektion des FRET-Signals erlaubt. Die Berechnung des Emissionsverhdltnisses von
Donor- zu Akzeptoremission nach Exzitation des Donorfluorophors wird zur
Quantifizierung des Reaktionsfortschritts herangezogen. Das Emissionsverhéltnis bleibt

folglich bei einem phosphorylierten FRET-Peptid niedrig (keine Kinaseinhibition) und ist

bei einem unphosphorylierten FRET-Peptid vergleichsweise hoch (Kinaseinhibition).23°
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Die Profilierung der Verbindungen 7f und 10 wurde bei einer Konzentration von 1uM
gegen 90 ausgewdhlte Kinasen getestet. Bei der Auswahl der durchmusterten Kinasen
wurden vor allem (R)TKs beriicksichtigt (Abbildung 28 und Tabelle 16), da die
untersuchten Verbindungen auf Ponatinib, einem speziell fiir die Bindung an der
konservierten KD der TK entwickelten Inhibitor, basieren. Somit stellen
hochstwahrscheinlich TK das primére farget dieser Verbindungen dar. Um mdglichst alle
Proteinkinase-Gruppen abzudecken, wurden auch Vertreter aus den anderen
Proteinkinase-Gruppen (Casein Kinase 1 Familie (CK1), AGC-Gruppe, CMGC-Gruppe,
Calmodulin/Calcium regulierte Kinasen (CAMK), STE-Gruppe und Tyrosine Kinase-
Like-Gruppe) ausgewihlt (Abbildung 28). Das abgebildete Dendrogramm zeigt die sieben
Proteinkinasegruppen. Die Sequenzhomologie zwischen den katalytischen Doménen ist
allen Gruppen gemein, wihrend der Abstand zwischen den Zweigen zweier Kinasen
proportional zu ihrer Sequenzdivergenz. ist.?*! 7f und 10 zeigten die hochste inhibitorische
Wirkung in der Gruppe der TKs. Vergleicht man die Kinomdendrogramme von 7f und 10
zeigte sich deutlich, dass 10 ein weitaus besseres Selektivitdtsprofil aufwies. 10 zeigte in
vielen der untersuchten Kinasen eine weitaus geringere Inhibition (Abbildung 28 und
Tabelle 16). Allerdings ist 10 ebenfalls inhibitorisch sehr aktiv auf VEGFR und die
KIT-verwandten Kinasen PDGFR, Abl und FGFR (Tabelle 16).

s
sk, h 3 = - S~ —\ =
e - ) N o N e = / L\
Z \ ) . 75 | ) 0
— 7 A o — "
- A7 AR I\ ek - 27 AR\

— 7 71 1)\ AGC — 7z 71 1/ \\ ace
—— > 7 14 NN - @) 100 % Inhibiti . / r) NN % Inhibiti
= ,//; %‘\ AN % Inhibition — ,//4/’ {k P\ \\\ "100 % Inhibition
L Ak \ @ 60 % Inhibition = e \\ @ 60 % Inhibition
o W, « 20 % Inhibition — . ‘\ + 20 % Inhibition

Hlustration reproduced courtesy of Cell Signaling Technology, Inc. fwwwcellsignal.com)” “Wlustration reproduced courtesy of Cell Signaling Technology, Inc. (www.cellsignal.com)

Abbildung 28: A) Kinomdendrogramm von 7f. Die inhibitorische Wirkung von Verbindung 7f in einer Konzentration von
1 uM wurde auf 90 Kinasen untersucht. B) Kinomdendrogramm von 10. Die inhibitorische Wirkung von Verbindung 10
in einer Konzentration von 1 #M wurde auf 90 Kinasen evaluiert. Der Datensatz wurde mit dem SelectScreenn® Profiling
Service von Life Technologies generiert. Das Kinomdendrogramm wurde von KinMap (http://www.kinhub.org/kinmap/)
adaptiert und die Illustration wurde mit freundlicher Genehmigung von Cell Signaling Technology, Inc.
(www.cellsignal.com) erzeugt.?!
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3.4 Scaffold Hopping zur Generierung von Hybridinhibitoren
fiir KITV!

3.4.1 Scaffold Hopping

Parallel zur Strategie des strukturbasierten Inhibitordesigns wurde in Kooperation mit der
Taros Chemicals GmbH die Strategie des scaffold hopping oder lead hopping exploriert. Der
Begriff wurde 1999 durch Schneider et al. als Technik beschrieben, um isofunktionale
Molekiilstrukturen mit einem signifikant unterschiedlichen molekularen Riickgrat zu

232 Durch das sogenannte scaffold oder lead hopping®*3->3* sollen strukturell

identifizieren.
neue Verbindungen basierend auf bereits bekannten aktiven Verbindungen designt werden.
Diese bekannten Ausgangsverbindungen miissen dabei bereits biologisch auf dem
Zielprotein oder einem dhnlichen Protein aktiv sein und vorzugsweise einen bekannten
Wirkungsmechanismus sowie ein bekanntes pharmakokinetisches Profil aufweisen. Das
gewiinschte Resultat soll ein neuer, aus der modifizierten Kernstruktur der
Ursprungsverbindung abgeleiteter Chemotyp sein.?*> Sun et al. klassifizierte die scaffold

hopping Methoden in vier Hauptkategorien, die je nach Grad der Verdnderung zum

Parentalmolekiil wie folgt unterteilt werden:23

- Der Heterozyklenaustausch basiert auf dem Austausch eines oder mehrerer
Heteroatome im Kernstrukturring und wird als 1°hop bezeichnet und stellt eine
weniger extensive Verdnderung zum Parentalmolekiil dar. Durch diesen Austausch
sollen zusitzliche Wechselwirkungen zum Zielprotein generiert werden, wodurch
eine verbesserte Bindungsaffinitit zum selbigen erreicht werden soll.?3

- Die Ringoffnung bzw. der Ringschluss werden als 2°hop klassifiziert. Der Grof3teil
der wirkstoffartigen Molekiile besitzt mindestens ein Ringsystem. Die Ringdffnung
bzw. der Ringschluss in solchen Molekiilen ist eine Strategie Wirkstoffeigenschaften
zu verbessern und neue Grundgeriiste zu generieren. Durch eine Ringdéffnung bzw.
einen Ringschluss kann die Flexibilitit eines Molekiils durch Kontrolle der

Gesamtzahl der frei drehbaren Bindungen manipuliert werden.

VI'In Kooperation mit der Taros Chemicals GmbH, Dortmund.
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Die molekulare Flexibilitdt tragt nicht nur zur entropischen Komponente der freien
Bindungsenergie bei, sondern auch zur Membranpenetration und Absorption des
Molekiils.236-237

- Die Entwicklung von Peptidomimetika aus biologisch aktiven endogenen Peptiden
wird als 3°hop kategorisiert.*® Die Entwicklung von klinisch einsetzbaren
Wirkstoffen auf Peptidbasis ist aufgrund limitierter metabolischer Stabilitdt sowie
niedriger Bioverfiigbarkeit nicht praktikabel. ¢ Das Design von kleinen Molekiilen,
die die strukturellen Eigenschaften gepaart mit der aktiven Konformation von
Peptiden imitieren, konnte eine vielversprechende Strategie zur Adressierung
herausfordernder Zielproteine sowie Protein-Protein-Interaktionsstellen sein.?3¢ Das
Ziel dieses peptidbasierten Wirkstoffdesigns ist den Peptidcharakter zu reduzieren,
um Proteolyseresistenz zu erzeugen und gleichzeitig die chemischen Eigenschaften
zu erhalten, die fiir die molekulare Erkennung verantwortlich sind.?3¢

- Als 4°hop wird ein topologiebasiertes hopping bezeichnet. Es fithrt zu Verbindungen,
die sich vom Chemotyp erheblich von der Parentalverbindung unterscheiden. Dieser
Ansatz beruht auf dem Austausch von Strukturelementen aus einer Ansammlung von

Verbindungen, welche oft durch eine Ahnlichkeitssuche identifiziert werden. Die

Parentalverbindung wird dabei als Pharmakophormodell benutzt.

3.4.2 Entwicklung der Hybridinhibitoren

Im Rahmen dieser Arbeit fungierte der zum jetzigen Zeitpunkt auf allen KIT-Varianten
potenteste zugelassene Inhibitor Ponatinib als Parentalverbindung. Ziel war es, durch
gezieltes scaffold hopping den Patentraum fiir neuartige Verbindungen zu sondieren und
eine Verbesserung hinsichtlich des Nebenwirkungs- und des pharmakokinetischen Profils
von Ponatinib zu erreichen. Der Startpunkt dieses Ansatzes bildete die von Dr. Fabrizio
Giordanetto durchgefiihrte Durchmusterung von 180 Patenten (2003-2013) fiir
KIT-Inhibitoren und deren anschlieBende Auswertung hinsichtlich patentierbarer
Hybridinhibitoren. Die Analyse der vorhandenen Patente zeigte, dass die patentierten
Molekiile Anwendung als Inhibitoren in mehr als 230 weiteren Patenten finden. Insgesamt
wurden mehr als 4000 einzelne Verbindungen mit einer Vielzahl an Chemotypen, die zum

GroBteil im klinischen Bereich unterreprésentiert sind, identifiziert.
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Die Auftragung der Atomanzahl gegen den dekadischen Logarithmus des n-Oktanol-
Wasser-Verteilungskoeffizienten (logP) platzierte Ponatinib im mittleren Bereich aller
patentierten Verbindungen mit einem logP-Wert von 4.4 und einer Atomanzahl von 66.
Diese Auftragung wurde als Richtlinie fiir eine potentielle Verbesserung des
physikochemischen Profils von Ponatinib herangezogen. Zudem wurde auf diese Weise ein
Uberblick iiber den chemischen Raum im Patentrahmen erhalten. Die Zusammenfiihrung
aller aus den Patenten ermittelten Daten wies darauf hin, dass kleinere und weniger lipohile
Verbindungen als Ponatinib fiir die Adressierung von KIT préferiert werden. Ponatinib
wurde daraufthin in drei strukturelle Bereiche unterteilt, die potentiell durch andere

Strukturelemente aus den ausgewerteten Patenten ausgetauscht werden konnen

(Abbildung 29A und B).

A 3 B
)
- o
o)
c - .
- F NS O

£ LN c N

NH scaffold hopping N

. \\ OjﬁH >> X \\
= /N \ Y

N’N N N = - Y
— =

Ponatinib 25 26¢C
2 nM fur KIT™ 32 nM fur KIT™
C

Tiirsteher

Abbildung 29: A) Unterteilung von Ponatininb in die drei Segmente a (Scharnierregion-bindendes Element), b (Linker)
und ¢ (back pocket-Element) und die aus den Patent der Firma IRM LLC (WO2013/033116A1)?® fiir das scaffold hopping
ausgewdhlte Verbindung 25. Das zur Amidbindung in Ponatinib (griin) bioisostere Oxadiazole-Strukturelement ist in griin
hervorgehoben. B) Hybridmolekiil aus den Fragmenten a und b von Ponatinib und den back pocket-bindenden Element
von Verbindung 25.2*% C) Energieminimierte Modellierung und Uberlagerung der durch scaffold hopping designten
Verbindung 26c¢ (tiirkis) und Ponatinib (weil) in KIT. Das back pocket-Element ist rot unterlegt.
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Darauthin wurden aus den ausgewerteten Patenten mdgliche Ponatinib-basierte
Hybridinhibitoren = zusammengestellt, die die einzelnen  Strukturelemente a
(Scharnierregion-bindendes Element), b (Linker) und ¢ (back pocket-Element) aufweisen
(Abbildung 29A). Der Fokus wurde bei diesen Molekiilen auf die Anderung des
back pocket-bindenden Motivs von Ponatinib gelegt (Abbildung 29).

Die strukturelle Anderung des Scharnierregion-bindenden Motivs wurde bereits im
strukturbasierten  Designansatz  abgedeckt. Eine potentielle  Substitution der
Strukturelemente b und c¢ zur Generierung neuartiger Hybridinhibitoren wurde aus diesem
Grund in Betracht gezogen. Da der Alkin-Linker in Bezug auf Polaritit und Raumforderung
ein fir die T670I-Mutation angepasstes Strukturmotiv darstellt, wurde auf einen
entsprechenden Austausch verzichtet. Als Konsequenz wurde das back pocket-bindende
Element c fiir die Substitution durch ausgewihlte Strukturmotive bestimmt. Von den
moglichen back pocket-Elementen wurde jenes von Verbindung 25 ausgewdhlt, weil es
chemisch und strukturell gut zuginglich fiir Derivatisierungen erschien. Auf Basis des
Patents der Firma IRM LLC (W02013/033116A1)?* fiir KIT- bzw. PDGFR-Inhibitoren
wurde ein 4-(1,2,4-oxadiazol-5-yl)butan-2-one back pocket-bindendes Element ausgewihlt,
welches eine potentielle Verbesserung des physikochemischen Profils bewirken konnte und

in der Ursprungsverbindung 25 bereits Aktivitdt auf KITY zeigte (Abbildung 29A).

Ziel war es, eine fokussierte Substanzbibliothek um das back pocket-Element von 26¢
herum aufzubauen, um eine SAR-Studie durchzufiihren und potente patentierbare KIT
Inhibitoren zu ermitteln. Das zentrale Strukturmotiv stellte das Oxadiazol-Strukturelement

dar, welches bioisoster zur urspriinglichen Amidbindung?*

in der Parentalverbindung
Ponatinib ist (Abbildung 29C). Durch den Ringschluss in dieser Position wurde erwartet,
dass durch diese Art der Manipulation der Flexibilitit die Ausbildung der
Wasserstoffbriicken zwischen Glu640 und Asp810 von KIT und den Hybridverbindungen
erleichtert werden konnte, da die aktive Konformation durch den Ringschluss stabilisiert
wird und der Entropieverlust bei Bindung an das Zielprotein reduziert werden konnte.?*% Die
als 2°hop klassifizierte Methode des scaffold hopping kann zur Erhohung der Potenz von

236 ynd des

Verbindungen fiithren, wie in den Beispielen des Antihistamins Cyproheptadin
Antagonisten des Prostaglandin-EP;-Rezeptors**® gezeigt wurde. Der flexible Rest am
Oxadiazol-Strukturelement wurde fiir die SAR-Studien in Bezug auf die

Kohlenstoffkettenldnge und funktionelle Gruppen variiert.
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Die zur Synthese ausgewihlten Verbindungen sind in Tabelle 17 dargestellt. Fiir die
Synthese der Substanzbibliothek sollte eine Route mit moglichst wenigen synthetischen
Schritten und einer mdglichst spiten Derivatisierung des gewéhlten Grundgertists etabliert

werden.

Tabelle 17: Auf dem Hybridinhibitor 26¢ basierende Derivate zur Generierung einer Substanzbibliothek.
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3.4.3 Synthese einer fokussierten Hybridsubstanzbibliothek

Die aus dem scaffold hopping erhaltene neue Grundstruktur erforderte die Entwicklung
einer neuen Syntheseroute. Die Synthese der fokussierten Substanzbibliothek (Tabelle 17)
erfolgte unter Zuhilfenahme literaturbekannter Synthesevorschriften, 8 241-242 dje
entsprechend fiir den Erhalt der Zielverbindungen kombiniert wurden (Schema 9). Auf diese
Weise sollte moglichst in wenigen Syntheseschritten eine vielseitige Substanzserie generiert

werden.
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Schema 9: Darstellung der Verbindungen 24a-k.?

o NES NN s
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aReagenzien und Bedingungen: (i) NH,OH, EtOH, 70 °C, 16 h (quantitativ); (ii) Séurechlorid, BFs-OEt,, Dioxan,
0 °C-78 °C, 12 h (74-89 %); (iii) Levulinséure, CDL, DMF, 110 °C, 16 h (71 %); (iv) Pd(PPhs),Cls, Cul, (i-Pr),NH, TBAF,
MeCN, 80 °C, 16 h (16-45 %);.

Startpunkt der Synthese stellte das kommerziell erhiltliche 3-iodo-4-methylbenzonitril
(27) dar, welches zusammen mit einer 50 %-igen wissrigen Losung Hydroxylamid in
Ethanol bei einer Temperatur von 70 °C zu N-Hydroxy-3-iodo-4-methylbenzimidamid (28)
umgesetzt wurde.?3¢ Das erhaltene Amidoxim 28 ist ein Schliisselintermediat in der Synthese
einer Vielzahl von Heterozyklen, die in biologisch aktiven Verbindungen gefunden werden
konnen.?*> 240 Die Umsetzung von 28 mit den entsprechenden kommerziell erhiltlichen
Carbonsduren oder Sdurechloriden fiihrt zu den gewiinschten 1,2,4-Oxadiazolen 29a-k. Die
Umsetzung der Saurechloride mit 28 erfolgte iiber eine BF3-OEt, katalysierte
Zyklisierungsreaktion, die unter Erhitzen und der damit verbundene Elimination von Wasser
zum gewiinschten Oxadiazolderivat 29a-K fiihrte.>*> Wurden Carbonsiuren wie im Fall von
26¢ cingesetzt, um das gewlinschte Oxadiazolderivat 29¢ herzustellen, so hat sich die
Aktivierung der Carbonsdure mit Carbonyldiimidazol (CDI) und anschlieBendes Erhitzen
mit 28 als probate Alternative erwiesen (Schema 9).2*% Den letzten Syntheseschritt zur
Generierung der Hybridinhibitoren stellte die Kupplung des Scharnierregion-bindende
Elements a {iber den Linker b mittels einer Sonogashira-Reaktion dar. Die Synthese dieses

Elements erfolgte {lber die Umsetzung des kommerziell erwerblichen

Imidazo[1,2-b]pyridazin 31.
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Dieses wurde iiber eine selektive Bromierung in Essigsiure mit einen Uberschuss
elementaren Broms zu 3-Bromoimidazo[1,2-b]pyridazin (32) umgesetzt.?*! In einer ersten
Sonogashira-Reaktion wurde aus 32 das gewiinschte 3-((Trimethylsilyl)ethynyl)-
imidazo[1,2-b]pyridazin (30) generiert (Schema 10).

Schema 10: Darstellung des 3-((Trimethylsilyl)ethynyl)imidazo[1,2-b]pyridazin 28.

Br,, TMSA, |
N CH3COOH Pd PPh3 2°C|2 CU| é Si\
(\r/ 15 min (\( DIPA, 80 °C, 16 h Nv
\N/N\/) \2 \ N\
\ N
31 30

Die zweite Sonogashira-Reaktion zwischen den 1,2,4-Oxadiazolen 29a-k und 30 wurde
im Parallelreaktor unter den in Kapitel 3.3.3 etablierten optimierten Bedingungen der in situ
Sonogashira-Reaktion mit TBAF als Entschiitzungsreagenz durchgefiihrt. Die gewiinschten

Hybridinhibitoren 26a-k konnten mit dieser Syntheseroutine erhalten werden.

Die Hybridinhibitoren 26a-k wiesen eine sehr limitierte Loslichkeit in dem fiir die
Sonogashira-Reaktion verwendeten Losemittel Acetonitril auf und konnten durch Filtration
und anschlieendes Waschen des Niederschlags als grau-weifle Feststoffe erhalten werden.
Nach der instrumental-analytischen Charakterisierung (siehe experimenteller Teil) wurden
die elf erhaltenen Hybridinhibitoren hinsichtlich ihrer biologischen Aktivitit gegeniiber
KIT" und den KIT-Varianten KITP3!6H KJTV339D/V634A KITVSIDTOT0l sqwie VEGFR2 in
einem biochemischen Assaysystem untersucht. Im Idealfall konnte aus der biochemischen
Charakterisierung die Struktur-Wirkungsbeziehung abgeleitet werden, die fiir die weitere

Optimierung der Hybridinhibitoren herangezogen werden konnte.
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3.4.4 Biochemische Evaluierung

Die in Kapitel 3.4.2 vorgestellten Verbindungen wurden mit dem kommerziell
erhiltlichen Cisbio KinEASE™ HTRF Assay auf ihre inhibitorische Aktivitit gegeniiber
den klinisch relevanten KIT-Varianten KITP816H KITV339D/V634A  KTTV3SID/TOT0L ynd KIT™
sowie VEGFR2 untersucht (Tabelle 18).224225 Als Kontrolle dienten die GIST-Therapeutika
Imatinib und Ponatinib.

Tabelle 18: ICso-Bestimmung der Hybridinhibitoren 26a-k auf den Zielkinasen.
a Nicht-inhibierend bei einer 20uM Inhibtorkonzentration.”

N
S R
Y e
~
Ny
°N 26a-k
N /
ICso [nM]
R KITWT KITV559D/T67OI KITV559D/V654A KITDRIGH VEGFRZ
/
(e}
J 652.3 £84.6 a a a a
26a
\
O
M 7233.1 £ 966.1 a a a a
26b o
[e]
N 205.1+47.8 a a a a
26¢
S
TN 6481.6 =20 a a a a
26d
/\O
? 639.4+£45.2 a a a a
26e
\O
1268.3 +340.2 a a a a
26f ‘%J
Y/J 503.5 +240.2 a a a a
269
¥ & 540 +254.6 a a a a
26h
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111.7+46.9 a a a a

2/// 2766.7 + 205.4 a a a a
26j
26k

Imatinib 24+5 a a a a

Ponatinib 0.3+0.1 17.4+9.8 136.0 £39.9 20+£2.2 1.1+0.1

*Die ermittelten ICso-Werte sind Mittelwerte + zugehdriger Standardabweichung aus mindestens drei unabhéngigen, in
Duplikaten durchgefiihrten Experimenten.

Die Determinierung der 1Cso zeigte, dass keiner der synthetisierten Hybridinhibitoren
Aktivitdt auf den KIT-Mutanten aufwies. Eine mogliche Erklarung fiir diese Beobachtung
sind die strukturellen Eigenschaften der verwendeten back pocket-Elemente. Bei dem
Vergleich der back pocket-Elemente der Verbindungen 26a-k zu den parallel synthetisierten
Verbindungen 7a-l1 stach das Fehlen der CF3-Gruppe hervor, was bereits bei den
Verbindungen 8a-d und 9a,b zum Aktivitdtsverlust auf den Varianten KITP#16H
KITV339PV634A  ynd  KITVSPTOO fijhrte. Die zwischen der CF3-Gruppe und der
hydrophoben Subtasche in der back pocket ausgebildeten Interaktionen sind wahrscheinlich
gemidll den zuvor gemachten Beobachtungen fiir eine Aktivitdt gegeniiber den KIT-
Mutanten essentiell, da sie eine Stabilisierung der inaktiven Konformation der konstitutiv
aktivierten Kinasen bewirken. Die Verbindungen 26a-k weisen kein Strukturelement auf,
welches als Ersatz fiir die CF3-Gruppe fungieren kann. Unter Annahme eines aufgrund der
strukturellen Ahnlichkeit zu Ponatinib fiir Typ Il-Inhibitoren charakteristischen
Bindungsmodus sollte die Bindung der Hybridverbindungen ebenfalls von der inaktiven
Kinasekonformation und deren Stabilisierung abhédngig sein. Die back pocket-bindenden
Elemente von 26a-k sind wahrscheinlich zu flexibel, fordern zu wenig Raum und bilden
unzureichende Wechselwirkungen mit der Kinase aus, um die aktivierten Varianten zu
inhibieren. Aus diesem Grund konnte keine Struktur-Aktivititsbeziehung fiir Verbindungen

beziiglich der KIT-Mutanten abgeleitet werden.
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Interessanterweise zeigen die Inhibitoren 26a-k auch keinerlei inhibitorische Aktivitét
gegeniiber VEGFR2, wihrend fiir den Grofiteil der Verbindungen eine moderate Potenz auf
KIT™ ermittelt werden konnte. Die isolierte KIT" Kinase scheint deutlich Sensitiver

gegeniiber Inhibitoren zu sein als der Wild-Typ von VEGFR2.

Die Substanz 26¢, die das back pocket Element der Patentverbindung 25 implementiert,
zeigte eine sechsfache Zunahme des ICso-Wertes fiir KITY im Vergleich zu 25 (205 nM vs.
32 nM). Der Vergleich des Scharnierregion-bindenden Elements der Substanzen 25 und 26¢
weist darauf hin, dass 25 iiber den Amid-Linker zwischen dem Scharnierregion-bindenden
Element (a) und dem back pocket-bindenden Element (c) eine Wasserstoftbriickenbindung
zur Tirsteheraminosdure Thr670 des KITY ausbilden konnte, wihrend der Alkin-Linker von
26c¢ auf die Interaktion mit der Mutante T6701 optimiert ist und keine zusidtzlichen
Wechselwirkungen mit dem KIT“'-Tiirsteher eingehen kann (Abbildung 29). Dies konnte
eine Erkldrung fiir die erhohte Aktivitdt von 25 im Vergleich zu 26¢ sein. Die bestimmten
ICso-Werte von 26e-h fiir KIT" befanden sich in einem Bereich von 0,5-1 uM. Diese
Verbindungen unterscheiden sich kaum in Grof3e, Struktur und Polaritit, was die dhnliche
Aktivitit auf KIT™ erklaren konnte. Das Molekiil 26d zeigte eine limitierte Loslichkeit, was
die vergleichsweise geringe Aktivitit (6 uM) innerhalb dieser Substanzserie erkldren
konnte. Der Vergleich der ICso-Werte von 26a und 26b weist darauf hin, dass die um ein
Kohlenstoffatom im hydrophoben Rest R (vgl. Tabelle 18) verkiirzte Substanz 26b weniger
toleriert wird (7 uM), wihrend 26a mit 652 nM eine noch moderate inhibitorische Aktivitit
auf KIT“' zeigt. Docking-Studien von 26a-¢ mit der Kristallstruktur von Ponatinib im
Komplex mit KIT" (pdb 4u0i) deuten auf eine Orientierung des back pocket-Elements der
Hybridinhibitoren in die hydrophobe Subtasche hin, die von der CF3-Gruppe der
Parentalverbindung Ponatinib belegt wird (Abbildung 30). Der Grad der Interaktion der drei
Molekiile mit dieser Subtasche konnte eine mogliche Erklarung fiir die determinierten
ICso Werte sein. Wéhrend die Orientierung der polaren Ester-Funktionalititen der
back pocket Elemente von 26a und 26b vermutlich ungiinstig mit der unpolaren Subtasche
wechselwirken, scheint die Interaktion zum weniger polaren back pocket Element von 26¢
vorteilhafter fiir die Ausbildung von Interaktionen (van der Waal-Wechselwirkungen) zu
sein. Zudem ist der unpolare Teil in Verbindung 26a dominanter (ein zusitzliches
Kohlenstoffatom) und konnte beziiglich seiner moglichen Orientierung fiir die potentielle

Interaktion mit der Subtasche vorteilhafter sein als der unpolare Teil in 26b (Abbildung 30).
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Aufgrund der Flexibilitit der Verbindungen gestaltet sich die Einschdtzung der
bevorzugten Konformation der Molekiile fiir die Komplexbildung mit KIT schwierig.

Dementsprechend sind auch die Dockingergebnisse kritisch zu beurteilen.

Abbildung 30: Docking der Hybridinhibitoren A) 26a, B) 26b, C) 26¢ mit der Ko-Kristallstruktur von Ponatinib (weif)
im Komplex mit KIT" (PDB 4u0i). Die hydrophobe Subtasche der back pocket ist rot unterlegt.

Die Molekiile 26j-k demonstrieren keine (26k) bis geringe Aktivitét (26j) in Bezug auf
KIT". Die entsprechenden kleinen back-pocket-Motive interagieren vermutlich aufgrund
ihrer relativen Grofe nicht oder nur geringfiigig mit der allosterischen Bindetasche. Das um
zwei Methylengruppen verlidngerte back pocket-Motiv von 26j zeigt im Einklang mit dieser
Hypothese mehr Aktivitét als 26k (3 M vs. keine Inhibition).

26i weist mit einen ICso-Wert von 112 nM die groBte Potenz gegeniiber KIT™ auf. Die
relative GroB3e und Polaritét des Isopentanrestes R von 26i konnte am besten geeignet sein,
um mit der Subtasche der back pocket zu interagieren. Zusammenfassend konnte keine
Struktur-Aktivitatsbeziehung fiir die untersuchten Verbindungen beziiglich der klinisch
relevanten KIT-Mutanten abgeleitet werden, da die Molekiile wahrscheinlich aufgrund ihrer
relativ geringen Grofe sowie hoher Flexibilitdt nicht in der Lage sind, die inaktive
Konformation der konstitutiv aktivierten KIT-Mutanten zu stabilisieren und somit zu
inhibieren. Auch die inhibitorische Aktivitdt auf KIT" deutet darauf hin, dass diese Art von
flexiblen back pocket-Motiven fiir eine effiziente Inhibition nicht geeignet ist. Aus diesen
Griinden wurde keine weitere Optimierung dieser Substanzklasse durchgefiihrt und

stattdessen die Entwicklung der in Kapitel 3.3.3 vorgestellten Verbindungen weiterverfolgt.
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3.5 Zusammenfassung und Ausblick

Im Rahmen dieses Teilprojekts der Arbeit wurden reversible Typ II-Inhibitoren fiir die
klinisch relevanten KIT-Mutanten synthetisiert und biochemisch als auch zelluldr evaluiert
(Kapitel 3.3.4 und 3.3.5). Die biochemische und zelluldre Charakterisierung erforderte die
Optimierung und Etablierung von insgesamt fiinf HTRF-Testsystemen, um die Testung der
KIT-Varianten und VEGFR2 sowie die von vier humanen GIST-Zelllinien und einer
KIT-negativen Zelllinie (GIST-48B) abzudecken. Die erste Substanzbibliothek basierte auf
dem bis dato gegeniiber den zu untersuchenden KIT-Mutanten effektivsten Inhibitor
Ponatinib. Mittels MD-Simulationen der relevanten Mutanten und anschlieBenden
Docking-Studien wurde in iterativen strukturbasierten Designzyklen die Optimierung des
Scharnierregion-bindenden Elements zur Erh6hung der Affinitdt zu den KIT-Varianten
sowie die Verbesserung des Selektivititsprofils angestrebt. Der potenteste (7f) und der
beziiglich seines potentiellen Selektivititsprofils interessanteste (10) Inhibitor wurden
anschlieBend pharmakokinetisch untersucht und einem Kinase Profiling unterzogen (Kapitel
3.3.6-3.3.7). In Kooperation mit der Taros Chemical GmbH wurde eine zweite
Substanzbibliothek, basierend auf einem scaffold hopping-Ansatz, synthetisiert und
biochemisch evaluiert, um neue patentierbare KIT-Inhibitoren zu generieren (Kapitel 3.4.2-

3.4.4).

