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1 Einleitung

1.1 Epidermaler Wachstumsfaktorrezeptor

Die inter- sowie intrazellulare Kommunikation in multizellularen Organismen besteht
aus einem komplexen Netzwerk von Regulationsprozessen. Eine entscheidende Rolle
nehmen dabei in der Zellmembran lokalisierte Rezeptortyrosinkinasen (RTK) ein, die
ein extrazellulares Signal liber die Membran ins Zellinnere weitergeben und tiber
verschiedene Signalwege in eine biologische Antwort translatieren. Uber solche
Signaltransduktionskaskaden werden essentielle zellulare Prozesse wie Proliferation
und Differenzierung sowie Metabolismus, Migration und das Uberleben von Zellen
reguliert. 13 Der erste Meilenstein in der Erforschung von Rezeptortyrosinkinasen
wurde in den frithen 1950er Jahren durch die Arbeiten von Rita Levi-Montalcini und
Stanley Cohen mit der Entdeckung und Isolation der Wachstumsfaktoren NGF (nerve
growth factor) und EGF (epidermal growth factor) gelegt, woflir beide 1986 mit dem
Nobelpreis fiir Medizin und Physiologie ausgezeichnet wurden. Levi-Montalcini
beobachtete 1952, dass ein aus Maustumoren stammendes Protein einen
induzierenden Einfluss auf das Neuritenwachstum in Hithnerembryos besaf, was sich
spater als der Nervenwachstumsfaktor NGF herausstellte.* Auf diese Studien
aufbauend, konnte Stanley Cohen im Jahr 1957 ein weiteres Speicheldriisen-Protein
isolieren und charakterisieren, das nach Injektion in neugeborene Mause diverse
Frithentwicklungssymptome wie vorzeitige Separation der Augenlider und Dentition
hervorrief.> Weitere Studien mit diesem Protein zeigten eine proliferierende Wirkung
in Epithelzellen, was der Substanz den Namen Epidermaler Wachstumsfaktor (EGF)
verlieh.® Der Rezeptor des EGF (EGFR, epidermal growth factor receptor) wurde erst
1978 als 170 kDa grofdes transmembran-gebundenes Protein identifiziert, dessen
Stimulierung mit EGF in A431-Zellen (humanes epidermoides Karzinom) zu einem
erhohten Phosphorylierungslevel des Rezeptors fiihrte, was zwei Jahre spater mit der
intrinsischen Tyrosinkinaseaktivitit des Rezeptors assoziiert werden konnte.”-? Seit
der Entdeckung des EGF-Rezeptors vor iiber 30 Jahren wurden im menschlichen
Organismus 58 Rezeptortyrosinkinasen gefunden, die basierend auf der Sequenz der
Kinasedomane in 20 Subfamilien gegliedert werden.10 EGFR ist Teil der ErbB-Familie

bestehend aus den vier Mitgliedern, ErbB1/EGFR/HER1, ErbB2/HER2/Neu,



2 Einleitung

ErbB3/HER3 und ErbB4/HER4 und wird universell in Epithel-, Mesenchym- und

neuronalen Zellen sowie in deren Vorlduferzellen exprimiert.1!

Der EGF-Rezeptor besteht strukturell wie alle Rezeptortyrosinkinasen aus einer
extrazellularen Liganden Bindungsdomane, einer Transmembrandoméne sowie einer
cytoplasmatischen Region, die sich aus einer katalytischen Tyrosinkinase- und einer
regulatorischen Domdne zusammensetzt. Ligandenbindung an die extrazellulare
Domdine des inaktiven Monomers fiihrt zu einer Homodimerisierung- bzw.
Heterodimerisierung mit anderen Mitgliedern der ErbB-Familie (HER2, HER3 bzw.
HER4), die den EGF-Rezeptor in einen aktiven Zustand tiberfiihrt (Abbildung 1.1). 12.

13

Inaktives EGFR Monomer Aktiver EGFR Dimer
tethered” Konformation ,Extended” Konformation

Subdoméne [ll

X&) oFy
AT o

Subdoméne | Dimerisierungsarm

Abbildung 1.1: A) Struktur der extrazelluldren Domane des EGF-Rezeptors im ligandenfreien Zustand.
Im ligandenfreien Zustand liegt die extrazellulire Doméane des EGF-Rezeptors als inaktives Monomer
in einer geschlossenen (tethered) Konformation vor. Eine rigide 3-Haarnadelschleife der Subdomane II
(griin), der Dimerisierungsarm (schwarz), ist in die Subdomane 1V (pink) eingebettet und verhindert
eine Dimerisierung. B) Struktur der extrazelluliren Doméne im EGF (magenta)- gebundenen Zustand.
Infolge der Bindung des Liganden EGF an die Subdoménen I (blau) und III (gelb) kommt es zu einer
Umlagerung des Dimerisierungsarms und einer Rotation der Subdomanen [ und III um 130 °, wodurch
eine gestreckte (extended) Konformation und eine Dimerisierung mit einem weiteren Monomer von
EGFR oder einem anderen ErbB-Familienmitglied ermoglicht wird. Die Darstellung wurde von Kovacs

et al. adaptiert.13



Einleitung 3

Die Dimerisierung der extrazelluldaren Einheit, die sich aus den vier Subdomaénen (I-1V)
zusammensetzt, wird hauptsachlich tiber die Subdomane Il vermittelt (Abbildung 1.1).
Der Dimerisierungsarm, eine rigide [-Haarnadelschleife (fS-hairpin-loop) der
Subdomane II ist im inaktiven, monomeren Zustand tuber intramolekulare
Wechselwirkungen in die Cystein-reiche Subdomane IV eingebettet und bedingt eine
geschlossene (tethered) Konformation. Die Bindung eines Liganden erfolgt bivalent an
die Leucin-reichen Subdoménen I und III und bewirkt die Umlagerung des
Dimerisierungsarms, der dadurch mit dem Kkorrespondierenden Element des
Dimerpartners interagiert.l* 1> Diese Konformationsinderung verursacht eine
Rotation der Subdomaéanen I und II um ca. 130 ° gegeniiber III und IV, die zu einer
gestreckten (extended) Konformation und einem back-to-back-Dimer fiihrt. Bei dieser
Art der Dimerisierung wird der Kontakt der Monomere ausschliefdlich iiber die
Rezeptoren vermittelt, wohingegen die Ligandenbindung abseits der Protein-
Interaktionsflichen erfolgt.l1® Zu den bedeutendsten Liganden des EGF-Rezeptors
zahlen die Wachstumsfaktoren EGF, transforming growth factora (TGFa),
Amphiregulin (AREG), Epiregulin (EREG), Betacellulin (BTC), sowie heparin-binding
EGF-like growth factor (HB-EGF) und Epigen (EPI).7- 17

Die strukturelle Umlagerung des extrazelluliren Moduls wirkt sich auch auf die
Transmembrandomaéne aus und leitet das externe Signal weiter ins Zellinnere. Das
transmembran gelagerte Segment besteht aus einer 24 Aminosduren zihlenden
a-Helix, die bei der Dimerisierung iiber N-terminale GxxxG-like (GG4)-Motive mit dem
Dimerpartner assoziiert (Abbildung 1.2).18 Die GxxxG-like (GG4)-Sequenz, bei dem
zwei Glycin-Reste innerhalb von vier Aminosduren lokalisiert sind, ist ein bei der
Dimerisierung von Transmembranhelices klassisches Strukturmotiv.1% 20 Die N-
terminale Assoziation der Helices bedingt eine Offnung der C-terminalen Enden der
Transmembranhelices und bewirkt eine konformationelle Anderung der
intrazelluliren Domane, die sich aus dem Juxtamembransegment, der Kinasedomane

und dem C-terminalen Schweif (C-terminal tail) zusammensetzt.2!
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EGF EGF
Monomer A Monomer B
Activator Receiver

Plasmamembran
:|, GxxxG-like (GG4) Motiv

Transmembrandimer

Helices-Dimer
(LRRLL-Interaktionsmotiv)

Asymmetrischer Dimer

Activator-Kinase

aC Helix-out

aC Helix-in
Abbildung 1.2: Modell eines aktiven Dimers des EGF-Rezeptors basierend auf den Strukturen der
jeweiligen Doménen. Zur Erstellung des Modells wurden die folgenden PDB-Eintrdge verwendet:
extrazellulire Domdanen, 3NJP; Transmembrandominen sowie Juxtamembransegmente, 2M20;
Kinasedomanen, 4RIW. Im EGF (pink)-gebundenen Zustand liegt der EGF-Rezeptor als Dimer in der
aktiven, gestreckten Konformation vor. Die Dimerisierung der Transmembrandomanen tber ein N-
terminales GxxxG-like Motiv (griin) ermdglicht die Helices-Dimerisierung der Juxtamembransegmente
iiber ein LRRLL-Motiv. Infolgedessen kommt es zur Ausbildung des asymmetrischen Kinasedimers, in
dem eine Kinase die receiver (blau)- und die andere die activator-Position (grau) einnimmt. In dieser
Konformation bildet der C-Terminus der activator-Kinase die Protein-Protein-Interaktionsfliche mit
einem Bereich des N-Terminus der receiver-Kinase (violett) in unmittelbarer Umgebung der aC Helix
(griin). Diese Wechselwirkung stabilisiert die aktive Konformation der aC Helix und induziert die

katalytische Aktivitdt der receiver-Kinase. Die Darstellung wurde von Kovacs et al. adaptiert.13
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Die Juxtamembranregion verbindet die Transmembran- mit der Kinasedoméne und
spielt bei den ErbB-Rezeptoren eine entscheidende Rolle in der Aktivierung der
katalytischen Kinasedomane.?2 Der durch die Dimerisierung der Transmembran-
Helices  entstandene  C-terminale  Abstand von 20A  erlaubt den
Juxtamembransegmenten der beiden Monomere die Bildung eines antiparallelen
Dimers iliber die helicalen LRRLL-Interaktionsmotive (Abbildung 1.2).21 Diese
strukturelle Anderung leitet die Dimerisierung der Kinasedominen zu einem
asymmetrischen Dimer ein, bei dem eine Kinase die activator-Position einnimmt und
die receiver-Kinase durch Stabilisierung einer fiir die Katalyse entscheidenden
regulatorischen Helix (aC Helix) in ihre aktive Konformation (Helix-in) tiberfiihrt
(Abbildung 1.2). Durch diesen allosterischen Mechanismus wird die Kinasedomane
des EGF-Rezeptors aktiviert und die Autophosphorylierung diverser
Tyrosinseitenketten im C-terminal tail ausgelost.?3 24 Die entsprechenden
Phosphotyrosine fungieren als Rekrutierungsstellen fiir Effektorproteine, die liber
Phosphotyrosin-Bindungsstellen wie SH2 (Src homology region 2)- und PTB-Domdnen
(phosphotyrosine-binding) gebunden werden und dadurch das extrazellulare bzw.
eingehende Signal liber komplexe Signalkaskaden in der Zelle weiterleiten.3 25-27 Zu
den bedeutendsten Signalwegen, die vom EGF-Rezeptor reguliert bzw. initiiert
werden, gehoren der RAS-RAF-MEK-ERK-, der PI3K-AKT-mTOR- und der PLC-y1-PKC-
Signalweg, liber die entscheidende zellulare Prozesse wie Proliferation, das Uberleben

von Zellen sowie Apoptose gesteuert werden.28 29

Die enzymatisch aktive Einheit des EGF-Rezeptors, die Kinasedomaine, besitzt eine
Tyrosinkinaseaktivitit und katalysiert die Ubertragung der y-Phosphatgruppe von
ATP auf die Hydroxylgruppe einer Tyrosinseitenkette spezieller Substratproteine.
Proteinkinasen gehoéren demnach zur Enzymklasse der Phosphoryltransferasen.
Neben den Tyrosinkinasen wie EGFR machen die Ser/-Thr-Kinasen, bei denen der
Phosphotransfer auf Serin bzw- Threoninseitenketten erfolgt, eine weitere
bedeutende Klasse dieser Transferasen aus. Aufgrund ihres einheitlichen Kosubstrats
ATP weisen die Kinasedomdnen der tiber 500 Mitglieder des menschlichen Genoms

eine hoch konservierte Struktur auf. 30-32



6 Einleitung

A N-terminale Subdomaine

aC Helix

Tursteher-
aminosaure

C-terminale
Subdomane

Abbildung 1.3: A) Struktureller Aufbau der konservierten katalytischen Doméne einer Proteinkinase
am Beispiel von EGFR im Komplex mit AMP-PNP (PDB-Eintrag: 2ITX). B) Die Adenin-Einheit von ATP
(hier: AMP-PNP) bindet iiber zwei Wasserstoffbriickenbindungen an die Scharnierregion (GIn791 und
Met793) von EGFR (PDB-Eintrag: 2ITV). Das Triphosphat wird im katalytischen Zentrum durch ein
komplexes Netzwerk von Wasserstoffbriickenbindungen und der Koordination von zwei Mg2+-Ionen
(lila Kugeln) stabilisiert und so fiir den Transfer der y-Phosphatgruppe auf ein Substratprotein
orientiert. Die MgZ*-lonen wurden basierend auf der PKA-Komplexstruktur (PDB-Eintrag: 1ATP) in das

katalytische Zentrum modelliert.

Im Allgemeinen ist diese aus einer N-terminalen B-Faltblatt-reichen und einer
vorwiegend aus a-Helices bestehenden C-terminalen Subdomaéne aufgebaut, die iiber
eine flexible Scharnierregion (hinge region) miteinander verbunden sind (Abbildung
1.3). Zwischen den beiden Subdomaénen liegt das aktive Zentrum, der Bereich in dem
der Kofaktor ATP an die Kinasedomédne bindet und in welchem die Katalyse des
Phosphattransfers erfolgt. Am Ubergang von der N-terminalen Subdomine zur
Scharnierregion befindet sich die sogenannte Tiirsteheraminosaure (gatekeeper
residue). Durch ihre polare und sterische Beschaffenheit kontrolliert sie den Zugang
zu einer hydrophoben Subtasche im hinteren Bereich des aktiven Zentrums der
Kinase, wodurch sie grofien Einfluss auf die Bindung klassischer Kinaseinhibitoren
nimmt. Eine Mutation des Tiirsteherrests zu einer sterisch anspruchsvolleren
Aminosaure ist ein hdufig vorkommender Mechanismus bei Wirkstoffresistenzen in

Kinase vermittelten Tumorerkrankungen (z. B. EGFR-T790M in NSCLC). Durch diese
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Eigenschaft kommt ihr eine bedeutende Rolle in der Wirkstoffentwicklung zu. 33-3¢ An
den durch die Tiirsteheraminosaure kontrollierten hydrophoben Bereich grenzt die
aC Helix, ein hochkonserviertes Strukturmotiv, das entscheidend an der Regulation
der Katalyseaktivitat beteiligt ist.37 Fiir die Durchfiihrung des katalytischen Prozesses
bindet ATP iliber Wasserstoffbriicken des Adenins an das Peptidriickgrat der
Scharnierregion. Die Phosphatgruppen werden dabei durch die flexible Glycin-reiche
Schleife in der N-terminalen Subdomane liber das Strukturmotiv Gly-X-Gly-X-X-Gly
stabilisiert. Das in der Aktivierungsschleife (A-loop) lokalisierte DFG-Motiv (Asp-Phe-
Gly) stellt ein weiteres wichtiges Strukturelement dar. Waiahrend des
Katalyseprozesses liegt es in einer aktiven Konformation (DFG-in) vor, bei der die
Seitenkette des Phenylalanins zur aC Helix gerichtet ist und eine hydrophobe Tasche
besetzt. Das Aspartat ist in Richtung der ATP-Bindetasche orientiert und fixiert die
Phosphate iiber zwei Mg2*-lonen. Zusatzlich werden die Triphosphate durch ein
Glutamat aus der aC Helix (Glu762) sowie tlber ein konserviertes Lysin (Lys745) des
B3-Strangs stabilisiert und fiir die Ubertragung der y-Phosphatgruppe auf ein
Tyrosinsubstrat orientiert. Das Aspartat aus dem HRD-Motiv (Asp837) dient bei dem

Phosphotransfer als katalytische Base.31.32,38

In Proteinkinasen gibt es eine Vielzahl an Mechanismen zur Regulation der
katalytischen Aktivitat. Ein klassischer Mechanismus beruht auf der alternierenden
Konformation der Aktivierungsschleife und der damit einhergehenden strukturellen
Umlagerung des DFG-Motivs (DFG-in bzw. DFG-out), die iblicherweise durch
Phosphorylierung eines Tyr- bzw. Ser-/Thr-Rests innerhalb des
Aktivierungssegments hervorgerufen wird. Wahrend in der aktiven Konformation
(DFG-in) die Seitenkette des Phe856 in Richtung der aC Helix orientiert ist, besetzt es
in der inaktiven Konformation (DFG-out) das aktive Zentrum und verhindert die
Bindung des Kosubstrats ATP.3° Obwohl die Phosphorylierung eines entsprechenden
Tyrosins (Tyr869) innerhalb des Aktivierungssegments auch im EGF-Rezeptor
beobachtet wird, spielt diese bei EGFR nur eine untergeordnete Rolle in der Regulation
der enzymatischen Aktivitat und ist nicht erforderlich fiir die Aktivierung der Kinase,
die hier iiber einen allosterischen Regulationsmechanismus ahnlich dem der Cyclin-
abhdngigen Kinasen (CDK) gesteuert wird.4% 41 Bei dieser allosterischen Regulation im

EGF-Rezeptor stellt die aC Helix aus der N-terminalen Subdoméne die essentielle
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Komponente dar, die eine aktive (aC Helix-in) sowie eine inaktive (aC Helix-out)
Konformation einnehmen kann. Bei der durch Liganden induzierten Dimerisierung
der Kinasedomanen zu einem asymmetrischen Dimer interagiert die Kinase in der
activator-Position liber ihren C-Terminus mit einem Bereich des N-Terminus der
receiver-Kinase in unmittelbarer Umgebung der oC Helix. Durch diese
Wechselwirkung wird die aC Helix und das fiir den Katalyseprozess erforderliche
Glu762 in Richtung der ATP-Bindungstasche (aC Helix-in) orientiert. Die dort
ausgebildete Salzbriicke mit der Lys745-Seitenkette ist eine Voraussetzung fiir die
katalytische Kinaseaktivitit des EGF-Rezeptors. In der inaktiven Konformation
(aC-Helix-out) ragt die aC Helix aus der ATP-Bindungstasche heraus, wodurch der

Kontakt zwischen Glu762 und Lys745 verhindert wird.23. 24

1.2 EGFR-Mutationen als onkogene Treiber bei Lungenkrebs

In Bezug auf die Schliisselrolle des EGF-Rezeptors in grundlegenden zelluldren
Prozessen wie Proliferation, Zelliiberleben und Apoptose, ist es naheliegend, dass
dessen Dysregulation bzw. erhohte Kinaseaktivitat zu unkontrolliertem Zellwachstum
und der Entstehung von Tumoren fithren kann.28 29 [n den 1980er Jahren konnte zum
ersten Mal eine Geniiberexpression von EGFR in Epitheltumoren nachgewiesen und
die Fehlregulation des Signalweges mit der Entstehung von Krebserkrankungen im
menschlichen Organismus assoziiert werden.*2 Seitdem wurde in vielen weiteren
Krebsarten wie Brust-, Eierstock-, Darm- und vor allem Lungenkrebs, der mit 20 % die
haufigste krebsbedingte Todesursache weltweit darstellt, eine Amplifikation des EGF-
Rezeptors identifiziert.43-46 [nsbesondere bei einer speziellen Form, dem nicht-
kleinzelligen Lungenkarzinom (non-small cell lung cancer, NSCLC), der 85 % aller
Lungenkrebserkrankungen ausmacht, ist dieser von grofder Bedeutung.*” Bei 40-85 %
der Patienten werden erhohte EGFR-Expressionslevel beobachtet, die unter anderem
durch Genamplifikation, durch einen verringerten Abbau oder auch durch eine
gesteigerte Ligandenexpression entstehen konnen.4’> 48 Diese Voraussetzungen,
zusammen mit der einhergehenden geringen Lebenserwartung, machten den EGF-
Rezeptor friihzeitig zu einem primdren Zielprotein in der Wirkstoffforschung und

fihrten zur Entwicklung EGFR-spezifischer Therapeutika. Dazu zdhlte neben



Einleitung 9

antikérperbasierten Ansatzen die Entwicklung niedermolekularer Substanzen (small
molecules) als Kinaseinhibitoren.4%-53 Mit Gefitinib und Erlotinib wurden die ersten
Tyrosinkinaseinhibitoren (TKI) zur Inhibition der Kinaseaktivitat des EGF-Rezeptors

entwickelt (Abbildung 1.4).54 55
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Abbildung 1.4: Tyrosinkinaseinhibitoren des EGF-Rezeptors. Die ATP-kompetitiven Chinazoline

zahlen zu den EGFR-Inhibitoren der ersten Generation.

Die EGFR-Inhibitoren der ersten Generation Gefitinib und Erlotinib gehoren zu den
klassischen Typ I Inhibitoren. Sie binden reversibel und ATP-kompetitiv im aktiven
Zentrum an die Scharnierregion, wodurch die Kkatalytische Ubertragung der
Phosphatgruppe von ATP auf Zielproteine verhindert und die Kinaseaktivitat inhibiert
wird. Beide Wirkstoffe wurden 2003 bzw. 2004 von der FDA (Food and Drug
Administration) vorlaufig zur Behandlung von Patienten mit fortgeschrittenem nicht-
kleinzelligen Lungenkarzinom zugelassen, die durch konventionelle Chemotherapie
keine Verbesserung des Krankheitsbildes zeigten.>6 57 Die ersten klinischen Studien
waren mit einer Teilremission in nur 10 % der behandelten Patienten jedoch sehr
erniichternd. Zudem gab es hier keinen Zusammenhang zwischen dem
Tumorriickgang durch TKI-Behandlung und einer EGFR-Uberexpression.58-60 Erst
anschliefdende Gensequenzierungen der Tumorgewebe erbrachten aufschlussreiche
Erkenntnisse. Dabei wurden ausschliefdlich in den Patienten, die erfolgreich auf die
TKI-Behandlung ansprachen und bei denen ein Riickgang des Tumorwachstums

verzeichnet wurde, Mutationen in der Kinasedomane des EGF-Rezeptors entdeckt.61-

63

Diese Mutationen treten bei ca. 15 % der Patienten (30-50 % bei Patienten asiatischer

Abstammung) mit nicht-kleinzelligem Lungenkarzinom auf und bewirken durch eine
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Erhéhung der Kinaseaktivitit und Uberstimulierung der EGFR-Signalwege eine
unkontrollierte Zellproliferation. Dieser Effekt macht sie zu starken onkogenen
Treibern (oncogenic driver mutations), welche sich fiir die Entstehung des nicht-
kleinzelligen Lungenkarzinoms verantwortlich zeigen. Bei iiber 90 % dieser
Aktivierungsmutationen handelt es sich vorwiegend um eine Punktmutation in
Exon 21 (L858R) und eine Deletionsmutation in Exon 19 (DelE746_A750).64 Die in der
Aktivierungsschleife lokalisierte L858R-Mutation bewirkt zwei bedeutende
strukturelle Anderungen innerhalb der Kinasedomine, die das Gleichgewicht
zwischen aktiver und inaktiver Konformation beeinflussen und zu einer Erh6hung der

Kinaseaktivitat fithren (Abbildung 1.5).

inaktive Konformation aktive Konformation

,ELREA"“-Deletion

L858R
G719X

Tyr891

Phe856 Phe856

Destabilisierender Effekt Stabilisierender Effekt

Abbildung 1.5: A) Darstellung der drei haufigsten EGFR-Aktivierungsmutationen innerhalb der
Kinasedomdne im nicht-kleinzelligen Lungenkarzinom (L858R-Punktmutation, rot; Exon 19
,ELREA“-Deletion, blau; G719X-Punktmutation, griin) (PDB-Eintrag: 2ITV). Der
Aktivierungsmechanismus der L858R-Mutation ist grofdtenteils durch strukturelle Ursachen bedingt.
Die L858R-Mutation in der Aktivierungsschleife destabilisiert die inaktive Kinasekonformation (B),
wahrend sie einen stabilisierenden Effekt auf die aktive Konformation (C) austibt (PDB-Eintrage: 1XKK
und 2ITV). Die L858R-Mutation wurde durch Modellierung in die Struktur der inaktiven Konformation
eingefiigt.

In der inaktiven Konformation formt das Leu858 zusammen mit dem umliegenden

Bereich des Aktivierungssegments eine kurze Helixstruktur und bildet einen
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hydrophoben Komplex mit benachbarten lipophilen Aminosduren (Met766, Leu788,
Leu861 und Leu862), der die regulatorische aC Helix in ihrer inaktiven Konformation
stabilisiert. Der Austausch des Leucins durch die raumlich anspruchsvolle und bei
physiologischem pH-Wert positiv geladene Aminosaure Arginin bewirkt einen Bruch
dieses hydrophoben Komplexes und resultiert in einer Destabilisierung der inaktiven
Form. In der aktiven Konformation besetzt das Arginin hingegen eine polare
Subtasche der N-terminalen Domdne und stabilisiert diesen Zustand tuber eine
Wasserstoftbriickenbindung zur Carbonylgruppe des Peptidriickgrats von Arg836.65
Diese strukturellen Veranderungen, ausgelost durch den Austausch einer einzigen
Aminosaure im gesamten EGF-Rezeptor, bewirken die Verschiebung des
konformationellen Gleichgewichts in Richtung der aktiven Konformation, was mit
einer Erhohung der Kinaseaktivitat und letztendlich mit der Entstehung des nicht-
kleinzelligen Lungenkarzinoms assoziiert ist. Die ebenso haufig auftretende
Deletionsmutation im Exon 19 (DelE746_A750) befindet sich in der Sequenz N-
terminal der regulatorischen aC Helix (Abbildung 1.5). Auch wenn bisher noch keine
Proteinkristallstruktur mit der Deletionsmutante gelost werden konnte, zeigen
Studien, dass die Verkiirzung der Sequenz um die Aminosauren Glu-Leu-Arg-Glu-Ala
(ELREA) vermutlich zu einer Stabilisierung der aktiven aC Helix-in-Konformation und
dadurch zur beobachteten Erhohung der Kinaseaktivitat fiihrt. Weitere wiederholt
auftretende Mutationen in der EGFR-Kinasedoméine sind eine Punktmutation im
Exon 18 (G719X, X = Ser, Ala oder Cys) sowie diverse Exon 20 Insertionen die eine

vergleichbare Wirkung auf die Aktivitat der Kinasedomane zeigen (Abbildung 1.5).6>

Die Aktivierungsmutationen in EGFR fiihren zu einer erh6hten Sensitivitit gegentliber
den kompetitiven EGFR-Inhibitoren Gefitinib und Erlotinib, die eine effektive
Therapie ausgewadhlter Patientenpopulationen ermoglicht. Dadurch werden diese
Mutationen in der Literatur auch haufig als TKI-sensitizing mutations beschrieben.66
Eine valide Erklarung dafiir lieferten kinetische Analysen der Mutationsvarianten
EGFR-L858R und EGFR-DelE746_A750, die eine reduzierte Affinitdt zu ATP (hoherer
ATP-Km) und einen geringeren K; fiir Erlotinib verglichen mit dem Wildtyp des EGF-
Rezeptors zeigen.t4 67 Die Exon 20-Insertionen zeigen dagegen kein TKI-sensitives

Verhalten.63, 65
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1.3 Zielgerichtete Tumortherapie und T790M-Wirkstoffresistenz

In klinischen Studien mit NSCLC-Patienten mit diagnostizierter Aktivierungsmutation
in EGFR zeigten Gefitinib und Erlotinib eine eindrucksvolle Wirksamkeit mit
Ansprechraten von tber 70 % und einer Verdoppelung des progressionsfreien
Uberlebens (10 Monate) im Vergleich zur Standardchemotherapie.t8-7! Die Grundlage
des hemmenden Effekts auf das Tumorwachstum und der Erfolg dieser EGFR-
gerichteten Therapie basieren auf einem Phidnomen, das als oncogene addiction
bezeichnet wird und zum ersten Mal im Jahr 2000 von Bernard Weinstein formuliert
wurde. Dieses Konzept beschreibt die Abhdngigkeit der Tumorzellen von ihrem
onkogenen Signal. Im Fall der NSCLC-Patienten mit EGFR-Aktivierungsmutationen ist
das Wachstum und Uberleben der mutierten Krebszellen direkt mit den
tiberstimulierten EGFR-abgdngigen Signalwegen verkniipft. Die gezielte Adressierung
der onkogenen EGFR-Mutationsvariante flihrt zur Apoptose der mutierten Zellen und
zur Hemmung des Tumorwachstums.’27¢ Die neu entdeckten onkogenen
Treibermutationen und die rationale Entwicklung zielgerichteter Wirkstoffe fiihrten
zu einem Wendepunkt in der Behandlung von NSCLC, in der in den letzten drei
Jahrzehnten die Chemotherapie mit einer Kombination aus Cisplatin und Zytostatika
die Standardbehandlung bei inoperablen Tumoren gewesen ist. Eine verbesserte
Lebensqualitit der Patienten durch die reduzierten Nebenwirkungen der TKI-
Behandlung und der iiberlegende klinische Effekt leiteten die neue Ara der
zielgerichteten Krebstherapie ein und pragten das Konzept der personalisierten
Medizin in der NSCLC-Therapie. Bei diesem Behandlungskonzept erfolgt die Auswahl
der Therapie nicht nur wie bisher aufgrund des histologischen Typs, sondern vor
allem basierend auf onkogenen genetischen Lasionen jedes individuellen Patienten.”>
Die Tyrosinkinaseinhibitoren Gefitinib und Erlotinib stellen das Paradebeispiel der
personalisierten Therapie dar und sind heutzutage als Erstmedikation (first-line
treatment) von Patienten mit metastasiertem nicht-kleinzelligen Lungenkarzinom

und diagnostizierter Aktivierungsmutation in EGFR zugelassen.”6. 77

Die Exon 19 Deletion (DelE746_A750) sowie die L858R-Punktmutation sind dabei
pradiktive Marker.
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Die klinischen Resultate der zielgerichteten Tumortherapie waren trotz anfanglicher
Euphorie sehr erniichternd. Simtliche Patienten, die positiv auf eine TKI-Behandlung
mit Gefitinib oder Erlotinib ansprachen, erlitten innerhalb weniger Monate ein durch
Wirkstoffresistenzen bedingtes Rezidiv. Biopsien resistenter Tumore konnten in iiber
60% der Patienten eine sekunddre Punktmutation (T790M) der
Tiirsteheraminosaure in der Kinasedomane von EGFR als Grund fiir die einsetzende
Resistenz identifizieren.33 78 79 Durch den Austausch der Tiirsteheraminosiure
Threonin durch ein Methionin verlieren die Wirkstoffe Gefitinib und Erlotinib
vollstindig ihre Wirkung und die Patienten erleiden einen Riickfall der
Krebserkrankung. Der Grund dafiir liegt in der Position des Tirstehers im aktiven
Zentrum, der Bindungsstelle der ATP-kompetitiven Inhibitoren. Das sterisch
anspruchsvolle Methionin verhindert eine optimale Bindung der 4-Aminochinazolin-
basierten Erstgenerationsinhibitoren an die Scharnierregion (Abbildung 1.6).
Rontgenkristallstrukturen zeigen, dass der im Wildtyp von EGFR beobachtete
Bindungsmodus von Gefitinib zu einer sterischen Abstofdung mit dem Met-Tiirsteher

fiihren wiirde (Abbildung 1.6).80-83
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Abbildung 1.6: Strukturelle Grundlage der T790M-Wirkstoffresistenz im EGF-Rezeptor. A)

Bindungsmodus des reversiblen EGFR-Erstgenerationsinhibitors Gefitinib im EGFR-Wildtyp (PDB-
Eintrag: 2ITY). Das Gleichgewicht zwischen ungebundenem Rezeptor (R) mit frei vorliegendem
Liganden (L) und dem reversiblen Rezeptor-Ligand-Komplex ([LR]) liegt bedingt durch die hohe
Affinitdit von Gefitinib zur Kinase auf der Seite des [LR]-Komplexes. B) Die auftretende
Tiirstehermutation T790M (PDB-Eintrag: 3UG1) verhindert eine optimale Bindung des Inhibitors an
die Scharnierregion des EGF-Rezeptors (PDB-Eintrag: 2ITY). Das fiihrt zu einer erhéhten Dissoziation
des [LR]-Komplexes und somit zum Verlust der Wirksamkeit. C) Illustration der sterischen Abstofung
von Gefitinib durch die T790M-Tiirstehermutation. Der im Wildtyp von EGFR beobachtete
Bindungsmodus von Gefitinib (weif3, PDB-Eintrag: 2ITY) wiirde zu einer sterischen Hinderung mit der
Methioninseitenkette (blau, PDB-Eintrag: 3UG1) und zu einem ungiinstigen Bindungsmodus fiihren