Basierend auf den durchgefiihrten MD-Simulationen der Varianten KITY, KITV339D/V654A

und KITV3¥PT670 wyrden Verbindungen designt und anschlieBend in Docking-Studien
untersucht, um im Anschluss an eine biochemische und zelluldre Charakterisierung eine
aussagekréftige Struktur-Wirkungsbeziehung aufstellen zu kénnen. Durch Optimierung und
Etablierung eines Synthesewegs konnte die in Kapitel 3.3.1 vorgestellte Substanzbibliothek
synthetisiert werden. Die Sonogashira-Reaktion erwies sich dabei als Engpass der
Syntheseroute und erschwerte die Darstellung der designten Verbindungen erheblich. Nach
einer intensiven Durchmusterung von Reaktionsbedingungen konnte die Synthese der
gewiinschten Verbindungen unter den Bedingungen einer in sifu Sonogashira-Reaktion mit
TBAF als Entschiitzungsreagenz ermoglicht werden. Die biochemische und zelluldre
Charakterisierung der Substanzbibliothek zeigte eine eindeutige Priferenz bestimmter
Substitutionsmuster. Die CF3-Gruppe im back pocket-bindenden Element stellte sich als

essentiell fiir die Inhibition der KIT-Mutanten KITP8!6H KITV339D/V634A ypd KITV339D/T6701

heraus.
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Ohne  diesen  Substituenten  sind die  Inhibitoren  unabhidngig  vom
Scharnierregion-bindenden Motiv nicht in der Lage die untersuchten KIT-Mutanten zu
inhibieren (vgl. 8a-d und 9a, b (Tabelle 11)). Es konnte im biochemischen Assay gezeigt
werden, dass die Reduzierung des Scharnierregion-bindenden Motivs auf Pyrimidin-basierte
Strukturmotive mit einem Protonendonor-Substitutionsmuster in para-Position zum
Alkin-Linker zu Verbindungen mit zu Ponatinib vergleichbarer Aktivitdt gegeniiber den hier
getesteten Varianten fiihrte. Auf der Ponatinib-resistenten KIT-Variante KITV634A konnte fiir
die im biochemischen Assay auf allen Varianten aktivste Verbindung 7f eine dreifache
Verbesserung der inhibitorischen Aktivitdit auf der entsprechenden Zelllinie
GIST-430-V654A beobachtet werden (51 nM vs. 149 nM, 7f vs. Ponatinib; Tabelle 14). Die
vielversprechende Verbindung 7f sollte dahingehend auf die selektive Adressierung der
Sekundirmutation V654 A optimiert werden. Das Resultat des Optimierungsversuchs stellte
Derivat 10 dar, welches auf der KIT-negativen GIST-Zelllinie GIST-48B eine geringere
off-target-Toxizitdt zeigte und damit ein verbessertes Selektivititsprofil vermuten lief3
(16 uM vs. ~2 uM, 10 vs. Ponatinib und 7f). Die darauthin durchgefiihrte Profilierung von
7f und 10 gegeniiber 90 Kinasen bestdtigte diese Annahme (Kapitel 3.3.7). Die
pharmakokinetische Charakterisierung zeigte, dass 7f und 10 im Vergleich zu den bereits
zugelassenen Inhibitoren Regorafenib, Ponatinib und Imatinib eine &hnliche
Mikrosomen- und Plasmastabilitit sowie zellulire Absorption (Caco-2-Zellassay) und
Plasmaproteinbindung aufweisen (Kapitel 3.3.6). Eine Selektivitit gegeniiber VEGFR2
konnte sowohl im biochemischen Testsystem, als auch im externen Profilierungsassay nicht
nachgewiesen werden. Zukiinftig wére die Untersuchung der Verbindungen auf
VEGFR2-abhingigen Zellen von groflem Interesse. Auf diese Weise konnte untersucht
werden, ob die im biochemischen Assay erhobenen Daten fiir VEGFR2 auch mit einer
komplexen zelluldren Charakterisierung korrelieren. Weiterfithrend wire die Etablierung
eines Expressionssystems fiir die hier untersuchten KIT-Mutanten, KIT* und VEGFR2
sowie die Entwicklung von entsprechenden Kristallisationssystemen von Bedeutung. Die
basierend auf den MD-Simulationen getroffenen Hypothesen beziiglich des durch die
KIT-Mutationen T670I und V654A bedingten Resistenzmechanismus gegeniiber
zugelassenen Inhibitoren und die im Docking erhaltenen Bindungsmodi kénnten durch
Kristallisation der Proteine im Apo-Zustand und durch Ko-Kristallisation mit den Liganden

iiberpriift werden.
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In Kooperation mit der Taros Chemical GmbH wurde der Patentraum fiir KIT-Inhibitoren
analysiert, um im Zuge eines auf diesen Patenten basierenden scaffold hopping neuartige
patentierbare KIT-Inhibitoren zu generieren. Die Parentalverbindung fiir diesen Ansatz
stellte Ponatinib dar (Kapitel 3.4.1). Nach Kombination des Imidazolo-pyridazin-basierten
Scharnierregion-bindenden Motivs von Ponatinib {iber einen Alkin-Linker mit dem
back pocket-Element einer der auf KIT™ potentesten Verbindungen aus dem Patent der
Firma IRM LLC (W02013/033116A1),2*® wurde um die resultierende Hybridverbindung
26¢ eine Substanzbibliothek aufgebaut. So sollte das Potential dieser Verbindungsklasse
gegeniiber den hier untersuchten KIT-Varianten evaluiert und eine Aussage iiber die
Struktur-Wirkungsbeziehung der Inhibitoren gegeniiber den KIT-Varianten sowie VEGF2
aufgestellt werden. Entsprechend wurde eine Syntheseroute (Kapitel 3.4.3) entwickelt,
sodass eine auf dem Hybridinhibitor 26¢ basierende Substanzbibliothek synthetisiert werden
konnte. Die generierte Substanzbibliothek wurde anschlieBend biochemisch charakterisiert.
Samtliche Verbindungen zeigten gegeniiber den KIT-Varianten KITP816H KITV339D/V6s4A
und KITV339P/T6701 keine Aktivitit bei einer maximalen Inhibitorkonzentration von 20 pM.
VEGFR2 wurde ebenfalls nicht im Bereich der maximalen Assaykonzentration inhibiert.
Diese Beobachtung unterstiitzt die Vermutung, die schon im Zusammenhang mit 8a und 8c
aufgestellt werden konnte. Ohne zusdtzliche Interaktionen in Form von
Wasserstoffbriickenbindungen (8b und 8d) zum Scharnierregion-bindenden Element und
ohne einen ausreichend mit der Subtasche in der back pocket wechselwirkenden
Substituenten (wie beispielsweise CF3: vgl. 7a und 7e) wurde VEGFR2 von diesen
Inhibitoren nicht adressiert, wahrend KIT" erfolgreich inhibiert wurde (ICso = 3-250 nM).
Neben 26¢ (ICso = 205 nM) erwies sich Verbindung 26i mit einem ICso-Wert von 112 nM
als aktivste Substanz gegeniiber KITY'. Die back pocket-bindenden Motive in 26¢ und 26i
scheinen insoweit mit der back pocket zu interagieren, dass eine moderate Inhibition von
KIT" ermoglicht werden kann. Weiterfithrend wiére auch fiir diese Substanzklasse eine
Ko-Kristallisation im Komplex mit KIT von Bedeutung, um den Bindungsmodus zu
bestdtigen und die aufgestellten Hypothesen in Bezug auf die Belegung der Subtasche
innerhalb der allosterischen Tasche zu festigen. Die Verkniipfung des back pocket-Elements
von Ponatinib durch die Reaktion von 4-((4-Methylpiperazin-1-yl)methyl)-
3-(trifluoromethyl)benzoyl-chlorid mit dem entsprechenden Oxim konnte die Auswirkung
des Oxadiazol-Strukturmotivs als Bioisoster der urspriinglichen Amidbindung auf die

Aktivitdt im Vergleich zu Ponatinib aufklaren.
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Dieses Experiment konnte Aufschluss dariiber geben, ob der Ringschluss eine fiir die

Bindung zum Zielprotein stabilere Konformation dieses Strukturmotivs generiert.
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4 Strukturbasiertes Design von Kkovalent bindenden

KIT-Inhibitoren

4.1 Kovalente Inhibitoren

Die bisher in dieser Arbeit vorgestellten Inhibitoren wechselwirken mit den Zielproteinen
iiber reversible Interaktionen in Form von  Wasserstoffbriickenbindungen,
van-der-Waals-Wechselwirkungen und ionischen Wechselwirkungen. Der reversible
Charakter der gebundenen Inhibitoren zu ihren Zielproeinen unterliegt somit dem
dynamischen Gleichgewicht von Assoziation und Dissoziation. Der therapeutische Nutzen
der Inhibitoren hdngt maBgeblich davon ab, in welche Richtung dieses Gleichgewicht durch
die Interaktion von Inhibitor und Zielprotein verschoben wird. Die Maximierung von
molekularen Interaktionen zum Zielprotein und die damit verbundene Erhoéhung der
intrinsischen Affinitdt der Interaktionspartner zueinander steht deshalb im Fokus der

medizinischen Chemie.?*?

Neben dem Ansatz der reversiblen Adressierung von Zielproteinen etabliert sich
zunehmend die kovalente Inhibition von therapeutisch relevanten Zielproteinen in der
Wirkstoffforschung.!'® 24 Das Konzept der kovalenten Modifikation identifizierter
Zielproteine als Werkzeug in der Arzneimittelforschung fiir die Adressierung bestimmter
Krankheitsbilder hat erst in den spdten 1990er-Jahren in der pharmazeutischen Industrie an
Bedeutung gewonnen.?** Als Griinde fiir die zuriickhaltende Erforschung und Anwendung
dieser Substanzklasse sind vor allem die mit der kovalenten Adressierung vermeintlich
ausgelosten Immunantworten (Heptenisierung), Zellschiden und akute Toxizitdt zu

nennen.!18: 243246 Dje

Tendenz, reaktive elektrophile Funktionalititen in der
Arzneimittelforschung zu meiden, beruht unter anderem auf verschiedenen
Forschungsergebnissen, die beschreiben, wie chemisch stabile Verbindungen
(z. B. Bromobenzene, Thioacetamide) und einige zugelassene  Medikamente
(z. B. Acetaminophen, Isoniazid, Furosemide, Halothane)) zu elektrophilen Metaboliten
metabolisiert werden und durch Reaktion mit Biomolekiilen (z. B. Proteinen, DNA etc.) zu

Zellschiden fiihren kénnen. 247250
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Alle diese Substanzen haben gemeinsam, dass sie oft in relativ hohen Dosen
(GrammmalBstab) verabreicht wurden und nach ihrer Metabolisierung reaktive elektrophile
Funktionalititen tragen. Dies kann zu unspezifischer kovalenter Bindung zu diversen
Proteinen fiihren und die oben genannten Nebenwirkungen provozieren.?*3> 231-255 Die
Analyse der mechanistischen Grundlage von enzymspezifischen Medikamenten von
Robertson et al. zeigte aber, dass ungefdhr ein Drittel der von der FDA zugelassenen
Inhibitoren kovalent an ihre Zielproteine bindet.>*® Die im Nachhinein als kovalent bindend
identifizierten Inhibitoren adressieren eine grofle Bandbreite an Krankheitsbildern, von
bakteriellen Infektionen, {iber Krebs, gastrointestinalen Stérungen, Herz-Kreislauf-

Erkrankungen bis hin zu Erkrankungen des zentralen Nervensystems.!!”

Einige dieser
kovalenten Inhibitoren werden in Langzeittherapien eingesetzt (z. B. Protonenpumpen- und
Sa-Reduktase-Inhibitoren) und indizieren, dass ein kovalenter Bindungsmodus effektiv in

der Behandlung von chronischen Krankheiten sein kann.!!’

Diese Diskrepanz im Nebenwirkungsspektrum der zugelassenen kovalent bindenden
Inhibitoren stimulierte weiterfithrenden Studien, die Aufschluss iiber die Struktur und
Reaktivitit der kovalenten Metaboliten der Inhibitoren gaben und unter anderem die Rolle
der Reaktivitdt der Elektrophile herausstellten.!'” 2% 257259 Dies fiihrte zu einer
Neubewertung des Ansatzes der kovalenten Modifizierung zur selektiven Adressierung von
Zielproteinen. Die Optimierung der Reaktivitdt des Elektrophils kombiniert mit einer auf die
Selektivitdt und Affinitdt zum Zielprotein optimierten Struktur der Wirkstoftkandidaten
sollen das Risiko einer unspezifischen Modifikation weitestgehend unterbinden, wéihrend
die Vorteile einer kovalenten Adressierung weiterhin ausgenutzt werden kénnen.!7-260 Das
Produkt dieses Optimierungsprozesses sind zielgerichtete kovalent bindende Inhibitoren
(TClIs: targeted covalent inhibitors), welche in einem initialen Bindungsschritt durch
reversible Interaktionen mit ihrem Zielprotein wechselwirken, bevor im nachfolgenden
Schritt die irreversible kovalente Bindungskniipfung zwischen einer schwach-elektrophilen
Funktionalitidt des Inhibitors (,,warhead*) und einem nukleophilen Aminosiurerest des
Zielproteins erfolgt.!'7-118:243 Die Ausbildung einer irreversiblen Bindung zwischen Inhibitor
und Zielprotein erfordert die rdumliche Ndhe der funktionellen Gruppen, welche durch ein
entsprechend im Grundgeriist positioniertes und orientiertes Elektrophil erreicht wird. Durch
die sorgfiltige Optimierung der designten Inhibitoren beziiglich ihrer Affinitit zur
Zielkinase sowie der Reaktivitdt und Positionierung des Elektrophils kann ein hoher Grad

an Selektivitit und Potenz zum Zielprotein erreicht werden, !17-118.243
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Die kovalente Bindungskniipfung ermoéglicht zudem die maximale Verweildauer des
Inhibitors am Zielprotein, bis hin zu dessen Proteolyse.!!”-118:243 Diese Eigenschaft korreliert
mit einer hohen biochemischen Effizienz, da die kovalent gebundenen Inhibitoren keiner
Gleichgewichts-abhéngigen Bindungskinetik unterliegen und damit auch nicht in
Konkurrenz mit endogenen Substraten (z. B. ATP) stehen. Ein weiterer Vorteil, der sich aus
der kovalenten Bindung an das Zielprotein ergibt, ist die mogliche Administration der
Inhibitoren in geringen Dosen. Diese resultiert aus der verldngerten Wirkungsdauer
(maximale Verweilzeit) und kann wiederum das Risiko der off target-Bindung sowie den

damit verbundenen Nebenwirkungen minimieren.!!7-118, 243,261

Die aufgefiihrten Vorteile des kovalenten Wirkmechanismus tragen im Wesentlichen
zum Paradigmenwechsel in Bezug auf die irreversible Modifizierung von Proteinen bei und
spiegeln sich in der stetig ansteigenden Anzahl an Publikationen in diesem Forschungsfeld
und den mittlerweile gezielt kovalent-bindend designten und zugelassenen zielgerichteten

kovalenten Inhibitoren wieder.2*3

4.2 Kovalente Adressierung von KIT"

Zum jetzigen Zeitpunkt stehen keine TClIs fiir die Adressierung von klinisch relevanten
KIT-Mutationen zur Verfiigung. Die Therapie von KIT-abhéngigen Krankheiten erfolgt mit
den in Kapitel 1.1.4 vorgestellten reversiblen Inhibitoren. Die nichste Generation von eigens
fiir die genetischen Lisionen in KIT entwickelten Inhibitoren in Form der klinischen Phase I-
Kandidaten BLU285'%® und DCC-2618!%® bildet ebenfalls lediglich reversible Interaktionen
aus. Insbesondere Mutationen, die eine Resistenz gegen Inhibitoren nicht nur basierend auf
einer sterischen und/oder elektrostatischen Repulsion ausbilden, sondern auf einer
Aktivierung des Zielproteins basieren, konnten ein attraktives Ziel fiir eine kovalente
Inhibition sein. Der kovalente Bindungsmodus unterliegt keiner Gleichgewichts-abhingigen
Bindungskinetik und steht dadurch auch nicht in Konkurrenz mit dem endogenen Substrat
(ATP) der Kinase.!'” 243 Diese Strategie konnte sich vor allem fiir die Inhibition von
KITV339PV634A ynd der Primér- und/oder Sekunddrmutation D816 in KIT als vorteilhaft
herausstellen. Die Mutation dieser beiden Aminosduren fiihrt zu einer Verschiebung des
Aktivitatszustandes der Kinase auf Seiten der aktiven Konformation und dementsprechend

zu einer konstitutiven Aktivierung.
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Dabei ist die aktivierende Wirkung der D816-Mutationen sehr viel ausgeprigter als die
der Primir-, kombiniert mit der Sekundirmutation in KITV339P/V654A Neben der hier
postulierten zusétzlich aktivierenden Wirkung der V654 A-Mutation (Kapitel 3.3) spielt auch
der durch die Mutation induzierte Verlust von van-der-Waals-Wechselwirkungen zu den
verfiigbaren Inhibitoren selbst eine Rolle in der Resistenzbildung.®? °7- 157 Mutationen an
D816 in KIT befinden sich nicht im aktiven Zentrum der Kinasedoméne und kénnen deshalb
nicht direkt mit Inhibitoren adressiert werden. Die Punktmutation V654A ergibt aufgrund
des relativen Grofenunterschieds der mutierten Aminosdure zum urspriinglichen Val nicht
geniigend direkte Angriffspunkte fiir kleine Molekiile. Deshalb lag der Fokus bei den in
Kapitel 3.3.1 designten Inhibitoren in der Maximierung der Affinitdt zu KIT, um eine
verbesserte Inhibition zu erreichen. Mit dem symmetrischen Aufbau und durch die
zusétzliche Wasserstoftbriickenbindung des Scharnierregion-bindenden Motivs von 7f zu
den KIT-Varianten ist dies auch gelungen. Dennoch wire eine weitere Erhdhung der
Affinitit zu den klinisch schwer adressierbaren KIT-Varianten KITP8!6H ynd KITV339D/V6saA
von groflem Interesse. Zum einen ist durch die Maximierung der Verweildauer am
Zielprotein durch potentiell kovalent bindende Inhibitoren die Mdglichkeit gegeben, eine
weitaus geringere Dosis anzuwenden, um den gewiinschten inhibitorischen Effekt zu
erreichen. Dies ist im Hinblick auf die schwerwiegenden, dosisabhéngigen Nebenwirkungen
der Parentalverbindung Ponatinib erstrebenswert. Zum anderen kann durch die Adressierung
eines spezifischen nukleophilen Aminosaurerestes, welcher an dieser Stelle nicht konserviert
ist, durch eine entsprechende Positionierung des elektrophilen warhead im Molekiilgeriist
Selektivitit zu anderen Kinasen erzeugt werden. Die Strukturanalyse der KIT-KD fiihrte zur
Identifizierung von vier in der KD befindlichen Cysteinen. Von diesen kommen Cys788 und
Cys809 aufgrund ihrer Zuginglichkeit und vermeintlichen Reaktivitdt fiir die Adressierung
durch einen mit einem Elektrophil dekorierten ATP-kompetitiven Inhibitor in Frage
(Abbildung 31A). Fiir die in dieser Arbeit vorgenommenen initialen Studien zur kovalenten
Adressierung von KIT wurde der Fokus auf die Adressierung von Cys788 gelegt. Dieses
Cystein ist in der back pocket lokalisiert und nur in der inaktiven Konformation zugénglich.
Die Ko-Kristallstruktur von Ponatinib im Komplex mit KIT" (pdb 4u0i) weist auf eine
rdumliche Ndhe des Methylpiperazin-Motivs von Ponatinib zu Cys788 hin. Leproult et al.
synthetisierten 2011 Imatinib-basierte kovalente Inhibitoren zur Adressierung von
Cys814/Cys788 in der back pocket von PDGFR und KIT.2%> Massenspektrometrische
Analysen zeigten, dass der Austausch des Methylpiperazin-Motivs Imatinibs durch ein

Chloroacetamid in einer kovalenten Modifikation von Cys788 resultierte.?%
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Die Substitution des Methylpiperazins in den in Kapitel 3.3.1 vorgestellten Typ II-
Inhibitoren (z. B. 8b) sollte durch entsprechende Modifikation mit einem Elektrophil
ebenfalls zu einer kovalenten Bindungskniipfung zu dem in der inaktiven Konformation

Losungsmittel-exponierten Cys788 in der Lage sein.

Abbildung 31A) Native Cysteinreste im aktiven Zentrum von KIT, die potentiell mit kovalent bindenden Liganden
modifiziert werden konnten. Cys809 und Cys788 sind Sphéren (rot: Kohlenstoff, gelb: Schwefel) dargestellt. B)
Entwickelte Molekiile fiir die potentiell kovalente Adressierung von KIT sowie ein reversibles Analogon (34). Die
potentiell kovalent bindenden organischen Molekiile sind mit einem elekrophilen warhead dekoriert, der fiir die kovalente
Adressierung von Cys788 positioniert ist. C) Kovalentes Docking der Ponatinib-basierten Verbindung 35.

Basierend auf der strukturellen Analyse der vorhandenen Kristallstrukturen von KIT
(PDB 1t46, 1t45, 3g0e, 3g0f und 4u0i) und den von Leproult er al?$* publizierten
Ergebnissen wurde im Rahmen der Masterarbeit von Jasmin Kriill'*® Substanz 33 rational
designt. 33 wurde vom reversiblen Molekiil 8b abgeleitet, welches aufgrund seiner guten
synthetischen Zugénglichkeit und seines Imatinib-&hnlichen Inhibitionsprofils gegeniiber
KIT™ (8b:3.3nM vs. Imatinib: 16.4 nM) ausgewahlt wurde (Abbildung 31B). Das
Methylpiperazin-Motiv von 8b sollte hierfiir durch einen Michael-Akzeptor (Elektrophil) in
Form eines Acrylamid-Motivs ersetzt werden. Docking-Studien mit der designten

Verbindung 33 deuteten darauf hin, dass diese Substitution eine kovalente Adressierung von

Cys788 ermoglichen konnte.
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Prinzipiell kann die kovalente Modifikation von Proteinen durch niedermolekulare
organische =~ Molekiille durch  Hemiketalausbildung,  Alkylierung,  Acylierung,
Disulfidbriickenbindung, Metallbindung, die Pinner-Reaktion und Michael-Addition
erreicht werden.?®* Schwach reaktive Michael-Akzeptoren wie Acrylamid und dessen
Derivate haben sich aufgrund ihrer Eigenschaften als favorisierte warhead in TCls fiir die
Adressierung von Cysteinen in Proteinkinasen herausgestellt.?>”-26> Acrylamide weisen eine
niedrige intrinsische Reaktivitdt in Losung auf (Minimierung des off-target-Effekts) und
werden deshalb im Vergleich zu reaktiveren Elektrophilen wie Chloroacetamiden bevorzugt

als warhead eingesetzt.?%

Mit dem Hintergrundwissen, dass sowohl Imatinib als auch Verbindung 8b gegeniiber
den Sekundirmutationen und der D816H-Mutation in KIT ihre inhibitorische Aktivitét
verlieren, sollte ein auf dem Ponatinib-Grundgeriist basierendes, irreversibel bindendes
Molekiil entwickelt werden. Auch hier demonstrierte die Positionierung des Elektrophils
anstelle des Methylpiperazin-Motivs in Dockingstudien eine ausreichende Ndhe und
entsprechende Orientierung, um Cys788 zu erreichen. Das kovalente Docking der
strukturbasiert designten Verbindung 33 deutet darauf hin, dass die Positionierung des
Acrylamids fiir eine kovalente Bindungskniipfung mit Cys788 in einer verkiirzten Variante
favorisiert sein konnte. Aus diesem Grund wurde die Ponatinib-basierte Variante 35 ohne
eine Methylengruppe zwischen dem Acrylamid und dem restlichen Grundgeriist designt
(Abbildung 31B). Auch hier suggerierten Docking-Versuche eine potentielle kovalente
Bindungskniipfung zwischen 35 und Cys788 in KIT™ (Abbildung 31C). Nachfolgend
sollten die designten Verbindungen synthetisiert, biochemisch und zellulér evaluiert und die
kovalente  Bindungskniipfung durch  massenspektrometrische  Analysemethoden

nachgewiesen werden.
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4.2.1 Synthese kovalenter KIT-Inhibitoren

Die Synthese der in 4.2 vorgestellten Verbindungen erfolgte durch Kombination
literaturbekannter Synthesevorschriften,!62: 198, 200-204, 266 dje  dahingehend aufeinander
abgestimmt wurden, in moglichst wenigen Syntheseschritten die gewiinschten Molekiile zu
erhalten. Die mit einen warhead dekorierte Verbindung 33 und ihr reversibles Pendant 34
wurden von Jasmin Kriill im Zuge ihrer Masterarbeit synthetisiert.!”® Als vermeintlich
optimierte Version dieser Molekiile wurde 35 strukturbasiert designt und synthetisiert

(Schema 11)

Ausgehend von den Nitroanilinderivaten 36a, b wurde zunéchst eine Boc-Schiitzung der
Anilinfunktion durchgefiihrt,’®® um eine selektive Amidkupplung mit 3-Iodo-4-
methylbenzoesdure und der zuvor reduzierten Nitrogruppe zu gewdhrleisten. Die
Nitrogruppe in den Molekiilen 37a, b wurde {iber eine Palladium (Pd/C)-katalysierte
Hydrierung in die korrespondierenden Aminogruppen 38a, b iiberfiihrt. Die anschlieende
Amidkupplung mit 3-lodo-4-methylbenzoesdure lieferte die Boc-geschiitzten Amide 39a, b
in Ausbeuten von 48-74 %.

Schema 11: Darstellung der potentiell irreversibel bindenden Molekiile 33, 35 sowie des reversiblen Pendant zu 33 (34).2
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R2 NO 2 NO 2 NH

2 R 2 R 2
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z @ - @ R%  Boc
0O o}
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V) R4:
N NH “NH,
H H 5.
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41 33, 34 und 35

2Reagenzien und Bedingungen: (i) DMAP, Et;N, Boc-Anhydrid, THF, 5 h, reflux (89 %); (ii) Pd/C, H,, EtOH, 12 h (98 %);
(iii) HATU, DIPEA, DCM, DMAP, 3-lodo-4-methylbenzoeséure, rt, 16 h (48-74 %); (iv) Alkin, Pd(PPhs),Cl, Cul, (i-
Pr),NH, TBAF, ACN, 80 °C, 16 h (14-45 %); (v) 10 % TFA, DCM, 0 °C-t, 1 h (>98 %); (vi) Acryloylchlorid, DIPEA,
THF,78 °C-rt, 5 h(14-45 %).
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Die Sonogashira-Reaktion wurde mit den zuvor synthetisierten Alkinbausteinen 21d und
30 unter den etablierten Bedingungen der in sifu-Desilylierung mit TBAF durchgefiihrt.??!
Auch hier ergaben sich erhebliche Schwierigkeiten bei der Aufreinigung der Produkte
40a,b. Die Aufreinigung konnte mit den in Kapitel 3.3.3 beschrieben
Aufreinigungsschritten erreicht werden. 40a, b konnten in moderaten Ausbeuten von 2-65 %
erhalten werden. Durch Zugabe von 10 %-iger TFA in DCM konnte die Boc-Schutzgruppe
entfernt und die Amine 41a, b erhalten werden (Ausbeute >95 %). Die Umsetzung der
Amine 4la, b mit Acryloylchlorid bzw. Propionylchlorid ergab die gewliinschten
Endprodukte 33 (14 %) und 35 (45 %), sowie das reversible Pendant 34 (24 %). Die
moderaten Ausbeuten resultieren aus einer nicht vollstindigen Reaktion der Amine 41a, b.
Auch nach der Zugabe von bis zu zehn Aquivalenten der reaktiven Siurechloride sowie einer
Erh6hung der Reaktionszeit (bis 5 h) und der Reaktionstemperatur (bis rt) konnte kein
Fortschreiten der Reaktion beobachtet werden. Um Nebenreaktionen zu vermeiden, wurde
auf eine weitere Zugabe der Sdurechloride verzichtet und die gewiinschten Produkte 33, 34
und 35 durch HPLC von den Edukten getrennt. Die erhaltenen Produkte wurden im nichsten
Schritt hinsichtlich biochemischer Aktivitdt auf den KIT-Varianten und VEGFR2 sowie auf
den GIST-Zelllinien untersucht.

4.2.2 Biochemische Charakterisierung

Die Molekiile 33, 34 und 35 wurden mit dem bereits beschriebenen KinEASE™ HTRF-
Assaysystems??® auf ihre inhibitorische Aktivitdt auf KITY, KITDP8!6H KJTVS59DVES4A
KITV33P/T670l ynd VEGFR2 untersucht. Als Referenzverbindungen wurden die kommerziell
erhiltlichen GIST-Therapeutika Imatinib, Sunitinib, Regorafenib und Ponatinib eingesetzt.
Eine reine ICso-Wert-Bestimmung gibt keine Auskunft {iber den Bindungsmodus der
getesteten Molekiile. Aus diesem Grund wurden in weiterfiihrenden Untersuchungen die
kinetischen Parameter nach Krippendorf et al?$7 ermittelt sowie MS-Experimente

durchgefiihrt.
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Tabelle 19: 1Cso-Bestimmung der Substanzen 33, 34 und 35 sowie der entsprechenden Referenzverbindungen auf den
Zielkinasen. *Nicht-inhibierend bei einer 20pM Inhibtorkonzentration.”

ICso [nM]

Verbindung KIT™ KITV559D/T6701 KITD816H KITVS59DV654A VEGFR2
33" 9.5+3.7 a a a 299.3+49.2
34" 28.7+20.5 a a a 513.3+62.6
8b™ 33+1.8 a a a 78.0£20.8

35 1.0£0 154.9+16.8 28.7+0.6 a 1.5+£0
Ponatinib 1.7+£0.7 17.4+9.8 20.0+2.2 136.0+39.9 43+0.1
Sunitinib 1.1+0.8 99.6 +27.8 616.8 +14.9 124.9 £24.6 53.5+0.9

Regorafenib 6.1+1.5 2153.3+744.4 239.1+168.9 a 29+0.8

Imatinib 16.4+3.1 a a a a

"Die ermittelten ICs)-Werte sind Mittelwerte + zugehdriger Standardabweichung aus mindestens drei unabhiingigen in
Duplikaten durchgefiihrten Experimenten. Die ICso-Werte wurden mit Unterstiitzung von M. Sc. Marina Keul bestimmt.
“Die Verbindungen 33 und 34 sind im Rahmen der Masterarbeite von Jasmin Kriill'®® synthetisiert worden.

Der Vergleich der reversiblen Verbindung 8b zu der abgeleiteten irreversiblen
Verbindung 33 zeigte keinen signifikanten Unterschied in der Aktivitit zu KITY (ICso = 8b:
3.3 nM vs. 33: 9.5 nM). Das reversible Pendant 34 verhilt sich beziiglich seiner Aktivitét
gegeniiber KITY dhnlich (ICso =28 nM). Das vermeintlich kovalent bindende Molekiil 33
adressierte analog zu 8b die KIT-Mutanten KITP8!H, KITVS39D/V6S4A ypd KTV3SoD/T6708
nicht. Fiir VEGFR2 zeigte sich eine verringerte Aktivitit von 33 und 34 (ICso =300 nM
bzw. 500 nM) im Vergleich zu 8b (78 nM). Diese Ergebnisse korrespondieren mit der
Beobachtung fiir die Oxadiazol-Derivate (vgl. Kapitel 3.3.4) hinsichtlich der Aktivitit
gegeniiber VEGFR2. Die potente Inhibition von VEGFR2 scheint im Vergleich zu KIT™ ein
entweder stark mit der back pocket oder der Scharnierregion interagierendes Strukturmotiv
zu bendtigen. 33 und 34 besitzen weder die CF3- noch den Methylpiperazin-Substituenten
in der back pocket und konnen iiber den Pyridinstickstoff nur eine einzelne
Wasserstoffbriickenbindung zur Scharnierregion ausbilden. Diese Beobachtung lédsst sich
nicht durch eine vergleichende strukturelle Analyse der aktiven Zentren von VEGFR2 und
KIT" erkldren. Wie in Kapitel 3.3.2 untersucht, unterscheidet diese sich in nur wenigen AS,
die fiir die Interaktion mit den Ponatinib-basierten Molekiilen nicht entscheidend sind. Die
Beobachtungen hinsichtlich VEGFR2 miissen in Bezug auf die globale Konformation der

gesamten KD und die konformationellen Anderungen bei Ligandenbindung im Vergleich zu

KIT untersucht werden.
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Die Substitution des Methylpiperazins durch das Acrylamid-Motiv in den Molekiilen 33
bewirkt wahrscheinlich den Verlust der Interaktionen (Wasserstoffbriickenbindungen,
ionische Bindung) zwischen I1e789 und His790 von KIT zum positiv geladenen methylierten
Stickstoff des Piperazinrings (siehe Docking Abbildung 31C). Dies schwécht mit hoher
Wahrscheinlichkeit die Wechselwirkungen der potentiell kovalenten Verbindungen mit der
back pocket, was sich im Aktivitétsverlust von VEGFR2 widerspiegelt. Die Inhibition von

KIT™ scheint nicht im Speziellen von dieser Interaktion abhéngig zu sein.

Die Bedeutung der Interaktion zwischen der back pocket KITs und dem methylierten
Stickstoff des Methylpiperazins zeigt sich deutlich in dem Aktivitétsprofil von Verbindung
35. Das potentiell kovalent bindende Ponatinib-Derivat 35 demonstriert im Vergleich zu
seiner Parentalverbindung eine neunfach niedrigere Aktivitdt gegeniiber KITVY33D/T6701
(ICso =35: 155 nM vs. Ponatinib: 17 nM) und keine detektierbare Aktivitidt gegeniiber
KITV339D/V634A | Fijr KITP816H KIT™ sowie VEGFR2 entsprechen die 1Cso-Werte von 35
denen der Parentalverbindung (ICso KITP8!®H =35: 29 nM vs. Ponatinib: 20 nM; ICsg
KIT™ = 35: 1 nM vs. Ponatinib: 2 nM; ICso VEGFR2 = 35: 2 nM vs. Ponatinib: 4 nM). Fiir
die Mutanten KITV339D/TO70 ypnd KITVS9P/V634A wird ein zusitzlich zur Primdrmutation
aktivierender Mechanismus durch die Stabilisierung des regulatorischen Riickgrats und
damit der aktiven Konformation vermutet.!®%:2°% Die Mutation in KITV339P/V634A fiihrt zudem
zu einer Verringerung der van-der-Waals-Interaktionen zwischen Kinase und Inhibitor. !’
Die aktivierende Wirkung der Aktivierungsschleifenmutationen im Codon kodierend fiir
D816 in KIT beruht auf der Destabilisierung der Bindung der Juxtamembran und der
Erhohung der Affinitét fiir ATP.””-%® Die beobachtete inhibitorische Aktivitit von 35 auf den
einzelnen KIT-Mutanten deutet darauf hin, dass sich diese in ihrer Qualitét so unterscheidet,
dass ein Aktivitdtsunterschied zwischen den einzelnen Mutanten fiir den
Interaktionenverlust zwischen fehlendem Methylpiperzin-Motiv und der back pocket
deutlich ermittelt werden kann. Im Vergleich zwischen Ponatinib und 35 wird deutlich, dass

TD816H

der Verlust der Interaktionen von Methylpiperazin zur back pocket fiir KIT™, KI und

VEGFR2 keinen Einfluss auf die inhibitorische Aktivitit von 35 hat, wihrend fiir
KITV339D/TT0 ynd KITV33P/V6S4A ein signifikanter Aktivitéitsverlust detektiert werden konnte
(ICsp KITV339D/T6701 = 35: 155 nM vs. Ponatinib: 18 nM; ICso KITV3¥D/V634A = 35 keine

Inhibition vs. Ponatinib: 136 nM;).
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Da sich 33 und 35 vor allem in den durch den CF;-Substituenten zur Zielkinase
ausgebildeten Interaktionen unterscheiden, riihrt der Unterschied im Aktivitétsprofil von 35
gegeniiber den untersuchten KIT-Mutanten und VEGFR2 vermutlich aus dessen
zusitzlichen Interaktionen mit der Subtasche in der back pocket her (siehe Kapitel 3.3.4.).
Die Signifikanz der CF3-Gruppe fiir die Inhibition der KIT-Varianten wurde schon in den
vorherigen Kapiteln herausgestellt. Die Modifizierung der Inhibitoren mit dem
Acrylamid-warhead fiihrte bei keiner der hier untersuchten KIT-Mutanten sowie VEGFR2
zu einer Verbesserung der inhibitorischen Aktivitit (vgl. Tabelle 19). Eine Selektivitit zu
VEGFR2 bei gleichzeitigem Erhalt von inhibitorischer Aktivitit gegeniiber den
KIT-Mutanten konnte nicht beobachtet werden. Im Nachfolgenden sollten 33 und 35 auf

ihre antiproleferative Wirkung in GIST-Zellen untersucht werden.

4.2.3 Zellulire Charakterisierung*"

Die Verbindungen 33, 34 und 35 wurden mit der in Kapitel 3.3.5 beschrieben Methodik
auf ihre Aktivitdt in humanen GIST-Zellen untersucht. Als Referenzverbindungen wurden

die GIST-Therapeutika Imatinib, Sunitinib, Regorafenib und Ponatinib eingesetzt.

Tabelle 20: Glso-Bestimmung der Substanzen 33, 34 und 35 sowie den entsprechenden Referenzverbindungen auf den
Zielkinasen. *Nicht-inhibierend bei einer 20pM Inhibtorkonzentration.”