(pink, PDB-Eintrag: 3UG2).
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Neben der strukturellen Erkldarung fiir die T790M-Wirkstoffresistenz wurde in
verschiedenen Studien auch eine Anderung des ATP-Kn-Werts der EGFR-Mutante als
zusatzliche Resistenzursache beschrieben. Wahrend die L858R-Aktivierungsmutation
zu einer reduzierten ATP-Affinitdt (h6herer ATP-Kn-Wert) flihrt, stellt die T790M-
Sekundarmutation die urspriingliche Affinitdt wieder her. Ein unterschiedlicher ATP-
Km hat einen grofden Einfluss auf die Wirksamkeit ATP-kompetitiver Inhibitoren wie
Gefitinib und Erlotinib.67. 8% 8 Neben der T790M-Mutation konnte eine
Uberaktivierung des PI3K-Signalweges durch cMet-Amplifikation als weiterer
Resistenzmechanismus infolge der TKI-Behandlung aufgeklart werden.86
Wirkstoffresistenzen stellen generell eine grofde Herausforderung in der Entwicklung
zielgerichteter Tumortherapien dar.87-89 Besonders die Mutation des Tiirsteherrests
zu einer sterisch anspruchsvolleren Aminosdure scheint ein weit verbreitetes
Phanomen zu sein, das nicht nur in EGFR, sondern auch in anderen Proteinkinasen wie
zum Beispiel in Bcr-Abl (T315I) und KIT (T670I) nach Behandlung mit

Tyrosinkinaseinhibitoren beobachtet wird.3> 36,90

1.4 Kovalente Inhibitoren zur Umgehung der T790M-Resistenz

Eine zur Adressierung der Aktivierungsmutationen entwickelte zweite Generation an
EGFR-Inhibitoren riickte aufgrund vielversprechender in vitro sowie in vivo Wirkung
gegen EGFR mit T790M-Resistenz in den Fokus der Wirkstoffentwicklung.?1-94 Bei
dieser Klasse handelt es sich um kovalente Inhibitoren, die einen Sonderfall der
Kinaseinhibitoren darstellen und sich durch einen irreversiblen Bindungsmodus von
den vier klassischen Kategorien (Typ I-IV) unterscheiden. Durch ein reaktives
Elektrophil, zumeist ein Michaelakzeptor, sind kovalente Inhibitoren in der Lage mit
nukleophilen Aminosaureseitenketten des Zielproteins, in der Regel Cystein, aber
auch Lysin, eine kovalente Bindung auszubilden und die Kinaseaktivitat irreversibel

zu inhibieren (Abbildung 1.7).32.95,96
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Abbildung 1.7: A) Schema der irreversiblen Modifikation eines Cysteins durch einen kovalenten
Inhibitor iiber eine 1,4-Michaeladdition. Ein reaktives Elektrophil (Michaelakzeptor) reagiert mit einer
Thiolgruppe eines Cysteins zu einem stabilen Thioether. B) Genereller Mechanismus eines
zielgerichteten kovalenten Inhibitors. Der erste Schritt ist die Bildung des initialen nicht-kovalenten
Rezeptor-Ligand-Komplexes ([LR]) aus dem frei vorliegendem Rezeptor (R) bzw. Liganden (L). Dieser
Prozess wird durch den K; (Inhibitionskonstante) beschrieben. Anschliefend wird der finale kovalente
Rezeptor-Ligand-Komplex (L-R) gebildet, dessen Bildungsgeschwindigkeit iiber den Kinace bzw. k2
(Inaktivierungskonstante) ausgedriickt wird. C) Kovalente 4-Aminochinazolin-basierte Inhibitoren, die
zu den EGFR-Inhibitoren der zweiten Generation gehéren. Das reaktive Acrylamid ist griin
hervorgehoben. D) Bindungsmodus der kovalenten EGFR-Zweitgenerationsinhibitoren am Beispiel von
Afatinib. Die T790M-Tiirstehermutation bewirkt eine sterisch Abstofdung mit den 4-Aminochinazolinen
mit der Seitenkette des Methionins und eine Dissoziation des reversiblen Rezeptor-Ligand-Komplexes
[LR]. Daher ist die Ausbildung der kovalenten Bindung (Rezeptor-Ligand-Komplex, L-R) mit Cys797
unzureichend fiir eine effektive in vivo Wirkung (PDB-Eintrag: 4G5P).
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Das Bindungsverhalten kovalenter Inhibitoren wird durch zwei Schritte
charakterisiert (Abbildung 1.7). In einem initialen Schritt erfolgt eine reversible
Bindung des Liganden (L) an den Rezeptor (R) zu einem nicht-kovalenten Rezeptor-
Ligand-Komplex ([LR]), der wie bei reversiblen Inhibitoren auf der Affinitit zum
Zielprotein beruht und durch die Inhibitionskonstante (Ki) definiert ist. Ist der
reversible Komplex ausreichend stabilisiert und das Elektrophil sowohl in raumlicher
Nahe als auch in einer optimalen Orientierung zu einem reaktiven Nukleophil, erfolgt
in einem zweiten Schritt die Ausbildung einer kovalenten Bindung zum Rezeptor
(L-R), deren Bildungsgeschwindigkeit durch die Inaktivierungskonstante kinact bzw. k2
beschrieben wird. Durch diesen Prozess wird die Dissoziation des Inhibitors vom
Rezeptor und die Kompetition mit ATP verhindert und dadurch die Verweildauer am
Zielprotein maximiert. Die inhibierende Wirkung wird erst durch den Abbau und die
Neusynthese des Zielproteins aufgehoben.?’” Die lange Verweildauer kovalenter
Inhibitoren reduziert dariiber hinaus die fiir eine effektive Wirksamkeit erforderliche
Plasmakonzentration des Wirkstoffs im Patienten, wodurch unerwiinschte
Nebenwirkungen durch Bindungen an andere Proteine (off-targets) verringert
werden. Zudem bringt die kovalente Adressierung selten vorkommender reaktiver
Cysteine einen hohen Selektivititsvorteil. Durch diese charakteristischen
Eigenschaften kovalenter Inhibitoren reprasentieren diese, besonders im Bereich der
Kinaseinhibitoren, eine immer attraktiver werdende Klasse in der

Wirkstoffentwicklung.?5 98,99

Die kovalenten EGFR-Zweitgenerationsinhibitoren sind chemisch wie Gefitinib und
Erlotinib von einem 4-Aminochinazolin abgeleitet und verfiigen zudem iiber einen
Michaelakzeptor als Elektrophil, der die Ausbildung einer kovalenten Bindung zu
einem am C-terminalen Ende der Scharnierregion befindlichen Cystein in der ATP-
Bindungstasche des EGF-Rezeptors ermoglicht (Abbildung 1.7).100 Das Cys797 in
EGFR ist ein in Kinasen nur sehr selten vorkommendes Strukturmerkmal (nur 10 von
iiber 500 Kinasen besitzen ein analoges Cystein).101. 102 Durch die Lokalisation des
Cysteins am Anfang einer a-Helix entsteht eine negative Polarisation des Thiols, die zu
einer Erh6hung dessen Nukleophilie und einer verbesserten Reaktivitat hinsichtlich

einer 1,4-Michaeladdition fiihrt.103
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Die kovalenten EGFR-Zweitgenerationsinhibitoren, inklusive Afatinib und
Dacomitinib konnten trotz vielversprechender in vitro Daten und kovalenter
Inhibition der T790M-Mutationsvariante von EGFR jedoch keine ausreichende
klinische Wirksamkeit in Patienten mit T790M-Wirkstoffresistenz erzielen
(Abbildung 1.7).°1-94 In den klinischen Studien zeigten sich schwerwiegende
Nebenwirkungen wie Hautausschlag und Diarrho als Reaktion auf die Behandlung mit
den EGFR-Zweitgenerationsinhibitoren. Die mit der Inhibition des EGFR-Wildtyps
(on-target-Toxizitat) assoziierten Symptome waren ausschlaggebend dafiir, dass eine
hohere Dosierung, die fiir eine effektive Wirkung erforderlich gewesen ware, nicht
verabreicht werden konnte.104106 Neben einer starken Inhibition des Wildtyps von
EGFR war eine unzureichende Potenz gegen die T790M-Mutante entscheidend, was
der Tatsache geschuldet war, dass die kovalenten 4-Aminochinazoline urspriinglich
zur Inhibition der EGFR-Aktivierungsmutanten mit WT-Tirsteher (Thr790) und nicht

spezifisch fiir den Met-Tiirsteher der T790M-Wirkstoffresistenz entwickelt wurden.80

Obwohl kovalente Inhibitoren eine irreversible Bindung zum Protein ausbilden
konnen, ist der initiale reversible Schritt und die Bildung des nicht-kovalenten EGFR-
Inhibitor-Komplexes nicht weniger entscheidend fiir eine effektive Wirksamkeit
(Abbildung 1.7). Dessen Destabilisierung infolge einer sterisch anspruchsvollen
T790M-Mutation wie im Fall der 4-Aminochinazoline der zweiten Generation an
EGFR-Inhibitoren und einer damit assoziierten ungilinstigeren Bindung fiihrt zu einer
Verschiebung des Gleichgewichts in Richtung des ungebundenen Inhibitors und damit
zu einer geringeren lokalen Konzentration des Michaelakzeptors am Zielprotein.
Dadurch kommt es zu einer unzureichenden kovalenten Bindungsbildung, die in einer
verminderten in vivo Wirksamkeit resultiert.80. 107-109 Das Resultat der klinischen
Studie demonstrierte eindeutig, dass es nicht ausreichend ist einen schwachen
Inhibitor mit einem Elektrophil zu versehen, sondern dass auch ein kovalenter
Kinaseinhibitor spezifisch fiir ein bestimmtes Zielprotein entwickelt werden muss, um
die Hiirde der initialen Ausbildung des reversiblen Protein-Ligand Komplexes zu

iiberwinden, die auch fiir die Bindung kovalenter Inhibitoren essentiell erscheint.

Im Jahr 2009 wurde mit dem Inhibitor WZ4002 von Zhou et al. aus der Arbeitsgruppe
um Nathanael Gray erstmals ein T790M-selektiver kovalenter Kinaseinhibitor

beschrieben, der sich in Mausstudien als hochwirksam gegen das EGFR-
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T790M-abhingige Tumorwachstum erwies (Abbildung 1.8 A).110.111 Dje Verbindung
WZ4002 beruht nicht auf einem klassischen 4-Aminochinazolin, sondern auf einem
fir die Adressierung von EGFR neuartigen Aminopyrimidin. Die Komplexstruktur in
EGFR-T790M demonstrierte neben einer kovalenten Bindung zu Cys797 eine direkte
Adressierung des Met-Tiirstehers tuber lipophile Wechselwirkungen durch einen

Chlorsubstituenten (Abbildung 1.8 B).
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Abbildung 1.8: A) Kovalente Drittgenerationsinhibitoren des EGF-Rezeptors. Das reaktive Acrylamid
ist griin hervorgehoben. B) Der Bindungsmodus des Drittgenerationsinhibitors WZ4002
veranschaulicht die Umgehung einer sterischen AbstofRung mit Met790 (PDB-Eintrag: 31KA). Dadurch
wird der reversible Rezeptor-Ligand-Komplex ([LR]) stabilisiert und eine effiziente kovalente
Modifikation von Cys797 erreicht. Die damit einhergehende lange Verweildauer am Rezeptor erklart

die hohe und in vitro und in vivo Wirksamkeit dieser Klasse.

Durch das 5-Chloropyrimidin wird zudem ein sterischer Konflikt mit Met790
verhindert und die Affinitit zum polaren Wildtyp-Tursteherrest (Thr790)
abgeschwacht, woraus das T790M-selektive Inhibitionsprofil resultiert.119 Durch den
optimalen Bindungsmodus wird der reversible EGFR-Inhibitor-Komplex stabilisiert

und eine effiziente kovalente Modifikation von Cys797 erreicht (Abbildung 1.8 B).
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Die damit einhergehende lange Verweildauer am Rezeptor erklart die hohe
Wirksamkeit dieser Klasse in vitro und in vivo. WZ4002 zeigte als erster Inhibitor die
wirkungsvolle Umgehung der T790M-Wirkstoffresistenz in EGFR und legte damit den
Grundstein fiir eine dritte Generation an EGFR-Inhibitoren, die sich durch einen
kovalenten Bindungsmodus und einer Met790-spezifischen Grundstruktur definiert.
Die ersten Drittgenerationsinhibitoren, die in Kklinischen Studien zur gezielten
Therapie von NSCLC-Patienten mit T790M-Wirkstoffresistenz getestet wurden, waren
das von der WZ4002-Struktur abgeleitete CO-1686 (Rociletinib) der Firma Clovis
Oncology, der Astrazeneca T790M-Inhibitor AZD9291 (Osimertinib) und spater der
Wirkstoff EGF816 (Nazartinib) von Novartis (Abbildung 1.8 A).112-114



2 Motivation und Zielsetzung

Der Epidermale Wachstumsfaktorrezeptor, eine Rezeptortyrosinkinase aus der
Familie der ErbB-Rezeptoren, spielt eine Schliisselrolle in der Regulation zelluldrer
Prozesse wie Proliferation, Zelliiberleben und Apoptose. Eine Fehlregulation des EGF-
Rezeptors ist mit der Entstehung diverser Krebserkrankungen, insbesondere
Lungenkrebs assoziiert, was ihn zu einem der bedeutendsten Angriffsziele in der
Krebstherapie macht. Somatische Aktivierungsmutationen in der Kinasedomane des
EGF-Rezeptors (u.a. L858R-Punktmutation und Exon 19 Deletion) bewirken eine
gesteigerte EGFR-Kinaseaktivitit und wurden als onkogene Treiber im nicht-
kleinzelligen Lungenkarzinom (NSCLC) identifiziert. Eine Inhibition der onkogenen
EGFR-Mutationsvarianten steht im direkten Zusammenhang mit einer hemmenden
Wirkung auf das Tumorwachstum und stellt ein Musterbeispiel der zielgerichteten
Tumortherapie dar. NSCLC-Patienten mit diagnostizierter Aktivierungsmutation im
EGF-Rezeptor konnen heutzutage effektiv mit den Erstgenerationsinhibitoren
Gefitinib und Erlotinib behandelt werden. Die wirkungsvolle Therapie von Patienten
basierend auf einer spezifischen onkogenen Lision demonstriert das Potential der
personalisierten Medizin. Neu erworbene Wirkstoffresistenzen stellen in der
Entwicklung zielgerichteter Tumortherapien eine grofde Herausforderung dar. Ein
haufig auftretender Resistenzmechanismus bei Tyrosinkinaseinhibitoren ist die
Mutation der Tiirsteherposition zu einer sterisch anspruchsvolleren Aminosaure.
NSCLC-Patienten entwickeln infolge einer TKI-Behandlung mit Gefitinib und Erlotinib
in 60 % der Falle eine Sekundiarmutation des Tiirsteherrests (T790M), die zur
vollstindigen Wirkstoffresistenz und einem Riickfall der Krebserkrankung fiihrt.
Kovalente Kinaseinhibitoren, die durch irreversible Alkylierung des Cys797 liber eine
lange Verweildauer am EGF-Rezeptor verfiigen, haben das Potential gezeigt die
T790M-Wirkstoffresistenz zu umgehen. Bisherige T790M-spezifische Inhibitoren
haben bewiesen, dass fiir eine effektive Inhibition von EGFR-T790M ohne on-target-
Toxizitit hervorzurufen, eine neue chemische Grundstruktur erforderlich ist, die nicht
auf einem klassischen 4-Aminochinazolin beruht. Die klinischen Erkenntnisse der
Erst- und Zweitgenerationsinhibitoren von EGFR zusammen mit strukturbiologischen

Daten lieferten wertvolle Informationen fiir einen rationalen Ansatz zur Entwicklung
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T790M-selektiver Kinaseinhibitoren. Das Ziel dieser Arbeit bestand daher in der
Identifizierung und strukturbasierten Entwicklung neuer kovalenter T790M-

spezifischer EGFR-Inhibitoren.

Im Rahmen dieser Arbeit sollte, ausgehend von der in einem phanotypischen Screen
identifizierten Hit-Verbindung, eine Optimierung der kovalenten Bindungsbildung
sowie eine spezifische Verbesserung der inhibitorischen Kinaseaktivitit gegen die
wirkstoffresistente T790M-Variante von EGFR realisiert werden. Dafiir sollte
zundchst durch rationales Design die Synthese einer fokussierten Subtanzbibliothek
erfolgen. Eine biochemische Charakterisierung der inhibitorischen Eigenschaften
sollte Aufschluss iiber ein T790M-selektives Inhibitionsprofil geben. Dafiir sollte die
Subtanzbibliothek mit einem aktivitatsbasierten Assaysystem auf ihre inhibitorische
Kinaseaktivitit gegen EGFR-Mutationsvarianten sowie gegen den Wildtyp von EGFR
untersucht werden. Ein irreversibler Bindungsmodus der kovalenten Inhibitoren
durch  Alkylierung des Cys797 im  EGF-Rezeptor  sollte  mittels
massenspektrometrischer Experimente mit der isolierten Kinase nachgewiesen
werden. Anders als bei reversiblen Inhibitoren, bei denen die Wirksamkeit
ublicherweise tiber die mittlere inhibitorische Konzentration definiert wird, die auf
dem Gleichgewicht zwischen ungebundenem Protein und einem reversiblen Protein-
Inhibitor-Komplex beruht, unterliegen kovalente Substanzen nur bedingt diesem
Gleichgewicht und erfordern zur vollstindigen Charakterisierung eine Analyse der
Bindungskinetik. Dazu sollten die kovalenten Substanzen hinsichtlich der kinetischen
Parameter Ki und Kkinact untersucht werden. Komplexstrukturen der kovalenten
Inhibitoren sollten neben der Bestdtigung des Bindungsmodus wertvolle Erkenntnisse
tiber die Struktur-Aktivitats-Beziehung liefern. Zur Analyse der Selektivitit gegeniiber
anderen Proteinkinasen sollte durch eine Kinomprofilierung ein Selektivitatsprofil
erstellt werden. Um zu Uberpriifen, ob sich die Aktivitat in den biochemischen
Assaysystemen in einen zelluliren Kontext iibertragen lasst, was in der
Wirkstoffentwicklung haufig eine grofde Herausforderung darstellt, sollte der
inhibitorische Effekt der Substanzen in relevanten NSCLC-Zelllinien untersucht
werden. Zusatzlich sollte mit einer Profilierung ihrer pharmakokinetischen
Eigenschaften (ADME/DMPK) evaluiert werden, ob sie fiir in vivo

Wirksamkeitsstudien geeignet sind.
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Im Rahmen dieser Arbeit sollte in einem weiteren Projekt ein innovativer Ansatz zur
Identifizierung neuer kovalenter Kinaseinhibitoren etabliert werden, der auf dem
Prinzip der Zielprotein-kontrollierten Synthese (target-guided synthesis) aufbauen
sollte. Dabei sollte zunachst eine Methode entworfen werden, die auf einer kovalenten
Modifikation eines Zielproteins durch eine irreversibel bindende Sonde beruht. Durch
nachfolgendes Screening gegen Fragmente einer Substanzbibliothek mit einer zur
Sonde komplementdren funktionellen Gruppe sollten neue potente Inhibitoren
identifiziert werden. Die Detektion sollte liber massenspektrometrische Analysen
erfolgen. Fiir die Proteinkinase MKK7 als Modellsystem sollte basierend auf
strukturbiologischen Daten ein geeignetes kovalent bindendes Fragment entworfen
und synthetisiert werden. Zur Evaluierung des Fragments als kovalente Sonde in
MKK?7 sollte eine irreversible Modifikation mittels MS-Experimenten nachgewiesen
und ein kovalenter Bindungsmodus durch eine Komplexstruktur in MKK7
demonstriert werden. Zudem sollte eine Fragmentbibliothek hoher Diversitdt mit zur
Sonde komplementarer funktioneller Gruppe erstellt und in einer proof of concept-

Studie zur Identifizierung neuartiger kovalenter Inhibitoren eingesetzt werden.
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Inhibitoren

In einem phanotypischen Screen einer Substanzbibliothek mit tber 1500
Kinaseinhibitoren gegen 80 genetisch charakterisierte Tumorzelllinien des nicht-
kleinzelligen Lungenkarzinoms zeigte eine Verbindung einen starken Einfluss auf das
Wachstum EGFR-abhidngiger Zellen.! Neben der inhibitorischen Wirkung auf TKI-
sensitiven Zelllinien (Aktivierungsmutationen in EGFR) konnte ein vergleichbarer
Effekt in wirkstoffresistenten H1975-Zellen beobachtet werden, in denen im EGF-
Rezeptor zusatzlich zu einer Aktivierungsmutation (L858R) die T790M-
Resistenzmutation vorliegt. Bei der identifizierten Verbindung 1a handelte es sich um
einen kovalenten Inhibitor, der auf einem klassischen 4-Aminochinazolin-
Grundgeriist basiert (Abbildung 3.1).115 Um aufzuklaren, ob die beobachtete Aktivitat
mit einem moglichen kovalenten Bindungsmodus im Zusammenhang steht, wurde die
Hit-Struktur 1a im Komplex mit einer Variante der Tyrosinkinase cSrc-T338M/S345C
(cSrc-DM), einem validierten Modellsystem fiir EGFR-T790M, kokristallisiert. 83, 116
Die Komplexstruktur in cSrc-DM zeigte einen flir Chinazoline atypischen
Bindungsmodus, bei dem der Inhibitor den Kontakt zur Scharnierregion nicht wie
tiblich iiber N1, sondern liber das Aminopyrazol-Motiv herstellt (Abbildung 3.1). Die
Interaktion erfolgt tiber drei Wasserstoffbriickenbindungen zum Peptidriickgrat der
Aminosauren Glu339 und Met341. Die Phenylgruppe an C-2 des Chinazolins
verhindert durch ihren sterischen Anspruch die klassische Wechselwirkung tiber N1
und induziert somit diesen untypischen Bindungsmodus. Der Inhibitor nimmt in
dieser Konformation einen reversiblen Bindungsmodus ein, bei dem sich der
Michaelakzeptor an C-7 des Chinazolins nicht in rdumlicher Ndhe des reaktiven
Cysteins (Cys345) befindet, wodurch die Ausbildung einer kovalenten Bindung
verhindert wird. Diese strukturbiologische Erkenntnis lies vermuten, dass der
beobachtete inhibitorische Effekt gegen die wirkstoffresistente Mutante von EGFR
nicht auf eine kovalente Inhibition zuriickzufiihren ist. Die Komplexkristallstruktur

von 1a zeigte keinen Hinweis auf eine sterische Abstofdung durch den Met-Tiirsteher

i Dissertation Matthaus Getlik, 2011, TU Dortmund
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(Met790) und lieferte diverse Ansatze fiir eine Strukturoptimierung zur kovalenten
Modifikation des Cysteins und weckte das Interesse an einer strukturbasierten

Weiterentwicklung dieser Verbindung.

Glu339

/ Met341

Abbildung 3.1: A) Komplexkristallstruktur der Hitstruktur 1a aus dem phanotypischen Screen im
Komplex mit cSrc-DM (T338M/S345C )(PDB-Eintrag: 5D12). Uber ein 4-Aminopyrazol bildet 1a zwei
Wasserstoftbriickenbindungen zu den Carbonylgruppen von Glu339 und Met341 sowie eine zur
Riickgrat-NH-Gruppe von Met341 aus. In dem Bindungsmodus ist das Elektrophil der ATP-

Bindungstasche abgewandt und lésungsmittelexponiert, womit keine kovalente Modifikation von

Cys345 moglich ist.
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3.1 Rationales Design zur Hit-Optimierung von EGFR-T790M-

Inhibitoren

Der durch die Rontgenkristallstruktur im Komplex mit cSrc-DM aufgedeckte
reversible Bindungsmodus der Verbindung 1a diente als Grundlage umfassender

Modellierungsstudien.i

A

Abbildung 3.2: Modellierungsstudien verschiedener Inhibitor-Strukturen zur Evaluierung optimaler
Bindungsgeometrien zwischen Elektrophil und Cys345. A) Chinazolin- (39b) und B-D) Pyrimidin-
basierte Strukturen (40a, 8b und 9a) wurden durch Superposition in die Komplexstruktur von 1a mit
cSrc-DM (PDB-Eintrag: 5D12) modelliert (vgl. Tabelle 3.1, Tabelle 3.2 und Tabelle 3.3). Interaktionen

durch Wasserstoffbriickenbindungen sind durch rote Punkte illustriert.

i Die Modellierungsstudien der Strukturen 39b und 40a wurden von Matthaus Getlik in der AG Rauh
durchgefiihrt (Dissertation Matthdus Getlik, 2011, TU Dortmund).
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Hierbei wurden optimale Bindungsgeometrien zwischen dem Elektrophil und dem
kovalent zu adressierenden Cystein und mogliche lipophile Interaktionen des
Liganden mit der Seitenkette der Met-Tiirsteheraminosdure evaluiert. Diverse
chemische Grundgeriiste und Substitutionsmuster wurden basierend auf Verbindung
1avorgeschlagen (Abbildung 3.2). Der Phenylrest in 2-Position von 1a erwies sich laut
Modellierung als geeigneter Kniipfungspunkt fiir das Elektrophil (Abbildung 3.2 A).
Als alternatives Grundgeriist wurde ein Pyrimidin aufgrund seiner erhohten
Flexibilitdit und der damit einhergehenden verbesserten Bindungseigenschaften
ausgewahlt (Abbildung 3.2 B-D). Fiir ein Pyrimidin-basiertes Grundgeriist wurden
zwei mogliche Verkniipfungspunkte des Michaelakzeptors identifiziert, um
verschiedene Geometrien und Orientierungen des Elektrophils zu untersuchen. Das
Elektrophil wurde in 4-Position direkt (Abbildung 3.2 B) oder in 2-Position iiber einen
Phenylether (Abbildung 3.2 (C,D) an das Pyrimidin gekniipft. Ein besonderes
Augenmerk galt auf3erdem der Optimierung des Pyrazolsubstituenten, der nicht nur
den Kontakt zur Scharnierregion herstellt, sondern auch eine mégliche lipophile
Interaktion mit dem Met-Tiirsteherrest eingehen kann. Fiir verschiedene EGFR-
Inhibitoren wurde bereits gezeigt, dass dieser Effekt einen wesentlichen Einfluss auf
deren inhibitorische Aktivitit und Mutantenselektivitit haben kann.111l. 117 Zur
genaueren Untersuchung dieser Wechselwirkung sollte durch Derivatisierung der
4-Position mit Amino-5-Methylpyrazol (Abbildung 3.2C) und Aminoindazol
(Abbildung 3.2 D) der lipophile Charakter des 4-Substituenten (Aminopyrazol) erh6ht
werden, ohne den Kontakt zur Scharnierregion abzudandern. Modellierungsstudien
liefen zudem erkennen, dass beide funktionelle Gruppen einen geeigneten
Kompromiss in Bezug auf grofitmoglicher lipophiler Wechselwirkung und sterischer

Repulsion darstellen (Abbildung 3.2 C, D).

Zu den mit einem Michaelakzeptor versehenen kovalenten Verbindungen wurden
zum direkten Vergleich die entsprechenden reversiblen Analoga hergestellt. Als
Elektrophil wurde in erster Linie eine Acrylamidgruppe eingesetzt, fiir die bereits
gezeigt werden konnte, dass sie sich zur Alkylierung des Cys797 in EGFR eignet.110 Die
Feinabstimmung der Reaktivitit von Michaelakzeptoren spielt fiir kovalente
Inhibitoren eine entscheidende Rolle, weshalb auch Acrylamid-Derivate mit einem

zusatzlichen elektronenziehenden Rest (CF3-Gruppe) zur Erhéhung der Reaktivitat
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synthetisiert wurden. Die Modifikation des Acrylamids mit einem zusatzlichen
Dimethylamin zeigte fiir einige kovalente EGFR-Inhibitoren ebenfalls Auswirkung auf
die Wirksamkeit (z. B. Afatinib). Hierbei soll die positive Wirkung nicht durch einen
elektronischen Effekt, sondern durch eine intramolekulare basenkatalysierte
1,4-Michaeladdition hervorgerufen werden.11® Um zu tlberpriifen, ob sich dieser
Einfluss auch auf die Serie der Pyrimidine iibertragen lasst, wurden diese Acrylamid-

Derivate ebenfalls dargestellt und in die Substanzbibliothek aufgenommen.

3.2 Synthese von Pyrimidin-basierten Kinaseinhibitoren

Zur Synthese einer fokussierten Substanzbibliothek wurden vier verschiedene

Syntheserouten etabliert.

Schema 3.1: Synthese der Pyrimidine 6 und 81-8m.
THP THP

cl
[%§N N-N N-
| N/)\CI i HNJ’\/)\ ii )‘\)\
2 SN
N//kCI
4

N-NH

N\ _Z.

_ . L p—
iii HN V, Vi HN
SN ~N
N N TS
5 6 o)

M p— o
HN iv

5b, NH,
SN
PN

R= (@) (0]
N~ N-NH N-NH %(ﬂ\57 %{l\//
: | N = 7=
8l 8m

ix oder x

7a, NO,

viiiD 7b, NH,
a Reagenzien und Bedingungen: (i) 5-Methyl-1H-pyrazol-3-amin, DIPEA, DMF, 90 °C, 54 %; (ii) DHP,
pTsOH, THF, 90 °C, 64 %; (iii) (3-Nitrobenzol)boronsaure, Pd(PPhs)s, K2C03, DME/EtOH (4:1), 150 °C,
uw; 70 %; (iv) Ammoniumformiat, Pd/C, EtOH, 90 °C, quant.; (v) Acryloylchlorid, DIPEA, THF, 0 °C;
(vi)TFA in DCM, RT, 73 % (2 Schritte); (vii) 3-Nitrophenol, K:CO03, DMF, 140°C, 20 %;
(viii) Ammoniumformiat, Pd/C, EtOH, 90 °C, 91 %; (ix) Acryloylchlorid, DIPEA, THF, 0°C, 26 %;
(x) Propionylchlorid, DIPEA, THF, 0 °C, 27 %.
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Die Darstellung der Pyrimidine 6 und 8l-m erfolgte nach Schema 3.1. Im initialen
Schritt wurde 2,4-Dichloropyrimidin (2) an 4-Position mit 3-Methyl-1H-pyrazol-5-
amin dekoriert und somit das Intermediat 3 aufgebaut. Fiir die weitere Synthese des
C-C-verkniipften Pyrimidin-Derivats und die anstehende Kreuzkupplung unter
Suzuki-Bedingungen war zundchst eine Schiitzung des Pyrazolamins erforderlich, bei
der sich Tetrahydropyran als eine geeignete Schutzgruppe herausstellte.
Anschliefdend konnte die Dekoration der 2-Position des Pyrimidins mit 3-Nitrobenzol
liber eine Suzuki-Kupplung erfolgen. Die anschlieflende palladiumkatalysierte
Reduktion der Nitrogruppe zum korrespondierenden Anilin, mit Palladium auf
Aktivkohle und Ammoniumformiat, fithrte zu 5b. Im letzten Schritt erfolgte die
Anbringung des Michaelakzeptors an das Molekiil durch Umsetzung von 5b mit
Acryloylchlorid unter basischen Bedingungen zum entsprechenden Acrylamid. Die
Entschiitzung der THP-Schutzgruppe durch sukzessive Behandlung des entstandenen
Rohprodukts mit 25 % TFA in DCM lieferte den finalen kovalenten Inhibitor 6. Die
Synthese der Verbindung 81, bei der das Elektrophil nicht tiber eine Kohlenstoff-
Kohlenstoff-Bindung, sondern iiber ein Phenylether mit dem Pyrimidin verbunden ist,
erfolgte ebenfalls liber das Intermediat 3. Dessen Umsetzung mit 3-Nitrophenol unter
basischen Bedingungen lieferte die Verbindung 7a. Im Anschluss erfolgte die
Reduktion der Nitrogruppe zum korrespondierenden Anilin 7b unter Verwendung
von Palladium auf Aktivkohle. Die Umsetzung des entstandenen Anilins mit den
jeweiligen Saurechloriden zum entsprechenden Acrylamid bzw. Propionamid lieferte

die kovalente Verbindung (81) und deren reversibles Analogon (8m).