Glso [nM]

Verbindung| GIST-48B GIST-T1 GIST-T1-T6701  GIST-T1-D816E  GIST430-V654A
33" a 806 + 156 15770 + 5981 17424 + 1908 13897 £ 4316
34" a 1659 +235 13445 £ 9271 a 17571 + 1806
8b™ a 150 £ 37 6352 + 1825 9610 + 1089 4032 £ 97

35 a 112 +25 2450 +433 1728 £75 3719 £2142
Ponatinib | 2000 £+ 450 17+8 40+ 19 106 £6 149 £ 36
Sunitinib a 40+4 90 +36 5880 + 1991 98 £37

Regorafenib) a 130 +77 380 +48 1350 + 845 3000 + 814

Imatinib a 40 £19 a a 1100 = 814

*Die ermittelten ICso-Werte sind Mittelwerte + zugehdriger Standardabweichung aus mindestens drei unabhingigen in
Duplikaten durchgefiihrten Experimenten. Die Glso-Werte wurden mit Unterstiitzung von M. Sc. Marina Keul bestimmt.
*Die Verbindungen 33 und 34 sind im Rahmen der Masterarbeit von Jasmin Kriill'*® synthetisiert worden.

VIn Kooperation mit der Arbeitsgruppe um Prof. Dr. Sebastian Bauer am Universititsklinikum in Essen.
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Im zelluldren Experiment zeigten 33 und 34 keine nennenswerte Inhibition der Zelllinien
GIST-T1-T6701, GIST-T1-D816E und GIST430-V654A. Die Glso-Werte korrelieren mit
den ermittelten ICso-Werten (vgl. Tabelle 19). Die mit den Elektrophil dekorierte
Verbindung 33 ist im Vergleich zum reversiblen Analogon 34 doppelt so effektiv in Bezug
auf die Reduktion der Zahl der GIST-T1-Lebendzellen (806 nM vs. 1659 nM). Diese

Beobachtung konnte auf eine kovalente Modifikation von KIT durch 33 hindeuten.

Die in der biochemischen Evaluation aktivste Verbindung 35 weist im zelluldren System
einen Aktivititseinbruch in den Zelllinien GIST-T1-T6701 (GIso=2450nM vs.
ICso=155nM (16-fach)) und GIST-T1-D816E (Glso=1730nM vs. ICso=29 nM
860-fach)) auf. Fiir die Zelllinie GIST430-V654A konnte im Gegensatz zur biochemischen
Evaluierung (keine Inhibition) ein Glso-Wert von ca. 4 uM bestimmt werden. Auch im
zelluldren System weist 35 im Vergleich zu 33 und 34 die hochste Potenz auf den
untersuchten Zelllinien auf. Dies resultiert mit hoher Wahrscheinlichkeit aus den
Wechselwirkungen der CF3-Gruppe im back pocket bindenden Bereich des Inhibitors zur

Kinase.

Die ermittelten Glso-Werte fiir 35 und 33 wiesen einen vergleichbaren Trend innerhalb
der behandelten Zelllinien entsprechend dem im biochemischen Experiment erhobenen
Daten auf. Die Abnahme der Aktivitdt gegeniiber allen GIST-Zelllinien der von 8b und
Ponatinib abgeleiteten Verbindungen 33, 34 und 35 resultiert vermutlich aus dem Verlust
des Methylpiperazin-Motivs (bspw. Glso = 150 nM (8b) vs. 806 nM (33) und 1659 nM (34)
in GIST-T1; Glso=17 nM (Ponatinib) vs. 112 nM (35) in GIST-T1). Der Vergleich der
Verbindungen 8b mit 33 und Ponatinib mit 35 zeigt, dass der Ersatz dieses Strukturmotiv
durch den Michael-Akzeptor den prominenten Unterschied zwischen den Molekiilen
darstellt. Das Methylpiperazin interagiert nicht nur mit KIT iiber Wasserstoftbriicken-
bindungen und ionische Wechselwirkungen, sondern fungiert auch als Loslichkeits-
vermittelnde Gruppe. Der Verlust dieser Wechselwirkungen sowie eine mdogliche
verringerte Loslichkeit im wéssrigen Zellmedium, welche eine verminderte Absorption der
Verbindungen in die Zellen bewirkt, konnte die Abnahme der antiprolerativen Wirkung von

33, 34 und 35 im Vergleich zu 8b und Ponatinib erkldren.

Als Negativkontrolle wurde die KIT-unabhédngige Zelllinie GIST-48B herangezogen.
Insgesamt wiesen alle getesteten Verbindungen ein vergleichbares off-target-Profil auf und

zeigten keine signifikante Abnahme der Proliferation in dieser Zelllinie.
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Fiir eine weitere Charakterisierung des inhibitorischen Effekts auf KIT wurde eine
Western Blot Analyse von 33, 34 und 35 auf der am effektivsten adressierten Zelllinie
GIST-T1 durchgefiihrt (Abbildung 32). Substanz 35 reduziert die zellulire Menge an
phosphoryliertem KIT (KIT Y703 (Autophosphorylierungs-stelle)). Die Phosphorylierung
der im KIT-Signaltransduktionsweg nachgeschalteten Kinasen Akt (pS473) und MAPK
(pT202/pY204) wird ebenfalls in konzentrationsabhéngiger Weise von 35 inhibiert. Bei
einer Konzentration von 100 nM zeigte 35 eine starke Inhibition der Signalkaskade in GIST-
T1 Zellen. Diese Beobachtung korreliert mit den zelluliren Daten fiir 35 (Glso = 112 nM).
Die Verbindungen 33 und 34 reduzierten die zellulire Menge an pKIT, pAkt, und pMAPK
in GIST-T1 bei einer Konzentration von 1 uM, was ebenso mit den ermittelten zelluldren
Daten korreliert (vgl. Tabelle 20). Fiir alle Substanzen wurde eine konzentrationsabhéngige
Verringerung der Zellviabilitdt der GIST-T1-Zellen beobachtet. Die Western Blot Analyse

steht im Einklang mit den zelluldr ermittelten Ergebnissen.
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Abbildung 32¥"': A, C) Western-Blot nach 3 h Inkubation mit interschiedlichen Konzentrationen von 33, 34 und 35
(+DMSO-Kontrolle) in GIST-T1. Die Western-Blots wurden im Rahmen der Kooperation mit der AG Bauer von Julia
Ketzer angefertigt.

VI In Kooperation mit der Arbeitsgruppe um Prof. Dr. Sebastian Bauer am Universititsklinikum in Essen.
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Uber die Bestimmung der Glso- und ICso-Werte kann eine Aussage iiber die Aktivitit der
synthetisierten Substanzen auf den untersuchten Zielproteinen getroffen werden. Aus der
Analyse der ermittelten Aktivititen der Substanzen kann eine bestimmte
Struktur-Aktivititsbeziehung abgeleitet werden, die zur chemischen Optimierung der

untersuchten Substanzen herangezogen werden kann.

Es ist allerdings nicht moglich, Auskunft {iber die Ausbildung einer kovalenten Bindung
zu den getesteten Proteinen zu geben. Um diese Fragestellung zu kldren, wurden die
Methode der massenspektrometrischen Analyse sowie die Ermittlung der kinetischen
Parameter K; und kinake im folgenden Kapitel angewendet, um den Bindungsmodus von 33

und 35 in Bezug auf die kovalente Bindungskniipfung zu untersuchen.

4.2.4 Massenspektrometrische Evaluierung

Die potentielle kovalente Bindungskniipfung von 33 und 35 sollte durch
massenspektrometrische Experimente (MS-Experimente) mit der isolierten KIT“'-KD
analysiert werden. Zusitzlich wurde 34 als reversible Kontrollverbindung untersucht. KIT!
wurde aufgrund der guten Aktivitit der Substanzen (ICso = 10 nM (31), 28 nM (32) und
1 nM (33) fiir die anfianglichen Studien gewihlt. Dazu wurde das Protein mit einem 5-fachen
molaren Uberschuss an Inhibitoren inkubiert, bevor die kovalente Modifikation via
Elektrospray-lonisation (ESI) Massenspektrometrie untersucht wurde (Abbildung 33). Die
erhaltenen Spektren wurden mit Messungen des Apoproteins in Anwesenheit von DMSO
als Negativkontrolle verglichen und resultierende Massendifferenzen berechnet. Die
Inkubation von Protein und Liganden erfolgte unter Variation der Parameter Inkubationszeit
und pH-Wert. Auf diese Weise sollten neben der Verifizierung der kovalenten
Bindungsformation Hypothesen hinsichtlich der Reaktivitit des Cys788 sowie eine

Abschitzung des Reaktionsfortschritts getroffen werden.

Fiir die initiale Untersuchung des Bindungsmodus der Verbindungen sollte zunichst
KIT" genutzt werden. KIT" wurde von M. Sc. Patrik Wolle exprimiert und gereinigt. Da
GST (Glutathion-S-Transferase) nach der Aufreinigung nicht vollstindig entfernt werden
konnte, wurde die Inhibition von GST unter den gleichen Parametern untersucht, um
sicherzustellen, dass die zu untersuchenden Molekiile nicht durch die Reaktion mit GST
abgefangen werden. Eine Modifizierung von GST konnte auch nach 24 h bei allen
untersuchten Bedingungen nicht detektiert werden (Daten nicht gezeigt). 35 und 33 scheinen

nicht mit GST unter Kniipfung einer kovalenten Bindung zu reagieren.
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Es kann also angenommen werden, dass die untersuchten Molekiile in den hier
verwendeten Konzentrationen (5-fach molarer Uberschuss) nicht mit GST reagieren. Diese
Verunreinigung kann damit in der weiteren Diskussion der Ergebnisse vernachldssigt

werden.

Zu Beginn wurden alle Reaktionsedingungen mit der auf KIT™ potentesten Verbindung
35 evaluiert. Bei einem pH-Wert von 7.5 lieB sich keine kovalente Modifikation des Proteins
in einem Zeitraum von 2-24 h und einer Temperatur von 4 °C feststellen. Die Anwendung
dieser Bedingungen bei einem pH-Wert von 8 zeigte nach 24 h Inkubationszeit eine
Massenzunahme von 469 Da verglichen mit der Negativkontrolle (KIT* + DMSO), welche
dem Molekulargewicht von 35 entspricht. Den dekonvolutierten ESI-MS-Spektren
(Abbildung 33) ist zu entnehmen, dass die kovalente Modifikation durch den Inhibitor nicht

vollstidndig verlauft.

Der Vergleich der relativen AUC (Area Under the Curve) vom Apoprotein und
modifiziertem Protein zeigt einen relativen Umsatz von ca. 25 % nach einer Inkubationszeit
von 24 h. Bei einem pH-Wert von 8.5 konnte bereits nach 2 h eine Massenzunahme
entsprechend dem Molekulargewicht von 35 detektiert werden. Zwischen 8 h bis 24 h
Inkubationszeit konnte fiir pH 8.5 ein Fortschritt der Reaktion beobachtet werden. Im
Vergleich zum Apoprotein konnte nach 24 h bei pH 8.5 durch den Vergleich der AUC ein
relativer Umsatz von ca. 45 % detektiert werden. Nach Inkubation mit der potentiell
irreversibel bindenden Substanz 35 zeigte sich bei einem pH von 8-8.5 eine signifikante,
wenn auch nicht vollstandige Modifizierung von KIT*'. Die detektierte Massenzunahme
konnte jeweils dem einfachen Addukt der Kinasen im Komplex mit 35 zugeordnet werden.
Die beobachtete unvollstindige Modifizierung von KIT" kann viele Ursachen haben. Die
Addition eines a.f-ungesittigten Elektrophils an die Thiolfunktion von Cysteinen ist
abhingig von Temperatur, pH-Wert, der elektronischen Konfiguration des
Elektronen-Akzeptor-Donor-Paares sowie der Mikroumgebung des Nukleophils.?®® Die
Erh6hung des pH-Wertes auf 8.5, um eine Modifikation des Proteins mit 35 zu erreichen,
deutet darauf hin, dass das adressierte Cystein im isolierten Protein im gegebenen
Puffersystem und der vorherrschenden Temperatur (4 °C) nicht ausreichend nukleophil fiir
die Additionsreaktion ist. Durch die Erh6hung des pH-Wertes {iber 8 wird die Reaktivitét

der Thiolfunktion des Cysteins durch Deprotonierung und Bildung des Thiolanions erhoht.
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Um eine Adressierung bei physiologischem pH zu erreichen, miisste 35 mit einem
reaktiveren Elektrophil dekoriert werden. Eine Option wére der von Leproult et al

verwendete Chloroacetamid-warhead.?

Die zuvor fiir 35 ermittelten optimalen Bedingungen zur Detektion der Adduktbildung
zwischen Ligand und Kinase wurden auf 33 und 34 iibertragen. Wie erwartet wurde fiir den
als reversibles Gegenstiick synthetisierten Liganden 34, welcher keinen elektrophilen
warhead besitzt, keine Modifizierung der Kinase festgestellt. Die theoretisch potentiell
kovalent bindende Verbindung 33 zeigte ebenfalls keine Adduktbildung. Diese Substanz ist
mit einem um eine Methyleneinheit verlangerten Acrylamid-warhead ausgestattet, dessen
Raumforderung und die damit verbundene Orientierung in der back pocket fiir die kovalente
Bindungskniipfung unvorteilhaft zu sein scheint (Abbildung 33). Zudem konnte das Fehlen
des CF3-Substituenten in 35 dazu fiihren, dass aufgrund der Abwesenheit des polarisierenden
Effekts (-I-Effekt) dieses Substituenten die Reaktivitit des Acrylamids herabsetzt ist, was

eine kovalente Bindungskniipfung zwischen 33 und der Kinase benachteiligen konnte.

KITZ pH 7.5,24 h (4°C)  KIT™pH 8.0,24h (4°C)  KIT" pH 8.5, 24 h (4°C)

M, = 38075 Da M, = 38075 Da M, = 38075 Da
38082 Da 38082 Da 38082 Da
Kontrolle
(+ DMSO) | |
38000 é 38200 38400 38600 38000 i 38200 38400 385600 38000 E 38200 38400 383600
+35 . . | |
M=489.5Da | |  na4soDa | | n489Da |
38000 38200 38400 38600 38000 38200 38400 38600 38000 E 38200 38400 38600
+34
M,= 397.5 Da |
38000 E 38200 38400 38600
+33
M,= 395.5 Da |
38000 38200 38400 38600

Abbildung 33: Identifikation von Protein-Ligand-Addukten via MS-Spektroskopie. Dekonvolutierte MS-Spektren von
KIT™ bei den pH-Werten 7.5, 8 und 8.5 fiir eine Inkubationszeit von 24 h und einer Temperatur von 4 °C in Abwesenheit
(DMSO-Kontrolle) und Anwesenheit von 33, 34 und 35.
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4.2.5 Tandem-Massenspektrometrie

Nachdem eine kovalente Modifikation von Kit" durch 35 via MS-Spektroskopie
identifiziert werden konnte, sollte die Bestimmung der genauen Position der durch den
Liganden modifizierten Aminoséure erfolgen. Die identifizierten Protein-Ligand Addukte
sollten diesbeziiglich durch MS/MS Experimente untersucht werden. Dazu wurden die bei
einem pH Wert von 8.5 und einer Inkubationszeit von 24 h erhaltenen KIT"'-Ligand-
Komplex-Proben mit 35 (siehe Kapitel 4.2.4) zunédchst mit der Protease Trypsin verdaut. Die
dadurch generierten Peptide wurden mittels HPLC und Tandem-MS-Experimenten
analysiert. Trotz mehrerer identisch generierter Versuchsansdtze konnte nur eine
unvollstindige Sequenzabdeckung durch die Peptidfragmente erhalten werden, sodass nicht
alle Cystein-tragenden Sequenzabschnitte aufgekldrt werden konnten. Ein ungiinstiges
Flugverhalten der generierten Peptidfragmente konnte diese Beobachtung erkléren. Cys788-
tragende Peptidfragmente konnten sowohl in der Apoproteinprobe, als auch in einer der vier
Protein-Ligand-Komplex-Proben nach Inkubation mit 35 nachgewiesen werden. Allerdings
konnte die Modifikation durch 35 im Rahmen der Tandem-MS-Experimente nicht bestatigt
werden. Die Modifikation durch den Liganden 35 beeinflusst vermutlich das Flugverhalten
der durch den Trypsinverdau generierten Peptidfragmente ungiinstig, was die Detektion des
entsprechenden  modifizierten =~ Fragments  erschwert. = Die  nachgewiesenen
nicht-modifizierten Peptidfragmente in den mit 35 inkubierten Proben konnten durch die
Anwesenheit von Apoprotein zusitzlich zum modifizierten Protein erklidrt werden (siche

Kapitel 4.2.2 und Abbildung 33).
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4.2.6 Kinetische Parameter K; und Kinakt

Mit der Kenntnis, dass 35 KIT™ kovalent modifiziert, wurden zur vollstindigen
Bindungscharakterisierung von 35 die kinetischen Parameter K; und kinake bestimmt. Der
reversible Anteil der Bindungskniipfung wird durch K; (Affinitdt zum Zielprotein), der
irreversible Anteil durch Kinae (Komplementaritit von Elektrophil und Nukleophil)
reflektiert (Abbildung 34).26°

- I
CLAL .
+ koff

K = Koff

E Srljlrv
' kon
I+ E E-I E-l

Abbildung 34: Schematische Darstellung des zweistufigen Bindungsmechanismus von kovalenten Inhibitoren (I) an
Kinasen (E) mit den Parametern K; (Quotient aus ko und kon), der die reversible Bindungsaffinitit beschreibt, und Kinas,
der die Inaktivierungsrate beschreibt. (Adaptiert mit Genehmigung des Autors M. Sc. Marina Keul).

Die Bestimmung dieser Parameter erfolgt iiber die zeitaufgeloste Ermittlung des
ICso-Wertes fiir KIT™. Krippendorf et al.?*’ beschrieben den Zusammenhang zwischen K,

kinake und der zeitabhdngigen Abnahme der ICso-Werte bei kovalenter Proteininhibition

durch die Gleichungen 4 und 5:2¢7

_2e McC ‘Kina t
ICSO(t) — Ki (1 + [1] ) . <2 2e 50 kt _ 1) (4)

Km nlcso'kinakt't

. _ IC50(t)
Mt Mics, = K (1+ (0 )+IC
i\1+%,, 50(t)

6))

[1]: Inhibitorkonzentration, Km: Michaeliskonstante, t: Zeit [min], Kinake: Geschwindigkeit

der kovalenten Bindungskniipfung, Ki: Affinitét zu Zielprotein.

Fiir 35 wurden die ICso-Werte zeitaufgeldst in einem Zeitraum von 90 min bei dem
pH-Wert von 7 (Standardassaybedingung) und bei einem pH-Wert von 8.5 via Cisbio
KinEASE™ HTRF??° Assay bestimmt. Mit den ermittelten ICso-Werten und Gleichung (4)
konnten durch graphische Auswertung mit XLFit die Parameter K; und kinake abgeleitet
werden. Bei einem pH-Wert von 7 konnte bei Raumtemperatur keine kovalente Inhibition
von KIT™ festgestellt werden (Abbildung 35). Die Durchfiihrung des Assays bei einem pH

von 8.5 indizierte eine kovalente Modifikation von KIT"! durch 35.
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Es konnte ein K; von 1.5 + 0.2 nM und ein Kinact von 0.03 = 0.01 min™! bestimmt werden.
Der Vergleich der generierten Daten von 35 zu denen im Arbeitskreis bereits ermittelten
Daten fiir den =zugelassenen kovalent bindenden Drittgenerations-EGFR-Inhibitor
Osimertinib (Ki (EGFRM3R/EGFRISSRTOM). 15 + 03 nM/1.6 £ 0.1 nM und Kinact
(EGFRI88R/ EGFRISBRTOM). (30 + (.01 min''/0.33 + 0.06 min™!)?"° zeigte eine
vergleichbar hohe Affinitdit von 35 zu KIT* (Ki =1.5nM (35) vs. 1.5/1.6 nM?7°
(Osimertinib)). Die Geschwindigkeit der kovalenten Bindungskniipfung erfolgte dagegen
sehr langsam im Vergleich zu Osimertinib (Kinact = 0.03 min! vs. 0.30/0.33 min!; ca.
Kinakt

10-fach langsamer). Die Effizienz der kovalenten Bindung wird durch das Verhiltnis

determiniert und betrégt fiir 35 0.3 uM!-s’!, was eine deutlich niedrigere Effizienz von 35
im Vergleich zu dem zugelassenen Inhibitor (3.24/3.75 uM!-s1)270 aufzeigt. Die niedrige
Geschwindigkeit der kovalenten Bindungskniipfung liefert einen Erkldrungsansatz fiir den
unvollstindigen Umsatz von KIT™ mit 35 zum erwiinschten Protein-Ligand-Komplex im
MS-Experiment. Durch die Durchfiihrung der MS-Experimente bei niedrigen Temperaturen
(4 °C), um die Degradation des Proteins zu verzogern, wurde die Geschwindigkeit der
Bindungskniipfung zusétzlich verlangsamt. Als Konsequenz konnte eine Inkubationszeit
von 24 h, unter den gegebenen Bedingungen, ungeniigend fiir eine vollstindige

Modifizierung sein.

pH8.5
pH?7

0 20 40 60 80 100
Zeit [min]

Abbildung 35: Zeitaufgeloste ICso-Bestimmung von 35 bei pH 7 (orange) und pH 8.5 (blau) fiir KIT™.
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Die Auswertung weist darauf hin, dass unter den hier genutzten Bedingungen ein
reaktiveres Elektrophil vorteilhalt fiir eine schnellere Kniipfung der kovalenten Bindung sein

konnte.

4.3 Zusammenfassung und Ausblick: Kovalente KIT-Inhibitoren

Im Rahmen der initialen Studien zur Struktur-basierten Entwicklung von kovalenten
Inhibitoren zur Adressierung von KIT konnte eine Syntheseroute fiir kovalente Derivate der

in dieser Arbeit vorgestellten reversiblen Inhibitoren (Kapitel 3.3.1) etabliert werden.

Zunichst wurden durch rationales Design und anschlieBende Untersuchung des
Bindungsmodus mittels Docking geeignete Positionen am Ponatinib/Imatinib-Grundgertist
zur Einfilhrung eines Michael-Akzeptors identifiziert. Die Substitution des
Methylpiperazin-Motivs der reversiblen Molekiile 8b und Ponatinib durch einen
Acrylamid-warhead stellte sich als vorteilhaft fiir die Adressierung eines in der back pocket
lokalisierten Cysteins (Cys788) heraus. Basierend auf der reversiblen Substanz 8b wurden
die potentiell kovalent bindenden Derivat 33 und das auf Ponatinib basierende, um eine
Methyleneinheit am Elektrophil-Motiv verkiirzte Derivat 35, entwickelt. Nach erfolgreicher
Synthese von 33 und 35 mit der in Kapitel 4.2.1 vorgestellten Syntheseroute wurden die

Verbindungen sowohl biochemisch als auch zelluldr charakterisiert.

Die biochemische Charakterisierung von 33 ergab im Vergleich zur Parentalverbindung
8b einen signifikanten Verlust der Aktivitit auf VEGFR2, wihrend die Potenz gegeniiber
KIT"! erhalten blieb. Fiir die KIT-Mutanten konnte keine verbesserte Aktivitit verzeichnet
werden. Fiir 35 hingegen konnte lediglich ein Aktivitdtsverlust gegeniiber den
KIT-Varianten KITV3¥P/T670I ynd KITVS9P/V634A  ermittelt werden. Zusammengefasst
verdeutlichen die im biochemischen Experiment ermittelten Daten wiederum die Bedeutung
der CF3-Gruppe fiir die inhibitorische Aktivitit gegeniiber den Mutanten KITV339D/T670I ypd
KITV339P/V634A - 7udem konnte durch die Substitution des Methylpiperazinsubstituenten
durch den Acrylamid-warhead die Relevanz der Interaktionen des Methylpiperazinrings mit
der back pocket fiir die Aktivitit gegeniiber den Mutanten KITV339P/T6701 ynd KITV339D/V634A
erschlossen werden. Die anschlieBende Charakterisierung der potentiell kovalent bindenden
Substanzen in humanen GIST-Zelllinien stellte zusétzlich die Rolle der ausgebildeten

Wechselwirkungen des Methylpiperazins-Motivs zur Kinase heraus.
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Eine detailierte Untersuchung der l16slichkeitsvermittelnden Eigenschaften des
Methylpiperazins-Motivs erscheint vor allem im fiir den zelluldren Kontext erstrebenswert,
da eine verminderte Loslichkeit ebenfalls ein Grund fiir den Aktivitatsverlust im Gegensatz

zur Parentalverbindung Ponatinib sein kann.

Die untersuchten Verbindungen verloren im zelluldren Experiment signifikant an
Aktivitdt gegeniiber allen KIT-Varianten im Vergleich zu den verwandten reversiblen
Molekiilen 8b und Ponatinib. Die zuvor sehr gute Ubereinstimmung zwischen
biochemischen und zelluldren Aktivitdten, wie sie fiir Ponatinib, 8b und den restlichen in
Kapitel 3.3.4 untersuchten Substanzen gegeben war, war hier nicht zu beobachten. Eine
verminderte Loslichkeit sowie der Verlust von Interaktionen in der back pocket von 33, 34
und 35 durch die Substitution des Methylpiperazin-Motivs mit  einer
Acrylamidfunktionalitdt konnte die wahrscheinlichste Erklérung fiir den Aktivitatsverlust in

Zellen darstellen.

Durch MS-Experimente sollte die Modifikation von KIT" durch 33 und 35 nachgewissen
werden. Als Negativkontrolle diente neben der DMSO-Kontrolle Substanz 34, welche als
reversibles Pendant zu 33 synthetisiert wurde. Obgleich sich fiir 33 und 35 eine gute
Aktivitdt gegeniiber KIT™ (33: 9.5 nM; 35: 1 nM) determinieren lieB3, zeigte sich lediglich
mit dem um eine Methylengruppe verkiirzten warhead in 35 eine Adduktbildung mit KIT™
(Abbildung 33). Eine anteilige kovalente Bindungskniipfung konnte allerdings erst nach
Erh6hung der Nukleophilie des wahrscheinlichen Michael-Donors Cys788 durch eine
pH-Wert Erhohung auf pH 8.5 erreicht werden. Die Wahl eines reaktiveren Elektrophils
konnte hier in Betracht gezogen werden, um eine effektivere Modifizierung der Kinase durch
den Liganden zu erreichen. Nach tryptischem Verdau der Protein-Ligand-Komplex
enthaltenden Probe wurden die generierten Peptidfragmente via Tandem-MS analysiert. Die
lickenhafte Sequenzabdeckung der generierten Peptidfragmente, der unvollstindige
Reaktionsablauf sowie ein nicht auszuschlieBendes ungiinstiges Flugverhalten der
Peptid-Ligand-Komplex-Fragmente konnte die Identifizierung einer modifizierten
Aminosédure erschwert haben. Eine kovalente Modifizierung der Kinase durch 35 konnte
unter den gewihlten Bedingungen nicht mittels MS/MS nachgewiesen werden. Die
Bestimmung der kinetischen Parameter K; und Kinake fiir 35 unterstiitzt die in den
MS-Experimenten und der biochemischen Evaluierung beobachteten Ergebnisse. 35 zeigte
eine hohe Affinitat zu KITY (K; = 1.5 nM), wihrend die Geschwindigkeit der kovalenten
Bindungskniipfung sehr langsam erfolgte (Kinact = 0.03 min™).
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Die relativ langsame Bindungskniipfungsgeschwindigkeit liefert einen Erklarungsansatz
fiir die in einem Zeitraum von 24 h unvollstindige Reaktion zwischen 35 und KIT** und

unterstiitzt die Hypothese beziiglich der zu geringen Reaktivitit des gewéhlten Elektrophils.

Zusammenfassend konnte eine kovalente Adressierung von KIT" erfolgreich realisiert
werden. Die Identifizierung der durch 35 kovalent gebundenen AS steht noch aus. Aus den
designten Verbindungen 33 und 35 konnten wertvolle Informationen hinsichtlich der
Positionierung, Reaktivitit und Struktur des Michael-Akzeptors gewonnen werden. In
Einklang mit den hier durchgefiihrten Docking-Studien konnte eine vorteilhafte
Positionierung sowie Orientierung und relative Grof3e fiir den Michael-Akzeptor innerhalb
der Ponatinib-basierten Verbindungen abgeleitet werden. Auch fiir die Substanzklasse der
irreversibel bindenden Molekiile wiren strukturbiologische Untersuchungen in Form von
Ko-Kristallisationsversuchen mit KIT und dessen Varianten von Interesse. Zum einen
konnte so der in silico-beobachtete Bindungsmodus untersucht und gegebenenfalls bestitigt
werden, zum anderen kdnnten die aufgestellten Hypothesen in Bezug auf die Modifizierung
des in der allosterischen Tasche lokalisierten Cys788 verifiziert werden. Eine systematische
Mutagenesestudie, in der alle zugénglichen Cysteine in KIT einzeln durch z. B. Serine
ersetzt werden, konnte als alternatives Experiment zur Ermittlung der Identitét der kovalent
gebundenen Aminosdure herangezogen werden. Speziell die Identifizierung der von 35
modulierten Aminosédure sollte noch durch die Erzeugung andersartiger Peptidfragmente

durch die Verwendung alternativer Proteasen angestrebt werden.

Um die aus den Ergebnissen gewonnenen Informationen weiterfithrend zu evaluieren,
miisste eine Substanzbibliothek um den elektrophilen warhead der Substanz 35 herum
synthetisiert und untersucht werden. Das angestrebte Ziel sollte dabei sein, eine vollstandige
einfache Adduktbildung zwischen der hinsichtlich des warheads optimierten Substanz und
KIT" zu generieren. Die Dekoration von 35 mit Michael-Akzeptoren in Form des
reaktiveren Chloracetamids oder des Thiolaktivierenden 4-(Dimethylamino)but-2-enamids
konnte mogliche Zielverbindungen generieren, um dieses Ziel zu erreichen. Des Weiteren
sollte eine Durchmusterung unterschiedlicher Peptidasen angestrebt werden, um alternative
Peptidfragmente zu generieren, die eventuell eine Detektion des modifizierten

Peptidfragments begiinstigen.

Um den Verlust des Methylpiperazins zu kompensieren und moglicherweise die Aktivitét
von 33, 34 und 35 in Zellen wiederherzustellen/zu verbessern, konnte die Einfiihrung einer

neuen l6slichkeitsvermittelnden Gruppe zielfiihrend sein.
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Schema 12 zeigt die potentiell fiir die Aktivitit in Zellen vorteilhafte synthetische
Einfilhrung  einer  loslichkeitsvermittelnden ~ Gruppe in  ortho-Position  zum

Michael-Akzeptor.

Dieses Vorgehen sollte es ermoglichen die Hypothese beziiglich verminderter
Loslichkeit, Verlust von Interaktionen durch Substitution des Methylpiperazins zur Kinase
und/oder einer Kombination daraus weiterfithrend zu untersuchen. Im Idealfall sollten zur
weiteren Untersuchung dieser Hypothese die Loslichkeit der Verbindungen 33, 34 und 35
im Vergleich zu 8b und Ponatinib, z. B durch Durchfiihrung eines SolRank-Assays, ermittelt

werden.

Schema 12: Vorschlag einer Syntheseroute zur Einfithrung einer Loslichkeits-vermittelnden-Gruppe fiir die Darstellung

eines Derivates von 50.%
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2Reagenzien und Bedingungen: (i) Br,, Essigsdure, 120 °C, 2.5 h; (ii) Trls(dlbenzyhdeneacetone)dlpalladium(O), Di-tert-
butyl(2',4',6'-triisopropyl-3,4,5,6-tetramethyl-[ 1,1'-biphenyl]-2-yl)phosphan, K3POs, Toluol/BuOH (1:1) 120 °C, 12 h;
(iii) DMAP, EtsN, Boc-Anhydrid, THF, 5 h, reflux; (iv) Pd/C, Ha, EtOH, 12 h; (v) HATU, DIPEA, DCM, DMAP, 3-Iodo-
4-methylbenzoesiure, tt, 16 h; (vi) Alkin, Pd(PPhs),Cl,, Cul, (i-Pr),NH, TBAF, ACN, 80 °C, 16 h; (vii) 10 %-ige TFA,
DCM, 0 °C-t, 1 h; (viii) Acryloylchlorid, DIPEA, THF, —78 °C-t, 5 .

Ausgehend vom kommerziell erhiltlichen 4-Nitro-2-(trifluoromethyl)anilin (42) konnte
durch eine selektive Bromierung mit elementarem Brom in Essigsdure das 2-Bromo-4-nitro-
6-(trifluoromethyl)anilin (43) erzeugt werden.?’”! Die regioselektive Kupplung von
4-Methylimidazol nach Ueda er al??> konnte die Integration der gewiinschten

16slichkeitsvermittelnden Gruppe ermdglichen (44).27
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Nach Schiitzung der Aminfunktion (45) und anschlieBender Reduktion der Nitrogruppe
konnte die generierte Substanz 46 wie bereits in Kapitel 4.2.1 beschrieben weiter umgesetzt
werden, um schlieBlich das gewiinschte Zielmolekiil 50 zu erhalten (siche Schema 12).
Modellierungsstudien mit 50 in KIT™ weisen darauf hin, dass die Positionierung der
l6slichkeitsvermittelnden Gruppe durchaus toleriert werden konnte und potentiell

zusitzliche Interaktionen zur Kinase ausgebildet werden konnten (Abbildung 36A).

Basierend auf den von der Firma Deciphera patentierten, fiir die KIT-dhnlichen Kinasen
Abl und VEGFR2 entwickelte Typ II- und Typ IlI-Inhibitoren, kdnnten potentiell kovalente
Inhibitoren fiir die Adressierung von KIT designt werden.?’”® Richters et al.?’* zeigten 2013,
dass diese Art von Inhibitoren zur Inhibition von KIT% und KITV339P/Té70l higchemisch und
zelluldr genutzt werden konnen.?’* Hinsichtlich dieser Ergebnisse und der Tatsache, dass es
sich bei dem Pyrazolo-Harnstoff-Molekiilgeriist um eine Substanzklasse mit gut
zuginglichen Derivatisierungsstellen handelt, wurde basierend auf diesen eine mogliche
Synthese entwickelt. In Schema 13 ist der Vorschlag fiir die Synthese von kovalent

bindenden Pyrazolo-Harnstoff-Derivaten sowie potentiellen Zielverbindungen dargestellt.

Schema 13: Vorschlag einer Syntheseroute zur Darstellung von potentiell kovalenten Pyrazolo-Harnstoff-Derivaten zur
Adressierung der KIT-Varianten, sowie Vorschlége fiir mogliche Zielverbindungen.®
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2 Reagenzien und Bedingungen: (i) 1) HCl, NaNO,, H,O, 0 °C; 2) SnCl,, konz HCI, tt; (ii) Pivaloylacetonitril, konz. HCI,
EtOH, 90 °C; (iii) Troc-Cl, HyO/EtOAc, NaOH, 0 °C-rt; (iv) R'-NH,, DIPEA, DMSO, 60 °C.
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Die Position fiir die nachtrégliche Einfiihrung des Michael-Akzeptors ist in einigen
Startmaterialien in Form einer zweiten Aminfunktionalitdt enthalten und muss gegebe-
nenfalls erst geschiitzt werden, bevor die Synthese nach Schema 13 fortgefiihrt werden kann.
Beispielhaft ist eine mogliche Synthese des Amins S1a fiir die Generierung von 59 in

Schema 14 gezeigt.

Schema 14: Vorschlag fiir die Darstellung eines Amins (51) fiir die Generierung von 59.

Fmoc-Cl, 1,4-
\ / Dioxan, H,0, \ / 10 % Pd/C,

1N NaOH,0-rt, MeOH, H,, NH2 .
©© __25h NFMOC  qon N~ TOC

51a

Die mit entsprechenden Schutzgruppen préiparierten Amine (51a) konnen durch die
Reduktion des Diazoniumsalzes mit Zinn(II)chlorid zum Hydrazinderivat 52 umgesetzt
werden.?’* Die unterschiedlichen Hydrazinderivate 52 konnten in einer Pinner-dhnlichen
Zyklisierungsreaktion mit Pivaloylacetonitril zu den entsprechenden Pyrazolen 53
umgesetzt werden?’* Die primédren Aminfunktionalitidten wiirden durch die Schiitzung mit
Chlorameisensédure-2,2,2-trichlorethylester (Troc) zur Generierung der Carbamate 54
filhren, welche durch die anschlieBende Reaktion mit diversen primdren Aminen zu den
gewiinschten Harnstoffderivaten 55 umgesetzt werden konnten.?’”* Aus der Umsetzung der
primdren Amine mit den ausgewihlten Michael-Akzeptoren konnten beispielsweise die
Pyrazolo-Harnstoff-Derivate 56-59 hervorgehen. Modellierungsstudien von 56-59 zeigten,
basierend auf den von Richters ef al.?’* publizierten Ko-Kristallstrukturen von strukturell
verwandten Urea-Derivaten in cSrc, dass ein #hnlicher Bindungsmodus zur Kinase
wahrscheinlich ist.2’* Die Verbindungen 56-59 binden vermutlich konform zu einem Typ III
bzw. Typ II Bindungsmodus in der inaktiven Kinasekonformation (Abbildung 36B). Das
Pyrazolo-Motiv wiirde, wie die CF3-Gruppe in den Ponatinib-basierten Inhibitoren 7a-71,
die Subtasche in der back pocket belegen. Das Harnstoff-Strukturmotiv sollte dhnlich wie
die Amidbindung in Ponatinib mit Asp810 des DFG-Motivs und Glu640 der a-Helix C iiber
Wasserstoffbriicken interagieren. Der Stickstoff des Pyridin-Elements konnte
Wasserstoffbriicken zur  Scharnierregion ausbilden. Die  Positionierung  des

Michael-Akzeptors sollte die potentielle Adressierung von Cys788 ermdglichen.
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A

Abbildung 36: A) Modellierungsstudien von Verbindung 48 in KIT". Die potentielle Bindungskniipfung zwischen
Cys788 und 48 ist gelb, der mogliche 16slichkeitsvermittelnde Substituent ist violett hinterlegt. B) Modellierung der
Beispielverbindung 54 in KIT*. Der Bindungsmodus wurde basierend auf den von Richters et al.?’* publizierten
Kristallstrukturen von verwandten Pyrazolo-Harnsoffderivaten in cSrc (pbd 3tz7-9) modelliert.

Die kovalente Modifikation von KIT durch niedermolekulare Substanzen ist
weitestgehend unerforscht. Dabei konnte genau dieser Ansatz wertvoll fiir eine selektive und
potente Inhibition wirkstoffresistenter KIT-Mutanten sein. Das aus der Arbeit von Leproult

et al *%3

als adressierbar hervorgehende Cys788 in KIT™ ist innerhalb der Kinasefamilie in
nur 20 weiteren humanen Proteinkinasen vorhanden.?%3 Durch Optimierung der Affinitéit der
reversiblen Interaktion der niedermolekularen Molekiile auf das Zielprotein und der
anschlieBenden kovalenten Bindungskniipfung konnte die Selektivitit gegeniiber diesen 20
Proteinkinasen weiter erhoht werden. Deshalb ist es zwingend notwendig, den in dieser
Arbeit begonnenen strukturbasierten Ansatz zur Entwicklung von kovalenten KIT-
Inhibitoren weiterzufiihren, bspw. indem die aufgefiihrten Verbesserungsvorschlige fiir die
Ponatinib basierten Substanzen sowie die Nutzung neuer Substanzklassen wie den hier
vorgeschlagenen Pyrazolo-Harnstoff-Derivaten weiterverfolgt werden. Auf diese Weise
konnten im Vergleich zu den fiir die Therapie von GIST verwendeten reversiblen
Multikinaseinhibitoren selektivere und potentere, irreversible Inhibitoren (maximale
Verweildauer, hohe biologische Effizienz) entwickelt werden. Zusammenfassend konnten
in diesem Kapitel der Arbeit grundlegende Untersuchungen fiir die Entwicklung und
Synthese von kovalent bindenden KIT-Inhibitoren durchgefiihrt werden, auf denen mit den

oben aufgefiihrten weiterfithrenden Synthesevorschligen aufgebaut werden konnte.
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S  Kurzfassung

Die Assoziation von Krebserkrankungen mit der Dysregulation von RTKs und damit der
von ihnen gesteuerten Signaltransduktionswege ist ein Schliisselelement in der modernen
zielgerichteten Krebstherapie, bzw. Prazisionsmedizin. Die Inhibition dieser fehlregulierten
Kinasen durch kleine, organische Molekiile hat sich als wertvoller Ansatz fiir die
Behandlung der aus der konstitutiven Aktivierung dieser Proteine resultierenden
Krankheitsbilder erwiesen. Der Mast-/Stammzellen-Wachstumsfaktorrezeptor KIT ist ein
Beispiel fiir eine solche klinisch relevante RTK. KIT ist das Zielprotein in der Behandlung
von GIST und CML. Die Resistenz gegeniiber Kinaseinhibitoren durch das Auftreten von
Sekundirmutationen im aktiven Zentrum wéhrend der Behandlung mit diesen stellt die
Herausforderung in der Préizisionsmedizin dar. Auch das fortschreitende Tumorwachstum
von behandelter GIST ist auf das Auftreten von Sekundarmutationen zuriickzufiihren. Die
meisten Patienten sprechen nur iibergangsweise auf die Zweit- und Drittlinien-Therapeutika
an. Die verbesserte Aktivitdt dieser Inhibitoren geht mit teils schweren Nebenwirkungen
einher, die auf das promiskuitive Kinaseinhibitionsprofil dieser zuriickzufiihren sind.
Ponatinib, ein hochpotenter ATP-kompetitiver BCR-ABL-Inhibitor, inhibiert ebenfalls ein
breites Spektrum an Imatinib-resistenten KIT-Mutationen, darunter auch die fiir die D816-
Mutation, die zu einer Resistenz gegeniiber allen zugelassenen Inhibitoren fiihrt. Auch
gegeniiber Ponatinib zeigt sich mit fortschreitender Behandlung eine Resistenz in Form der
Sekundédrmutation V654A. Die aus der Behandlung mit Ponatinib resultierenden schweren
Nebenwirkungen sind die Konsequenz des Multikinaseinhibitor-Selektivititsprofils dieses
Inhibitors. Die Identifizierung von Molekiilen mit hoher Aktivitdit und Selektivitit
gegeniiber Exon 13/14 und 17 Mutationen ist nicht nur fiir GIST, sondern auch fiir

KIT-abhéngige Leukdmien und Melanome von hoher klinischer Relevanz.

In der vorliegenden Arbeit sollte das strukturbasierte Design und die Synthese einer
fokussierten Substanzbibliothek zur Adressierung klinisch relevanter KIT-Mutationen sowie
die anschlieBende biochemische und zellulire Charakterisierung dieser erfolgen, um

Wirkstoffresistenzen in KIT-abhéngigen Krebserkrankungen zu iiberwinden.
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Als strukturelle Basis fiir das rationale Inhibitordesign wurde das Grundgeriist des derzeit
effektivsten zugelassenen Inhibitors auf die klinisch relevanten KIT-Mutationen, Ponatinib,
herangezogen, um Optimierungsstudien hinsichtlich einer erhdhten Potenz, insbesondere fiir
die Sekunddrmutation V654A, verbesserten Selektivitit und damit verringerten Toxizitét

durchzufiihren.

Insbesondere sollte dabei die Moglichkeit zur Optimierung der Selektivitit zu der
strukturell verwandten Kinase VEGFR2 untersucht werden. Zwischen der Inhibition dieser
und verwandter Kinasen und der Thrombenbildung in Patienten wéhrend der
Ponatinib-Behandlung wird ein kausaler Zusammenhang vermutet. Ausgehend von
publizierten Kristallstrukturen wurden computerchemische Methoden zur Generierung von
MD-Simulationen der Mutanten V654A und T6701 verwendet, um eine differenzierte
Analyse ihrer strukturellen Konformationen durchzufiihren und die erhaltenen
Informationen in das strukturbasierte Inhibitordesign einflieBen zu lassen. Neben den
Docking-Studien war die Etablierung von validen biochemischen und zelluldren
Testsystemen wesentlich fiir die Bestimmung und Aufstellung der SAR. Aus diesem Grund
wurden biochemische Testsysteme fiir fiinf KIT-Varianten (KIT", und 4 klinisch relevante
KIT-Mutanten) sowie VEGFR2 und fiinf humane GIST-Zelllinien fiir die Testung der hier

synthetisierten Verbindungen etabliert und validiert.

Bei der Synthese der Substanzbibliothek wurde besonderes Augenmerk auf die Variation
des Scharnierregion-bindenden-Elements (7a-71), die Variation des Substitutionsmusters in
dem back pocket-bindenden Motiv (8a-d und 9a-b) und die Modifikation der Substituenten
R?und R* (5¢-d und 10) fiir die Adressierung der KIT-Variante V654A gelegt. Dieses
Vorgehen erlaubte die Ermittlung einer ausgeprigten Struktur-Aktivititsbeziehung
hinsichtlich der untersuchten KIT-Mutanten und folglich die Identifizierung einer
biochemisch und zelluldr auf KITP3¥V/V6344/GIST430-V654A potenten Verbindung (7f)
sowie einer Verbindung (10) mit verbessertem Selektivititsprofil im Vergleich zu Ponatinib.
Parallel zu dieser Strategie wurde ein scaffold hopping-Ansatz in Kooperation mit der Taros
Chemical GmbH durchgefiihrt, um neue patentierbare Hybridinhibitoren zu generieren. Die
Kombination des Typ I'2-Motivs von Ponatinib mit dem Type II-Motiv eines potenten, von
der Firma IRM LLC (W02013/033116A1)*® patentierten KIT"-Inhibitors, wurde als
Inspiration fiir die Synthese von elf Verbindungen genutzt, die Aktivitdt auf KITY,
allerdings keine inhibitorische Aktivitit auf den untersuchten KIT-Mutanten sowie

VEGFR?2 zeigten.
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Die Analyse aller experimentell ermittelten Daten erlaubte die Identifizierung wichtiger
Strukturmotive und Substitutionsmuster fiir das Inhibitordesign, die essentiell fiir eine

erfolgreiche Inhibition der KIT-Varianten sind.

Der zweite Teil dieser Arbeit beinhaltet die Untersuchung der Moglichkeit KIT
irreversibel zu adressieren, um die Verweilzeit und damit Effizienz von potentiellen
Inhibitoren zur Zielkinase zu maximieren und eine Verbesserung des Selektivititsprofils
dieser zu erreichen. KIT" konnte erfolgreich kovalent von einer der hier entwickelten
Substanzen (35) adressiert werden, was durch massenspektrometrische Analysen bewiesen
werden konnte. Wéhrend eine einfache Adduktbildung von 35 mit der Kinase beobachtet
werden konnte, war eine Ermittlung der genauen Lokalisation und Identitdt der modifizierten

Aminosdure im Rahmen dieser Arbeit nicht moglich.

Durch die ermittelten Daten konnte ein Einblick in die Nukleophil-Elektrophile-
Kompatibilitit gewonnen werden. Diese Erkenntnisse wiesen auf mdgliche strukturelle
Verbesserungen beziiglich der Wahl des Elektrophils hin. Des Weiteren wurde die
Notwendigkeit der Einfithrung einer 16slichkeitsvermittelnden Gruppe fiir die Aktivitdt der
Substanzen im zelluldren Experiment deutlich. Durch Implementierung dieser Ergebnisse in
den néchsten Designzyklus konnte eine Optimierung der hier vorgestellten Substanzen

erreicht werden.

Zusammenfassend konnten durch die Nutzung strukturbasierter Methoden Inhibitoren fiir
unterschiedliche klinisch relevante KIT-Mutanten entwickelt werden. Insbesondere wurde
die Optimierung der Affinitit zu der Sekunddrmutation V654A angestrebt. Es konnte eine
Verbindung mit erhohter inhibitorischer Aktivitit (7f), besonders beziiglich V654A, und
eine in Bezug auf ihr Selektivitétsprofil optimierte Verbindung (10) generiert werden. Des
Weiteren konnte ein potenter kovalenter Modulator (35) fiir KIT entwickelt werden, der als
Startpunkt fiir die weitere Optimierung der néchsten Generation von kovalent bindenden
KIT-Inhibitoren fungieren kann. Die Resultate dieser Arbeit lieferten in ihrer Gesamtheit
wichtige Informationen fiir die Entwicklung neuer Inhibitoren fiir die Adressierung klinisch

relevanter KIT-Mutanten.
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Abstract

The association of cancer with dysregulated signalling pathways, which are linked to
RTKs represents a key element in targeted cancer therapy/precision medicine. The use of
small organic molecules against constitutively active RTKs has been shown to be a valuable
strategy to efficiently inhibit these malfunctioning kinases. The tyrosine kinase mast/stem
cell growth factor receptor KIT is an example of a clinically relevant RTK. Mutations in KIT
represent an early oncogenic event in gastrointestinal stromal tumors (GIST) and chronic
myelogenous leukemia (CML). These Kit-driven cancers have been very successfully
targeted with the TKI imatinb and have therefore become a paradigm for genotype driven
targeted cancer therapy. However, drug resistance to Imatinib due to acquired secondary
mutations within the catalytic pocket represents a common mechanism and a major
challenge in targeted cancer therapy. Attempts to harness progression in GIST is challenging
due to secondary drug resistance mutations. Most patients respond only transiently to second
and third-line treatments and the improved activity is paid for with side effects resulting from
the promiscuous kinase inhibition profile of those inhibitors. ponatinib, a highly potent next-
generation ATP-competitive inhibitor of BCR-ADI, also inhibiting a broad spectrum of
Imatinib-resistant KIT mutants, including those affecting the exon 17 codon encoding
Asp816, which confers resistance to all approved drugs in GIST. Unfortunately, ponatinib
loses potency on the secondary mutant V654A and shows severe side effects due to its poor
selectivity profile. The identification of compounds with strong activity against exon 13/14
and 17 mutations is therefore of utmost clinical relevance for both the treatment of GIST as

well as KIT-driven leukemias and melanomas.

The present work is focused on the structure-based design and synthesis of a focused
library targeting clinically relevant KIT mutants as well as their biochemical and cellular
characterization to overcome drug resistance in KIT-driven cancer. The general scaffold of
to this point most efficient approved KIT-inhibitor ponatinib was used as a template for the
rational design to advance its scaffold in terms of reduced toxicity, increased potency and
increased selectivity, especially towards resistant KIT mutation V654 A. Attention was also
paid to the improvement of inhibitor selectivity towards the structurally related kinase
VEGFR2. The inhibition of this kinase as well as related enzymes is hypothesised to cause

side-effects such as thrombotic events during treatment with ponatinib.



136 Abstract

Therefore, starting from already published X-ray-structures of KIT, computational
chemistry methods were utilized to generate MD simulations of the V654A and T670I
variants in order to analyse their differential structural behaviour and devise structure-based

hypotheses for our inhibitor design.

In addition to the conducted docking studies the establishment of valid biochemical and
cellular testing systems was crucial for the determination of the SAR. Therefore, five
biochemical assays for KIT and its variants as well as for VEGFR2 and five human GIST

cell lines had to be established and validated, which was successfully achieved in this work.

Using synthetic chemistry, we produced a focused compound library, paying particular
attention to variation of the hinge binding element (resulting in compounds 7a-71), as well
as the change of the substitution pattern of the back pocket-binding element (8a-b and 9a-b).
Also, we modified the substituents R? and R* specifically to target the secondary mutant
V654A, resulting in the compounds 5c-d and 10. This approach led to the determination of
a distinct SAR concerning KIT and its variants as well as to the identification of a compound
with potency towards the KIT secondary mutant KITV>*4 (7f) as well as a compound (10)
with an improved selectivity profile compared to ponatinib. In parallel, a scaffold hopping
approach in cooperation with the Taros Chemical GmbH was utilized to generate new
patentable hybrid inhibitors. The combination of the Type 12 element of ponatinib with the
Type II motif of a potent KIT" inhibitor, which was patented by IRM LLC
(W02013/033116A1)>*® inspired the synthesis of eleven compounds with inhibitory actiity
on KIT™. The analysis of the gained data allowed the identification of important structural

features of the molecules, which were crucial for the inhibition of KIT.

Another part of this thesis featured the examination of the possibility to target KIT
irreversibly to extend the drug target residence time and further improve the selectivity
profile towards KIT. KIT" was successfully targeted by one of the designed electrophile-
decorated compounds (35) as determined by mass spectrometry analysis. While mono-
labelling of the kinase was observed, the specific localisation of the modified amino acid
could not be verified by tandem MS. The collected data gave insights into the nucleophile-
electrophile compatibility and therefore hinted towards possible structural improvements

with respect to the design of compounds in a future design cycle.

In summary, using structure-based design, we developed inhibitors for various KIT

mutants, especially focusing on the ponatinib resistant secondary mutant KITV6>44,
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We observed increased inhibitory activity (7f) and an optimized inhibition profile
concerning selectivity to KIT (10). We also designed and synthesised a potent covalent
inhibitor for KIT (35) whose characterisation provided useful data for further optimisation
of covalent next generation KIT inhibitors. Taken together, these results will aid the

development of next generation inhibitors to target clinically relevant KIT mutants.
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6 Experimenteller Teil

6.1 Organische Synthese

6.1.1 Allgemeine Anmerkungen

Samtliche zur Herstellung und Isolierung der Intermediate und Zielverbindungen
verwendeten Losemittel und Chemikalien wurden, wenn nicht anders vermerkt, von den
Anbietern Acros, Fluka, Sigma-Aldrich Co., Alfa Aesar, Combiblocks, Apollo, Merck
KGaA, Deutero oder VWR bezogen und ohne weitere Aufarbeitung genutzt. Trockene
Losungsmittel wurden von kommerziellen Herstellern erhalten. Oxidations- sowie
hydrolyseempfindlichen Reaktionen wurden in Argon oder Stickstoff-Atmosphére in

ausgeheizten Glasapparaturen durchgefiihrt.

6.1.2 Materialien und Methoden

Die NMR Spektren wurden auf den Spektrometern von Bruker AV 400 (400 MHz fiir
'H- und 101 MHz fiir *C-NMR), AV 500 (500 MHz fiir '"H- und 125 MHz fiir *C-NMR),
AV 600 (600 MHz fiir '"H- und 151 MHz fiir *C-NMR), AV 700 (700 MHz fiir 'H- und
176 MHz fiir *C-NMR) durchgefiihrt. Die chemische Verschiebungen J sind jeweils in ppm
angegeben und beziehen sich auf die internen Standards fiir die Losungsmittel
Deuterochloroform (CDCl3, 6 = 7.26 ppm bzw. 6 = 77.16 ppm), Deutereodimethylsulfat
(DMSO-ds, 0 = 2.50 ppm bzw. ¢ = 39.52 ppm) und Deuteureomethanol (MeOD-d,, J =
3.34 ppm bzw. J = 49.86 ppm). Die Kopplungskonstanten J sind in Hertz (Hz) angegeben.
Die Spinmultiplizitédten der Protonenkopplungen In den "H NMR-Spektren wurden wie folgt
abgekiirzt:

(s) Singulett (bs)  breites Signulett
(d) Dublett (dd) Dublett von Dublett
(t) Triplett (td) Triplett von Dublett
(@) Quartett (m) Multiplett
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Hochaufgeloste Massenspektren (HRMS) wurden mit dem Spektrometer Thermo LTQ
Orbitrap gekoppelt an ein Accela HPLC-System (Sédule: Hypersil GOLD-Séule der Firma

Thermo Elecktron Co.) aufgenommen.

LC-MS-Messungen wurden auf dem Agilent Technologies 1100 HPLC-System (Saule:
Macherey Nagel CC 125/4 Nucleodur C18 Gravity 3 um) sowie einem Agilent 1200 HPLC-
System mit UV Detektion bei 210 nm (Séule: Agilent Eclipse XDB-C18 4.6 mm % 150 mm)

aufgenommen.

Die Auswertung der Spektren erfolgte mit der Software MestReNova der Firma
Mestrelab Research (Version 6.0.3-5604). Die Auswertung der LC-MS-Spektren wurde mit
der Software XcaliburTM (Thermo Fisher Scientific Inc., Version 2.0.7) durchgefiihrt.

Die Aufreinigung von bis zu 100 mg Rohprodukt wurde mittels einer priparativen
HPLC-Agilent 1200 HPLC-Anlage (Sdule VP 125/21 Nucleodur C18 der Firma Macherey-
Nagel; Wellenldngendetektion zwischen A = 210-254 nm) durchgefiihrt. Fiir groBere
Ansitzen (Multigrammma@stab) erfolgten die chromatographischen Trennungen an einer
Flash Chromatographie-Anlage (Biotage Isolera One; Wellenldngendetektion bei A =
254 nm und 280 nm). Verwendet wurden C4- und C18-Saulen (Biotage SNAP, SNAP Ultra,
ZIP Sphere oder ZIP-KP Sil der Firma Biotage in den GréBen: 5 g, 10 g, 25 gund 120 g
bzw. Reveleris der Firma Grace in den GroBlen: 4 g, 12 g, 24 g, 40 g, 80 g, 120 g und 330 g).

Die priparativen Diinnschichtchromatographien (prep: TLC) die Aufreinigung von
bis zu 1 g Rohprodukt wurde auf Glas-DC-Platten der Firma ANALTECH (Silica gel GF;
UV254; 20x20 cm; 1000 micron) durchgefiihrt.

Die Diinnschichtchromatographien wurden auf Aluminium-DC-Platten der Firma
Merck (Kieselgel 60 mit Fluoreszensindikator F254) durchgefiihrt. Die Aufreinigung mittels
Sdulenchromatographie wurde mit Kieselgel (Partikelgroflie 40 — 60 pm) der Firma VWR
durchgefiihrt.
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Die Alpha 2—4 Dplus Gefriertrocknungsanlage der Firma Christ wurde fiir die

Trocknung der Produkte verwendet.

6.2 Synthesevorschriften und Charakterisierung der Verbindungen

6.2.1 Synthese reversibler KIT-Inhibitoren

6.2.1.1 1-Methyl-4-(4-nitro-2-(trifluoromethyl)benzyl)piperazin (3a).

Die Synthese von 3a unter Verwendung von 1-Methyl-4-nitro-2-(trifluormethyl)benzol
als  Ausgangsmaterial ~ wurde  bereits  zuvor  beschrieben.?””  4-Nitro-2-
(trifluormethyl)benzaldehyd (3 g, 0.013 mol) und 1-Methylpiperazin (1.37 g, 0.013 mol)
wurden bei rt in THF (48 ml) gelost. Dann wurden Na(OAc);BH (4 g, 0.0190 mol) und
Essigsdure (1,6 g, 0.026 mol) zu der Losung zugegeben. Nach 2 h waren die Edukte
vollstindig umgesetzt und die Suspension wurde mit geséttigter wissriger NaHCO3 -Losung
(50 ml) gequencht und die wéssrige Phase mit DCM (4 x 15 ml) extrahiert. Die vereinigten
organischen Phasen wurden iiber Na>xSO4 getrocknet und die fliichtigen Bestandteile unter
vermindertem Druck entfernt. Durch sdulenchromatographische Reinigung des Rohprodukts
(1-10 % MeOH/DCM) konnte das gewiinschte Produkt als orangefarbenen Feststoff (2.7 g,

0.01 mol, 66 %)isoliert werden. Die analytischen Daten stimmen mit der Literatur tiberein®’®

'"H NMR (500 MHz, CDCls) 6 8.45 (d, J = 2.3 Hz, 1H), 8.33 (dd, J = 8.6, 2.3 Hz, 1H),
8.07 (d, J =8.6 Hz, 1H), 3.72 (s, 2H), 2.45 (br, 8H), 2.28 (s, 3H); *C NMR (126 MHz,
CDCl3) 0 146.56, 145.92, 131.64, 130.01, 129.75, 126.47, 124.28, 122.10, 57.82, 55.15,
53.22, 46.03. LCMS (ESI-MS): Berechnet: 304.29 fiir Ci13H;7F3N30, [M+H'], Gefunden:
304.26.
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6.2.1.2 4-((4-Methylpiperazin-1-yl)methyl)-3-(trifluoromethyl)anilin (4a).

Zu einer Losung von 1-Methyl-4-(4-nitro-2- (trifluormethyl)benzyl)piperazin (2.6 g,
8.57 mmol) in EtOH (20 ml) wurde Pd/C (256 mg, 2.41mmol) zugegeben. Die Suspension
wurde 16 h bei rt unter H> Atmosphére geriihrt. Nach Filtration wurde das Filtrat unter
vermindertem Druck konzentriert und das gewiinschte Produkt (4a) konnte als hellgelber
Feststoff (2.3 g, 8.41 mmol, 98 %) erhalten. Die analytischen Daten stimmen mit der

Literatur iiberein.2%!

'"H NMR (500 MHz, MeOD-dy) 6 7.38 (d, J = 8.4 Hz, 1H), 6.97 (d, J = 2.4 Hz, 1H), 6.84
(dd, J= 8.3, 2.3 Hz, 1H), 4.87 (s, 2H), 3.50 (s, 2H), 2.71 — 2.30 (br, 8H), 2.27 (s, 3H);
BCNMR (126 MHz, MeOD) ¢ 148.59, 133.23, 130.57, 130.34, 127.15, 125.62, 124.98,
118.87, 58.98, 55.90, 45.94. LCMS (ESI-MS): Berechnet: 274.31 fiir Ci13H;9F3N3 [M+H"],
Gefunden: 274.09.
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6.2.1.3  4-lodo-3-methyl-N-(4-((4-methylpiperazin-1-yl)methyl)-3-
(trifluoromethyl)phenyl)benzamid (5a).

EDC*HCI (1.75 g, 9 mmol), N, N-Diisopropylethylamin (4.2 ml, 24.6 mmol), DMAP
(10 mg, 0.08 mmol) und HOBt (1.2 g, 9 mmol) wurden zu einer Losung von 4-iodo-3-
methylbenzoesdure (2.36 g, 9 mmol) in DMF (25 ml) gegeben. Das Reaktionsgemisch
wurde 30 min bei rt geriihrt. Dann wurde 4a (2.24 g, 8:2 mmol) hinzugegeben und die
Reaktion fiir 24 h bei rt gertihrt.
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Nach vollstindigem Verbrauch des Edukts wurde das Reaktionsgemisch mit EtOAc
(15 ml) verdiinnt und mit Wasser (10x10 ml) gewaschen. Die organische Phase wurde {iber
NazS04 getrocknet und die fliichtigen Bestandteile unter vermindertem Druck entfernt. Nach
der sdaulenchromatographischen Reinigung (1-10 % MeOH/DCM) wurde das gewiinschte
Produkt als cremefarbener Schaum (3 g, 6 mmol, 70 %) isoliert. Die analytischen Daten

stimmen mit der Literatur iiberein?°!

'"HNMR (500 MHz, MeOD-ds) 6 10.28 (s, 1H), 8.38 (d, J= 1.8 Hz, 1H), 8.10 (d,
J=2.1Hz, 1H), 7.90 (dd, J = 8.5, 2.0 Hz, 1H), 7.85 (dd, J=7.9, 1.8 Hz, 1H), 7.73 (d,
J =8.5Hz, 1H), 7.42 — 7.39 (m, 1H), 3.64 (s, 2H), 2.54 (br, 8H), 2.48 (s, 3H), 2.30 (s, 3H);
BCNMR (126 MHz, MeOD) ¢ 147.13, 139.30, 139.21, 134.98, 132.54, 130.83, 128.70,
125.06, 119.32, 119.26, 101.36, 58.95, 56.00, 45.97, 30.78, 28.42. HRMS (ESI-MS):
Berechnet: 518.09107 fiir C21H24ON3F3I [M+H'], Gefunden: 518.09063.

6.2.14 1-Methyl-4-(4-nitrobenzyl)piperazin (3b)

Zu einer Suspension von para-Nitrobenzaldehyd (3 g, 19.87 mmol) in THF (48 ml)
wurden 1-Methylpiperazin (2.22 ml, 19.87 mmol) und Essigsdure (2 ml, 27.38 mmol)
gegeben. Das Reaktionsgemisch wurde 30 min bei rt geriihrt und anschlieBend Na(OAc);BH
(5.4 g, 25.61 mmol) zugegeben und das Riithren wurde weitere 12 h bei rt fortgesetzt. Die
Reaktionsmischung wurde mit geséttigter wissriger NaHCO3-Losung (50 ml) gequencht
und mit EtOAc (3x50 ml) extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden iiber
MgSO;4 getrocknet und die fliichtigen Bestandteile unter vermindertem Druck entfernt.
Durch sdulenchromatographische Reinigung (1-5 % MeOH/DCM) wurde das gewiinschte
Produkt als braun-orangefarbener Feststoff (3.78 g, 16,09 mmol, 81 %) erhalten. Die

analytischen Daten stimmen mit der Literatur iiberein.?’¢
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'H NMR (500 MHz, DMSO-ds) 6 8.17 (d,.J = 8.7 Hz, 2H), 7.56 (d, J = 8.7 Hz, 2H), 3.57
(s, 2H), 2.38 (br, 8H), 2.17 (s, 3H); 3C NMR (126 MHz, DMSO-ds) & 146.72, 146.53,
129.59, 123.28, 60.95, 54.47, 52.32, 45.40. HRMS (ESI-MS): Berechnet: 236.13935 fiir
Ci2H13N30;2 [M+H"]. Gefunden: 236.13857.

6.2.1.5  4-((4-Methylpiperazin-1-yl)methyl)anilin (4b)

Zu einer Losung von 3b (2 g, 8.57 mmol) in THF (7 ml) wurden MeOH (28 ml), Wasser
(7 ml), NH4Cl (3,65 g, 68,16 mmol) und Eisenstaub (2.38 g, 42.6 mmol) hinzugefiigt. Die
Suspension wurde 3 h bei 90 °C geriihrt. Nach vollstindiger Umsetzung des Edukts wurde
die Reaktion auf rt abgekiihlt und mit geséttigter wissriger NaHCO;-Losung (50 ml)
gequencht. Die wissrige Phase wurde mit EtOAc (340 ml) und 10 % MeOH/DCM
(3%40 ml) extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden tiber Na>SO4 getrocknet
und die fliichtigen Bestandteile unter vermindertem Druck entfernt, um 4b als braunen
Feststoff zu erhalten (1.7 g, 8.29 mmol, 97 %). Die analytischen Daten stimmen mit der

Literatur iiberein?”’.

'"H NMR (500 MHz, MeOD-dy) 6 7.05 (d, J = 8.4 Hz, 2H), 7.58 (d, J = 8.4 Hz, 2H), 3.40
(s, 2H), 2.46 (b, 8H), 2.26 (s, 3H). HRMS (ESI-MS): Berechnet: 206.16517 fiir C12H20N3
[M+H"]. Gefunden: 206.16415.
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6.2.1.6  4-lodo-3-methyl-N-(4-((4-methylpiperazin-1-yl)methyl)phenyl)benzamid
(Sb)

4b (1.7 g, 8,29 mmol), HATU (3.65 g, 9.6 mmol) und DIPEA (2.3 ml, 42.6 mmol)
wurden in DCM (14 ml) suspendiert und die Reaktion fiir 30 min bei rt geriihrt. Dann wurde
3-lod-4-methylbenzoesdure (2.34 g, 9.12 mmol) zugegeben und das Reaktionsgemisch
wurde 12 h bei rt geriihrt. Die Reaktion wurde mit gesattigter wéssriger NaHCO3-Losung
(50 ml) gequencht und mit 10 % MeOH/DCM (4x25 ml) extrahiert. Die vereinigten
organischen Phasen wurden iiber Na;SO4 getrocknet und die fliichtigen Bestandteile unter
vermindertem Druck entfernt. Die Reinigung erfolgte mittels Flash Chromatographie (1-
12 % MeOH/DCM+1 % NH3). Sb wurde in Form eines cremefarbenen Feststoffs (3.3 g,
7.33 mmol, 88 %) isoliert.