Die allgemeine Syntheseroute, illustriert in Schema 3.2, wurde zur Synthese der

2,4,6-substituierten Pyrimidine 8a-k, 8n-q und 9a-d etabliert.iii

i Die Synthese der Substanzen 8a-k erfolgte bereits im Zuge der Masterarbeit ,Synthese und
biochemische Charakterisierung kovalenter Kinaseinhibitoren zur Umgehung der Wirkstoffresistenz
T790M in EGFR“ (Julian Engel, 2011, TU Dortmund). Die Verbindungen 9a-e und 38 wurden
arbeitsgruppenintern von Dr. Stefano Tomassi synthetisiert. Weitere Verbindungen wurden von Jasmin
Kriill (81-m), Niklas Uhlenbrock (6) und Niklas Schaumann (8n-0) im Rahmen ihrer Bachelorarbeiten
hergestellt.
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Schema 3.2: Synthese der Pyrimidine 8a-k, 8n-q und 9a-d.

72 (0]
Cl N S O/ (@] Ef:j
9 10 11a, ortho -NO,
11b, meta 12a-c, XX
11c, para 13-15

HN R

/@\ |\—R2 vii oder viii, ix N g v ﬁN I
NN 7 = )\ N)\
N

- N\/J = /N\/) =
8a-k, 8n-q and 9a-d : « +NO,
16a-c,
. 20b-c, 21-23 NO, 17-19
vi 24b-c, 25-27 NH,

= N—NH N—NH R2= (@] O

| |

ﬂ;i\é) E(l\j>h_ fiu/u\§¢ ﬁiu/ﬂ\//
N-NH N-NH o o
| I |

Y (KQ AyHon Ao,

H H
Br

a Reagenzien und Bedingungen: (i) mCPBA, DCM/THF, 0 °C - RT, 86 %; (ii) Nitrophenol, NaH, THF,
0 °C - RT, 29-84 %; (iii) Amin, DIPEA, Nal, DMF, 85-110 °C, 60-82 %; (iv) 1-Methylpiperazin, 110 °C,
62-82 %; (v) Bocz0, EtsN, MeOH, RT bzw. Boc20, Cs2C03, THF, RT, 56-95 %; (vi) Ammoniumformiat,
Pd/C, EtOH bzw. EtOAc, 90 °C, 48-87 %; (vii) Acryloyl bzw. Propionylchlorid, DIPEA, THF, 0 °C;

(viii) (E)-4-(Dimethylamino)but-2-ensiaure oder (E)-4,4,4-Trifluorobut-2-ensdure, EDC, HOBt, DIPEA,
DCM, RT bzw. (E)-4-(Dimethylamin)but-2-ensédure, Oxalylchlorid, DMF (kat.), THF, RT; (ix) TFA in DCM,
RT, 33-95 % (2 Schritte).

Im ersten Schritt wurde 4,6-Dichloro-2-(methylthio)pyrimidin (9) unter Verwendung
von mCPBA zum entsprechenden Sulfon (10) oxidiert. Die entstandene Sulfongruppe
an 2-Position des Pyrimidins ermdéglichte im nachfolgenden Schritt eine selektive
nukleophile aromatische Substitution mit ortho-, meta- oder para-substituierten

Nitrophenol-Derivaten, die zu den Intermediaten 11a-c fiihrte.
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Die Substitution eines der aromatischen Chloratome mit Aminopyrazol, respektive
Aminoindazol, fiihrte zu den Verbindungen 12a-c und 13-15, die im nachfolgenden
Schritt unter Verwendung von 1-Methylpiperazin an der 6-Position des Pyrimidins
weiter zu 16a-c und 17-19 derivatisiert wurden. Die Dekoration der Pyrazole bzw.
Indazole mit einer Boc-Schutzgruppe fiihrte zu 20b-c und 21-23. Anschlief3ende
Reduktion der aromatischen Nitrogruppe unter Einsatz von Pd/C und
Ammoniumformiat fithrte zu den korrespondierenden Aminen 24b-c und 25-27. Im
letzten Schritt erfolgte die Dekoration dieser Amine mit Michaelakzeptoren unter
Verwendung von Saurechloriden bzw. Carbonsdauren unter Standard-
Amidkupplungsbedingungen (EDC/HOBt) zu 8a-c, 8n, 9a und 9c-e. Die reversiblen
Analoga wurden mit Propionylchlorid zu den entsprechenden Propionamiden (8d-f,

80 und 9b) umgesetzt.
Zur Darstellung des mit einem acetylierten Piperazin dekorierten Pyrimidins 9e

musste die Syntheseroute modifiziert werden (Schema 3.3).

Schema 3.3: Synthese des acetylierten Pyrimidin-Derivats 9e.

(A fiio E fx

cl”>N" o N"ON N" N7 o
i T e}
14 NO, 28 NO, NO,
29 NO,
. 30 NH,
N-NH
]
HN/@
~N ‘R— H und Boc
b X una

iv,v

= VY

2 Reagenzien und Bedingungen: (i) 1-(Piperazin-1-yl)ethan-1-on, Nal, DMF, 110 °C, 70 %; (ii) Bocz0,
Cs2C03, THF, RT, 70 %; (iii) Ammoniumformiat, Pd/C, EtOAc, 90 °C, 88 %; (iv) Acryloylchlorid, DIPEA,
THF, 0 °C - RT; (v) TFA in DCM, RT, 75 % (2 Schritte).
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Dabei wurde das Schliisselintermediat 14 nicht mit einem methylierten sondern mit
einem acetylierten Piperazin zur Verbindung 28 umgesetzt. Die anschlief3ende
Boc-Schiitzung lieferte ein Gemisch aus Mono- und Di-Boc-geschiitztem Indazol (29),
was sich jedoch nicht auf die darauffolgende Reduktion mit Pd/C und
Ammoniumformiat auswirkte. Die Umsetzung des resultierenden Amins 30 mit
Acryloylchlorid zum Acrylamid und die anschlieffende Boc-Abspaltung mit TFA in
DCM lieferte das finale Produkt 9e. Zur Darstellung des an 2-Position C-C-verkniipften
Pyrimidins 38 musste eine neue Syntheseroute etabliert werden, bei der im ersten
Schritt das heterocyclische Pyrimidin ausgehend von 3-Nitrobenzimidamid unter
Verwendung von Malonsaurediethylester unter stark basischen Bedingungen

aufgebaut wurde (Schema 3.4).

Schema 3.4: Synthese des C-C-verkniipften Pyrimidin-Derivats 38.

N-NH
|
OH Cl HN/@
o NH i fN i rN ii rN
HSKI)K@NOZ HO N/)\©/N02 o N/)\©/Noz o N/)\©
31 32 33 34 ‘o,
liv
IBoc
l\f’NH ,\f—N N-NH
I
HNJ\Q HN/KQ HN/\Q
fN VII, VI fN v fN
NN NN NN
38 un_o NO, 35 o,
. 36 NO,
x
v 37 NH,

@ Reagenzien und Bedingungen: (i) Malonsdurediethylester, DBU, DMF, 90 °C, 90 %; (ii) N, N-Diethyl
anilin, POCl3, Reflux, 41 %; (iii) Aminopyrazol, Nal, DIPEA, DMF, 100 °C, 66 %; (iv) 1-Methylpiperazin,
110 °C, 73 %; (v) Bocz20, Cs2C0s3, THF /DCM, RT, 95 %; (vi) Ammoniumformiat, Pd/C, EtOAc, 90 °C, 97 %;
(vii) Acryloylchlorid, DIPEA, THF, 0 °C - RT; (viii) TFA in DCM, RT, 60 % (2 Schritte).
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Die umgehende Chlorierung des entstandenen Diols (32) mit POCI3 lieferte das
Intermediat 33. Ausgehend von 33 erfolgte die sukzessive Substitution der
Chloratome in 4- und 6-Position zundchst mit Aminoindazol und anschliefend mit
1-Methypiperazin. Wie bereits in Schema 3.2 beschrieben musste das Indazol (35)
ebenfalls mit einer Boc-Schutzgruppe versehen werden, um im letzten Schritt eine
selektive Addition des Michaelakzeptors zu gewahrleisten. Die aromatische
Nitrogruppe der Boc-geschiitzten Verbindung 36 Kkonnte anschlieféend
palladiumkatalysiert zum entsprechenden Anilin (37) reduziert werden. Im finalen
Schritt erfolgte die Umsetzung mit Acryloylchlorid zum Acrylamid. Nachfolgende
Abspaltung der Boc-Schutzgruppe mit Trifluoressigsdure in DCM lieferte das
kovalente Derivat 38. Synthesen zur Herstellung der Chinazoline (1a-b, 39a-f) und
der Pyrimidine (40a-b) stammen aus Vorarbeiten und wurden von Matthdus Getlik
durchgefiihrt.iv Detaillierte synthetische Vorschriften aller finalen Produkte sowie

Zwischenstufen sind im experimentellen Teil (siehe Kapitel 8.1.3) aufgefiihrt.

3.3 Biochemische Charakterisierung der Chinazoline und Pyrimidine

Die gesamte Chinazolin- und Pyrimidin-basierte Substanzkollektion wurde auf ihre
inhibitorische Aktivitit gegeniiber der Wildtypform von EGFR und deren
Mutationsvarianten EGFR-L858R und EGFR-L858R/T790M mit Hilfe des
aktivitatsbasierten Testsystems KinEASE™ (Cisbio) untersucht (Tabelle 3.1, Tabelle
3.2 und Tabelle 3.3).v Die Bestimmung der Aktivitit erfolgt hierbei durch
Quantifizierung der Phosphorylierung eines artifiziellen Peptidsubstrats durch die zu
untersuchende Kinase mittels zeitaufgel6sten Forster-Resonanzenergietransfer in An-

und Abwesenheit eines Inhibitors (siehe Kapitel 8.2).vi

iv Dissertation Matthaus Getlik, 2011, TU Dortmund

v Die biochemische Charakterisierung der Chinazoline (1a-b, 39a-f) und der Pyrimidine (40a-b)
erfolgte bereits im Zuge der Dissertation von Matthdus Getlik an der TU Dortmund. Die Pyrimidine
(8a-k) wurden im Rahmen der Masterarbeit ,Synthese und biochemische Charakterisierung kovalenter
Kinaseinhibitoren zur Umgehung der Wirkstoffresistenz T790M in EGFR“ (Julian Engel, 2011, TU
Dortmund) durchgefiihrt.

vi Die ICso-Bestimmungen erfolgten arbeitsgruppenintern von Simone Eppmann und Andreas Arndt.
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Tabelle 3.1: ICso-Bestimmungen fiir die Chinazolin-Derivate gegeniiber EGFR.

N—NH N—NH
HNU HNU
SN SN
R | N/)\© | N7 N
| =R
1 39 =

EGFR ICso (M)

: wT L858R L858R/T790M
1a AH)OV >10 1.9+0.3 22+0.1
1b AHJOK/ >10 2.1£0.1 22+0.1
39a ortho ,é”jv/ >10 27+0.9 1.1£0.1
39b meta ,é”jv/ 11%0.2 0.5 +0.03 0.1 +£0.02
39¢ para f’\uj\/ > 10 > 10 > 10
39d ortho AHJOK/ >10 >10 >10
3% meta AHJOK/ 3.7+0.2 19+28 0.4 +0.1
39f para AHJOK/ >10 >10 >10
Gefitinib <0.001 <0.001 0.1 £0.04
WZ4002 0.01 +0.07 <0.001 < 0.001
Rociletinib 0.002 £0.0005  0.002 +0.0002 0.003 % 0.0006
Osimertinib 0.002 £0.0002  0.001 +0.0005 < 0.001

Die Substanzbibliothek umfasste 8 Chinazoline und 25 Pyrimidine. Die mit einem
Acrylamid dekorierte Hit-Verbindung 1a zeigte eine dhnlich potente Wirkung gegen
die EGFR-Mutationsvarianten L858R und L858R/T790M wie ihr reversibles Analogon
1b (ICso ~ 2.0 uM) und bestdtigte somit den in der Komplexkristallstruktur
beobachteten reversiblen Bindungsmodus (Tabelle 3.1). Die weiteren kovalenten
Chinazoline 39a-c variieren ausschliefdlich im Substitutionsmuster des Elektrophils
am 2-Phenylrest. Die Substanzen 39d-f wurden als Kontrollverbindungen hergestellt
und reprasentieren deren reversible Analoga. 39b und 39e zeigten eine deutlich

verbesserte Inhibition der Kinaseaktivitiat in saimtlichen EGFR-Varianten.

Es wurden ICso-Werte von 1.1 uM (WT), 0.5 uM (L858R) und 0.1 uM (L858R/T790M)
fir 39b und 3.7, 1.9 und 0.4 uM fiir 39e beobachtet. Die nur geringfligig

unterschiedliche Wirkung der beiden Verbindungen deutete auf einen reversiblen
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Bindungsmodus hin. Die Verbindungen mit dem jeweiligen Acrylamid/Propionamid
in ortho- bzw. para-Position (39a/39d und 39c/39f) zeigten kaum Aktivitat. 39a
prasentierte sich mit einer zumindest moderaten Inhibition von EGFR-L858R (2.8 uM)
und EGFR-L858R/T790M (1.1 uM) als Ausnahme. Der Wechsel zum weniger
raumgreifenden und flexibleren Pyrimidin-Grundgeriist anstelle eines Chinazolins
zeigte vergleichbare ICso-Werte (0.9, 0.8 und 0.3 uM), obwohl das Elektrophil nicht wie
bisher an der 2-Position des Phenylrings (39a-f), sondern an der 6-Position des
Pyrimidins angebracht wurde (40a) (Tabelle 3.2). Der reversible Vertreter (40b)
zeigte jedoch keine signifikante Inhibition von EGFR und lieferte ein erstes Indiz fiir

einen kovalenten Bindungsmodus der Michaelakzeptor dekorierten Derivate

Tabelle 3.2: ICso-Bestimmungen fiir die Pyrimidin-Derivate gegeniiber EGFR.

N-NH N-NH N-NH

| | R
Y Y% 3
e WA
o » o)
R, N/)\© N/)\©/ R4 R, N2 0

A
| TR

40 6 ] P

EGFR ICso (M)

R1 Rz Rs
wT L858R L858R/T790M
o
40a fyts - - 0.9+0.1 0.8+0.2 0.3+0.07
H
(e]
40b Ay : : >10 34+25 >10
N
(0]
6 A - - >10 2.8+0.7 25+0.4
H
i A~
N
8a ANW Q\ CHs 0.9+0.3 06+0.3 2108
ortho
i A
N
8b ﬂu)v Q\ CHs >10 0.03 £0.08 0503
meta
i A
N
8c ﬁu)v Q\ CHs  3.1:08 1.8£1.10 2.4£0.9
para
i A
N
8d Ay Oq\ CHs >10 >10 >10
ortho
A
8e Ay Qq\ CHs >10 1912 >10

meta
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i A
N
8f ";\uk/ (_N_ CHs >10 1.9+0.5 0.7 +0.1
para
£
NO2 NTY
8 9=x0. 6 x0.
g o L_N_ CHs > 10 1.9+03 16+0.3
A
NO N
8h ’ Oq CH:  39:08 23+08 0.6 0.2
meta ~
£
NO N
8i ? Q CHa > 10 1.8+0.3 0.9£0.1
para ~
A
. NH2 Nﬁ
+
8j o L_N_ CHs > 10 > 10 49+13
£
NH2 NTY
8k CH 10 21£06 1404
para K/N\ ® g
o
8l fy Ao H CHa > 10 1.8+0.2 0.9+0.2
H
O
8m At H CHs >10 >10 >10
H
i A~
N
8n Ay Q\ H > 10 2.0 £0.04 1.9+0.6
meta
Ay
80 Ay Q\ H >10 >10 >10
meta
o | ‘;\N
8p At |\/)\1\ CHs 1706 1.8+0.8 >10
para
i A
N
8q Ay Q\ CHs 2013 21£1.0 15+0.3
para
Gefitinib <0.001 <0.001 0.1£0.04
W2z4002 0.01 £0.07 <0.001 <0.001
Rociletinib 0.002 +0.0005 0.002 +0.0002  0.003 £ 0.0006
Osimertinib 0.002 +0.0002  0.001 +0.0005 <0.001

Auf Grundlage der Modellierungsstudien wurden, zur Optimierung der Ausrichtung
des Elektrophils hinsichtlich Cys797, Derivate mit einem Michaelakzeptor in
2-Position des Phenyls hergestellt (6).

Zudem sollte eine Methylgruppe an 5-Position des Pyrazols zusatzliche lipophile
Interaktionen mit der Met-Tiirsteheraminosdure (Met790) in der T790M-

Mutationsvariante von EGFR induzieren, um eine Selektivitit gegeniliber der
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Wildtypform (Thr790) zu erzielen. Die biochemische Evaluierung der Verbindung 6
liefd jedoch keinen verbesserten Effekt gegen die untersuchten EGFR-Varianten

erkennen (ICso > 10 uM (WT), 2.5 uM (L858R) und 2.3 uM (L858R/T790M)).

In einem weiteren Ansatz erfolgte die Verkniipfung des Elektrophils nicht wie bisher
liber eine C-C-verbundene und damit rotationseingeschriankte Phenylgruppe, sondern
liber einen flexiblen Phenylether (8). Diese chemische Modifikation sollte eine
verbesserte Orientierung des Elektrophils zum reaktiven Cystein ermdéglichen und
somit die Ausbildung einer kovalenten Bindung forcieren. Die Methylgruppe an 5-
Position des Pyrazols wurde beibehalten. Fiir 81 konnte eine geringe Inhibition von
EGFR-L858R (1.8 uM) sowie von EGFR-L858R/T790M (0.9 uM) beobachtet werden,
wohingegen kein Effekt gegen die Wildtypform von EGFR demonstriert wurde. Das
reversible Analogon (8m) zeigte gegeniiber keiner EGFR-Variante einen

inhibierenden Effekt.

Um eine moglicherweise zu hohe strukturelle Flexibilitit dieser Verbindungen
konformativ einzuschranken, erfolgte zusatzlich die Dekoration des Pyrimidins in
4-Position. Da diese Position laut Modellierungen dem Eingang der ATP-
Bindungstasche zugewandt und demnach lésungsmittelexponiert ist, sollte ein
eingebautes Methylpiperazin nicht nur die Konformationsmoéglichkeiten der
Verbindung reduzieren, sondern auch als 16slichkeitsvermittelnde Gruppe fungieren.
Die Verbindungen 8a-c wurden generiert, um den Einfluss des Substitutionsmusters
des Phenylacrylamids (ortho, meta oder para) und die damit verbundene
unterschiedliche Orientierung des Thiol-reaktiven Elektrophils zum Cystein und die
Auswirkungen auf die Inhibition zu untersuchen. 8a (ortho) zeigte eine lediglich
moderate Inhibition des Wildtyps (ICso = 0.9 uM), der L858R- (ICs0 = 0.6 uM) und der
L858R/T790M-Mutante (ICso=2.1 uM). Ein &dhnliches Verhalten wurde fiir die
entsprechende para-substituierte Verbindung (8c) (3.1 uM, WT; 1.8 uM, L858R;
2.4 uM, L858R/T790M) beobachtet. Die Substitution des Acrylamids in meta-Position
(8b) fiihrte hingegen zu einer deutlich verbesserten Inhibition der EGFR-Mutante mit
Aktivierungsmutation (L858R)  (ICs0=0.03 uM) wund der L858R/T790M-
Doppelmutante (ICso = 0.5 uM). Interessanterweise wies 8b keinerlei Aktivitat gegen
EGFR-WT auf. Das mit einem Propionamid versehene reversible Pendant (8e) wies im

Vergleich zu 8b eine stark verminderte Inhibition sowohl fiir die L858R- als auch fiir
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die L858R/T790M-Mutationsvariante von EGFR auf (60-fach und 20-fach). Die
signifikant unterschiedliche Potenz deutete stark auf eine kovalente Inhibition von
EGFR hin. Die mit einem Pyrazol anstatt eines Methylpyrazols dekorierte Verbindung
8n zeigte eine weitaus geringere Inhibition von EGFR-L858R und EGFR-
L858R/T790M (2.0 bzw. 1.9 uM) und demonstrierte den erheblichen Effekt dieser
Methylgruppe auf die inhibitorische = Wirksamkeit gegen die EGFR-

Mutationsvarianten.

Zur weiteren Untersuchung dieses Effekts wurde der lipophile Charakter des
Methylpyrazols durch Substitution mit einem raumgreifenden Indazol weiter
verstarkt ohne den Kontakt zur Scharnierregion zu verdndern. Die entsprechend
derivatisierte Verbindung (9a) wies eine stark verbesserte Wirkung gegen die T790M-
Mutante von EGFR mit einer inhibitorischen Aktivitat im zweistelligen nanomolaren
Bereich auf (ICso=0.07 uM) (Tabelle 3.3). Zudem zeigte 9a ein exzellentes
mutantenselektives Inhibitionsprofil (ICso = 0.5 uM, L858R und 1.7 uM, WT). Das
Indazol scheint nicht nur eine verbesserte Protein-Ligand Wechselwirkung zu
vermitteln, sondern  zeigt  auch eine  bevorzugte Bindung  der
Met-Tiirsteheraminosdure. Das reversible Derivat (9b) hatte hingegen keinen
inhibierenden Effekt auf die Kinaseaktivitdt der jeweiligen EGFR-Varianten. Das mit
einem sterisch anspruchsvollen 5-Bromoindazol dekorierte Derivat 9d sollte durch
eine erhohte konformative Einschrankung des Phenylethers das Elektrophil in eine
bevorzugte Orientierung bringen. 9d zeigte einen dhnlichen inhibitorischen Effekt
gegen den Wildtyp (ICso = 2.9 uM) sowie der Mutationsvariante EGFR-L858R (0.4 uM),
wohingegen die Inhibition der Doppelmutante im Vergleich zu 9a 4-fach geringer
ausfiel (0.3 uM). Die Bromo-Substitution scheint durch seine Sterik die Interaktion mit

dem Thioether von Met790 negativ zu beeinflussen.
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Tabelle 3.3: ICso-Bestimmungen fiir die Indazol-Derivate gegeniiber EGFR.
N-NH N-NH
| |
/\Q HN
SN SN
f AR f
R; o) (\N N
ST
R, HN\/[O
9 38 N
EGFR ICso (uM)
R! R2 R®
WT L858R L858R/T790M
i A
9a Ays “@I H 17405 0.5+0.2 0.07 +0.04
i A
9b A N H >10 >10 8.6+2.3
H LN
o) | ;\N
9c JSE L ON H 6.7+0.7 36+05 0.7+0.3
H ~N
i A
9d A “@I Br 29+15 0.4+02 0.3+0.2
H ~N
2 A
% A NO H 3.6+0.8 0.6+0.1 0.2+0.1
H N
Ac
38 >10 50+£39 49+25
Gefitinib < 0.001 < 0.001 0.1 £0.04
Wz4002 0.01 £0.07 < 0.001 < 0.001
Rociletinib 0.002 £0.0005 0.002 £0.0002  0.003 = 0.0006
Osimertinib 0.002 £0.0002 0.001 £0.0005 < 0.001

Die Modifikation des Acrylamids mit einem Dimethylamin (9c) fiihrte zu einem

erheblichen Verlust (~10-fach) an inhibitorischer Aktivitit gegen alle untersuchten

EGFR-Varianten (>10uM, WT; 3.6 uM, L858R; 0.7 uM, L858R/T790M) und lief

vermuten, dass ein unsubstituiertes Acrylamid das fiir diese Pyrimidin-basierten

EGFR-Inhibitoren bevorzugte Elektrophil ist. Die moderate Aktivitit der Verbindung

38, bei der das Elektrophil nicht iiber einen Phenylether, sondern tber ein rigides

Biarylsystem mit dem Pyrimidin verkniipft ist, macht deutlich, dass es kein optimales

Linkersystem fiir das Elektrophil darstellt.

Die Resultate der biochemischen Evaluierung der Chinazolin- und Pyrimidin-

basierten Inhibitoren wiesen fiir 30a, 8b und 9a eindeutig auf einen kovalenten

Bindungsmodus hin.
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Diese Verbindungen zeigten eine deutlich starkere inhibitorische Wirkung als ihre
reversiblen Analoga und reprasentierten zudem die potentesten Verbindungen der
fokussierten Substanzbibliothek. Das Elektrophil iiber einen Phenylether mit dem
Pyrimidin-Gertist zu verkniipfen erwies sich als das geeignetste Linkersystem. Neben
der Erhéhung der Loslichkeit scheint die l6slichkeitsvermittelnde Gruppe sich auch
deutlich auf die inhibitorische Aktivitat gegeniiber des EGF-Rezeptors auszuwirken.
Ein unsubstituiertes Acrylamid erwies sich als wirkungsvollster Michaelakzeptor. Die
Rolle der Dekoration des Pyrazols wurde in den aktivitdatsbasierten Studien ebenfalls
deutlich hervorgehoben. Dessen Variation (Pyrazol, Methylpyrazol bzw. Indazol)
steigerte nicht nur die inhibitorische Aktivitdt, sondern fiihrte auch zu einer stark

verbesserten Selektivitat beziiglich der T790M-Mutante von EGFR.

3.4 MS-basierte Validierung der Alkylierung von Cys797 in EGFR-T790M

Zur Analyse des Bindungsmodus der hergestellten EGFR-Inhibitoren wurden
massenspektrometrische Experimente mit der isolierten Kinase (EGFR-T790M)
durchgefiihrt (siehe Kapitel 8.3). Die Uberpriifung einer kovalenten Modifikation
erfolgte mittels Elektrospray-lonisation (ESI) nach Inkubation des Proteins mit den
Pyrimidin-basierten Inhibitoren 40a, 8b bzw. 9a (Abbildung 3.3). So sollte neben der

Alkylierung des Proteins auch die Effizienz der Reaktion untersucht werden.
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Abbildung 3.3: Ubersicht der dekonvolutierten ESI-MS-Spektren zur Analyse der kovalenten
Modifikation von EGFR-T790M mit den Inhibitoren 40a, 8b und 9a. Die Massendifferenz in Relation zur
DMSO behandelten Kontrolle sind als A-Werte dargestellt und zeigen jeweils eine vollstindige

Modifikation.

Die dekonvolutierten ESI-MS-Spektren zeigen fiir die getesteten Inhibitoren jeweils
einen Peak mit der Massenzunahme des entsprechenden Inhibitors von 303 Da (40a),
436 Da (8b) und 468 Da (9a), im Vergleich mit der DMSO behandelten Kontrolle, und
erbrachten den Nachweis einer kovalenten Modifikation von EGFR-T790M. Fiir alle
drei Inhibitoren wurde eine vollstandige Alkylierungsreaktion beobachtet, da kein
apo-Protein mehr detektiert werden konnte. Eine Mehrfach-Alkylierung an
verschiedenen Cystein-Resten scheint trotz eines 3-fachen molaren Uberschusses an
Inhibitor nicht stattgefunden zu haben, da kein Massenzuwachs eines Vielfachen des
Inhibitors beobachtet wurde. Uber die jeweilige Massenzunahme konnte eine
kovalente Bindung zwischen den Inhibitoren und EGFR-T790M eindeutig

nachgewiesen werden.

Um jedoch eine konkrete Aussage liber die modifizierte Aminosaure treffen zu konnen

wurden die Verbindungen 8b und 9a nach Inkubation mit EGFR-T790M proteolytisch
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mit Subtilisin verdaut und anschlief3end per Tandem-Massenspektrometrie analysiert

(siehe Kapitel 8.3).vii

A EGFR-T790M B EGFR-T790M + 8b (3 EGFR-T790M + 9a
498.2524 m/z, z=2 458.2362 m/z, z=3 470.2363 m/z, z=3
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29.50 min 33.14 min 37.57 min
100
90
S 80
2 70
;g 60
= 50
)
= 30
£ L
10 |~
0 II”2|7””2:§;Ilelgllllgéj'”lI:_:,|1”“3|2III 30 31 32 33 34 35 36 II3I5””3|('3”|I3I7””3|8|I”3'9””4'0””4|1II
Zeit (min) Zeit (min) Zeit (min)

Abbildung 3.4: Extrahiertes lonenchromatogramm (EIC) der drei verschiedenen Isoformen des
identifizierten Peptids GCLLDYVR nach Behandlung mit (A) lodacetamid (Kontrolle), (B) 8b und (C) 9a.
Das carbamidomethylierte (CMC) Peptid ist nahezu in keiner Probe nach Behandlung mit dem
jeweiligen Inhibitor mehr vorhanden, wohingegen das mit dem jeweiligen Inhibitor modifizierte Peptid

in den entsprechenden Proben detektiert werden konnte.

Mittels HPLC und gekoppelter MS/MS der aus dem Subtilisin-Verdau erhaltenen
Peptide konnte eine Massenzunahme der entsprechenden Inhibitoren 8b und 9a in
dem Peptid GCLLDYVR identifiziert werden. Das gefundene Fragment entspricht der
Aminosduresequenz aus der Scharnierregion (Gly796-Arg803) und beinhaltet das
kovalent zu adressierende Cys797. Die extrahierten Ionenchromatogramme
(Abbildung 3.4) zeigen in den Proben nach Behandlung mit den Inhibitoren neben
einer unterschiedlichen Retentionszeit eine signifikante Anderung des Masse-zu-
Ladung-Verhdltnisses (m/z) verglichen mit der carbamidomethylierten
Kontrollprobe. Das Masse-Ladung-Verhaltnis entspricht jeweils dem mit Inhibitor

modifizierten Peptid (8b; 458.2362 m/z, z = 3 und 9a, 470.2363 m/z, z = 3).

vi [n Zusammenarbeit mit der Arbeitsgruppe um Dr. René Zahedi am Leipzig-Institut fiir Analytische
Wissenschaften - ISAS in Dortmund.
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Das nur noch in Spuren zu detektierende carbamidomethylierte Peptid in den Proben

nach Inkubation mit den Inhibitoren lasst auf eine nahezu vollstandige Modifikation

schliefden.
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Abbildung 3.5: Fragment-lon-Spektrum des Peptids GC797LLDYVR nach Subtilisin-Verdau von EGFR-
T790M nach Inkubation mit (A) Iodacetamid und (B) 8b. Die Cys797 beinhaltenden Peptidfragmente
(z.B. b2 und b3) zeigen eine Massendifferenz, die dem Inhibitor 8b entspricht, wohingegen die
Fragmente ohne Cys797 (z. B.y5 und y6) die gleiche Masse verglichen mit der Kontrolle aufweisen. Das
Fragmentierungsmuster des Peptids GCLLDYVR bestétigt eindeutig die Modifikation des Cys797 mit
8b.

Das Fragment-lon-Spektrum fiir die Probe nach Behandlung mit 8b zeigt eindeutig
eine entsprechende Modifikation des Cys797 (Abbildung 3.5). Fir die
Peptidfragmente b2 (GC) und b3 (GCL) konnte eine Massendifferenz von jeweils
377.20 m/z verglichen mit den Fragmenten b2 und b3 aus der mit lodacetamid
behandelten Kontrolle beobachtet werden. Fiir die Fragmente aus dem Peptid, die das
Cys797 nicht enthalten, wie zum Beispiel y5 sowie y6, wurde dementsprechend keine
Massendifferenz detektiert. Das Fragment-lon-Spektrum der Probe nach Inkubation
mit 9a zeigt ebenfalls eine eindeutige Modifikation des Cys797 in EGFR-T790M
(siehe Anhang, Abbildung 10.2).