'"HNMR (500 MHz, DMSO-ds) 68.40 (s, 1H), 7.89 (d, J=8.7Hz, 1H), 7.69 (d,
J = 8.2 Hz, 2H), 7.46 (d, J = 8.7 Hz, 2H), 7.25 (d, J = 8.2 Hz, 1H), 3.42 (s, 2H), 2.44 (s,
3H), 2.37 (b, 8H), 2.19 (s, 3H); *C NMR (126 MHz, DMSO-ds) J 163.50, 144.54, 137.74,
137.39, 134.05, 133.46, 129.67, 129.02, 127.65, 120.19, 109.07, 101.08, 61.52, 54.52, 52.19,
4542, 45.29, 27.48. HRMS (ESI-MS): Berechnet: 450.10368 fiir C20H2sIN3O [M+H'].
Gefunden: 450.10497, Berechnet: 472.08563 fiir CyoH24IN3Na [M+Na']. Gefunden:
472.08589.
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6.2.1.7  1-(2-Fluoro-4-nitrobenzyl)-4-methylpiperazin (3c)
1-(Brommethyl)-2-fluor-4-nitrobenzol wurde wie bereits beschrieben synthetisiert.’> 1-
(Brommethyl)-2-fluor-4-nitrobenzol (3 g, 13 mmol) wurde in 1-Methylpiperazin (6 ml)
gelost und die Reaktion 3 h bei rt geriihrt. Die Reaktionsmischung wurde mit geséttigter
wiassriger NaHCO3-Losung (50 ml) gequencht und mit EtOAc (4%25 ml) extrahiert. Die
vereinigten organischen Phasen wurden iiber Na;SOs getrocknet und die fliichtigen
Bestandteile unter vermindertem Druck entfernt. Die sdulenchromatographische Reinigung
(1-10 % MeOH/DCM) lieferte 3¢ als orangenen Feststoff (1.69 g, 6.6 mmol, 54 %). Die

analytischen Daten stimmen mit der Literatur iiberein.?’®

'"H NMR (500 MHz, DMSO-ds) 6 8.04 —7.98 (m, 2H), 7.69 — 7.62 (m, 1H), 3.55 (s, 2H),
2.13 (b, 8H), 2.08 (s, 3H), 3C NMR (126 MHz, DMSO-ds) J 168.27, 132.03, 119.36,
111.03, 110.81, 55.89, 52.43, 48.58, 45.34. HRMS (ESI-MS): Berechnet: 254.12993 fiir
Ci2H17N302F [M+H"]. Gefunden: 254.13070.

6.2.1.8  3-Fluoro-4-((4-methylpiperazin-1-yl)methyl)anilin (4c)

3¢ (900 mg, 3.56 mmol) wurde in EtOH (6 ml) geldst und in einer H-Cubes®-Apparatur
zur Reduktion iiber eine 10 % Pd/C-Kartusche mit in situ erzeugtem H> behandelt. Das
Losungsmittel wurde unter vermindertem Druck entfernt und das gewiinschte Produkt 4c
wurde als weiler Feststoff erhalten (706 mg, 3.17 mmol, 89 %). Die analytischen Daten

stimmen mit der Literatur iiberein. 278
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'"H NMR (500 MHz, MeOD-d,) 8 7.03 (t,J = 8.3 Hz, 1H), 6.46 (dd, J = 8.2, 2.1 Hz, 1H),
6.39 (dd,J = 12.2,2.0 Hz, 1H), 3.48 (s, 2H), 2.48 (b, 8H), 2.27 (s, 3H); 3C NMR (126 MHz,
MeOD-dy) 6 133.94, 133.89, 125.06, 111.74, 102.32, 102.11, 58.33, 55.47, 52.89, 45.66.
HRMS (ESI-MS): Berechnet: 224.15575 fiir C12HioN3F [M+H"]. Gefunden: 224.15654.

6.2.1.9  N-(3-Fluoro-4-((4-methylpiperazin-1-yl)methyl)phenyl)-4-iodo-3-
methylbenzamid (5¢)

Zu einer Suspension des primédren Amins 4¢ (0.72 g, 3.21 mmol) in THF (8 ml) wurden
PyClock (1.98 g, 3.57 mmol) und DIPEA (1.1 ml, 6.42 mmol) gegeben. Das
Reaktionsgemisch wurde 30 min bei rt geriihrt, bevor 3-lod-4-methylbenzoesédure (0.92 g,
3.52 mmol) zugegeben wurde. Das Riithren wurde fiir weitere 12 h fortgesetzt. Die Reaktion
wurde mit geséttigter wiéssriger NaHCO3-Losung (50 ml) gequencht und mit 10 %
MeOH/DCM (4x25 ml) extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden {iber
NazS04 getrocknet und die fliichtigen Bestandteile unter vermindertem Druck entfernt. Die
sdulenchromatographische Reinigung (1-10 % MeOH / DCM + 1 % NH3) lieferte das
gewiinschten Produkt Sc als hellgelben Feststoff (0.73 g, 1.57 mmol, 49 %).

'"H NMR (500 MHz, MeOD-dy) 6 8.36, (d, J = 1.8, 1H) 7.83 (dd, J = 7.9, 1.8 Hz, 1H),
7.66 (dd, J = 12.2, 1.9 Hz, 1H), 7.46 — 7.38 (m, 2H), 7.36 (t, J = 8.3 Hz, 1H), 3.62 (s, 2H),
2.80 (br, 4H), 2.65 (br, 4H), 2.50 (s, 3H), 2.48 (s, 3H); '3*C NMR (126 MHz, MeOD-dy)
0 166.76, 163.58, 161.64, 146.97, 139.20, 135.08, 133.11, 130.72, 128.59, 120.33, 117.30,
108.94, 101.28, 55.82, 55.28, 52.17, 44.97, 28.32. HRMS (ESI-MS): Berechnet: 468.09426
fiir C20H24N3OFI [M+H"]. Gefunden: 468.09567, Berechnet: 490.07620 fiir C20H23N3FINa
[M+Na"]. Gefunden: 490.07725.
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6.2.1.10 2-Ethyl-3-iodobenzoesiure (11f)

n-Butyllithium (1.5 M in Hexan, 18.1 ml, 28,6 mmol) wurde tropfenweise zu einer
Losung von Diisopropylamin (4 ml, 28.6 mmol) in THF (57 ml) unter Eiskiihlung gegeben
und 30 min geriihrt. Nachdem das Reaktionsgemisch auf -50 °C abgekiihlt worden war,
wurde eine Losung von 3-lod-2-methylbenzoesdure (2.5 g, 9.55 mmol) in THF (19 ml)
zugegeben. Die resultierende Reaktionsmischung wurde fiir 1 h geriihrt. Anschlieend
wurde lodmethan (4.75 ml, 76.5 mmol) zugefiigt und die Temperatur wurde von -50 °C auf
-20 °C iiber 1 h erhoht. Die Reaktionsmischung wurde in 1 M Salzsdure (100 ml) gegossen
und mit EtOAc (3%25 ml) extrahiert. Die organische Phase wurde nacheinander mit 1 M
Salzsdure (3x25 ml), Wasser (2x25ml) und gesittigter Kochsalzlosung (2x25 ml)
gewaschen und iiber Na;SO4 getrocknet. Das Losungsmittel wurde unter vermindertem
Druck entfernt, um 3-lIod-2-ethylbenzoesdure als einen cremefarbenen Feststoff (2.6 g,

95 %) zu erhalten. Die analytischen Daten stimmen mit der Literatur tiberein®”.

'"H NMR (500 MHz, DMSO-ds) 6 13.19 (s, 1H), 8.01 (dd, J = 7.8, 1.0 Hz, 1H), 7.69 (dd,
J=17.7,1.0Hz, 1H), 7.03 (t,J = 7.8 Hz, 1H), 2.98 (q, J = 7.4 Hz, 2H), 1.12 (t, / = 7.4 Hz,
3H). 3C NMR (126 MHz, DMSO-ds) 6 168.45, 144.68, 142.07, 129.53, 127.72, 102.77,
39.52,31.17, 14.26. LCMS (ESI-MS): Berechnet: 277.08 fiir CoH10IO2 [M+H"]. Gefunden:
277.97.
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6.2.1.11 2-Ethyl-3-iodo-/V-(4-((4-methylpiperazin-1-yl)methyl)-3-
(trifluoromethyl)phenyl)benzamide (5f)

4a (250 mg, 0.92 mmol), HATU (402 mg, 1.06 mmol) und DIPEA (0.8 ml, 4.69 mmol)
wurden in DCM (3 ml) gelost und die Reaktion fiir 30 min bei rt geriihrt. Dann wurde 3-
Ethyl-4-iodbenzoesdure (279 mg, 1.01 mmol) zugegeben und das Reaktionsgemisch wurde
12 h bei rt geriihrt. Die Reaktion wurde mit geséttigter wéssriger NaHCO3-Losung (20 ml)
gequencht und mit EtOAc (4x5 ml) extrahiert. Die vereinigten organischen Schichten
wurden tiber NaxSO4 getrocknet und die fliichtigen Bestandteile wurden unter vermindertem
Druck entfernt. Reinigung Die sdulenchromatographische Reinigung (1-10 % MeOH/DCM)
ergab 5f als einen beigefarbenen Feststoff (356.6 mg, 0.67 mmol, 73 %).

'"H NMR (600 MHz, MeOD-dy) 6 8.10 (d, J = 1.9 Hz, 1H), 7.98 (d, J = 7.8 Hz, 1H), 7.92
(dd, J=8.4, 1.8 Hz, 1H), 7.77 (d, J=8.5Hz, 1H), 7.44 (d, J= 7.4 Hz, 1H), 7.03 (t,
J=17.7Hz, 1H), 3.79 (s, 2H), 3.31 (br, 4H), 2.93 (q, 2H), 2.91 (s, 3H), 2.62 (br, 4H), 1.21
(t, J=7.5Hz, 3H). °C NMR (151 MHz, MeOD- ds) 6 170.71, 144.88, 142.81, 139.81,
139.16, 133.14, 132.79, 129.00, 128.42, 126.67, 124.86, 124.61, 116.53, 102.32, 58.29,
55.06, 51.14, 49.00, 43.61, 32.63, 15.23. HRMS (ESI-MS): Berechnet: 532.10587 fiir
C22H26N3OF31 [M+H"]. Gefunden: 532.10587.
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6.2.1.12 2-Fluoro-3-iodo-4-methylbenzonitril (18)

n-Butyllithium (2.5 M in Hexan, 10.20 ml, 25.43 mmol) wurde langsam zu einer Losung
von 2,2,6,6-Tetramethylpiperidin (4.72 ml, 27.97 mmol) in THF (30 ml) bei -70 °C gegeben
und die Mischung bei -50 ° C geriihrt. Nach 50 min wurde 2-Fluor-4-methylbenzonitril
(2.76 g, 16.95 mmol) zu der Reaktionsmischung bei -70 °C hinzugegeben und die Reaktion
wurde bei -50 °© C weitergeriihrt. Nach 50 min wurde lodid (6.02 g, 23.73 mmol) in THF
(10 ml) zu der Reaktionsmischung bei -70 °C zugegeben die Reaktion langsam auf rt
erwdrmt. Nach 3 stliindigem rithren bei rt wurde gesittigte wissrige NaHCO3-Losung
(150 ml) zu der Reaktion zugegeben und die Reaktionsmischung wurde mit EtOAc
(3%x50 ml) extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden mit geséttigter
NaCl-Losung (100 ml) gewaschen, liber Na;SO4 getrocknet und die fliichtigen Bestandteile
unter vermindertem Druck entfernt. Die Reinigung des Rohprodukts durch Flash-
Chromatographie (95:5 Hexane/EtOAc bis 8:2 Hexane/EtOAc) ergab das gewiinschte
Produkt als hellgelben Feststoff (3 g, 11,5 mmol, 68 %). Die analytischen Daten stimmen

mit der Literatur iiberein.?!!

'H NMR (500 MHz, CDCl) & 7.48 (dd, J = 7.7, 6.7 Hz, 1H), 7.15 (d, J = 7.9 Hz, 1H),
2.55 (s, 3H). B3CNMR (126 MHz, CDCI3) ¢ 163.11, 161.09, 150.74, 132.53, 125.69,
113.39, 88.76, 77.16, 28.72.
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6.2.1.13  2-Fluoro-3-iodo-4-methylbenzoesiure (11g)

Schwefelsdure (60 %, 5 ml, 31.4 mmol) wurde langsam zu einer geriihrten Losung von
2-Fluor-3-iod-4-methylbenzonitril (18) (1 g, 3.83 mmol) in Dioxan (5 ml) gegeben und das
Reaktionsgemisch anschlieBend auf 115 °C erhitzt. Nach 48 h wurde die Reaktion auf rt
abgekiihlt und in Eiswasser gegossen. Die wéssrige Phase wurde mit EtOAc (3x50 ml)
extrahiert, und die vereinigten organischen Phasen mit Wasser (2x50 ml) und geséttigter
NaCl-Losung (2x50 ml) gewaschen, iiber NaSOs; getrocknet und die fliichtigen
Bestandteile wurden unter vermindertem Druck entfernt, um das gewiinschte Produkt als
weiller fester Feststoff (965.1 mg, 3.44 mmol, 90 %) erhalten. Die analytischen Daten

stimmen mit der Literatur iiberein.28°

'H NMR (500 MHz, DMSO-ds) 6 13.32 (s, 1H), 7.75 (t, J=7.8 Hz, 1H), 7.27 (d,
J=8.0Hz, 1H), 2.47 (s, 3H). 3C NMR (126 MHz, DMSO) § 164.38, 160.71, 158.57,
149.06, 131.41, 125.59, 117.13, 39.52, 27.85. LCMS (ESI-MS): Berechnet: 281.04 fiir
CsH7FI10, [M+H"]. Gefunden: 281.09.
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6.2.1.14  2-Fluoro-3-iodo-4-methyl-/V-(4-((4-methylpiperazin-1-yl)methyl)-3-
(trifluoromethyl)phenyl)benzamid (5d)

4a (250 mg, 0.92 mmol), HATU (402 mg, 1.06 mmol) und DIPEA (0.8 ml, 4.69 mmol)
wurden in DCM (3 ml) gelost und 30 min bei rt geriihrt. Dann wurde 2-Fluor-3-iod-4-
methylbenzoesdure (283 mg, 1.01 mmol) zugegeben und das Reaktionsgemisch wurde 12 h
bei rt geriihrt. Die Reaktion wurde mit gesittigter wéssriger NaHCO;-Losung (50 ml)
gequencht und mit EtOAc (4%5 ml) extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden
iiber NaxSOs getrocknet und die fliichtigen Bestandteile wurden unter vermindertem Druck
entfernt. Die sdulenchromatographische Reinigung (1-10 % MeOH/DCM) lieferte Sd als
beigefarbenen Feststoff (260.8 mg, 0,49 mmol, 53 %).

'"H NMR (600 MHz, MeOD-dy) 6 8.11 (d,J = 1.7 Hz, 1H), 7.94 (dd, J = 8.4, 1.5 Hz, 1H),
7.77 (d, J = 8.5 Hz, 1H), 7.60 (t, J = 7.5 Hz, 1H), 7.27 (d, J = 7.9 Hz, 1H), 3.78 (s, 2H),
3.31 (br, 4H), 3.01 (br, 4H), 2.91 (s, 3H), 2.55 (s, 3H). *C NMR (151 MHz, MeOD-dy)
0 165.00, 160.63, 159.05, 149.24, 139.59, 133.02, 130.83, 130.81, 130.58, 130.38, 126.70,
124.79, 122.93, 122.81, 89.94, 58.26, 55.07, 51.13, 49.00, 43.59, 28.34. HRMS (ESI-MS):
Berechnet: 536.08164 fiir C21H23N3OF4I [M+H"]. Gefunden: 536.08234.
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6.2.1.15  2,4-Dimethyl-N-(4-((4-methylpiperazin-1-yl)methyl)-3-
(trifluoromethyl)phenyl)benzamid (5g)

4a (250 mg, 0.92 mmol), HATU (402 g, 1.06 mmol) und DIPEA (0.8 ml, 4.69 mmol)
wurden in DCM (3 ml) gelost und 30min bei rt geriihrt. Dann wurde 2,4-
Dimethylbenzoesdure (151.5 mg, 1.01 mmol) zugegeben und das Reaktionsgemisch wurde
fiir 12 h bei rt geriihrt. Die Reaktion wurde mit gesittigter wassriger NaHCO3-Losung
(50 ml) gequencht und mit EtOAc (4x5 ml) extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen
wurden tiber NaxSO4 getrocknet und die fliichtigen Bestandteile wurden unter vermindertem
Druck entfernt. Durch Reinigung mittels Flash Chromatographie (1-10 % MeOH/DCM)
wurde Sg als beigefarbener Feststoff (319.9 mg, 0.79 mmol, 86 %) isoliert.

'H NMR (600 MHz, CDsCN) & 8.82 (s, 1H), 8.15 (s, 1H), 7.94 — 7.86 (m, 1H), 7.77 (d,
J=18.5Hz, 1H), 7.30 (t, J = 7.4 Hz, 2H), 7.19 (t, J = 7.6 Hz, 1H), 3.99 (s, 2H), 3.36 (br,
4H), 3.05 (br, 4H), 2.80 (s, 3H), 2.32 (s, 3H), 2.31 (s, 3H). 13C NMR (151 MHz, CDsCN) §
170.07, 140.18, 137.79, 135.19, 133.45, 132.16, 130.29, 129.94, 128.71, 126.41, 125.56,
123.79, 118.26, 116.12, 57.38, 53.32, 50.05, 43.53, 20.07, 16.39. HRMS (ESI-MS):
Berechnet: 406.21062 fiir C2Ho7N3OF:I [M+H']. Gefunden: 406.21081.
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6.2.1.16 3-lodo-2-methyl-N-(4-((4-methylpiperazin-1-yl)methyl)-3-
(trifluoromethyl)phenyl)benzamid (5e)

4a (250 mg, 0.92 mmol), HATU (402 mg, 1.06 mmol) und DIPEA (0.8 ml, 4.69 mmol)
wurden in DCM (3 ml) gelost und 30 min bei rt gerithrt. Dann wurde 3-lod-2-
methylbenzoesdure (265 mg, 1.01 mmol) zugegeben und das Reaktionsgemisch wurde 12 h
bei rt geriihrt. Die Reaktion wurde mit geséttigter wassriger NaHCO;-Losung gequencht und
mit EtOAc (4x5 ml) extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden iiber Na;SO4
getrocknet und die fliichtigen Bestandteile wurden unter vermindertem Druck entfernt. Die
sdulenchromatographische Reinigung (1-10 % MeOH/DCM) lieferte Se als beigefarbenen
Feststoff (333.6 mg, 0.64 mmol, 70 %).

'H NMR (600 MHz, MeOD-d)  8.09 (d, J = 1.7 Hz, 1H), 7.98 (d, J = 7.8 Hz, 1H), 7.76
(dd, J =8.0, 4.7 Hz, 2H), 7.45 (d, J = 7.4 Hz, 1H), 7.03 (t, J = 7.7 Hz, 1H), 3.70 (s, 2H),
2.89 (br, 4H), 2.62 (br, 4H), 2.58 (s, 3H), 2.51 (s, 3H). *C NMR (151 MHz, MeOD-d;)
0 170.66, 142.07, 139.90, 139.32, 139.27, 132.82, 128.69, 128.20, 128.11, 124.42, 118.57,
103.49, 58.56, 55.46, 52.38, 44.75, 25.98. LCMS (ESI-MS): Berechnet: 518.34 fiir
C21H24F3IN3O [M+H"]. Gefunden: 518.22.
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6.2.1.17 3-Ethynyl-4-methyl-N-(4-((4-methylpiperazin-1-yl)methyl)-3-

(trifluoromethyl)phenyl)benzamid (6a)

Trimethylsilylacetylen (0.1 ml, 3 mmol), Iodamid 5a (150 mg, 0,3 mmol) und
Diisopropylamin (127 pl, 0.9 mmol) wurden in CH3CN (5ml) gelost. Die
Reaktionsmischung wurde 15 min bei Raumtemperatur mit Argon entgast.
Bis(triphenylphosphin)palladium(Il)dichlorid (21 mg, 0.03 mmol) und Cu(D)I (5.7 mg,
0.03 mmol) wurden zu der Reaktion gegeben. Die Reaktionsmischung wurde dann 6 h bei
80 °C geriihrt, dann auf 30 °C abgekiihlt und TBAF (1 M in THF, 0.9 ml, 0.9 mmol) wurde
hinzugegeben. Nach Riihren fiir 1 h bei rt wurde die Reaktion iiber Celite® filtriert und das
Losungsmittel wurde unter vermindertem Druck entfernt. Das Rohprodukt wurde dann
durch préparative DC (5 % MeOH/DCM) gereinigt. Das Produkt wurde danach durch
praparative HPLC gereinigt, um das gewiinschte Produkt als weilen Feststoff (109.5 mg,

0.26 mmol, 88 %) zu erhalten. Die analytischen Daten stimmen mit der Literatur {iberein. 28!

'"H NMR (600 MHz, CDCl3) 6 10.32 (s, 1H), 8.18 (s, 1H), 7.98 (dd, J 3.9, 2.1 Hz, 1H),
7.93(m, 1H), 7.79 (dd, J = 8.0, 1.9 Hz, 1H), 7.68 (d, J = 8.3 Hz, 1H), 7.35 (d, J = 8.0 Hz,
1H), 3.86 (s, 2H), 3.49 (br, 4H), 3.36 (s, 1H), 3.11 (br, 4H), 2.81 (s, 3H), 2.52 (s, 3H).
BCNMR (151 MHz, CDCls) 6 165.16, 162.41, 162.17, 145.67, 138.30, 132.48, 131.76,
131.14, 130.33, 130.13, 129.31, 127.72, 124.82, 123.58, 123.00, 122.92, 118.38, 118.34,
82.47,81.30,77.16, 53.22,20.72. HRMS (ESI-MS): Berechnet: 415.18668 fiir C23H25F3N30
[M+H"]. Gefunden: 415.18721.
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6.2.1.18 Allgemeine Arbeitsvorschrift 1 (AAV 1): Sonogashira-Reaktion zur

Generierung der Alkinbausteine

Mehrmals verwendete Reaktionsvorschriften werden im Folgenden aufgefiihrt. Die
angegebenen Mengen entsprechen dabei den eingesetzten Verhiltnissen der Reaktanden in
den  durchgefiihrten = Reaktionen. = Abweichungen in den  Mengenangaben,
Reaktionsbedingungen oder Aufarbeitungsschritten sind entsprechen in den detaillierten

Synthesebeschreibungen vermerkt.

Arylbromide 22a-1 (1 eq.), TMSA (20 eq.) und Diisopropylamin (3 eq.) wurden in
CH3;CN  gelost. Die Mischung wurde 15min bei rt mit Argon entgast.
Bis(triphenylphosphin)palladium(II)dichlorid (10 mol%) und Cu(I)I (5-10 mol%) wurden
zu der Reaktion gegeben. Das Reaktionsgemisch wurde 12 h bei 80 °C geriihrt, tiber LCMS
und GCMS auf Vollstidndigkeit des Reaktionsumsatzes gepriift, anschlieBend iiber Celite®
filtriert und das Losungsmittel unter vermindertem Druck entfernt. Die erhaltenen

silylgeschiitzten Alkinbausteine 21a-1 wurden ohne weitere Aufreinigung eingesetzt

6.2.1.19 Allgemeine Arbeitsvorschrift 1 (AAYV 2): Sonogashira-Reaktion

Die silylgeschiitzte Alkinbausteine 21a-l1 (5 eq.), die entsprechenden lodamide 5a-g
(1 eq.) und Diisopropylamin (3 eq.) wurden in CH3CN gelost. Die Mischung wurde 15 min
bei rt mit Argon entgast. Bis(triphenylphosphin)palladium(II)dichlorid (10 mol%) und
Cu(DI (5-10 mol%) wurden zu der Reaktion gegeben. Die Reaktionsmischung wurde dann
30 min auf 60 °C erhitzt, dann auf 30 °C abgekiihlt und TBAF (3Aq.) zugegeben. Das
Reaktionsgemisch wurde 12 h bei 80 °C geriihrt, anschlieBend iiber Celite® filtriert und das
Losungsmittel unter vermindertem Druck entfernt. Das Rohprodukt wurde dann mittels
priparativer DC oder Saulenchromatographie gereinigt. Das Endprodukt wurde des

Weiteren mittels préparativer HPLC gereinigt.
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6.2.1.20  4-Methyl-N-(4-((4-methylpiperazin-1-yl)methyl)-3-

(trifluoromethyl)phenyl)-3-(pyridin-2-ylethynyl)benzamid (7a)

Die Substanz 7a wurde wie in der AAV 2 beschrieben synthetisiert. Das gewlinschte

Produkt wurde als cremefarbener Feststoff erhalten (16 mg, 0.03 mmol, 5 %).

'"H NMR (500 MHz, MeOD-dy) 6 8.61 (d,J = 5.5 Hz, 1H), 8.46 (s, 1H), 8.19 (dd, J = 8.6,
2.0 Hz, 2H), 8.01 (dd, J = 8.5, 2.0 Hz, 2H), 7.95 — 7.90 (m, 1H), 7.79 (d, J = 8.5 Hz, 1H),
7.71 (d, J = 8.7 Hz, 1H), 7.48 (dd, J = 9.2, 8.8, 4.6 Hz, 1H), 3.78 (s, 2H), 3.22 (s, 4H), 2.83
(s, 3H), 2.76 (s, 4H), 2.65 (s, 3H). *C NMR (126 MHz, MeOD-d,) 6 166.62, 149.76, 145.19,
142.91, 137.69, 137.64, 132.62, 132.01, 131.60, 131.49, 130.17, 128.60, 127.83, 124.15,
123.83, 122.43, 92.51, 87.61, 57.31, 54.25, 50.32, 42.92, 19.91. HRMS (ESI-MS):
Berechnet: 493.22097 fiir C2sHosF3N4O [M+H']. Gefunden: 493.22236.

6.2.1.21 3-((5-(benzyloxy)pyridin-2-yl)ethynyl)-4-methyl-NV-(4-((4-methylpiperazin-
1-yl)methyl)-3-(trifluoromethyl)phenyl)benzamid (7b)

Die Substanz 7b wurde wie in der AAV 2 beschrieben synthetisiert. Das gewlinschte

Produkt wurde als weiller Feststoff erhalten (25 mg, 0.4 mmol, 22 %).

'H NMR (700 MHz, CDCl3) 6 8.37 (d, J = 2.2 Hz, 1H), 8.00 (s, 1H), 7.98 (dd, J = 15.0,
5.3 Hz, 1H), 7.92 (d, J = 6.0 Hz, 1H), 7.80 (dd, J = 7.9, 1.9 Hz, 1H), 7.71 (dd, J = 8.5,
2.3 Hz, 1H), 7,54 (d, J = 8.2 Hz, 1H) 7.47 (dd, J = 14.2, 5.3 Hz, 2H), 7.40 — 7.30 (m, 4H),
6.81 (d, J = 8.5 Hz, 1H), 5.41 (s, 2H), 3.63 (s, 2H), 2.92 (br, 8H), 2.77 (s, 3H), 2.56 (s, 3H).
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BCNMR (176 MHz, CDCl3) 6 165.28, 163.24, 150.18, 144.73, 141.33, 137.00, 132.05,
131.89, 130.49, 130.30, 128.67, 128.22, 128.18, 127.29, 124.97, 124.79, 123.82, 123.55,
123.26,113.15,111.33,91.61, 88.72,77.16, 68.13, 57.58, 53.95, 49.41,43.53, 21.05. HRMS
(ESI-MS): Berechnet: 599.26284 fiir C3sH34F3N4O, [M+H"]. Gefunden: 599.26462.

6.2.1.22  N-(4-((4-Aminopiperidin-1-yl)methyl)-3-(trifluoromethyl)phenyl)-3-((3-
methoxypyridin-2-yl)ethynyl)-4-methylbenzamid (7¢)

Die Substanz 7¢ wurde wie in der AAV 2 beschrieben synthetisiert. Das gewlinschte

Produkt wurde als braun-orangefarbener Feststoff (6 mg, 0.01 mmol, 8 %) erhalten.

'"H NMR (500 MHz, MeOD-d,) § 8.43 (d, J = 1.7 Hz, 1H), 8.18 (d, J = 3.9 Hz, 2H), 8.15
(d,J =2.0 Hz, 1H), 8.05—-7.97 (m, 1H), 7.94 — 7.88 (m, 1H), 7.79 (dd, J = 8.4, 4.7 Hz, 1H),
7.60 (d, J = 9.3 Hz, 1H), 7.50 (d, J = 8.1 Hz, 1H), 7.46 (dd, J = 8.1, 3.1 Hz, 1H), 4.02 (s,
2H), 3.77 (s, 3H), 3.16 (br, 4H), 2.79 (s, 3H), 2.74 (br, 4H), 2.67 (s, 3H). *C NMR
(126 MHz, MeOD-d,) 6 167.50, 145.91, 141.81, 139.33, 139.15, 138.89, 134.73, 134.69,
133.56, 133.34, 132.39, 131.94, 130.81, 130.46, 129.04, 128.34, 125.59, 124.90, 123.74,
120.00, 92.94, 90.17, 58.16, 56.31, 55.01, 51.41, 43.92, 28.03, 20.55. HRMS (ESI-MS):
Berechnet: 523.23154 fiir C2oH30F3N4O> [M+H"]. Gefunden: 523.23255.
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6.2.1.23  4-Methyl-N-(4-((4-methylpiperazin-1-yl)methyl)-3-
(trifluoromethyl)phenyl)-3-(pyridin-3-ylethynyl)benzamid (7d)

Die Substanz 7d wurde wie in der AAV 2 beschrieben synthetisiert. Das gewiinschte
Produkt wurde als beigefarbener Feststoff (13 mg, 0.03 mmol, 13 %) erhalten. Die

analytischen Daten stimmen mit der Literatur iiberein.?®?
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'"H NMR (500 MHz, MeOD-dy) 6 8.75 (s, 1H), 8.57 (d, J = 4.2 Hz, 1H), 8.18 — 8.15 (m,
2H), 8.03 (ddd, J = 8.5, 5.1, 1.8 Hz, 2H), 7.92 (dd, J = 8.0, 1.9 Hz, 1H), 7.78 (d, J = 8.5 Hz,
1H), 7.53 — 7.48 (m, 2H), 3.77 (s, 2H), 3.14 (s, 4H), 2.78 (s, 3H), 2.73 (s, 4H), 2.63 (s, 3H).
3C NMR (126 MHz, MeOD-dy) § 167.58, 152.34, 149.57, 145.71, 140.36, 139.53, 133.60,
133.09, 133.07, 132.64, 132.21,130.98, 129.17, 125.11, 123.85, 121.93,91.68, 91.14, 58.32,
55.20,51.63,43.93, 20.88, 20.83. HRMS (ESI-MS): Berechnet: 493.22097 fiir CogH23F3N4O
[M+H"]. Gefunden: 493.22194.
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6.2.1.24  3-((6-Aminopyridazin-3-yl)ethynyl)-4-methyl-/V-(4-((4-methylpiperazin-1-
yD)methyl)-3-(trifluoromethyl)phenyl)benzamid (7e¢)

Die Substanz 7e wurde wie in der AAV 2 beschrieben synthetisiert. Das gewiinschte
Produkt wurde als gelber Feststoff erhalten (3 mg, 0.006 mmol, 3 %). Die analytischen

Daten stimmen mit der Literatur iiberein.?%?

'"H NMR (500 MHz, DMSO-ds) 6 10.53 (s, 1H), 8.20 (dd, J = 11.8, 1.6 Hz, 2H), 8.08 (d,
J=8.4Hz, 1H), 7.93 (dd, J = 8.0, 1.7 Hz, 1H), 7.70 (d, J = 8.5 Hz, 1H), 7.51 (dd, J = 14.7,
8.7 Hz, 1H), 6.87 — 6.76 (m, 2H), 3.61 (s, 2H), 2.77 (br, 4H), 2.55 (s, 3H), 2.50 (br, 4H),
2.48 (s, 3H). *CNMR (126 MHz, DMSO-ds) J 164.57, 143.73, 138.32, 132.09, 131.48,
131.46, 131.33, 130.81, 130.56, 129.99, 129.97, 128.32, 127.69, 127.57, 127.33, 123.47,
121.78,117.30, 112.77,92.01, 87.44, 76.67, 56.89, 53.75, 51.03, 43.91, 20.32. HRMS (ESI-
MS): Berechnet: 509.22712 fiir C27H23F3N6O [M+H"]. Gefunden: 509.22828.
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6.2.1.25 3-((2-Aminopyrimidin-5-yl)ethynyl)-4-methyl-N-(4-((4-methylpiperazin-1-

yD)methyl)-3-(trifluoromethyl)phenyl)benzamid (7f)

Die Substanz 7f wurde wie in der AAV 2 beschrieben synthetisiert. Das gewlinschte
Produkt wurde als gelber Feststoff (2 mg, 0.004 mmol, 2%) erhalten. Die analytischen Daten

stimmen mit der Literatur iiberein.?%3

'"H NMR (700 MHz, MeOD-d,) 6 8.45 (s, 2H), 8.37 (s, 1H), 8.16 (s, 1H), 8.08 (s, 1H),
8.00 (d, /=83 Hz, 1H), 7.86 (d, J=7.9Hz, 1H), 7.78 (d, J=8.4Hz, 1H), 7.45 (d,
J =179 Hz, 1H), 3.77 (s, 2H), 2.86 (s, 3H), 2.78 (br, 8H), 2.58 (s, 3H). *C NMR (176 MHz,
MeOD-dy) 0 167.87, 163.32, 161.58, 145.25, 139.72, 133.55, 132.89, 132.74, 131.84,
131.00, 130.32, 130.15, 128.64, 126.50, 125.14, 124.94, 124.58, 119.34, 108.58, 91.08,
89.73,58.27, 55.14, 51.33, 43.76, 49.00, 20.92. HRMS (ESI-MS): Berechnet: 509.22712 fiir
C27H23F3N6O [M+H']. Gefunden: 509.22859.

H
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6.2.1.26 3-((2-((Methoxymethyl)amino)pyrimidin-5-yl)ethynyl)-4-methyl-/V-(4-((4-

methylpiperazin-1-yl)methyl)-3-(trifluoromethyl)phenyl)benzamid (7g)

Die Substanz 7g wurde wie in der AAV 2 beschrieben synthetisiert. Das gewlinschte
Produkt wurde als beigefarbener Feststoff (2 mg, 0.003 mmol, 1 %) erhalten.

'HNMR (600 MHz, MeOD-d;) d8.43 (s, 2H), 8.12 (d, J=2.1 Hz, 1H), 8.05 (d,
J=1.9 Hz, 1H), 7.96 (dd, J = 8.5, 1.9 Hz, 1H), 7.89 (s, 1H), 7.82 (dd, J = 8.0, 1.9 Hz, 1H),
7.74 (d, J= 8.5 Hz, 1H), 7.42 (d, J = 8.1 Hz, 1H), 3.71 (s, 2H), 3.59-3.56 (m, 2H), 3.56 —
3.53 (m, 2H), 3.36 (s, 3H), 3.03 (br, 4H), 2.68 (s, 3H), 2.67 (br, 4H), 2.55 (s, 3H).