Zusammenfassend konnte die massenspektrometrische Analyse fiir die Inhibitoren 8b

und 9a eine spezifische Alkylierung des Cysteins797 in EGFR-T790M belegen.
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3.5 Komplexstrukturen im T790M-Modellsystem

Zur Untersuchung des Bindungsmodus der Pyrimidine wurden die Verbindungen 8b
und 8c im Komplex mit der Kinase cSrc-DM, einem EGFR-T790M-Modellsystem,
kokristallisiert (Abbildung 3.6).viii 83,116,119

A

Met338

(0]
8b 3 H)v

Abbildung 3.6: Pyrimidine im Komplex mit cSrc-T338M/S345C (cSrc-DM). Graphische Darstellung der

experimentell ermittelten Elektronendichtekarten von (A) cSrc-DM-8b bei einer Auflosung von 2.3 A
(PDB-Eintrag: 5D11) und (B) cSrc-DM-8c bei 2.7 A (PDB-Eintrag: 5D10) (2Fo - Fc-Karte konturiert bei
1 o). Wasserstoftbriickenbindungen der Liganden mit der Scharnierregion (weifd) sind durch rote

Punkte illustriert. Das Strukturelement aC Helix ist in blau dargestellt.

vii Dje Komplexstrukturen erstanden bereits im Zuge der Masterarbeit ,Synthese und biochemische
Charakterisierung kovalenter Kinaseinhibitoren zur Umgehung der Wirkstoffresistenz T790M in EGFR*
(Julian Engel, 2011, TU Dortmund).
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Das strukturbiologische Interesse galt insbesondere diesen beiden Verbindungen, da
sie sich ausschlief3lich im Substitutionsmuster des Michaelakzeptors differenzieren,
aber eine deutlich unterschiedliche biochemische Wirksamkeit gegeniiber der
T790M-Mutante aufwiesen (8b, meta, 1Cso = 0.5 uM; 8c, para, 1Cso = 2.4 uM). Die
Komplexstrukturen in cSrc-DM konnten mit einer Auflésung von 2.3 A (8b) und 2.7 A

(8c) gelost werden (Abbildung 3.6).

8b adressiert die Scharnierregion im aktiven Zentrum, wie bereits flir die Chinazolin-
basierte Hit-Verbindung 1a beobachtet, liber die Aminopyrazol-Einheit via drei
Wasserstoftbriickenbindungen zu den Carbonylgruppen von Glu339 und Met341
sowie der Amid-NH-Gruppe von Met341. Die Elektronendichte lasst eine deutliche
Bindung zwischen dem Liganden und Cys345 erkennen und bestatigt einen
kovalenten Bindungsmodus. Der mit einem Acrylamid in meta-Position derivatisierte
Phenylether nimmt eine rechtwinklige Orientierung zum Pyrimidin-Grundgertst ein,
und bringt das Elektrophil somit in unmittelbare Nahe des reaktiven Cysteins. Das
Methylpiperazin erstreckt sich in einen l6sungsmittelexponierten Bereich der ATP-
Bindungstasche und fungiert {iber das tertidre Amin hauptsachlich als
Loslichkeitsvermittler. In Ubereinstimmung mit den Modellierungsstudien, ist die
eingefiihrte Methylgruppe in 5-Position des Pyrazols in Richtung der
Tiirsteheraminosdure (Met338) orientiert und ermdglicht lipophile Protein-Ligand
Wechselwirkungen. Im Gegensatz zu 8b nimmt 8c einen reversiblen Bindungsmodus
ein, in dem der Phenylether (Acrylamid in para-Position) in einer gestreckten
Konformation eine hydrophobe Region angrenzend zur Tiirsteheraminosaure
adressiert. In dem Bindungsmodus ist das Elektrophil nicht in raumlicher Nahe zum
Cystein lokalisiert und die Ausbildung einer Kkovalenten Bindung folglich

ausgeschlossen.

Die unterschiedlichen Bindungsmodi geben eine valide strukturelle Erklarung fiir das
unterschiedliche inhibitorische Potential beider Verbindungen. Obwohl die fiir die
Komplexkristallstrukturen verwendete Kinase cSrc-DM als Modellsystem fiir EGFR-
T790M validiert wurde, gilt dennoch zu berticksichtigen, dass es sich hierbei um eine
kiinstlich mutierte Variante der cSrc-Kinase und nicht um die Kinasedomane des EGF-

Rezeptors handelt.
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3.6 Evaluierung der Pyrimidine in Krebszelllinien

Neben der inhibierenden Wirkung auf die Kinaseaktivitat der Mutationsvarianten des
EGF-Rezeptors sollte auch der inhibitorische Effekt der Pyrimidine in klinisch-
relevanten Krebszelllinien untersucht werden. Die ausgewahlten Verbindungen 1a,
8b, 8e, 8h, 8j, 9a-e und 38 wurden auf der wirkstoffresistenten NSCLC-Zelllinie
H1975 (EGFR-L858R/T790M) sowie in HCC827 (EGFR-Exon 19 Deletion) und
A431- bzw. H661-Zellen (EGFR-Wildtyp) auf ihren Effekt auf die Zellviabilitat getestet
(Tabelle 3.4). Die entsprechenden Zelllinien wurden jeweils fiir 96 Stunden mit den
entsprechenden Inhibitoren (0-30 uM) inkubiert und die Viabilitat der Zellen mit Hilfe

des Cell Titer-Glo Assays (Promega GmbH) analysiert (siehe Kapitel 8.4).ixx

Tabelle 3.4: ICso-Werte der Pyrimidine gegeniiber den Zelllinien A431 und H661 (EGFR-Wildtyp-
Uberexpression) sowie den NSCLC-Zelllinien HCC827 (Exon 19 Deletion) und H1975 (L858R/T790M)z,

NSCLC-Zelllinien ICso (M)

Verbindung A431°/H661° (WT) HCC827 (DelE746_A750) H1975 (L858R/T790M)
1a 0.7° 1.94 1.6
8b 5.7° 82+0.7 20+3.5
8e 8.40 > 30 > 30
8h 3.50 8.9+0.7 6.5+22
8j 20 > 30 n.i.e
9a 8.6 +2.3° 25+0.9 98+24
9b 22 +2.2¢ > 30 30+0.4
9c > 302 > 30 n.i.
9d 11+2.32 86+1.6 18+ 3.4
9e 30° 25+4.0 n.i.e
38 12+£1.1¢ 16+1.7 11+£0.8

Rociletinib 1.7+0.1¢ 0.03 +0.007 0.03 £ 0.01

Osimertinib 0.6 £0.08° < 0.01 < 0.01

aWerte ohne Standardabweichung wurden aus Einzelmessungen in Triplikaten erhalten. PH661.<A431.

dPC9dell. en.i. kein inhibitorischer Effekt bei Applikation von 30 uM Testsubstanz.

ix Die Substanz 1a wurde bereits im Zuge der Dissertation von Matthdus Getlik zellular charakterisiert.
x Die Charakterisierung der Substanzen 8b, 8e, 8h, 8j, 9a-e und 38 in Krebszelllinien erfolgte in
Zusammenarbeit mit der Arbeitsgruppe um Prof. Dr. Roman Thomas am Max-Planck-Institut fiir
neurologische Forschung in Kéln.
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Obwohl einige Inhibitoren der fokussierten Substanzbibliothek in den
aktivitatsbasierten Studien die Kinaseaktivitit der EGFR-Varianten hdchst potent
inhibieren konnten, zeigten die getesteten Verbindungen nur einen moderaten Effekt
auf die Viabilitat der NSCLC-Zellen. Im Detail verzeichnete die Ausgangsverbindung 1a
noch die grofdte inhibitorische Wirkung auf das Zellwachstum der Krebszelllinien
(ICs0=0.7, 1.9 und 1.6uM fiir H661, HCC827 und H1975). Die in den
aktivitatsbasierten Studien beobachtete SAR sowie das Selektivitatsprofil konnten
nicht widergespiegelt werden. Die Verbindung 9a zeigte biochemisch beispielsweise
eine starke Inhibition der EGFR-Mutationsvarianten und eine verminderte Aktivitat
gegeniiber des Wildtyps (Tabelle 3.3), wohingegen der Effekt auf die Zelllinien mit
mutiertem EGFR (ICso = 2.5 und 9.8 uM fiir HCC827 und H1975) vergleichbar mit der
Wirksamkeit in der EGFR Wildtyp-Zelllinie A431 (ICso=8.6uM) war. Der
inhibitorische Effekt in NSCLC-Zellen mit mutiertem EGF Rezeptor war jedoch bei den
kovalenten Verbindungen im Vergleich zu deren reversiblen Pendants deutlich
ausgepragter (HCC827, ICso0=2.5uM und >30uM fiir 9a bzw. 9b; H1975,
[C50=9.8uM und 30 uM fiir 9a bzw. 9b). Die mit einer Nitrogruppe versehene
reversible Verbindung (8h) stellte sich in den zelluldaren Experimenten als eine der
wirksamsten Inhibitoren heraus. Sie konnte das Zellwachstum in den Krebszelllinien

mit ICso-Werten von 3.5, 8.9 und 6.5 uM (H661, HCC827 bzw. H1975) inhibieren.

Interessanterweise zeigte die Mehrheit der Inhibitoren nur einen geringen Verlust an
Aktivitdt in den wirkstoffresistenten NSCLC-Zellen gegeniiber der TKI-sensitiven
Zelllinie. Allerdings konnte keine Verbindung der Pyrimidin-Substanzbibliothek eine
submikromolare Reduktion des Zellwachstums bewirken. Generell konnten die
Resultate und die SAR der aktivitatsbasierten Studien in den zelluldaren Experimenten

nicht abgebildet werden.

3.7 ADME-Parameter Loslichkeit und Zellpermeabilitit

Zur weiteren Charakterisierung und Untersuchung der moderaten Wirksamkeit der
kovalenten Inhibitoren in zelluliren Systemen, wurden fiir 8b und 9a die

pharmakokinetischen Parameter Loslichkeit und Zellpermeabilitit ermittelt
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(Abbildung 3.7 und siehe Kapitel 8.6).xi Die Bestimmung der kinetischen Loslichkeit
fir 8b und 9a erfolgte mit Hilfe des SolRank-Assays, einem Hochdurchsatz-
Testsystem, das auf der optischen Detektion von Prazipitation der Substanz im

wassrigen Medium beruht.120
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Abbildung 3.7: Graphische Darstellung der pharmakologischen Parameter zur (A) Ldslichkeit und (B,
C) Zellpermeabilitit der Substanzen 8b und 9a sowie Osimertinib als Referenzverbindung. Das

Verhaltnis von B-A zu A-B entspricht dem Efflux-Verhéltnis (ER, efflux ratio).

Bei dem gemessenen pH-Wert von 7.4 zeigten beide Verbindungen mit 432 uM (8b)
und 277 uM (9a) sehr hohe Loslichkeiten, die keine weitere Optimierung erforderten.
Zur Untersuchung der Zellpermeabilitit wurden 8b und 9a mittels eines in der
Medizinalchemie gdngigen artifiziellen Membran-Assaysystems (PAMPA, artificial
membrane permeation assay) analysiert. Dieses ganzlich kiinstliche Membransystem

ohne Membranporen und aktive Transportersysteme dient ausschliefdlich zur

xi In Kooperation mit der Lead Discovery Center GmbH, Dortmund.
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Einschitzung des passiven Transports der Testsubstanzen. Die Verbindungen werden
je nach Durchflussmenge (% Flux) durch die Membran in drei Gruppen klassifiziert.
Verbindungen mit guter (25-100 %), mittelmafiger (5-25%) und geringer
Absorption (< 5 %).121 Gemaf dieser Klassifikation zeigte das Methylpyrazol 8b mit
einem Flux-Wert von 7 % eine mittelmaf3ig bis geringe Zellpermeabilitit, wohingegen
fiir das Indazol 9a mit einem ca. 7-fach hheren Flux-Wert von 47 % eine ausreichende
Zellpermeation ermittelt werden konnte. Neben der Zellgangigkeit in einem
artifiziellen System wurde die Zellpermeation auch in Caco-2-Zellen, einem
etablierten in vitro Modellsystem fiir die passive Absorption der Darmschleimhaut,
untersucht. Hierbei wird der Transport der zu testenden Substanz durch eine
ausgebildete Caco-2 Monoschicht von der apikalen zur basolateralen Seite (A-B) sowie
von der basolateralen zur apikalen Seite (B-A) gemessen. Das Verhaltnis von B-A zu
A-B bestimmt dementsprechend das Efflux-Verhdltnis. Papp (A-B)-Werte von
<1x 10-°cms-1 stehen flr eine geringe Absorption wohingegen Papp (A-B)-Werte von
> 10 x 10-° cms ! Substanzen mit einer hohen Permeation klassifizieren.122. 123 Dje fiir
die Verbindungen 8b und 9a gemessenen A-B-Werte von 0.6 bzw. 0.4 x 10-°cms'!
lassen auf eine sehr geringe Zellpermeabilitat schlief3en. Zusammen mit den hohen B-
A-Werten von 19 bzw. 14 x 10-°cms! ergeben sich zudem fiir beide Substanzen

aufderst hohe Effluxraten von 32 (8b) und 35 (9a).

Die Verbindungen 8b und 9a verfiligen iiber eine hohe Loslichkeit, weisen jedoch
Anzeichen fir eine nicht ausreichende Penetration der Zellmembran und einen
aktiven Transport aus dem Cytosol in den Extrazellularraum auf. Diese Faktoren
reprasentieren mogliche Ursachen fiir die geringe Translation der biochemischen

Aktivitat in eine zellulare Wirksamkeit.

3.8 Bindungskinetik der Inhibitoren in den Mutationsvarianten von

EGFR

Zur weiteren Charakterisierung des kovalenten Bindungsverhaltens und um einen
moglichen Zusammenhang mit der moderaten zellularen Wirksamkeit herstellen zu
kénnen, wurden die Inhibitoren 8b und 9a hinsichtlich ihrer Bindungskinetik

untersucht. Dabei galt es die Affinitat der initialen reversiblen Bindung zum Rezeptor
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und die Geschwindigkeit der Bindungsbildung durch die Parameter K und Kinact Zu
bestimmen. Als Maf fiir die Bindungseffizienz kovalenter Inhibitoren wird in der
Regel der Quotient aus kinact/ K1 angegeben. Fiir die Verbindungen 8b und 9a sowie fiir
die Referenzinhibitoren (Rociletinib und Osimertinib) wurden die kinetischen
Parameter Ki und Kinaer fiir die Mutationsvarianten von EGFR-L858R und
L858R/T790M mit Hilfe eines aktivititsbasierten Assaysystems bestimmt
(siehe Kapitel 8.2). Die ICso-Werte der entsprechenden Inhibitoren wurden
zeitaufgelost bestimmt und die resultierenden Werte mit der Inkubationszeit von
Protein und Inhibitor korreliert. Aus diesen konnten die Parameter Ki und Kinact wie in

der Literatur beschrieben berechnet werden (Abbildung 3.8 und Tabelle 3.5).xii124
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Abbildung 3.8: Kinetische Charakterisierung der Substanzen 8b und 9a durch Bestimmung des
Parameters Kinact/Ki. Die Inhibitoren wurden tiber verschiedene Zeitraume mit EGFR-L858R (A, C) oder
EGFR-L858R/T790M (B, D) vorinkubiert. Die Inkubationszeiten fiir die Enzym- bzw. Stoppreaktion
wurden nicht variiert. Zur Bestimmung von Kinact und K; wurde eine Konzentrationsreihe ausgehend von
20 uM in einer 6-fach-Verdiinnung erstellt, die ermittelten ICso-Werte gegen die Inkubationszeiten
aufgetragen und die Kurve wie in der Literatur beschrieben gefittet.124 Die dargestellten Werte wurden

aus drei unabhdngigen Experimenten in Triplikaten erhalten.

xii Die Kinetikstudien und die Bestimmung der Parameter wurden arbeitsgruppenintern von Marina
Keul durchgefiihrt.
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Tabelle 3.5: Ubersicht der kinetischen Parameter (Ki, Kinac und Kinact/K)) von 8b, 9a, sowie

Referenzverbindungen fiir die Mutationsvarianten EGFR-L858R und L858R/T790M.