160 Experimenteller Teil

BCNMR (151 MHz, MeOD-dy) 6 168.08, 162.26, 161.47, 145.37, 139.75, 133.70,
133.67, 133.35, 132.83, 131.94, 131.11, 130.44, 130.24, 128.72, 126.78, 125.24, 124.82,
119.43,108.37,91.19, 90.09, 72.20, 59.13, 58.53, 55.39, 52.10, 49.00, 42.08, 21.08. HRMS
(ESI-MS): Berechnet: 567.26953 fiir C30H34F3NsO2 [M+H"]. Gefunden: 567.26899.
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6.2.1.27 3-(Imidazo[1,2-a]pyridin-7-ylethynyl)-4-methyl-/V-(4-((4-methylpiperazin-
1-yl)methyl)-3-(trifluoromethyl)phenyl)benzamid (7h)

Die Substanz 7h wurde wie in der AAV 2 beschrieben synthetisiert. Das gewlinschte

Produkt wurde als beigefarbener Feststoff (2 mg, 0.004 mmol, 1 %) erhalten.

'HNMR (500 MHz, MeOD-dys) 6 10.35 (d, J =52 Hz, 1H), 8.77 (s, 1H), 8.14 (d,
J=1.7Hz,1H),8.08 (d,J = 1.2 Hz, 1H), 7.96 (d,J = 7.4 Hz, 1H), 7.85 (dd, J = 8.0, 1.8 Hz,
1H), 7.73 (d, J = 8.5 Hz, 2H), 7.57 (s, 1H), 7.41 (t, J = 7.1 Hz, 2H), 3.74 (s, 2H), 3.24 (br,
4H), 2.86 (s, 3H), 2.75 (br, 4H), 2.57 (s, 3H). 3C NMR (126 MHz, MeOD-d) & 167.91,
145.77, 139.82, 133.66, 133.59, 133.03, 132.85, 132.29, 131.25, 131.19, 130.38, 129.48,
129.09, 126.94, 125.43, 125.23, 124.75, 124.24, 120.32, 119.52, 119.47, 117.62, 110.84,
91.23, 89.72, 58.39, 55.10, 51.24, 43.75, 21.09. HRMS (ESI-MS): Berechnet: 532.23187 fiir
C30H20F3Ns50 [M+H"']. Gefunden: 532.23129
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6.2.1.28  3-((6-Amino-5-methylpyridin-3-yl)ethynyl)-4-methyl-/V-(4-((4-
methylpiperazin-1-yl)methyl)-3-(trifluoromethyl)phenyl)benzamid (7i)

Die Substanz 7i wurde wie in der AAV 2 beschrieben synthetisiert. Das gewlinschte

Produkt wurde als cremefarbener Feststoff (2.6 mg, 0.005 mmol, 2 %) erhalten.

'"H NMR (500 MHz, MeOD-dy) § 8.14 (d, J = 2.0 Hz, 1H), 8.04 (d, J = 1.8 Hz, 1H), 8.01
(s, 1H), 7.95 (dd, J = 8.5, 1.8 Hz, 1H), 7.81 (dd, J = 8.0, 1.9 Hz, 1H), 7.75 (d, J = 8.4 Hz,
1H), 7.47 (s, 1H), 7.41 (d, J = 8.1 Hz, 1H), 3.70 (s, 2H), 2.87 (br, 4H), 2.65 (br, 4H), 2.56
(s, 3H),2.15 (s, 3H), 2.02 (s, 3H). 3C NMR (176 MHz, MeOD-d;) 6 168.02, 159.05, 148.94,
145.08, 141.02, 139.50, 136.38, 135.67, 135.60, 133.63, 133.51, 132.63, 131.64, 131.56,
131.48, 130.91, 128.24, 126.50, 125.13, 119.20, 118.38, 109.94, 93.34, 88.33, 55.71, 52.83,
20.95, 16.89. HRMS (ESI-MS): Berechnet: 522.24752 fiir C2oH31F3NsO [M+H"], Gefunden:

522.24701
N CF
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6.2.1.29 3-([1,2,4]Triazolo[4,3-a]pyridin-7-ylethynyl)-4-methyl-N-(4-((4-
methylpiperazin-1-yl)methyl)-3-(trifluoromethyl)phenyl)benzamid (7))

Die Substanz 7j wurde wie in der AAV 2 beschrieben synthetisiert. Das gewlinschte

Produkt wurde als cremefarbener Feststoff (1.8 mg, 0.003 mmol, 1.5 %) erhalten.

'H NMR (700 MHz, MeOD-d) 5 9.22 (s, 1H), 8.84 (s, 1H), 8.16 (dd, J= 6.7, 2.0 Hz,
1H), 8.01 (dd, J = 8.4, 2.0 Hz, 1H), 7.92 (dd, J = 8.0, 1.9 Hz, 1H), 7.82 (d, J = 9.5 Hz, 1H),
7.79 (d, J = 8.5 Hz, 1H), 7.59 (dd, J = 9.4, 1.3 Hz, 2H), 7.50 (d, J = 8.1 Hz, 1H), 3.78 (s,
2H), 3.30 — 3.17 (br, 4H), 2.88 (s, 3H), 2.95 — 2.74 (br, 4H), 2.63 (s, 3H).
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BCNMR (176 MHz, MeOD-d;) 167.60, 145.84, 139.66, 133.67, 132.94, 132.83,
132.76, 132.36, 131.17, 130.34, 130.16, 129.37, 128.95, 126.50, 125.11, 123.64, 119.26,
116.10, 112.51, 90.67, 89.97, 55.16, 51.24, 43.76, 20.88. HRMS (ESI-MS): Berechnet:
533.22712 fiir C2o0H28F3N6O [M+H']. Gefunden: 533.22670.
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6.2.1.30  3-((6-Aminopyridin-3-yl)ethynyl)-4-methyl-/V-(4-((4-methylpiperazin-1-
yDmethyl)-3-(trifluoromethyl)phenyl)benzamid (7k)

Die Substanz 7k wurde wie in der AAV 2 beschrieben synthetisiert. Das gewlinschte
Produkt wurde als cremefarbener Feststoff (2.1 mg, 0.004 mmol, 1 %) erhalten. Die

analytischen Daten stimmen mit der Literatur iiberein.?%!

'"HNMR (600 MHz, MeOD-ds) §8.15 (d, J=2.1 Hz, 1H), 8.11 (s, 1H), 8.05 (d,
J =19 Hz, 1H), 7.98 (dd, J = 8.5, 2.0 Hz, 1H), 7.82 (dd, J = 8.0, 1.9 Hz, 1H), 7.76 (d,
J=8.6 Hz, 1H), 7.59 (dd, J = 8.6, 2.0 Hz, 1H), 7.43 (d, J = 8.1 Hz, 1H), 6.60 (d, J = 8.2 Hz,
1H), 3.74 (s, 2H), 3.13 (br, 4H), 2.72 (s, 3H), 2.63 (br, 4H), 2.56 (s, 3H). C NMR
(151 MHz, MeOD-dy4) 0 168.03, 160.42, 151.44, 145.21, 141.46, 139.63, 135.66, 135.57,
133.48, 133.16, 132.69, 131.67, 130.94, 130.28, 130.07, 128.27, 126.65, 124.81, 119.28,
119.24, 93.19, 88.41, 58.46, 55.74, 51.94, 44.45, 21.04. HRMS (ESI-MS): Berechnet:
522.24752 fiir CogH29F3NsO [M+H"]. Gefunden: 522.24701.
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6.2.1.31 3-((1-Aminoisoquinolin-4-yl)ethynyl)-4-methyl-/V-(4-((4-methylpiperazin-1-
yDmethyl)-3-(trifluoromethyl)phenyl)benzamid (71)

Die Substanz 71 wurde wie in der AAV 2 beschrieben synthetisiert. Das gewlinschte

Produkt wurde als cremefarbener Feststoff (2.8 mg, 0.005 mmol, 2.3 %) erhalten.

'H NMR (700 MHz, MeOD-d,) & 8.53 (d,J = 8.3 Hz, 1H), 8.44 (d, J = 8.2 Hz, 1H), 8.24
(s, 1H), 8.17 (t,J = 7.5 Hz, 2H), 8.03 (d, J = 8.4 Hz, 1H), 7.98 (s, 1H), 7.95 (d, J = 8.0 Hz,
1H), 7.93 — 7.90 (m, 1H), 7.79 (d, J = 8.5 Hz, 1H), 7.54 (d, J = 8.0 Hz, 1H), 3.80 (s, 2H),
3.18 (br, 4H), 2.93 (s, 3H), 2.70 (s, 3H), 2.49 (br, 4H). *C NMR (176 MHz, MeOD-dy)
0 168.01, 155.89, 145.95, 139.99, 137.79, 137.17, 134.02, 133.07, 132.72, 132.58, 131.46,
131.09, 129.50, 127.63, 127.01, 125.46, 124.15, 119.66, 119.31, 108.63, 94.53, 87.70, 58.45,
55.31, 51.32, 43.78, 21.38. HRMS (ESI-MS): Berechnet: 558.24752 fiir C3>H31F3NsO
[M+H"]. Gefunden: 558.24854.

CN%D\!?N@VO/

6.2.1.32  4-methyl-V-(4-((4-methylpiperazin-1-yl)methyl)phenyl)-3-(pyridin-2-
ylethynyl)benzamid (8a)

Die Substanz 8a wurde wie in der AAV 2 beschrieben synthetisiert. Das gewlinschte

Produkt wurde als gelber Feststoff (9 mg, 20 umol, 4 %) erhalten.

"H NMR (500 MHz, MeOD-d,) 6 8.58 (d, J = 4.7 Hz, 1H), 8.15 (d, J = 8.4 Hz, 2H),
7.93 -7.87 (m, 2H), 7.73 — 7.67 (m, 3H), 7.41 - 7.43 (m, 2H), 7.35 (d, J = 8.4 Hz, 2H), 3.53
(s, 2H), 2.62 (s, 3H), 2.52 (s, 8H), 2.29 (s, 3H); '*C NMR (151 MHz, MeOD-d,) § 167.61,
150.78, 146.00, 143.85, 138.76, 134.05, 132.49, 131.15, 130.95, 129.60, 128.88, 124.96,
123.36, 122.28, 93.44, 88.66, 62.12, 54.72, 51.03, 43.70, 20.87. HRMS (ESI-MS):
Berechnet: 425.23359 fiir C27H29IN4O [M+H"]. Gefunden: 425.23484.
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6.2.1.33  4-Methyl-N-(4-((4-methylpiperazin-1-yl)methyl)phenyl)-3-(pyridin-3-
ylethynyl)benzamid (8b)

Die Substanz 8b wurde wie in der AAV 2 beschrieben synthetisiert. Das gewlinschte

Produkt wurde als cremefarbener Feststoff (3 mg, 8 umol, 2 %) erhalten.

'H NMR (500 MHz, MeOD-d.) & 8.72 (s, 1H), 8.53 (d, J = 6.3 Hz, 1H), 8.11 (m, 1H),
8.00 (d, J = 9.8 Hz, 1H), 7.87 (d, J = 6.2 Hz, 1H), 7.69 (d, J = 8.4 Hz, 2H), 7.44 - 7.49 (m,
2H), 7.35 (d, J = 8.4 Hz, 2H), 3.62 (s, 2H), 2.97 (b, 4H), 2.69 (b, 4H), 2.63 (s, 3H) 2.59 (s,
3H); *CNMR (126 MHz, MeOD-d4) 6 167.64, 152.36, 149.48, 145.51, 140.43, 139.37,
134.04,132.21,131.05, 130.95, 129.24, 125.11, 123.78, 122.24, 122.07,91.85,91.13, 62.55,
55.06, 51.89, 44.50, 20.87. HRMS (ESI-MS): Berechnet: 425.23359 fiir Ca7H20N4O
[M+H"]. Gefunden: 425.23451.
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6.2.1.34 3-((6-Aminopyridazin-3-yl)ethynyl)-4-methyl-N-(4-((4-methylpiperazin-1-
yl)methyl)phenyl)benzamid (8c)

Die Substanz 8¢ wurde wie in der AAV 2 beschrieben synthetisiert. Das gewlinschte

Produkt wurde als cremefarbener Feststoff (1.1 mg, 2.3 umol, 1 %) erhalten.

'"H NMR (500 MHz, DMSO-ds) 6 10.26 (s, 1H), 8.16 (s, 1H), 7.91 (d, J = 8.0 Hz, 1H),
7.72 (d, J = 8.4 Hz, 2H), 7.54 — 7.41 (m, 2H), 7.26 (d, J = 8.4 Hz, 2H), 6.82 (s, 2H), 6.79
(d, J=9.2Hz, 1H), 3.41 (s, 2H), 2.54 (s, 3H), 2.33 (b, 8H), 2.14 (s, 3H); 3*C NMR
(126 MHz, MeOD-d;) 0 167.68, 160.79, 155.95, 143.88, 139.18, 138.76, 134.88, 134.64,
132.48, 131.14, 130.73, 128.86, 124.95, 122.20 121.57, 93.41, 88.68, 62.36, 29.84, 26.03,
20.87. HRMS (ESI-MS): Berechnet: 441.23974 fiir CysH2sN¢O [M+H']. Gefunden:
441.23991. Berechnet: 463.22168 fiir C26H20N¢ONa [M+Na*]. Gefunden: 463.22141.
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6.2.1.35 3-((2-Aminopyrimidin-5-yl)ethynyl)-4-methyl-N-(4-((4-methylpiperazin-
1-yl)methyl)phenyl)benzamid (8d)

Die Substanz 8d wurde wie in der AAV 2 beschrieben synthetisiert. Das gewlinschte

Produkt wurde als hellgelber Feststoff (6 mg, 16 umol, 3 %)erhalten.

"H NMR (500 MHz, MeOD-d,) 6 8.43 (s, 2H), 8.04 (d,J = 1.6 Hz, 1H), 7.82 (dd, J = 7.9,
1.7 Hz, 1H), 7.69 (d, J = 8.4 Hz, 2H), 7.42 (d, J = 8.0 Hz, 1H), 7.35 (d, J = 8.5 Hz, 2H),
3.63 (s, 2H), 2.94 (s, 3H), 2.69 (s, 4H), 2.61 (s, 4H), 2.56 (s, 3H); '*C NMR (126 MHz,
MeOD-dy) & 163.30, 161.50, 145.00, 135.35, 133.95, 131.78, 130.97, 130.93, 130.18,
128.59, 124.50, 122.24, 108.71, 103.96, 89.58, 62.61, 55.13, 52.03, 44.62, 20.89. HRMS
(ESI-MS): Berechnet: 441.23974 fiir C26H20N6O [M+H"]. Gefunden: 441.24050.
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6.2.1.36  N-(3-Fluoro-4-((4-methylpiperazin-1-yl)methyl)phenyl)-4-methyl-3-

(pyridin-3-ylethynyl)benzamid (9a)

Die Substanz 9a wurde wie in der AAV 2 beschrieben synthetisiert. Das gewlinschte

Produkt wurde als hellgelber Feststoff (32 mg, 0.07 mmol, 14 %) erhalten.

'"H NMR (500 MHz, DMSO-ds) 6 10.48 (s, 1H), 8.81 (s, 1H), 8.61 (d, J = 3.6 Hz, 1H),
8.17, (d, J = 1.5 Hz, 1H), 8.06-8.01 (m, 1H), 7.94 (dd, J = 8.0, 1.7 Hz, 1H), 7.74 (dd,
J=12.5, 1.7Hz, 1H), 7.55 (dd, J=8.3, 1.7Hz, 1H), 7.54 — 7.47 (m, 2H), 7.34 (t,
J = 8.4 Hz, 1H), 3.48 (s, 2H), 2.56 (s, 3H), 2.41 (b, 8H), 2.20 (s, 3H); '*C NMR (126 MHz,
DMSO-ds) 0 164.34, 161.18, 159.25, 151.38, 149.03, 143.60, 138.36, 132.16, 131.39,
130.57,129.76,128.36, 123.92, 121.43, 119.10, 115.55, 106.80, 106.58, 90.48, 90.28, 54.22,
54.03, 51.70, 45.10, 20.17. HRMS (ESI-MS): Berechnet: 443.22417 fiir C27H238N4OF
[M+H"]. Gefunden: 443.22558, Berechnet: 465.20611 fiir Cy7;H27N4OFNa [M+Na'].
Gefunden: 465.20718.
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6.2.1.37 3-((2-Aminopyrimidin-5-yl)ethynyl)-/V-(3-fluoro-4-((4-methylpiperazin-1-
y)methyl)phenyl)-4-methylbenzamid (9b)

Die Substanz 9b wurde wie in der AAV 2 beschrieben synthetisiert. Das gewlinschte

Produkt wurde als hellgelber Feststoff (45 mg, 0.10 mmol, 19 %) erhalten.

'H NMR (500 MHz, DMSO-ds) & 10.39 (s, 1H), 8.46 (s, 2H), 8.06 (d, J = 9.8 Hz, 1H),
7.85 (dd, J = 7.9, 1.5 Hz, 1H), 7.71 (dd, J = 12.5, 1.5 Hz, 1H), 7.52 (dd, J = 8.3, 1.5 Hz,
1H), 7.46 (d, J = 8.1 Hz, 1H), 7.37-7.29 (m, 1H), 7.17 (s, 2H), 3.45 (s, 2H), 2.49 (s, 3H),
2.32 (br, 8H), 2.14 (s, 3H);
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BCNMR (126 MHz, DMSO-ds) J 165.51, 162.93, 162.24, 161.11, 160.31, 143.98,
140.57, 133.15, 132.41, 132.36, 131.05, 130.68, 128.62, 123.36, 120.29, 120.17, 116.56,
107.81, 106.61, 90.75, 90.52, 55.47, 55.16, 53.05, 46.45, 21.27. HRMS (ESI-MS):
Berechnet: 459.23031 fiir CycHasNeOF [M+H']. Gefunden: 459.23137. Berechnet:
481.21226 fiir C26H27N6sOFNa [M+Na*]. Gefunden: 481.21226.
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6.2.1.38  3-((2-Aminopyrimidin-5-yl)ethynyl)-2,4-dimethyl-/NV-(4-((4-
methylpiperazin-1-yl)methyl)-3-(trifluoromethyl)phenyl)benzamid (10)

Die Substanz 10 wurde wie in der AAV 2 beschrieben synthetisiert. Das gewlinschte
Produkt wurde als cremefarbener Feststoff (1.3 mg, 0.002 mmol, 1.6 %) erhalten.

"H NMR (500 MHz, MeOD-d4) 6 8.50 (s, 2H), 8.11 (t, J = 6.6 Hz, 1H), 8.00 — 7.90 (m,
1H), 7.77 (d, J = 8.5 Hz, 1H), 7.62 (d, J = 7.6 Hz, 1H), 7.47 (d, J = 7.5 Hz, 1H), 7.37 — 7.30
(m, 1H), 3.79 (s, 2H), 2.98 (br, 4H), 2.91 (s, 3H), 2.59 (s, 3H), 2.50 (br, 4H). 3*C NMR
(126 MHz, MeOD-dy) 6 171.74, 162.00, 140.55, 139.66, 139.22, 135.37, 133.81, 133.58,
131.37, 131.13, 129.10, 127.96, 127.59, 126.24, 125.39, 119.54, 119.49, 109.56, 92.57,
89.80,59.01, 55.81, 51.88, 49.86, 44.33, 19.03. HRMS (ESI-MS): Berechnet: 509.22712 fiir
C27H23IN6O [M+H"]. Gefunden: 509.22656.
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6.2.2 Synthese reversibler KIT Inhibitoren: Oxadiazole-Derivate

N
I “OH

NH

6.2.2.1  N-hydroxy-3-iodo-4-methylbenzimidamid (28)

NH>OH (50 % wt in H>O, 3.5 mL, 60mmol) wurden zu einer Losung von 3-Amino-4-
methylbenzonitril (27) (2.5g, 10mmol) in EtOH (25 ml) gegeben. Die erhaltene
Reaktionsmischung wurde bei 70 °C fiir 12 h unter Riickfluss erhitzt. Nach Beendigung der
Reaktion, wurden die Losungsmittel unter Vakuum entfernt, um 3-Amino-N-hydroxy-4-

methylbenzimidamid (28) in quantitativer Ausbeute (2.7 g, 10 mmol, 99 % erhalten.

'H NMR (500 MHz, MeOD-d.) & 8.09 (d,J = 1.7 Hz, 1H), 7.54 (dd, J= 7.9, 1.7 Hz, 1H),
7.30 (d, J= 8.0 Hz, 1H), 2.43 (s, 3H). *C NMR (126 MHz, MeOD-ds) 6 153.78, 144.15,
137.58, 133.54, 130.55, 127.14, 101.19, 28.08. LCMS (ESI-MS): Berechnet: 277.07 fiir
CsH10IN20O [M+H"]. Gefunden: 277.09.

6.2.2.2 Allgemeine Arbeitsvorschrift 3 (AVV 3): Synthese von 1,2,4-Oxadiazolen

Zu einer Losung von Benzamidoxims (28) (1 eq.) in Dioxan (20 ml) wurde bei 0 °C die
entsprechenden Sdurechloride (2eq.) und BF-OEt> (5eq.) hinzugegeben. Das
Reaktionsgemisch wurde 30 min bei rt geriihrt und anschlieBend fiir 12 h unter Riickfluss
erhitzt. Die fliichtigen Bestandteile wurden unter vermindertem Druck entfernt und der
abgekiihlte Riickstand in Eiswasser (10 ml) gegeben. Die erhaltene wéssrige Phase wurde
mit EtOAc (3x50 ml) extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden anschlieSend
iiber Na;SO4 getrocknet und unter vermindertem Druck konzentriert. Das resultierende
Rohprodukt wurde durch Flash Saulenchromatographie (10 % EtOAc/Cyclohexan)

gereinigt, um die gewlinschte Aryloxadiazole zu erhalten.
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6.2.2.3  Allgemeine Arbeitsvorschrift 4 (AVV 4): Synthese von 1,2,4-Oxadiazolen

Zu einer Losung der jeweiligen Carbonsédure (2 eq.) in DMF (5 ml) wurde langsam CDI
(2 eq.) gegeben. Die resultierende Reaktionsmischung wurde bei rt fiir 30 min geriihrt. Dann
wurde 28 (1 eq.) zugegeben und die Reaktion fiir 12 h bei 110 °C weitergeriihrt. Die
Reaktionsmischung wurde in Wasser (50 mL) gegossen, mit EtOAc (3x50 ml) extrahiert,
iiber NaxSOg4 getrocknet, filtriert und die fliichtigen Bestandteile unter verminderten Druck
entfernt. Das Rohprodukt wurde durch sédulenchromatographisch (50 % EtOAc/Cyclohexan)

gereinigt, um die gewiinschten 1,2,4-Oxadiazolen zu isolieren.

6.2.2.4 4-(3-(3-Iodo-4-methylphenyl)-1,2,4-oxadiazol-5-yl)butan-2-on (29c¢)

Die Substanz 29¢ wurde wie in der AAV 4 beschrieben synthetisiert. Das gewlinschte

Produkt wurde als cremefarbener Feststoff (509 mg, 1.4 mmol, 79 %) erhalten.

'"H NMR (600 MHz, CD3;CN-d3) 6 8.42 (d, J = 1.5 Hz, 1H), 7.91 (dd, J= 7.9, 1.5 Hz,
1H), 7.42 (d, J= 7.8 Hz, 1H), 3.11 (dd, J= 10.3, 3.9 Hz, 2H), 3.05 (dd, J = 10.3, 3.8 Hz,
2H), 2.47 (s, 3H), 2.17 (s, 3H). *C NMR (151 MHz, CD3CN-d3) § 206.99, 181.06, 167.62,
145.94, 138.13, 131.25, 127.88, 127.20, 101.55, 39.64, 29.87, 28.37, 21.49. LCMS (ESI-
MS): Berechnet: 357.16 fiir C13H14IN2O, [M+H"]. Gefunden: 357.00.
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6.2.2.5  Methyl 3-(3-(3-iodo-4-methylphenyl)-1,2,4-oxadiazol-5-yl)propanoat (29b)

Die Substanz 29b wurde wie in der AAV 3 beschrieben synthetisiert. Das gewiinschte
Produkt wurde als hellgelber Feststoff (559 mg, 1.5 mmol, 83 %) erhalten.

'H NMR (700 MHz, DMSO-ds) 6 8.35 (s, 1H), 7.89 (d, J= 7.8 Hz, 1H), 7.50 (d, J =
7.9 Hz, 1H), 3.62 (s, 3H), 3.24 (t, J= 7.0 Hz, 2H), 2.93 (t, J = 7.0 Hz, 2H), 2.43 (s, 3H).
I3C NMR (176 MHz, DMSO ds) § 179.52, 171.78, 165.98, 144.64, 136.53, 130.57, 126.71,
125.47, 101.66, 51.67, 29.58, 27.56, 21.59. LCMS (ESI-MS): Berechnet: 372.99 fiir
Ci3H14IN203 [M+H']. Gefunden: 372.91.

6.2.2.6  3-(3-lodo-4-methylphenyl)-5-propyl-1,2,4-oxadiazol (29j)

Die Substanz 29j wurde wie in der AAV 3 beschrieben synthetisiert. Das gewiinschte

Produkt wurde als cremefarbener Feststoff (460 mg, 1.4 mmol, 78 %) erhalten.

'"H NMR (500 MHz, CDCl3) 6 8.67 (s, 1H), 8.09 (d, J= 7.9 Hz, 1H), 7.47 (d, J= 7.9 Hz,
1H), 3.07 (t, J= 7.5 Hz, 2H), 2.11 — 1.98 (m, 2H), 1.21 (t, J = 7.4 Hz, 3H). 3C NMR (126
MHz, CDCls) ¢ 180.36, 167.05, 144.91, 137.86, 130.24, 127.29, 126.32, 101.44, 28.76,
28.56, 20.53, 13.95. LCMS (ESI-MS): Berechnet: 329.15 fiir CioHisIN2O [M+H'].
Gefunden: 328.99.
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6.2.2.7  3-(3-lodo-4-methylphenyl)-5-methyl-1,2,4-oxadiazole (29k)

Die Substanz 29k wurde wie in der AAV 3 beschrieben synthetisiert. Das gewiinschte
Produkt wurde als cremefarbener Feststoff (502 mg, 1.7 mmol, 93 %) erhalten.

'"H NMR (600 MHz, CDCl3) 6 8.49 (d, J= 1.5 Hz, 1H), 7.91 (dd, J= 7.9, 1.6 Hz, 1H),
7.32 (d, J=7.9 Hz, 1H), 2.66 (s, 3H), 2.47 (s, 3H). 3C NMR (151 MHz, CDCls) 6 176.93,
166.94, 144.97, 137.69, 130.10, 127.09, 125.87, 101.25, 67.19, 28.38, 12.54. LCMS (ESI-
MS): Berechnet: 301.1 fiir C10H0IN2O [M+H"]. Gefunden: 300.98.
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6.2.2.8  Methyl 4-(3-(3-iodo-4-methylphenyl)-1,2,4-oxadiazol-5-yl)butanoate (29a)

Die Substanz 29a wurde wie in der AAV 3 beschrieben synthetisiert. Das gewlinschte

Produkt wurde als hellgelber Feststoff (493 mg, 1.3 mmol, 71 %) erhalten.

'"H NMR (500 MHz, CDCI3) J 8.46 (s, 1H), 7.89 (d, J= 7.9 Hz, 1H), 7.28 (d, J= 7.9 Hz,
1H), 3.66 (s, 3H), 2.98 (t, J= 7.4 Hz, 2H), 2.47 (t, J= 7.3 Hz, 2H), 2.43 (s, 3H), 2.18 (m,
J= 7.3 Hz, 2H). 3C NMR (126 MHz, CDCIl3) 6 179.15, 172.95, 166.83, 144.74, 137.56,
129.96, 127.01, 125.92, 101.16, 51.82, 32.78, 28.29, 25.76, 21.63. LCMS (ESI-MS):
Berechnet: 387.18 fiir Ci14H16IN2O3 [M+H"]. Gefunden: 386.94.



172 Experimenteller Teil

DYJ

6.2.2.9  3-(3-lodo-4-methylphenyl)-5-isobutyl-1,2,4-oxadiazol (29i)

Die Substanz 29k wurde wie in der AAV 3 beschrieben synthetisiert. Das gewiinschte
Produkt wurde als cremefarbener Feststoff (497 mg, 1.5 mmol, 82 %) erhalten.

'H NMR (500 MHz, CDCls) § 8.50 (s, 1H), 7.92 (d, J= 7.9 Hz, 1H), 7.30 (d, /= 7.9 Hz,
1H), 2.80 (d, J= 7.2 Hz, 2H), 2.45 (s, 3H), 2.30 — 2.21 (m, 1H), 1.02 (d, J = 6.8 Hz, 6H).
13C NMR (126 MHz, CDCLs) 6 179.54, 166.82, 144.69, 137.62, 129.98, 127.05, 126.14,
101.21, 35.41, 28.33, 27.55, 22.41. LCMS (ESI-MS): Berechnet: 342.18 fiir Ci3H;6IN>O

[M+H"]. Gefunden: 342.90.
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6.2.2.10 3-(3-Iodo-4-methylphenyl)-5-(methoxymethyl)-1,2,4-oxadiazol (29f)

Die Substanz 29f wurde wie in der AAV 3 beschrieben synthetisiert. Das gewiinschte

Produkt wurde als hellgelber Feststoff (408 mg, 1.2 mmol, 69 %) erhalten.

'"H NMR (500 MHz, CDCI3) d 8.56 (s, 1H), 7.97 (d, J= 7.8 Hz, 1H), 7.34 (d, J= 7.8 Hz,
1H), 4.75 (s, 2H), 3.56 (s, 3H), 2.49 (s, 3H). 3C NMR (126 MHz, CDCl3) § 176.15, 167.12,
145.17, 137.83, 130.12, 127.23, 125.64, 101.27, 65.30, 59.86, 28.42. LCMS (ESI-MS):
Berechnet: 330.12 fiir C11H12IN20, [M+H"]. Gefunden: 330.79.
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6.2.2.11 5-Cyclopropyl-3-(3-iodo-4-methylphenyl)-1,2,4-oxadiazol (29h)

Die Substanz 29f wurde wie in der AAV 3 beschrieben synthetisiert. Das gewiinschte

Produkt wurde als cremefarbener Feststoff (515 mg, 1.6 mmol, 88 %) erhalten.

'"H NMR (500 MHz, CDCI3) J 8.46 (s, 1H), 7.89 (d, J= 7.9 Hz, 1H), 7.29 (d, J= 7.9 Hz,
1H), 2.46 (s, 3H), 2.27 — 2.20 (m, 1H), 1.32 — 1.27 (m, 2H), 1.27 — 1.21 (m, 3H). 3C NMR
(126 MHz, CDCl3) 0 182.03, 167.08, 144.90, 137.88, 130.23, 127.31, 126.44, 101.44, 28.60,
10.59, 8.14. LCMS (ESI-MS): Berechnet: 326.13 fiir Ci2Hi2IN,O [M+H']. Gefunden:

326.92.
\
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6.2.2.12 5-(Ethoxymethyl)-3-(3-iodo-4-methylphenyl)-1,2,4-oxadiazol (29e¢)

-~

Die Substanz 29e wurde wie in der AAV 3 beschrieben synthetisiert. Das gewlinschte

Produkt wurde als gelber Feststoff (389 mg, 1.1 mmol, 63 %) erhalten.

'H NMR (500 MHz, CDCl3) 6 8.55 (d, J= 1.1 Hz, 1H), 7.97 (dd, J= 7.9, 1.2 Hz, 1H),
734 (d, J= 7.9 Hz, 1H), 4.78 (s, 2H), 3.72 (q, J = 7.0 Hz, 2H), 2.49 (s, 3H), 1.31 (t, J =
7.0 Hz, 3H). 3C NMR (126 MHz, CDCl3) 6 176.47,167.12, 145.13, 137.84, 130.11, 127.24,
125.71, 101.26, 67.81, 63.46, 28.42, 15.11. LCMS (ESI-MS): Berechnet: 345.15 fiir
Ci2H14IN20: [M+H']. Gefunden: 344.92.
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6.2.2.13 3-(3-lodo-4-methylphenyl)-5-(2-(methylthio)ethyl)-1,2,4-oxadiazol (29d)

Die Substanz 29d wurde wie in der AAV 3 beschrieben synthetisiert. Das gewiinschte
Produkt wurde als gelber Feststoff (382 mg, 1 mmol, 59 %) erhalten.

'H NMR (500 MHz, CDCL:) 6 8.51 (s, 1H), 7.93 (d, J= 7.9 Hz, 1H), 7.32 (d, J=7.9 Hz,
1H), 3.25 (t, J= 7.5 Hz, 2H), 3.00 (t, J = 7.5 Hz, 2H), 2.48 (s, 3H), 2.17 (s, 3H). 3C NMR
(126 MHz, CDCls) 6 178.29, 167.04, 144.94, 137.72, 130.08, 127.14, 125.95, 101.25, 30.67,
28.39, 27.19, 15.67. LCMS (ESI-MS): Berechnet: 361.21 fiir Ci2HisIN2OS [M+H*].

Gefunden: 360.86.
bl
[N
N\O>_\_\

6.2.2.14  5-Butyl-3-(3-iodo-4-methylphenyl)-1,2,4-oxadiazol (29g)

Die Substanz 29g wurde wie in der AAV 3 beschrieben synthetisiert. Das gewlinschte

Produkt wurde als gelber Feststoff (486 mg, 1.4 mmol, 79 %) erhalten.

'"H NMR (600 MHz, DMSO-ds) 6 8.37 (d, J= 1.4 Hz, 1H), 7.94 — 7.87 (m, 1H), 7.51 (d,
J=179 Hz, 1H), 2.99 (t, J = 7.6 Hz, 2H), 2.44 (s, 3H), 1.80 — 1.69 (m, 2H), 1.44 — 1.33 (m,
2H), 0.92 (t, J= 7.4 Hz, 3H). *C NMR (151 MHz, DMSO-ds) 6 180.59, 166.04, 144.60,
136.56,130.61, 126.74, 125.63, 101.69, 27.97, 27.57, 25.44, 21.53, 13.45. LCMS (ESI-MS):
Berechnet: 343.18 fiir Ci13H6IN2O [M+H"]. Gefunden: 343.01.
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6.2.2.15 3-Bromoimidazo[1,2-b]pyridazin (32)
Imidazo[1,2-b]pyridazin (6,0 g, 50,4 mmol), NBS (6,0 g, 75,6 mmol) und eine katalytische
Menge AIBN wurden zu 50 ml Chloroform gegeben und das Reaktionsgemisch wurde 2 h
unter RiickfluB3 erhitzt. Nach Beendigung der Reaktion wurde diese auf rt abgekiihlt und
anschlieend in Eiswasser 100 mL gegossen. Der entstandene Niederschlag wurde abfiltriert

und das Filtrat unter vermindertem Druck konzentriert, um das gewiinschte Produkt als

grauen Feststoff (7 g, 35.8 mmol, 71 %) zu erhalten.

'H-NMR (400 MHz, CDCl3) 6 8,50 (d, J = 3,6 Hz, 1H), 8,01-7,98 (m, 1H), 7,84 (s, 1H),
7,15-7,12 (m, 1H).

6.2.2.16 3-((Trimethylsilyl)ethynyl)imidazo[1,2-b]pyridazin (30)

3-Bromoimidazo[1,2-b]pyridazin (30) wurde wie in AAV 1 beschrieben synthetisiert.

Das Produkt 28 wurde per LCMS nachgewiesen und ohne weitere Aufreinigung eingesetzt.

LCMS (ESI-MS): Berechnet: 216.09 fiir C13H14IN2O [M+H"]. Gefunden: 216.21.
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6.2.2.17 4-(3-(3-(Imidazo[1,2-b]pyridazin-3-ylethynyl)-4-methylphenyl)-1,2,4-
oxadiazol-5-yl)butan-2-on (26¢)

Die Substanz 26¢ wurde wie in der AAV 2 beschrieben synthetisiert. Das gewlinschte

Produkt wurde als cremefarbener Feststoff (14 mg, 0.03 mmol, 21 %) erhalten.

'H NMR (700 MHz, DMSO-ds) 6 8.74 (d, J = 4.2 Hz, 1H), 8.33 (s, 1H), 8.26 (d, J =
8.3 Hz, 1H), 8.09 (s, 1H), 7.94 (d, J = 8.0 Hz, 1H), 7.57 (d, J = 8.0 Hz, 1H), 7.40 (dd, J =
8.2,4.2 Hz, 1H), 3.14 (t,J = 6.2 Hz, 2H), 3.10 (t, J = 6.3 Hz, 2H), 2.60 (s, 3H), 2.18 (s, 3H).
13C NMR (176 MHz, DMSO-ds) 6 206.17, 180.16, 166.64, 145.11, 142.82, 138.35, 130.74,
129.29, 127.13, 126.26, 124.31, 122.61, 119.08, 95.94, 81.44, 38.56, 29.52, 20.37. LCMS
(ESI-MS): Berechnet: 372.4 fiir C21H1sNsO2 [M+H"]. Gefunden: 372.23.
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6.2.2.18 Methyl 3-(3-(3-(imidazo[1,2-b]pyridazin-3-ylethynyl)-4-methylphenyl)-
1,2,4-oxadiazol-5-yl)propanoat (26b)

Die Substanz 26b wurde wie in der AAV 2 beschrieben synthetisiert. Das gewiinschte
Produkt wurde als cremefarbener Feststoff (33 mg, 0.09 mmol, 32 %) erhalten.

'"H NMR (600 MHz, DMSO-ds) 6 8.74 (d, J= 4.4 Hz, 1H), 8.27 (d, J= 10.6 Hz, 2H),
8.10 (s, 1H), 7.97 — 7.93 (m, 1H), 7.58 (d, J= 8.1 Hz, 1H), 7.40 (dd, /= 9.2, 4.4 Hz, 1H),
3.64 (s, 3H), 3.26 (t, J= 6.9 Hz, 2H), 2.96 (t, J= 7.0 Hz, 2H), 2.61 (s, 3H). LCMS (ESI-
MS): Berechnet: 388.39 fiir C21HisNsO3; [M+H']. Gefunden: 388.32.
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6.2.2.19 3-(3-(imidazo[1,2-b]pyridazin-3-ylethynyl)-4-methylphenyl)-5-propyl-1,2,4-
oxadiazol (26j)

Die Substanz 26j wurde wie in der AAV 2 beschrieben synthetisiert. Das gewiinschte

Produkt wurde als cremefarbener Feststoff (24 mg, 0.07 mmol, 32 %) erhalten.

'"H NMR (700 MHz, DMSO-ds) 6 8.75 (d, J= 3.9 Hz, 1H), 8.27 (d, J = 7.8 Hz, 2H), 8.12
(s, 1H), 7.97 (d, J= 7.8 Hz, 1H), 7.58 (d, /= 7.9 Hz, 1H), 7.41 (dd, J = 8.9, 4.3 Hz, 1H),
3.00 (t, J= 7.3 Hz, 2H), 2.61 (s, 3H), 1.84 (dd, J= 14.7, 7.3 Hz, 2H), 1.01 (t, /= 7.4 Hz,
3H). LCMS (ESI-MS): Berechnet: 344.39 fiir C0HisNsO [M+H"]. Gefunden: 344.41.

6.2.2.20 3-(3-(Imidazo[1,2-b]pyridazin-3-ylethynyl)-4-methylphenyl)-5-methyl-
1,2,4-oxadiazol (26k)

Die Substanz 26k wurde wie in der AAV 2 beschrieben synthetisiert. Das gewlinschte
Produkt wurde als cremefarbener Feststoff (65 mg, 0.33 mmol, 62 %) erhalten.

'"H NMR (700 MHz, DMSO-ds) 6 8.73 (dd, J =4.3, 1.1 Hz, 1H), 8.26 (dd,J=9.2, 1.3 Hz,
1H), 8.24 (s, 1H), 8.10 (d, = 1.2 Hz, 1H), 7.95 (dd, J= 7.9, 1.5 Hz, 1H), 7.57 (d, /= 8.0 Hz,
1H), 7.40 (dd, J=9.2, 4.4 Hz, 1H), 2.68 (s, 3H), 2.60 (s, 3H). LCMS (ESI-MS): Berechnet:
316.34 fiir C1gH14NsO [M+H"]. Gefunden: 316.24.
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6.2.2.21 Methyl 4-(3-(3-(imidazo[1,2-b]pyridazin-3-ylethynyl)-4-methylphenyl)-
1,2,4-oxadiazol-5-yl)butanoat (26a)

Die Substanz 26a wurde wie in der AAV 2 beschrieben synthetisiert. Das gewlinschte

Produkt wurde als cremefarbener Feststoff (12 mg, 0.33 mmol, 12 %) erhalten.

'"H NMR (500 MHz, DMSO-ds) 6 8.76 (d, J= 4.3 Hz, 1H), 8.43 (s, 1H), 8.31 (s, 1H),
8.11 (d, /= 1.4 Hz, 1H), 7.97 (dd, J = 8.0, 1.6 Hz, 1H), 7.58 (d, J= 8.1 Hz, 1H), 7.43 (s,
1H), 3.60 (s, 3H), 3.32 (t, 2H), 3.06 (t, J = 7.5 Hz, 2H), 2.61 (s, 3H), 2.06 (m, J= 7.4 Hz,
2H). LCMS (ESI-MS): Berechnet: 402.42 fiir C22H20NsO3 [M+H"]. Gefunden: 402.44.

6.2.2.22  3-(3-(Imidazo[1,2-b]pyridazin-3-ylethynyl)-4-methylphenyl)-5-isobutyl-
1,2,4-oxadiazol (26i)

Die Substanz 26i wurde wie in der AAV 2 beschrieben synthetisiert. Das gewlinschte

Produkt wurde als cremefarbener Feststoff (9.4 mg, 0.03 mmol, 9 %) erhalten.

'"H NMR (700 MHz, DMSO-ds) 6 8.72 (d, J= 4.2 Hz, 1H), 8.30 (s, 1H), 8.25 (s, 1H),
8.08 (s, 1H), 7.93 (d, J= 7.9 Hz, 1H), 7.53 (d, J= 8.0 Hz, 1H), 7.38 (dd, J= 8.0, 4.0 Hz,
1H), 2.89 (d, /= 7.1 Hz, 2H), 2.58 (s, 3H), 2.22 — 2.14 (m, 1H), 0.99 (d, J = 6.7 Hz, 6H).
LCMS (ESI-MS): Berechnet: 358.42 fiir C21H20NsO [M+H"]. Gefunden: 358.33.
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6.2.2.23  3-(3-(Imidazo[1,2-b]pyridazin-3-ylethynyl)-4-methylphenyl)-5-
(methoxymethyl)-1,2,4-oxadiazol (26f)

Die Substanz 26f wurde wie in der AAV 2 beschrieben synthetisiert. Das gewiinschte

Produkt wurde als hellgelber Feststoff (4.2 mg, 0.01 mmol, 4 %) erhalten.

'"H NMR (700 MHz, DMSO-ds) 6 8.74 (d, J= 4.3 Hz, 1H), 8.28 — 8.22 (m, 2H), 8.13 (s,
1H), 7.98 (d, /= 7.9 Hz, 1H), 7.59 (d, J=7.9 Hz, 1H), 7.40 (dd, J= 8.8, 4.1 Hz, 1H), 4.85
(s,2H), 3.45 (s, 3H), 2.61 (s, 3H). 3C NMR (176 MHz, DMSO-ds) § 177.11, 166.91, 145.10,
143.05, 139.69, 138.26, 130.79, 129.39, 127.34, 126.00, 123.73, 122.87, 119.18, 111.25,
96.01, 81.26, 64.45, 58.80, 20.41. LCMS (ESI-MS): Berechnet: 346.36 fiir Ci9HisNsO2
[M+H"]. Gefunden: 346.41.

6.2.2.24 5-Cyclopropyl-3-(3-(imidazo[1,2-b]|pyridazin-3-ylethynyl)-4-
methylphenyl)-1,2,4-oxadiazol (26h)

Die Substanz 26h wurde wie in der AAV 2 beschrieben synthetisiert. Das gewiinschte
Produkt wurde als cremefarbener Feststoff (18.8 mg, 0.06 mmol, 18 %) erhalten.

"H NMR (700 MHz, DMSO-ds) 6 8.73 (d, J= 4.2 Hz, 1H), 8.27 — 8.24 (m, 2H), 8.06 (s,
1H), 7.91 (d, J= 7.9 Hz, 1H), 7.55 (d, J= 8.0 Hz, 1H), 7.39 (dd, J= 9.2, 4.4 Hz, 1H), 2.59
(s, 3H), 2.41 (ddd, J= 13.0, 8.5, 4.8 Hz, 1H), 1.32 — 1.28 (m, 2H), 1.23 — 1.19 (m, 2H).
LCMS (ESI-MS): Berechnet: 342.37 fiir C20HisNsO [M+H"]. Gefunden: 342.41.
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6.2.2.25 5-(Ethoxymethyl)-3-(3-(imidazo[1,2-b]pyridazin-3-ylethynyl)-4-

methylphenyl)-1,2,4-oxadiazol (26e)

Die Substanz 26e wurde wie in der AAV 2 beschrieben synthetisiert. Das gewlinschte

Produkt wurde als cremefarbener Feststoff (3 mg, 0.009 mmol, 3 %) erhalten.

'"H NMR (700 MHz, DMSO-ds) 6 8.75 (d, J= 4.2 Hz, 1H), 8.43 (s, 1H), 8.29 (s, 1H),
8.13 (s, IH), 7.98 (d, J= 7.9 Hz, 1H), 7.59 (d, J = 8.0 Hz, 1H), 7.42 (s, 1H), 4.87 (s, 2H),
3.65(q,J=7.0 Hz, 2H), 2.61 (s, 3H), 1.19 (t, /= 7.0 Hz, 3H). LCMS (ESI-MS): Berechnet:
360.39 fiir C20HisNsO2 [M+H"]. Gefunden: 360.42.

6.2.2.26 3-(3-(Imidazo[1,2-b]pyridazin-3-ylethynyl)-4-methylphenyl)-5-(2-
(methylthio)ethyl)-1,2,4-oxadiazol (26d)

Die Substanz 26d wurde wie in der AAV 2 beschrieben synthetisiert. Das gewiinschte
Produkt wurde als cremefarbener Feststoff (2 mg, 0.006 mmol, 2 %) erhalten.

'"H NMR (600 MHz, DMSO-ds) 6 8.74 (d, J= 3.8 Hz, 1H), 8.27 (d, J = 8.4 Hz, 2H), 8.13
(dd, J=15.3, 1.4 Hz, 1H), 7.97 (dd, J = 8.0, 1.6 Hz, 1H), 7.58 (d, /= 7.8 Hz, 1H), 7.40 (dd,
J=09.1,4.4 Hz, 1H), 3.39 (t, /= 7.3 Hz, 2H), 2.99 (t, J= 7.2 Hz, 2H), 2.61 (s, 3H), 2.13 (s,
3H). 3C NMR (151 MHz, DMSO-ds) 6 179.38, 166.93, 145.27, 143.10, 138.60, 131.07,
130.63, 129.51, 127.37, 126.28, 124.41, 122.83, 120.39, 119.27, 96.20, 81.60, 29.76, 26.53,
20.57, 14.64. LCMS (ESI-MS): Berechnet: 376.45 fiir C,0HisNsOS [M+H"]. Gefunden:

376.41.
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6.2.2.27 5-Butyl-3-(3-(imidazo[1,2-b]pyridazin-3-ylethynyl)-4-methylphenyl)-1,2,4-
oxadiazol (26g)

Die Substanz 26g wurde wie in der AAV 2 beschrieben synthetisiert. Das gewlinschte

Produkt wurde als cremefarbener Feststoff (11 mg, 0.03 mmol, 11 %) erhalten.

'"H NMR (700 MHz, DMSO-ds) 6 8.75 (d, J= 4.3 Hz, 1H), 8.28 (s, 2H), 8.11 (d, J=
1.7 Hz, 1H), 7.96 (dd, J = 7.9, 1.7 Hz, 1H), 7.57 (d, J = 8.0Hz, 1H), 7.41 (s, 1H), 3.01 (t,J =
7.5 Hz, 2H), 2.60 (s, 3H), 1.82 — 1.74 (m, 2H), 1.45 — 1.36 (m, 2H), 0.93 (t, J = 7.4 Hz, 3H).
BC NMR (176 MHz, DMSO-ds) 6 181.10, 167.22, 167.14, 167.10, 145.62, 143.36, 143.30,
131.30, 129.83, 127.68, 124.85, 123.09, 119.55, 96.61, 91.65, 28.46, 25.94, 25.56, 22.01,
20.88, 13.98. LCMS (ESI-MS): Berechnet: 358.42 fiir C21H20NsO [M+H']. Gefunden:
358.42.

6.2.3 Synthese irreversibler KIT Inhibitoren

6.2.3.1 Tert-butyl (4-(3-iodo-4-methylbenzamido)benzyl)carbamate (39b)

Zu einer Losung aus 4-N-Boc-(aminomethyl)anilin (1 g, 4.5 mmol) in 17 mL DCM
wurden HATU (1.88 g, 4.95 mmol) und DIPEA (1.56 mL, 9.0 mmol) gegeben und fiir
30 min bei RT geriihrt. AnschlieBend wurden 3-lodo-4-methylbenzoesdure (1.18 g,
4.5 mmol) hinzugefiigt und das Reaktionsgemisch fiir weitere 4 h bei rt umgesetzt. Das
Reaktionsgemisch wurde mit einer gesittigten NaHCOs3-Losung. und DCM (4x20 mL)
extrahiert, die vereinigten organischen Phasen iiber NaxSOs4 getrocknet. Eine

sdulenchromatographische Reinigung wurde an Kieselgel (50 % EtOAc/PE) durchgefiihrt.
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Nach Entfernung des Losungsmittels im Hochvakuum wurde das gewiinschte Produkt 31

(1.57 g 3.38 mmol, 74 %) als braunlicher Feststoff isoliert.

'"H NMR (500 MHz, DMSO-ds) 6 10.21 (s, 1H), 8.39 (s, 1H), 7.9 (dd, J = 7.9, 1.6 Hz,
1H), 7.67, (d, J=8.3 Hz, 2H), 7.47 (d, J= 8.1 Hz, 1H), 7.32 — 7.36 (m, 1H), 7.21 (d, /= 8.4
Hz, 2H), 4.09 (d, J = 5.9 Hz, 2H), 2.44 (s, 3H) 1.39 (s, 9H). 3C NMR (500 MHz, DMSO-
ds) 0 163.46, 155.73, 144.55, 137.48, 137.39, 135.56, 134.02, 129.68, 127,65, 127.18,
120.36, 100.99, 77.70, 43.01, 28.23, 27.47. HRMS (ESI-MS): Berechnet: 467.08261 fiir
C20H24IN203 [M+H*]. Gefunden: 467.08313.
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6.2.3.2 Tert-butyl (4-(4-methyl-3-(pyridine-3-ylethynyl)benzamido)benzyl)
Carbamate (40b)

Die Substanz 40b wurde wie in der AAV 2 beschrieben synthetisiert. Das gewiinschte
Produkt wurde als cremefarbener Feststoff (698 mg, 1.6 mmol, 65 %) erhalten.

'"H NMR (500 MHz, CDCl3) ¢ 10.26 (s, 1H), 8.82 (s, 1H), 8.63 (m, 1H), 8.17, (s, 1H),
8.03 (m, 1H), 7.70 (m, 2H), 7.51 (m, 2H), 7.22 (m, 2H), 4.63 (s, 2H), 2.36 (s, 3H), 1.40 (s,
9H). HRMS (ESI-MS): Berechnet: 442.21252 fiir C7H23N303 [M+H']. Gefunden:
442.21340, berechnet: 464.19446 fiir C27H27N303Na [M+Na']. Gefunden: 464.19561.
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6.2.3.3  N-(4-(Aminomethyl)phenyl)-4-methyl-3-(pyridin-3-ylethynyl)benzamid
(41b)

Zu einer Losung aus 40b (70 mg 0.15 mmol) in 5mL DCM wurden 1.25 mL
Trifluoressigsdure (TFA) gegeben und fiir 30 min bei rt geriihrt. Das Reaktionsgemisch
wurde mit 10 %-iger NaOH-Losung in ein alkalisches Milieu tiberfiihrt und anschlieSend
mit EtOAc (3x15 mL) extrahiert. Die kombinierten organischen Phasen wurden iiber
NazS04 getrocknet und die fliichtigen Bestandteile unter vermindertem Druck entfernt. Das

erhaltene Zielmolekiil 41b wurde ohne weitere Aufreinigung eingesetzt.

6.2.3.4  N-(4-(acrylamidomethyl)phenyl)-4-methyl-3-(pyridin-3-
ylethynyl)benzamid (33)

41b (25 mg, 73 umol) wurde bei -70 °C in 3 mL THF und 128 pL. DIPEA (0.73 mmol)
gelost. Acryloylchlorid (14.5 pL 0.18 mmol) wurde in 0.5 mL THF gelost und langsam
hinzugetropft und die Reaktionslosung fiir 1.5 h bei -70 °C geriihrt. Nachdem die Losung
auf rt aufgewdrmt war, wurde diese mit Wasser aufgenommen. Eine Extraktion wurde mit
EtOAc (3x15 mL) durchgefiihrt und die vereinigten organischen Phasen iiber Na>SO4
getrocknet. Die fliichtigen Bestandteile wurden unter vermindertem Druck entfernt. Durch
sdulenchromatographische (1-6 % MeOH/DCM) Reinigung wurde 33 (4 mg ,10 umol,

14 %) als weiller Feststoff isoliert.

'H NMR (500 MHz, Methanol-dy) 6 8.74 (s, 1H), 8.55 (s, 1H), 8.12 (s, 1H), 8.02 (d, J =
7.9 Hz, 1H), 7.88, (d, J = 8.0 Hz, 1H), 7.68 (d, J = 8.4 Hz, 2H), 7.52 — 7.48 (m, 1H), 7.47
(d, J=8.1 Hz, 1H), 7.32 (d, J = 7.7 Hz, 2H) 6.31 — 6.24 (m, 2H), 5.69 (dd, J = 9.0, 3.0 Hz,
1H), 4.44 (s, 2H), 2.61 (s, 3H).
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3C NMR (500 MHz, Methanol-ds) § 166.58, 166.25, 150.96, 148.08, 139.09, 137.57,
134.67, 132.69, 132.40, 131.74, 131.65, 130.81, 130.57, 129.66, 128.63, 127.79, 125.56,
123.76,122.37,120.95, 90.44, 89.69, 42.35, 19.47. HRMS (ESI-MS): Berechnet: 396.17065
fiir C2sH22N302 [M+H"]. Gefunden: 396.17138, Berechnet: 418.15260 fiir C2sH21N302 Na
[M+Na"]. Gefunden: 418.15368.

6.2.3.5  4-Methyl-N-(4-(propionamidomethyl)phenyl)-3-(pyridin-3-
ylethynyl)benzamid (34)

Zu einer Losung von 41b (25 mg, 73 pmol) in 3 mL THF wurde bei -70 °C DIPEA
(128 pL, 0.73 mmol) hinzugegeben und Propionylchlorid (16 pL, 0.18 mmol) in 0.5 mL
THF zugetropft. Die Suspension wurde fiir 1.5 h bei -70 °C umgesetzt. Nach Erwédrmen der
Reaktionsmischung auf rt, wurde diese mit Wasser aufgenommen und mit EtOAc (3x15 mL)
extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden iiber Na;SO4 getrocknet und die
fliichtigen Bestandteile unter vermindertem Druck entfernt. Nach
sdulenchromatographischer Reinigung (1-6 % MeOH/DCM) wurde 34 (7 mg, 17.6 umol,
24 %) als weiler Feststoff erhalten.

'"H NMR (500 MHz, Methanol-dy) 6 8.74 (s, 1H), 8.55 (s, 1H), 8.12 (s, 1H), 8.02 (d, J =
7.9 Hz, 1H), 7.88, (d, J = 6.4 Hz, 2H), 7.65 — 7.68 (m, 2H), 7.48 - 7.51 (m, 1H), 7.46 (d, J =
8.1 Hz, 1H), 7,29 (d, J = 8.4 Hz, 2H), 4.36 (s, 2H), 2.61 (s, 3H), 2.26 (q, J = 7.6 Hz, 2H),
1.16 (t, J = 7.6 Hz, 3H). 3C NMR (500 MHz, Methanol-ds) § 175.50, 166.25, 150.96,
148.08, 144.10, 139.10, 137.45, 132.70, 131.65, 130.81, 129.66, 128.63, 127.87, 127.65,
123.76, 122.37, 120.93, 120.70, 90.44, 89.69, 42.25, 28.80, 19.41, 9.13. HRMS (ESI-MS):
Berechnet: 398.18630 fiir CysH24N3O» [M+H']. Gefunden: 398.18625, Berechnet:
420.16825 fiir C2sH23N30,Na [M+Na*]. Gefunden: 420.16857.
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6.2.3.6 C,C'-Bis-tert-butyl N-4-amino-2-trifluoromethylphenyl)iminodicarbonat
(37a)

Zu einer Losung des Nitroanilins 36a (1 g, 4.85 mmol) in THF (5 ml) wurden Et3N (1 ml,
7.2 mmol) und DMAP (390 mg, 3.2 mmol) gegeben. Zu diesem wurde Di-tert-
butyldicarbonat (2.2 ml, 10.2 mmol) gegeben, und die Reaktion wurde 5 h unter Riickfluss
geriihrt. Die Reaktionsmischung wurde dann abgekiihlt, mit THF (250 ml) verdiinnt und mit
gesittigter NaCl-Losung (250 ml) gewaschen. Die organische Phase wurde abgetrennt, {iber
NazS04 getrocknet, filtriert und unter vermindertem Druck konzentriert, um das Rohprodukt
zu erhalten. Das Rohprodukt wurde weiter durch Sdulenchromatographie
(2-20 %EtOAc/Cyclohexan) gereinigt, um das entsprechendes Di-Boc-geschiitztes
Nitroanilin (37a) (1.7 g, 4.4 mmol, 90 %) als weillen kristallinen Feststoff zu erhalten.

'HNMR (500 MHz, CDCls) 6 8.58 (d, J= 2.5 Hz, 1H), 8.44 (dd, J= 8.6, 2.5Hz, 1H),
7.48 (d, J= 8.7 Hz, 1H), 1.38 (s, 18H). 3C NMR (126 MHz, CDCl3) & 149.92, 147.25,
143.40, 132.92, 129.55, 129.30, 127.76, 123.50, 123.03, 122.99, 121.32, 84.75, 77.67, 77.41,
77.16, 77.16, 28.10.

D

(@) (0]
F F
T o

o)
H,N \ﬁ

6.2.3.7  C,C’-Bis-tert-butyl N-4-amino-2-trifluoromethylphenyl)iminodicarbonat
(38a)

Zu einer Losung von 37a (1.7 g, 4.4 mmol) in MeOH (5 ml) wurde tiber 10 % Pd/C
(0,1 g, 0,94 mmol) bei rt fiir 12 h hydriert (H2). Das Reaktionsgemisch wurde iiber Celite®
filtriert, unter vermindertem Druck konzentriert, um das entsprechende Anilin (38a) als

einen cremefarbenen Feststoff (1.6 g, 4.35 mmol, 99 %) zu erhalten.
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'"H NMR (600 MHz, CDCl3) 6 7.03 (d, J=9.1Hz, 2H), 6.94 (d, J = 7.8 Hz, 1H), 4.38 (br,
1H), 1.37 (s, 18H). 3*C NMR (151 MHz, CDCl3) 6 151.41, 144.36, 139.68, 131.94, 129.14,
128.40, 128.17, 126.23, 124.40, 122.77, 122.59, 119.61, 114.17, 83.27, 77.67, 77.16, 27.96.
LCMS (ESI-MS): Berechnet: 377.38 fiir Ci7H24F3N204 [M+H"]. Gefunden: 377.02.

6.2.3.8 Tert-butyl (4-(3-iodo-4-methylbenzamido)-2-
(trifluoromethyl)phenyl)carbamate (39a)

38a (250 mg, 0.66 mmol), HATU (281 mg, 0.74 mmol) und DIPEA (1 ml, 10.1 mmol)
wurden in DCM (5ml) gelost und 30 min bei rt gerithrt. Dann wurde 3-lod-2-
methylbenzoesédure (197 mg, 0.74 mmol) zugegeben und das Reaktionsgemisch wurde 12 h
bei rt geriihrt. Die Reaktion wurde mit geséttigter wassriger NaHCO;-Losung gequencht und
mit EtOAc (4x5 ml) extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden iiber Na;SO4
getrocknet und die fliichtigen Bestandteile unter vermindertem Druck entfernt. Die
sdulenchromatographische Reinigung (1-10 % MeOH/DCM) lieferte 39a als cremefarbenen
Feststoff (164.7 mg, 0,32 mmol, 48 %).

'"H NMR (600 MHz, MeOD-d,) 6 8.37 (d, J = 1.7 Hz, 1H), 8.13 (d, J= 2.4 Hz, 1H), 7.88
(dd, J=8.7, 2.4 Hz, 1H), 7.83 (dd, /= 7.9, 1.7 Hz, 1H), 7.55 (d, J= 8.7 Hz, 1H), 7.39 (d,
J= 8.0Hz, 1H), 2.46 (s, 3H), 1.48 (s, 9H). LCMS (ESI-MS): Berechnet: 520.29 fiir
C20H21F3IN,O3 [M+H"]. Gefunden: 520.72.
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6.2.3.9  N-(4-amino-3-(trifluoromethyl)phenyl)-3-(imidazo[1,2-b]|pyridazin-3-

ylethynyl)-4-methylbenzamid (41a)

Die Substanz 39a wurde wie in der AAV 2 beschrieben synthetisiert und nach
Aufarbeitung ohne weiterer Aufreinigung direkt Entschiitzt. Die Boc-Entschiitzung wurde
mit 0.5mL TFA verdinnt in 2mL DCM fiir 30 min bei rt durchgefiihrt. Das
Reaktionsgemisch wurde mit 10 %-iger NaOH-Losung in ein alkalisches Milieu tiberfiihrt
und anschliefend mit EtOAc (3x15 mL) extrahiert. Die kombinierten organischen Phasen
wurden liber NaxSO4 getrocknet und die fliichtigen Bestandteile unter vermindertem Druck
entfernt. Nach Reinigung mittels Reversed-Phase Flash Chromatographie wurde das
gewiinschte Produkt wurde als cremefarbener Feststoff (10.4 mg, 0.02 mmol, 25 %)

erhalten.

'"H NMR (700 MHz, MeOD-d,) 6 8.74 (d, J = 4.3 Hz, 1H), 8.20 (d, /= 9.2 Hz, 1H), 8.15
(s, 1H), 7.88 (d, J= 7.9 Hz, 1H), 7.81 (d, J= 1.8 Hz, 1H), 7.60 (dd, J = 8.8, 1.7 Hz, 1H),
7.53 —7.48 (m, 2H), 7.48 (d, J= 8.0 Hz, 1H), 6.89 (d, /= 8.7 Hz, 1H), 2.65 (s, 3H). *C NMR
(176 MHz, MeOD-d,) 6 167.28, 143.66, 133.99, 131.98, 131.86, 131.12, 129.72, 129.28,
128.00, 127.86, 127.07, 125.74, 125.52, 123.57, 122.07, 120.68, 120.65, 118.87, 98.27,
80.50, 65.54, 20.90, 19.30. LCMS (ESI-MS): Berechnet: 436.41 fiir C23H17F3NsO [M+H"].
Gefunden: 436.38.
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6.2.3.10 N-(4-acrylamido-3-(trifluoromethyl)phenyl)-3-(imidazo[1,2-b]pyridazin-3-

ylethynyl)-4-methylbenzamid (33)

41a (10 mg, 0.01 mmol) wurde bei -70 °C in 2 mL THF und DIPEA (20 pL, 0.1 mmol)
gelost. Acryloylchlorid (1.2 uL. 0.015 mmol) wurde in 0.5 mL THF gelost und langsam
hinzugetropft und die Reaktionslosung fiir 1.5 h bei -70 °C und anschliefend fiir 5 h bei rt
geriihrt. Die Reaktion wurde anschlieBend mit Wasser gequenscht und die fliichtigen
Bestandteile unter vermindertem Druck entfernt. Das Rohprodukt wurde mittels Reversed-
Phase Flash Chromatographie gereinigt und 33 (1 mg, 0.002 mmol, 10 %) als weier

Feststoff isoliert.

'H NMR (600 MHz, CDsCN-ds) 9.01 (s, 1H), 8.54 (t, J= 6.2 Hz, 1H), 8.22 (d, J=
2.3 Hz, 1H), 8.13 (d, J = 1.7 Hz, 1H), 8.06 (s, 1H), 8.06 — 8.00 (m, 2H), 7.95 (dd, J = 8.7,
2.2 Hz, 1H), 7.88 (dt, J= 10.0, 5.0 Hz, 1H), 7.73 (d, J = 8.7 Hz, 1H), 7.50 (d, J = 8.0 Hz,
1H), 7.26 (dt, J= 13.4, 6.7 Hz, 1H), 6.44 (dd, J= 17.0, 10.3 Hz, 1H), 6.33 (dd, J = 16.9,
1.4 Hz, 1H), 5.79 (d, J= 11.4 Hz, 1H), 2.64 (s, 3H). 3C NMR (151 MHz, CD;CN-d;)
0 165.59, 164.99, 145.14, 144.83, 140.66, 138.73, 137.73, 133.02, 130.91, 130.70, 130.39,
130.34, 128.61, 127.87, 126.48, 124.56, 123.10, 119.22, 96.61, 81.55, 20.58. LCMS (ESI-
MS): Berechnet: 490.46 fiir C26Hi9F3Ns02 [M+H']. Gefunden: 490.42.

6.3 Biochemische Charakterisierung

6.3.1 Allgemeine Anmerkungen

Die biochemische Charakterisierung in Form der Bestimmung der ICso-Werte der
synthetisierten Verbindungen und der Referenzverbindungen gegeniiber diversen Kinasen
erfolgte mittels des kommerziell erhéltlichen Cisbio KinEASE™ HTRF Assay, welcher
bereits in Kapitel 3.3.4.1 vorgestellt wurde. Weiterhin fand dieses Assaysystem Anwendung
bei der Charakterisierung der kinetischen Parameter der kovalenten Bindungsbildung nach

Krippendorf et al.?®’.
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Chemikalien und Reagenzien zur Vorbereitung von Puffer-, Protein- und
Additivlésungen wurden von den Firmen Fisher Scientific, Carl Roth GmbH und Sigma-
Aldrich bezogen und ohne weitere Reinigung verwendet. Die verwendeten Proteine wurden

kommerziell iiber die Proginase GmbH oder Life Technologies erworben (vgl. Tabelle 21).

Tabelle 21: Ubersicht {iber kommerziell bezogene Proteine.

Protein (aktiv) Hersteller Bestellnummer Lotnummer
KIT, V559D/T6701 Proginase GmbH 1044-0000-1 002
KIT, wt Proginase GmbH 0979-0000-1 010
KIT, V559D/V654A Proginase GmbH 1045-0000-1 001
KIT, D816H Proginase GmbH 1041-0000-1 002
VEGFR2, wt Life Technologies PV3660 1223246F

6.3.2 Aktivititsbasiertes Assaysystem (KinEASE™)

6.3.2.1 Etablierung des HTRF-System

Das Messprinzip des Cisbio KinEASE™ HTRF Assay?* wurde bereits in Kapitel 3.3.4.1
vorgestellt. Die Generierung von ICso-Werten mit diesem Assaysystem ist erst nach
Durchfiihrung gewisser Etablierungsschritte moglich, um zu gewihrleisten, dass die

bestimmten Daten auf reproduzierbaren und robusten Primardaten basieren.

Samtliche fiir dieses Assaysystem ermittelten Daten wurden in weillen Mikrotiterplatten
im 384-well Format mit einem Kavititsvolumen von 25 pL der Firma Greiner Bio One
GmbH erhoben. Die Messung der Fluoreszenzemission erfolgte durch das PerkinElmer
EnVision Multimode Platenauslesegerdt bei einer Emissionswellenlinge von 620 nm
(Eu-markierter Antikorper) und 665 nm (XL665-markiertes Streptavidin) 60 pus nach
Anregung bei 317 nm.

Die Enzymaktivitdit wurde durch die Titration der Kinasen bestimmt. Die erhaltene
optimale  Proteinkonzentration = wurde  verwendet, um  die Kinetik der
Substratphosphorylierung und somit die optimale Inkubationszeit zu ermitteln. Die
Durchfiihrung dieser Etablierungsschritte erfolgte nach den Herstellerangaben und kann in
der Dissertation von A. Richters nochmals im Detail nachgelesen werden.?®* Im néchsten

Schritt musste der Substrat/ ATP-Kj, bestimmt werden.
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Auf diese Weise kann gewdhrleistet werden, dass der Assay stabile und solide Daten
liefert, da der Ku die Konzentration des halbmaximalen katalytischen Umsatzes
reprasentiert, sodass die zu untersuchenden Kinasen unter optimalen Umsatzbedingungen
die Katalysereaktion vollziehen. Im Fall der Verwendung einer ATP-Konzentration im
Bereich des ATP-Kys wird zusitzlich verhindert, dass die Konkurrenzreaktion zwischen
Inhibitor und ATP in einem Bereich liegt, der die Effektivitit des Inhibitors artifiziell
herabgesetzt. Den letzten Schritt der Etablierungsmafinahmen stellte die Ermittlung des
Fluorophorgehalts (XL665) dar. Die Anpassung des Fluorophorgehalts ermoglicht die
Erstellung der Dosis-Wirkungs-Kurve bei einem maximalen Assayfenster (maximaler
Faktor zwischen minimaler und maximaler Aktivitit). Mdgliche Fluorophor/Substrat-
Verhéltnisse sind 1/8, 1/4, 1/2, und 1/1. Der Fluorophorgehalt wurde mit den zuvor
optimierten Konzentrationen an Kinase, ATP und Substrat, sowie mit der entsprechenden

Reaktionszeit fiir die jeweilige Kinase bestimmt.

Die Durchfilhrung der Etablierung des Substrat/ATP-Kys erfolgte nach den

Herstellerangaben und kann in der Dissertation von A. Richters nochmals im Detail

284

nachgelesen werden.** Die ermittelten optimalen Assayparameter sind in Tabelle 22

zusammengefasst.

Tabelle 22: Ermittelte Assayparameter zur Durchfithrung des KinEASE™ Assays (Cisbio Bioassays) fiir die untersuchten
Kinasen.

. Fluorophor/ Kinase/Kavitit  ATP Substrat  Rk-Zeit
Protein Substrat .
Substrat (ng) (M) (M) (min)

KIT, V559D/T6701 1/8 TK 3.1 20 0.45 25
KIT, wt 1/4 TK 5 30 0.33 25

KIT, V559D/V654A 1/8 TK 7 50 1 35
KIT, D816H 1/8 TK 2 12 1 30
VEGFR2, wt 1/8 TK 0.04 70 0.8 10
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6.3.2.2 Arbeitsanweisung zur Generierung von ICs-Werten mittels

HTRF®

Die zuvor bestimmten optimalen Assayparameter fiir die jeweilige Kinase wurden fiir die
Erstellung der Dosis-Wirkungskurven herangezogen, um daraus anschlieBend die
entsprechenden ICso-Werte zu determinieren. Zundchst wurden 2.5 pL Kinasepuffer zur
Generierung der Inhibitorverdiinnungsreihe vorgelegt. Die Verdiinnungsreihe (6-fach
Verdiinnung; 1.4 nM-20 uM) der untersuchenden Inhibitoren (10 mM DMSO-
Stammldsung) wurden dazu via des akustischem Dispersionssystem ECHO 520 Liguid
Handler der Firma Labcyte (Sunnyvale, California, USA) gemid3 der
Dosis-Wirkungs-Software Echo Dose Response v1.5.4 erstellt.

Der Kinasepuffer wurde nach den Herstellerangaben fiir den Cisbio KinEASE™ HTRF
Assay?? fiir die jeweilige Kinase hergestellt (10 mM MgCl,, 1 mM DTT, 0.01 % Triton X-
100, 5 x HTRF-Puffer, ddH20).

Die Verdiinnungsreihe wurde mit 5 pL der jeweiligen Kinase fiir 30 min inkubiert. Nach
Ablauf der Inkubationszeit erfolgte die Zugabe von 2.5 uL der ATP/Substrat-Mischung mit
der zuvor im Etablierungsprozess ermittelten Konzentrationen im Bereich der Km-Werte der
jeweiligen untersuchten Kinase (Tabelle 22). Als Substrat wurde das von Cisbio
kommerziell vertriebene TK-Substrat fiir Tyrosinkinasen verwendet. Die in der
Enzymkinetik bestimmte optimale Reaktionszeit wurde fiir die jeweilige Kinasereaktion
herangezogen und nach Ablauf durch 10 uL Stopplosung (Detektionspuffer, TK-Antikorper,
STV-XL665) beendet. Das molare Verhiltnis von Fluorophor zu Substrat betrug fiir die hier
untersuchten Kinasen 1/4 und 1/8. Nach 1 h Inkubation mit der Stopplosung wurde der
FRET bei einer Wellenldnge von 317 nm fiir die jeweilige Verdiinnung angeregt und die
daraus folgende Emission bei 665 nm sowie 620 nm detektiert. Der Quotient
Emée6s nm/Eme20 nm der beiden Emissionswerte fiir die Kinasereaktion bei acht verschiedenen
Inhibitorkonzentrationen wurde durch die Quattro Software Suite fiir die Determinierung
von ICso-Werten analysiert. Die Auftragung der, auf die Positiv-(Staurospotin) und
Negativ-Kontrolle (DMSO) normierten Emmisionswerte gegen die dazugehorige
Inhibitorkonzetration liefert die ICso-Werte. Die ermittelten Werte wurden jeweils in

Duplikaten in mindestens drei voneinander unabhéngigen Messungen erhoben.
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Die Bestimmung der kinetischen Parameter K; und Kinake erfolgt prinzipiell nach der
gleichen Arbeitsanweisung. Fiir die zeitaufgeloste Determinierung der ICso-Werte wurde die
Inhibitorverdiinnung {iber unterschiedliche Zeitrdume (2-90 min) inkubiert. Die
abschlieBend bestimmten I[Cso-Werte der untersuchten Inhibitoren wurden gegen die
unterschiedlichen Inkubationszeitpunkte aufgetragen und K; und Kinake nach Krippendorff et

al.*®7 ermittelt

6.3.2.3 Arbeitsanweisung zur Herstellung der verwendeten Puffer

Der 5 x HTRF-Puffer sowie der Detektionspuffer konne kommerziell von Cisbio
erworben werden. Es ist allerdings auch moglich diese selbst herzustellen. Die genaue
Reihenfolge der Zugabe der Puffer-Komponenten muss dabei strengst eingehalten werden

um die Kompatibilitdt mit dem Assay zu garantieren.

Im Nachfolgenden sind die Mengen und die Zugabe-Reihenfolge der einzelnen

Komponenten dargestellt:
5x HTRF-Puffer 100 mL:

5.96 g, HEPES (250 mM, 238.31 g/mol); 250 uL Na3VO4 (200 mM Aliquot £0.5 mM
in 100 mL); 100 mg NaN3 (0.1 %); pH auf 7 einstellen (NaOH); 50 mg BSA (0.05 %)

Detektionspuffer 500 mL:

5.96 g HEPES (50 mM, 238.31 g/mol) (pH 7.0); pH auf 7 einstellen (KOH); 0.5 g, BSA
(0.1 %), KF (0.8 M, 58.1 g/mol);3.72 g EDTA (20 mM, 372.34 g/mol)

Aktivierung des Orthovanadats:

Fiir 200 mM Losung werden 0.32 g NazVO4 in 10 mL dd H2O gelost. Mit IN HCI und
IN NaOH wird die Losung auf pH 10 gebracht (Gelbfirbung). Die Ldsung wird
anschlieBend gekocht bis sie farblos wird. Die Losung wird auf rt abgekiihlt und der Prozess
von pH-Einstellung, Kochen und Abkiihlen wird solange wiederholt bis die Losung farblos
bleibt und der pH konstant bei 10 verweilt. Die Lagerung des aktivierten NazVOys erfolgt
bei -20 °C.
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6.4 Charakterisierung in GIST-Zelllinien

6.4.1 GIST-Zelllinien

Eine vollstindige Vorstellung der hier untersuchten GIST-Zelllinien erfolgte bereits in

Kapitel 3.3.5.

6.4.2 Methoden und Materialien

Zellkultivierung

Die Kultivierung der humanen GIST-Zelllinien erfolgte im Inkubator der Firma Binder
in einer wasserdampfgesittigten, 5 %-igen COz-Atmosphire bei 37 °C. Samtliche
Arbeitsschritte wurden unter sterilen Bedingungen (Sterilbank Herasafe/KS, Thermo
Scientific) durchgefiihrt. Alle verwendeten Medien, Losungen und Verbrauchsmaterialien
wurden steril eingekauft, steril filtriert oder durch Autoklavieren sterilisiert. Medien und
Losungen die in Kontakt mit den Zellen kommen wurden zuvor im Wasserbad auf 37 °C

temperiert. Die Zusammensetzung der verwendeten Medien ist in Tabelle 23 aufgelistet.

Tabelle 23: Medienzusammensetzung.

Kultivierungsmedium fiir GIST430-V654A 83 % IMDM-Iscove’s Modified Dulbecco’s Media
(1x) (Gibco™ by Life Technologies) + BPE und
MITO+ + Imatinib 100 nM

1 % L-Glutamin

15 % FCS

1 % Penicillin/ Streptomycin/ Amphotericin
Kultivierungsmedium fiir GIST-48B 83 % IMDM-Iscove’s Modified Dulbecco’s Media
(1x) (Gibco™ by Life Technologies)

1 % L-Glutamin

15 % FCS

1 % Penicillin/ Streptomycin/ Amphotericin
Kultivierungsmedium fiir GIST-T1 89 % DMEM High Glucose (4,5g Glucose)
GlutaMAX™ (Gibco™ by Life Technologies)

10 % FCS

1 % Penicillin/ Streptomycin/ Amphotericin

Kultivierungsmedium GIST-T1-D816E 83 % IMDM-Iscove’s Modified Dulbecco’s Media
(1x) (Gibco™ by Life Technologies) + Imatinib
200 nM

1 % L-Glutamin

15 % FCS

1 % Penicillin/ Streptomycin/ Amphotericin
Kultivierungsmedium GIST-T1-T6701- 89 % DMEM High Glucose (4,5g Glucose)
GlutaMAX™ (Gibco™ by Life Technologies) +
Imatinib 1 pM

10 % FCS

1 % Penicillin/ Streptomycin/ Amphotericin
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Einfriermedien 74 % IMDM/ DMEM GlutaMAX™

15 % FCS

10 % DMSO

1 % Penicillin/ Streptomycin/Amphotericin

Passagieren der GIST-Zellen

Haben die Zellen eine ausreichende Konfluenz erreicht werden sie passagiert. Die
Zeitrdume fiir das Passagieren sowie das Passagen-Verhéltnis der einzelnen Zelllinien sind
in Tabelle 24 zusammengefasst. Die Zellen mdgen schon vorher konfluent wirken, die

angegebenen Zeitangaben sollten aber nicht unterschritten werden.

Tabelle 24: Zeitraume fiir das Passagieren der GIST-Zelllinien.

Zelllinie Passagieren nach Passagen-Verhiltnis
GIST430-V654A | 7 d (konne schon nach 2-3 d konfluent wirken) 1:3-1:4
GIST-48B 7 d (kénne schon nach 2-3 d konfluent wirken) 1:5-1:6
GIST-T1 7d 1:6-1:8
GIST-T1-D816E 5d/7d 1:4/1:6
GIST-T1-T6701- 5d/7d 1:4/1:6

Zur Ablosung der adhédrenten Zellen wurde zunichst das Medium entfernt und die Zellen
mit DBPS gewaschen bevor sie mit einer 0.25 %-igen Trypsin/EDTA-LSsung
(2.5 mL/T-75-Kultivierungflaschen, (Sarstedt)) fiir 3-5 min inkubiert wurde. Die abgeldsten
Zellen wurden anschlieBend mit 10.5 mL frischem Medium aufgenommen und bei 1000 rpm
bei 25 °C sedimentiert (5 min). Das Zellpellet wurde dann in 10 mL frischen Medium
resuspendiert. Fiir die Weiterkultivierung wurden die Zellen in den in Tabelle 24
angegebenen Passagen-Verhdltnis in insgesamt 12 mL des entsprechenden Mediums
ausgesit, sodass eine Zellkonzentration von ca. 1x10° Zellen pro T-75 Flasche erreicht

wurde.
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Kryokonservieren von Zellen

Fiir die Kryokonservierung der Zellen wurde von der jeweiligen Zellpassage das
Zellpellet in Einfriermedium resuspendiert. 1 mL mit einer Zellkonzentration von
1x10° Zellen/ ml der jeweiligen Zellsuspension wurde in Kryordhrchen tiberfiihrt und 24 h
in einem Freezing Container langsam auf -80 °C heruntergekiihlt. Die endgiiltige Lagerung

der Zellen erfolgte bei -150 °C.

Auftauen der kryokonservierten Zellen

Fiir das Auftauen der kryokonservierten Zellen (-150 °C) wurde das entsprechende
Kryoréhrchen (1 ml Zellsuspension mit ca. 1x10% Zellen/'ml) in einem auf 37°C
temperierten Wasserbad erwiarmt. Die aufgetauten Zellen wurden anschlieend in einer
T-75-Kulturfasche mit 11 ml des entsprechenden Kultivierungsmediums ausplattiert. Das
Medium wurde nach 24 h gewechselt. Anschlie3end erfolgte die Kultivierung der Zellen bis

zur Konfluenz.

Zellzahlbestimmung

Fiir die Zellzahlbestimmung wurden 10 pL der jeweiligen Zellsuspension mit 10 pL.
Trypanblau-Losung versetzt. 10 pL dieses Gemisches wurden auf einen Objekttriger

iibertragen und mit dem Zellzdhler Countess® II der Firma Life Technologie ausgezéhlt.

Zellzahloptimierung

Eine detaillierte Beschreibung des Prozesses der Zellzahloptimierung ist in Kapitel 3.3.5
zu finden. Die entsprechenden Zellen wurden auf 384-well Platten des Herstellers Greiner
Bio-one (#78180) in jeweils acht dem Wachstumsverhalten der Ziellinien angepassten
Konzentrationen ausplattiert (Siehe Kapitel 3.3.5). Die Zellen wurden fiir 72 h bei 37 °C und
5 % CO2 inkubiert bevor die Zellviabilitditsmessung via des CTG-Reagenzes durchgefiihrt

wurde.
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6.4.2.1 Arbeitsanweisung zur Generierung von Gls-Werten mittels

Zellviabilitiatsassay

Fiir die Bestimmung der Glso-Werte wurden die Zellen in einer Zellzahl ausgesit die
Linearitdt und optimale Signalintensitdt garantiert (GIST-T1-T6701: 750 Zellen/well,
GIST430-V654A: 2000 Zellen/well, GIST-T1-D816E: 800 Zellen/well, GIST-48B:
400 Zellen/well, und GIST-T1: 900 Zellen/well). Nach einer Kultivierungszeit von 24 h im
entsprechenden Medium in wasserdampfgeséttigten, 5 %-igen CO2-Atmosphére bei 37 °C
wurden die Zellen mit den zu untersuchenden Inhibitoren in serieller Verdiinnung
(1.4 nM-20uM, 384-well Platten) inkubiert. Der Transfer der entsprechenden Inhibitor-
konzentrationen erfolgte mit dem akustischen Dispersionssystem ECHO 520 Liguid
Handler der Firma Labcyte gemill der Dosis-Wirkungs-Software Echo Dose Response
v1.5.4. Staurosporin und DMSO wurden jeweils als Kontrollverbindungen genutzt. Nach
einer Inkubationszeit von 72h wurde die Viabilitdit der Zellen mit dem
CellTiter-Glo® Lumineszenz ~ Zellviabilitdtsassays von Promega ermittelt.??°Eine
detaillierte Beschreibung der Funktionsweise dieses Assaysystems ist in Kapitel 3.3.5.1
gegeben. Nach Ablauf der Kultivierungszeit wurden sowohl die Zellen, als auch das
CellTiter-Glo-Reagenz auf Raumtemperatur temperiert (20 min). Das CellTiter-
Glo-Reagenz wurde entsprechend der Herstellerangaben 1:1 mit DPBS (Gibco™ von Life
Technologies) gemischt und zu jeweils 25 pulL/well auf die Zellen pipettiert. Die
Mikrotiterplatten wurden fiir 3 min bei 600 rpm geschiittelt, um die Zellyse zu induzieren.
Abschliefend wurden die Mikrotiterplatten im Dunkeln fiir 20 min inkubiert, um das
Lumineszenzsignal zu stabilisieren. Die Messung der Lumineszenz erfolgte durch das

PerkinElmer EnVision Multimode Platenauslesegerét bei einer Integrationszeit von 500 ms.

Die Datenanalyse sowie die Bestimmung der Glso-Werte erfolgten mit der Quattro
Software. Alle Datenpunkte wurden in Duplikaten und in mindestens drei unabhéngigen

Messungen wiederholt.
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6.4.2.2 Waestern Blot Analyse

Reagenzien und Antikorper

Imatinib, Sunitinib, Regorafenib und Ponatinib wurden von LC Laboratories (Woburn,
MA) erworben. De Polyklonaler Kaninchen-Antikdrper fiir KIT wurde von DAKO
(Carpinteria, CA) hergestellt. Der Beta Actin Antikorper wurde von Sigma (St. Louis, MO)
erworben. Alle anderen Antikorper, die fiir die in dieser arbeit durchgefiihrten Western Blots

Verwendung fanden wurden von Cell Signaling (Beverly, MA) erworben.

Arbeitsanweisung zur Durchfiihrung der Western Blots

Die Zellen wurden in 6 well-Platten ausgesdt und iiber Nacht in einer
wasserdampfgesattigten, 5 %-igen CO2-Atmosphire bei 37 °C kultiviert. Nach 3 stiindiger
Inkubation mit der zu untersuchenden Verbindung, DMSO und Ponatinib als
Kontrollverbindungen wurden die Zelllysate vorbereitet und anschlieSend zur Durchfiihrung
der SDS-Page und der Western Blots verwendet. Die genaue Durchfithrung wurde bereits in
der Literatur beschrieben.?’ Die Membranen wurden iiber Nacht bei 4 °C mit den
spezifischen Antikorpern gegen KIT und den KIT-Signal-Intermediaten inkubiert. Die
Verinderungen in der Protein-Expression und —Phosphorylierung wurden durch
Chemilumineszenz visualisiert und mittels eines FUJI LAS3000 System mit der Science Lab
2001 ImageGauge 4.0 Software (Fujifilm Medial Systems, Stamford, CT, USA)

aufgenommen und quantifiziert.

6.4.3 Charakterisierung der pharmakokinetischen Parameter

Mikrosomaler Stabilititsassay (Phase I)

Die Degradation der untersuchten Verbindungen wurde bei 37 °C iiber einen
Inkubationszeitraum von 60 min bei einer Assaykonzentration von 3 pM und in humanen
und murinen Mirkrosomen mittels LCMS ermittelt. Aus den ermittelten Daten wurde die

Halbwertszeit #1,» und die in vitro intrinsiche Clearence CLiyberechnet.
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Plasmastabiltit

Die Plasmastabilitidt der Verbindungen wurde bei einer Assaykonzentration von 5 uM
iiber einen Inkubationszeitraum von 60 min bei 37 °C in humanen und murinen Plasma
ermittelt. Die Messung des Verhiltnisses der verbleibenden Verbindungsmenge und der

Ursprungsmenge erfolgte iiber LCMS.

Plasma-Proteinbindung

Die Bestimmung der Plasma-Proteinbindung erfolgte durch Gleichgewichtsdialyse. Dazu
wurden die zu untersuchenden Verbindungen bei einer Assaykonzentration von 5 uM tiber
einen Zeitraum von 6 h und einer Temperatur von 37 °C in 50 % Plasmapuffer (v/v)
inkubiert. Die finale Konzentration der Verbindungen wurde via LCMS ermittelt. Die
resultierende ungebundene Fraktion fiir 50 % Plasma (fus0+) wurde auf die ungebunden

Fraktion fiir 100% Plasma (f100 %) nach der Gleichung fu100 % = fuso %/(2 — fuso %) extrapoliert.

Caco-2 Assay

Um die zelluldre Permeabilitdt der Verbindungen zu untersuchen wurden diese in einer
Konzentration von 10 uM in HBSS entweder auf die apikale (A) oder basolaterale (B) Seite
einer Monoschicht von Caco-2 Zellen ausgesetzt und fiir 2h bei 37 °C inkubiert.
Anschliefend wurde die Konzentration der Verbindungen auf beiden Seiten der Membran
mittels LCMS/MS bestimmt. Aus den erhaltenen Daten wurde die apparente Permeabilitit
(Papp) 1n apikal zu basolateral (A—B) und in der Richtung basolateral zu apikal (B—A)
berechnet. Die verwendete Gleichung lautet: Papp(A—B) = (ACexVBx0.001)/(AtxA*Cio,A).
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6.5 Computergestiitzte Methoden

6.5.1 Molekulardynamik Simulation

Die Strukturen von KIT", KITV®** und KITT" wurden basierend auf der
Komplexkristallstruktur von KIT* v (PDB 4u0i) mit dem Programm MOE 20152
modelliert. Die MD-Simulationen wurden mit der GPU beschleunigten Version der Particle
Mesh Ewald Molecular Dynamics (PMEMD) Programmkomponente des AMBER1428¢
Simulationspaketes durchgefiihrt. Das ff14SB Kraftfeld®®” wurde fiir die nachfolgend
beschriebenen Schritte gewihlt. Eine Oktaederstunpf Simulationsbox, die mit TIP3P-
Wassermolekiilen gefiillt war, wurde verwendet, um das Protein zu solvatisieren, und das
System wurde unter Verwendung von Cl-Ionen neutralisiert. Der SHAKE-Algorithmus
wurde auf alle Bindungen mit Wasserstoffatomen angewendet, der Cut-off fiir nicht-
gebundene Wechselwirkungen wurde auf 8 A eingestellt. und Partikel-Mesh-Ewald-
Weitbereichselektrostatik wurde verwendet. Die elektrostatischen Interaktionen wurden mit
der particle-mesh Ewald long-range electrostatics-Methode berechnet. Anschlieend
wurden die modellierten Strukturen in zwei Schritten energieminimiert. Zunichst wurden
50 Schritte des Steepest Descent-Minimierungsalgorithmus angewendet, gefolgt von
maximal 200 Schritten des Konjugatgradienten, die einen RMS-Gradienten von 0,0001
kcal/(Mol-A2) mit einer Proteinbeschrinkung von 25 kcal/(Mol-A2) erreichten. Dieses
Verfahren wurde wiederholt, wobei die Beschrinkungen auf 5 kcal/(Mol-A2) reduziert
wurden. Fiir die nachfolgend beschriebenen Simulationsschritte wurde ein Zeitschritt von
2fs verwendet. Die Temperatur wurde unter Verwendung der Berendsen-
Temperaturkopplung iiber 50 ps in einer kanonischen Ensemble-Simulation (NVT
Ensemble-Simulation) unter Beibehaltung der Proteinbeschrankungen auf 300 K eingestellt.
Anschliefend wurde tiber 150 ps eine MD-Simulation eines NPT-Ensembles bei einem
Druck von 1 atm und einer Proteineinschrinkung von 5 kcal / (mol A?) durchgefiihrt. Die
Beschrankungen wurden schrittweise iiber 50 ps der NVT-Ensemble-Simulation reduziert
und die letzten 10 ps wurden ohne Einschriankungen simuliert. In der Produktionsphase
wurden 300 ns Simulationen des NVT Ensembles durchgefiihrt und atomare Koordinaten,
Energien und Temperaturen alle 20 ps gemessen. Die Analyse und das Clustering der
resultierenden  Trajektorien wurde mit dem Tool cpptraj des AMBER14286-

Simulationspakets durchgefiihrt.
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Die Simulationen in Gegenwart von Ponatinib wurden unter Verwendung der
vorhergesagten Bindungsmodi aus Docking-Studien, wie unten beschrieben, durchgefiihrt.
Das generalisierte Amber Kraftfeld*®® (GAFF) wurde fiir die Berechnung der Liganden
Ponatinib verwendet. Der Ligand wurde unter Verwendung der AMBER 142%.-

Modulvorkammer (AM1-BCC Ladungen wurden zugeordnet) und Parmchk parametrisiert.

Ein RMSD-basiertes Clustering der an der Ponatinib-Bindung beteiligten Reste (Reste in
einem 5 A-Radius von Ponatinib in der Kristallstruktur mit dem PDB-Code 4u0i) wurde
verwendet, um Cluster-Reprisentative fiir alle sechs MD-Simulationen zu erhalten. Die Fiir
die  sgglomerative hierarchische Clusteranalyse wurde ein average-linkage
Fusionierungsalgorithmus in cpptraj angewendet, um final fiinf Clustern pro Trajektorie zu
erstellen (vordefinierte Clusternummer). Die ATP-Bindungsstellen der 300 ns MD-
Simulation aller drei Proteine (KIT*, KITV%3** und KIT'%"") wurde in Abwesenheit eines
Liganden und in Gegenwart von Ponatinib in Bezug auf die RMSD aller
Bindungsstellenatome gruppiert. Tabelle 25 zeigt den Anteil der MD-Frames, die jedem
Cluster zugewiesen wurden, die durchschnittliche Entfernung zum Clusterschwerpunkt und
die Clusterqualitdtsschitzungen.

Tabelle 25: Ergebnisse der Bindungsstellen-Clusteranalyse filir die Trajektorien der Apostrukturen der drei simulierten
Enzyme in Abwesenheit (Apo) und Anwesenheit (Ligand) von Ponatinib. Die Fraktionen der Cluster- snapshots innerhalb
der gruppierten Rahmen und der durchschnittliche Abstand vom Schwerpunkt in A (in Klammern) sind angegeben. Die

Clustering-Metriken Davies-Bouldin-Index (DBI) und Pseudo-F-Statistik (pSF) fiir die Clusteranalysen dienen als
Anbhaltspunkt fiir die Clusterqualitét.

KITV654A KIth KITT670

Cluster apo ligand apo ligand apo ligand
Number (DBI: 1.57, (DBI: 1.73, (DBI: 1.66, (DBI: 2.04, (DBI: 1.46, | (DBI: 1.03,
pSF: 74.95) | pSF:71.88) | pSF:17.99) | pSF:51.09) | pSF:10.87) | pSF:2.56)

41 0.791 0.531 0.921 0.746 0.971 0.995

(1.651) (1.374) (1.388) (1.278) (1.509) (1.402)

4 0.179 0.441 0.075 0.217 0.015 0.003

(1.712) (1.311) (1.482) (1.359) (1.694) (1.439)

43 0.025 0.025 0.002 0.025 0.013 0.001

(1.861) (1.448) (1.521) (1.333) (1.715) (1.458)

44 0.004 0.003 0.001 0.011 0.001 0.001

(1.733) (1.442) (1.505) (1.366) 1.714) (1.766)

45 0.001 0.001 0.001 0.001 0.001 0.001

(1.872) (1.413) (1.504) (1.401) (1.729) (1.447)
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Die Analyse des a-Helix-C-Winkels wurde unter Verwendung von ccptraj durchgefiihrt.
Die Berechnungen des Winkels zwischen der Helixachse wurde anhand der Riickgratatome
O, Ca, Ca und N der Reste Leu631, Glu633, Glu635 und Leu637 und anhand des
Einheitszellenvektors x iiber die gesamten Trajektorien der MD-Simulationen von KIT",
KITV®3#A und KITT67% durchgefiihrt. Die Wasserstoffbriickenanalyse wurde mit Hilfe des
VMD HBonds Plugin6?®® (Standardeinstellungen) durchgefiihrt.

Das Tool mdpocket?*® wurde verwendet, um das Volumen der Ponatinib-Bindungsstellen
detaillierter zu analysieren. Dafiir wurden pro Trajektorie fiinf Snapshots pro ns extrahiert
und eine Bindungsstellen-Detektion und eine manuelle Bindungsstellenauswahl
durchgefiihrt, um anschlieBend die Deskriptoren der Ponatinib-Bindungsstellen der

Varianten zu berechnen.

Die Hauptkomponentenanalyse (Principal component analysis (PCA)) wurde mit der
ProDy-Interface-Funktion des Normalmodus-Assistenten (NMWiz) durchgefiihrt
(Standardeinstellungen). Die Protein-Ca-Atome wurden verwendet, um normale Moden fiir

die MD-Trajektorien der Apostrukturen abzuleiten (jeweils 1500 snapshots).

6.5.2 MM-PB(GB)SA Berechnungen

Alle (MM-PB(GB)SA) Berechnungen basieren auf 50 ns Trajektorien, die wie zuvor in
Kapitel 6.5.1 beschrieben generiert wurden. Mit der Ausnahme, dass die hier durchgefiihrten
Berechnungen der Trajektorien iiber eine parallele CPU Version der PMEND
Programmkomponente anstelle der GPU beschleunigten berechnet wurden. Dabei wurden
die letzten 2000 snapshots (40ns) genutzt, um den Unterschied in der freien
Bindungsenergie zwischen Ponatinib-gebundenen und -ungebundenen Zustand der
KIT-Varianten basierend auf dem AMBER2014 Script MMPBSA.py.?°! zu berechnen. Fiir
die MM-GBSA-Berechnungen wurden die Standardeinstellungen mit Ausnahme der
Veranderung der Salzkonzentration auf 0.1 M. Die lonenstdrke wurde auf 0.1 M fiir die
MM-PBSA-Berechnungen gesetzt. Die unpolare freie Solvatationsenergie wurde als
einzelner linear-proportionaler Term zu der Losungsmittelzugéngliche Oberfliche
modelliert. Die Atomradien wurden entsprechend der zur Verfligung gestellten prmtop Datei
eingestellt. Der Der Losungsentropie-Term wurde bei der Berechnung der freien Energien
vernachléssigt, da seine Berechnung oft mit den groBen statistischen Unsicherheiten

verbunden ist.!8¢
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6.5.3 Docking

Die Strukturen der Molekiile wurden mit MOE 2015233 pripariert. Die Wasserstoffatome
wurden mit der Wash Funktion hinzugefiigt. Alle Molekiile wurden mittels eines MMFF94x
Kraftfelds und einem Gradienten von 0.00001 kcal/(mol-A?) energieminimiert. Die
Generierung der Varianten KITT7%' und KITV%34A erfolgte iiber die Funktion Protein Builder
in MOE. Die Kristallstruktur von KIT" in Komplex mit Ponatinib (PDB 4u0i) wurde als
Referenzstruktur fiir alle computergestiitzten Analysen verwendet. Die jeweiligen Proteine
wurden mit der Protonate3D Funktion protoniert. Die Docking-Studien wurden mit dem
Programm GoldSuite2016%*? durchgefiihrt. Um die Proteinflexibilitét zu beriicksichtigen
wiirde zundchst ein ensemble docking mit den reprisentativen Strukturen aus der
MD-Simulation der drei KIT-Varianten (wt, T6701 und V654 A) durchgefiihrt. AnschlieBend
wurden Docking-Studien mit den urspriinglich modifizierten Kristallstrukturen der Proteine
durchgefiihrt. Die Docking Parameter wurden durch Dockingversuche mit Ponatinib
(redocking) optimiert. Alle molekularen Docking-Studien wurden mit den
Standardeinstellungen unter Variation der folgenden Parameter durchgefiihrt: 100 GA
Durchléufe pro Ligand wurden ausgefiihrt wobei die Cambridge Structural Database (CSD)
Ringkonformer-Bibliothek als Templat fiir die Generierung der Ringkonformationen
wihrend des Dockings genutzt wurde. Die Drehung der freien Ringecken wurde zugelassen.
Die Bindungstasche der Molekiile wurde iiber die AS-Reste definiert, welche die die Kavitét
um den Ursprungsliganden Ponatinib formen. Die finale Auswahl der Dockingposen wurde
basierend auf einer detaillierten visuellen Untersuchung aller drei Docking-Studien
getroffen. Fiir alle Dockingversuche von Ponatinib zeigte sich in den 30 hochst-eingestuften
Posen ein beinahe nativer Bindungsmodus (wt: maximale RMSD von 0.64 A; T670I:
maximale RMSD von 0.75 A; V654A: maximale RMSD von 1.37 A). Fiir die anschlieBende
MD-Simulation ~ wurden die Posen mit der kleinsten @ RMSD  zur
KIT"-Komplexkristallstruktur gewihlt (wt: rank 6, RMSD 0.4 A; T670I: rank 24, RMSD
0.38 A; V654A: rank 9, RMSD 0.4 A).

6.5.4 Liganden-Bindungsstellenvergleich

Fir den Liganden-Bindungsstellenvergleich mit der OpenEye-Bindungsstellen-
Vergleichssoftware SiteHopper!®” wurden die reprisentative Struktur des prominentesten
Clusters pro Variante verwendet. Die Ponatinib-Bindungsstellen aller Varianten wurden in

Bezug auf die Bindungsstelle von Ponatinib in Komplex mit KIT" (PDB 4u0i) verglichen.
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SiteHopper generiert anschlieBend die Bindungsoberflachen, die hinsichtlich Form und
physikalisch-chemischen Eigenschaften verglichen werden konnen. Das Mall fiir die
Formihnlichkeit beider Bindungsstellen wird ShapeTanimoto genannt und liegt zwischen 0
(vollig unterschiedliche Bindungsstellenformen) und 1 (fiir identische Bindungsstellen-
formen). Zusitzlich wurden die physikalisch-chemischen Bindungsstelleneigenschaften mit
dem sogenannten ColorTanimoto als Ahnlichkeitsmaf verglichen. Auf diese Weise wurden
Wasserstoffbriickenbindungs-Donor- und Akzeptor- sowie hydrophobe Eigenschaften der
Bindungsstelle verglichen. Der PatchScore wird aus ShapeTanimoto + 3 ColorTanimoto
berechnet und beschreibt das allgemeine AhnlichkeitsmaB der Bindungsstellen. Das
Ergebnis dieser Analyse ist in Tabelle 26 gezeigt.

Tabelle 26: Vergleich der Ponatinib-Bindungsstellen der Varianten KITV654A und KITT6701 (MD-Representative) mit

der Ponatinib-gebundenen wt-Bindungsstelle in Abwesenheit (Apo) und Anwesenheit (Ligand) von Ponatinib sowie zu der
unbesetzten wt-Bindungsstelle (in Klammern).

KITV654A KITT67OI
Apoprotein Ligand-gebunden Apoprotein Ligand-gebunden
Patch Score (}ggg) 2.009 (}gzg) 2.057
Shape Tanimoto (gggi) 0.561 (32§§3) 0.581
Color Tanimoto (ggg) 0.483 (gjgg) 0.492
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