Verbindung EGFR Ki [nM] Kinact [min™"]  Kinacd Ki [uM's™]
N-NH
I
HNM\ L858R 70 £8.23 0.02 £ 0.007 0.004 £ 0.001
fN L858R/T790M  0.64 +0.30 0.12+£0.08 2.83 £ 0.96
(\N N/)\O
N o
NJ\/
8b H
N-NH
I
HN
fN L858R 833 + 429 0.06 £ 0.02 0.001 £0.0002
(\N N/)\O L858R/T790M  0.32 +£0.10 0.14 £ 0.09 7.01 £4.83
NJJ\/
9a H
o L858R 1.75+0.19 0.18 £ 0.05 1.67 £0.32
Rociletinib
L858R/T790M 1.65 +0.07 0.29 £ 0.05 2.95 +0.66
Osimertinib L858R 1.58 £ 0.29 0.30 £ 0.01 3.24 + 0.46
L858R/T790M 1.46 £0.13 0.33+£0.06 3.75+0.39

Die Studie zur Bindungskinetik ergab fiir die Pyrimidine 8b und 9a eine fiir kovalente

Inhibitoren charakteristische zeitabhangige Inhibition beider
EGFR-Mutationsvarianten. 8b und 9a zeigten gegeniiber der T790M-Mutante von
EGFR eine hohe Bindungsaffinitat im subnanomolaren Bereich (K; = 0.64 und 0.32 nM
fiir 8b bzw. 9a), was auf einen dufierst stabilen nicht-kovalenten Rezeptor-Inhibitor-
Komplex Die

Reaktionsgeschwindigkeit der kovalenten Bindungsbildung zu EGFR-L858R/T790M

mit der Met-Tiurstehervariante schliefien lasst.
war fiir beide Verbindungen (8b, kinact = 0.12 min! und 9a, 0.14 min-1) wesentlich
geringer als fir die Kontrollverbindungen (kinact = 0.29 und 0.33 min-! fiir Rociletinib
bzw. Osimertinib). Der Quotient aus Kinact/Ki ergab fiir beide Inhibitoren mit

2.83 uM-1s1 fiir 8b und 7.01 uM-1s'! flir 9a dhnliche hohe Werte gegeniiber der
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T790M-Mutante wie die T790M-Wirkstoffe Rociletinib (2.95 uM-1s-1) und Osimertinib
(3.75 uM-1s1).

Die wesentlich geringere Affinitat von 8b und 9a (K: = 70 bzw. 833 nM) gegeniiber der
Aktivierungsmutante (EGFR-L858R) kann durch die verminderte Wechselwirkung
mit dem = Thr790-Tirsteher erklart werden. Die  unterschiedlichen
Tlirsteheraminosdauren  scheinen jedoch auch einen Effekt auf die
Reaktionsgeschwindigkeit der kovalenten Bindung zu Cys797 zu haben
(kinact = 0.02 bzw. 0.06 min-1).

Die Kinetikstudien ergaben fiir 8b und speziell fiir 9a ein hochaffines und kovalentes
Bindungsverhalten gegeniiber der T790M-Mutationsvariante des EGF-Rezeptors. Es
zeigte sich jedoch auch eine langsame Bildungsgeschwindigkeit der kovalenten
Modifikation der EGFR-Mutante. Eine ineffiziente irreversible Modifikation kann
grofde Auswirkungen auf die zelluldre Potenz kovalenter Inhibitoren haben.19° Diese
Eigenschaft ist moglicherweise mitverantwortlich fiir den moderaten zellularen Effekt

der Pyrimidin-basierten Inhibitoren.

3.9 Zusammenfassung und rationale Strategien zur Weiterentwicklung

Ausgehend von einer reversibel bindenden Hit-Verbindung wurden Pyrimidin-
basierte Kinaseinhibitoren mit einem fiir EGFR neuartigen Bindungsmotiv generiert.
Durch strukturbasierte Optimierung konnten inhibitorische Aktivititen im niedrigen
nanomolaren Bereich gegen die T790M-Resistenzmutante erzielt werden. Neben
einem T790M-selektiven Inhibitionsprofil zeigten die Verbindungen einen kovalenten
Bindungmodus, der durch Protein-MS-basierte Analysen und zeitabhangige
[Cso-Bestimmungen eindeutig belegt wurde. Mittels Subtilisin-Verdau und
anschlieffender MS/MS-Experimente konnte die spezifische kovalente Modifikation
des Cys797 in EGFR-T790M nachgewiesen werden. Komplexstrukturen der
Pyrimidin-basierten Inhibitoren in einem validierten Modellsystem fiir EGFR-T790M
bestatigten ein kovalentes Bindungsverhalten und lieferten wertvolle Erkenntnisse
tiber die Struktur-Aktivitiats-Beziehung der fokussierten Substanzbibliothek. Die hohe
biochemische Potenz und die SAR der Pyrimidinserie konnte allerdings nicht in

klinisch relevanten NSCLC-Krebszelllinien (u.a. H1975, HCC827) abgebildet werden.
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Mogliche Ursachen scheinen eine unzureichende Zellpermeabilitat sowie ein aktiver
Transport aus der Zelle heraus zu sein. Ein weiteres Kriterium stellt vermutlich die in
den Kinetikstudien beobachtete langsame kovalente Bindungsbildung dar, die
moglicherweise nicht effizient genug ablauft, um eine hohe zellulire Potenz zu
erzielen. Auch wenn der in 2-Position des Pyrimidins substituierte Phenylether das
Elektrophil in eine optimale Orientierung zu Cys797 bringt, verfiigt dieses Element
iber eine hohe intrinsische Flexibilitit und ermdglicht diverse unterschiedliche
Konformationszustande.l1® Der Wirkstoff Rociletinib ist durch seine Trifluor-
Pyrimidin-Struktur konformationell eingeschrankt und verfiigt daher iiber eine
praorganisierte Konformation in Loésung, die dem im EGFR-T790M-Komplex
angenommenen kovalenten Bindungsmodus entspricht.110.119 Dadurch erhalt er unter
anderem seine hohe zellulaire Wirksamkeit. Der Vorteil einer praorganisierten
Ligandenkonformation ist der geringere Energieverlust durch Bindung des Proteins
im Vergleich mit einem Inhibitor, der zur kovalenten Bindung eine energetisch

unglinstigere Konformation einnehmen muss.11°

Zur Weiterentwicklung der kovalenten T790M-Inhibitoren hinsichtlich einer
verbesserten zellularen Wirksamkeit wurden zwei Strategien entworfen, die eine
reduzierte Flexibilitit und konformationelle Einschrankung des Liganden zur
effizienteren kovalenten Bindungsbildung erzielen sollten. Bei einem Konzept lag der
Fokus auf der Erhaltung des Aminoindazols als Bindungsmotiv und der Modifizierung
des trisubstituierten Pyrimidins als Grundstruktur. Das Design zielte darauf ab den
Michaelakzeptor an eine lineare und fixierte Struktur zu kniipfen, um die Anzahl an
moglichen Konformationszustinden zu minimieren (Abbildung 3.9). Die
Weiterentwicklung dieser Serie wurde arbeitsgruppenintern von Stefano Tomassi
realisiert. Fiir weiterfiihrende Informationen siehe Tomassi et al. 2017.125 [n einer
weiteren Strategie sollte eine neue potentielle Substanzklasse identifiziert werden, auf
die sich das Konzept der praorganisierten Konformation durch eingeschrankte

Flexibilitit anwenden lasst.



54 Strukturbasierte Hit-Optimierung von T790M-Inhibitoren

Met790

Scharnier- \/ Met790
region \_/
N-NH N-NH

Konformationelle !
f N Y\

Restriktion Y

as :
L » o L

/N\) @\ o) N
)‘K/ [ p
N N
VT e | /5o

Abbildung 3.9: Schematische Darstellung des rationalen Designs der Weiterentwicklung der
Pyrimidin-basierten T790M-Inhibitoren durch Einschrankung der Konformation. Das Aminoindazol
sollte als Strukturmotiv erhalten bleiben (blau hervorgehoben) und der Michaelakzeptor an eine
lineare und fixierte Struktur angekniipft werden (rot markiert), um die Flexibilitdt des Liganden zu

minimieren.
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Neben dem Konzept das Aminoindazol weiterzuentwickeln, wurde ein weiterer
Ansatz verfolgt, bei dem eine neue Serie von T790M-Inhibitoren, ausgehend von
einem bekannten Strukturelement zur Bindung der Scharnierregion in Kinasen,
entwickelt werden sollte. Basierend auf den aus der strukturbasierten Optimierung
der Chinazoline und Pyrimidine gewonnenen Erkenntnissen zusammen mit den
klinischen Daten der EGFR-Inhibitoren der ersten und zweiten Generation konnten
definierte Kriterien zusammengefasst werden, die zur Entwicklung eines wirksamen
Inhibitors der wirkstoffresistenten Tiirstehermutante T790M erfiillt sein miissen. Das
durch on-target-Toxizitdt bedingte Scheitern der EGFR-Zweitgenerationsinhibitoren
in den klinischen Studien hat gezeigt wie entscheidend eine mutantenselektive
Inhibition der T790M-Mutante ist. Die klassischen 4-Aminochinazoline erwiesen sich
bekanntermafien als ungeeignet zur spezifischen Inhibition der T790M-
Tiirstehermutante, weshalb der Fokus beim strukturbasierten Design auf der
Identifizierung einer neuen Substanzklasse lag. Zusatzlich sollte die neue Serie an
Inhibitoren einen sterischen Konflikt mit dem Tiirstehermethionin (Met790)
vermeiden und dessen hydrophoben Charakter durch gezielte lipophile
Wechselwirkung nutzen, um Affinitat und Selektivitit der Inhibitoren zu erhéhen. Ein
weiteres Merkmal sollte ein reaktives Elektrophil zur kovalenten Modifizierung des
Cys797 sein, das sich in allen Studien als essentielles Element zur effektiven Inhibition
der wirkstoffresistenten Mutationsvariante von EGFR prasentiert hat. Die bisherigen
Arbeiten haben ebenfalls gezeigt, dass nicht die Reaktivitat des Elektrophils, sondern
die Geometrie und Orientierung zum Cystein ausschlaggebend fiir die Wirksamkeit

eines kovalenten Inhibitors ist.80, 110, 119,126

Die von dem unselektiven Kinaseinhibitor PP1 abgeleitete Substanzklasse der
Aminopyrazolopyrimidine wurde aufgrund ihrer bekannten Bindung an die
Scharnierregion von Kinasen iiber zwei Wasserstoffbriicken zu GIn791 und Met793
als geeigneter Ausgangspunkt zum Design neuer kovalenter T790M-Inhibitoren
gewahlt (Abbildung 4.1).127. 128 Das Pyrazolopyrimidin-Grundgeriist ermoglicht

dartliber hinaus die effiziente Synthese einer fokussierten Substanzbibliothek und die
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einfache Derivatisierung der beiden Schliisselelemente zur Untersuchung der

inhibitorischen Wirkung auf die Kinaseaktivitdt, des Selektivitatsprofils sowie der

Bindungscharakteristiken.

Met-Tiirsteher

Vermeidung sterischer Absto3ung =
lipophile Wechselwirkuy N \\
\ \ N

Met790

GIn791

Met793

Cys797

kovalente Modifikation

Schamnierregion

optimale
Geometrie & Orientierung
des Elektrophils

Abbildung 4.1: Schematische Reprasentation des strukturbasierten Ansatzes zur Entwicklung neuer
EGFR-Inhibitoren zur Umgehung der T790M-Wirkstoffresistenz. Das Design der neuen Inhibitoren
basiert auf einem 4-Aminopyrazolopyrimidin-Grundgeriist und beinhaltet die zielgerichtete
Derivatisierung der 3-Position des Pyrazolopyrimidins und der N3-Position des Piperidins (pinke

Markierungen). Das 4-Aminopyrazolopyrimidin (PDB-Eintrag: 4HCT) wurde in das aktive Zentrum von

EGFR-T790M (PDB-Eintrag: 3IKA) modelliert.

Der Stickstoff N1 des Pyrazolopyrimidins wurde durch seine Orientierung in Richtung
des Cys797 als geeigneter Verkniipfungspunkt fiir ein Michaelakzeptor-System
identifiziert. Ein 3-Piperidin als Linker fiir das Elektrophil zu wahlen erwies sich

bereits fiir die Alkylierung eines zu EGFR analogen Cysteins (Cys481 in BTK) als
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geeignetes System.129 130 Das Linkersystem bewirkt eine eingeschrankte Flexibilitat
des Elektrophils und eine Orientierung in Richtung des Cys797, das wie in bisherigen
Studien fiir kovalente EGFR-Inhibitoren und in der Optimierung der Pyrimidine
gezeigt werden konnte, einen bedeutenden Einfluss auf die Kinetik der kovalenten

Bindungsbildung und damit auf die Wirksamkeit hat.131, 132

Zur Untersuchung der Eigenschaften des optimalen Motivs zur hydrophilen
Interaktion mit dem Met-Tiirsteher erfolgte die Derivatisierung der 3-Position des
Pyrazolopyrimidins (Abbildung 4.1 und Abbildung 4.2). Die Substitutionen sollten
Aufschluss iiber einen moéglichen Einfluss lipophiler Interaktionen geben und zugleich
die raumliche Beschaffenheit und Zuganglichkeit der angrenzenden hydrophoben
Tasche evaluieren, um einen Kompromiss zwischen Wechselwirkung und sterischem

Anspruch zu finden.

X =-H, -|
Y =-H, -F, -CF, -OH
Z=-H, -F, -NMe,

Abbildung 4.2: Rationales Design der Pyrazolopyrimidine zur kovalenten Adressierung der Met-
Tiirstehermutante von EGFR. Schematische Darstellung der vom unselektiven Kinaseinhibitor PP1
abgeleiteten Pyrazolopyrimidin-Grundstruktur und ausgewdhlte Substituenten fiir ein tieferes
Verstdndnis der Interaktionseigenschaften zum Met-Tiirsteher (R1-Derivatisierung) und der potentiell

kovalenten Bindungseigenschaften zu Cys797 (Rz-Derivatisierung).
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Neben Derivaten mit wenig raumgreifenden Substituenten und verschiedensten
elektronischen Eigenschaften (z. B. Halogen-, Ethin- bzw. Cyclopropyl-Substitution)
wurden auch Benzyl und Phenyl-Derivate mit unterschiedlichen Halogenen in
meta- oder para-Position entworfen. Sterisch sehr anspruchsvolle aromatische

Bicyclen sollten die maximale Toleranz der lipophilen Extension an C-3 evaluieren.

4.1 Synthese von Pyrazolopyrimidin-basierten Kinaseinhibitoren

Zur Synthese der Pyrazolopyrimidin-Bibliothek wurde auf literaturbekannten
Vorschriften aufbauend eine neue Syntheseroute etabliert (Schema 4.1).133 Die
lodierung der 3-Position des 1H-pyrazolo[3,4d]|pyrimidin-4-amins (42) resultierte in
Verbindung 43, die in einer Mitsunobu-Reaktion mit N-Boc-geschiitztem
(8)-3-Hydroxypiperidin unter Inversion des Stereozentrums zu 44 umgesetzt wurde.
Ausgehend von  diesem  entscheidenden  Intermediat konnte  iiber
palladiumkatalysierte  Kreuzkupplung (Suzuki-, Sonogashira-Kupplung) die
Derivatisierung und Herstellung einer fokussierten Substanzbibliothek erfolgen.
Anschliefdende Boc-Abspaltung des Kreuzkupplungsprodukts 45 mit TFA lieferte das
sekundare Amin 46. Das Amin wurde in der Folge mit einem Michaelakzeptor unter
Verwendung von Acryloylchlorid (41d, 41g, 41i, 41Kk, 41n und 41p-z) oder
4-(Dimethylamino)but-2-ensdure (41f und 41m) versehen. Die reversiblen Derivate
(41e, 41h, 41j, 411 und 410) wurden analog mit Propionylchlorid hergestellt. Zur
Darstellung von 41b erfolgte ausgehend vom Mitsunobu-Produkt (44) die
Boc-Abspaltung und anschlief}ende Herstellung des finalen Acrylamids. In der
Sonogashira-Kreuzkupplung zur Darstellung der Verbindung 44s konnte das
dehalogenierte Mitsunobu-Produkt als Nebenprodukt isoliert und identifiziert
werden. Nach Boc-Entschiitzung und Umsetzung mit Acryloylchlorid gemafd der
allgemeinen Syntheseroute (Schema 4.1) wurde 41a hergestellt und in die

Substanzkollektion aufgenommen.xii Detaillierte synthetische Vorschriften aller

xi Teile der Pyrazolopyrimidin-basierten Substanzbibliothek (41j, 41n und 410) wurden
arbeitsgruppenintern von Steven Smith synthetisiert. Weitere Verbindungen wurden von Elisabeth
Hennes (41a, 41i, 41q, 41t, 41z) und Lisa Goebel (41g-h, 41r-s, 41y) im Rahmen ihrer
Bachelorarbeiten hergestellt.
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finalen Produkte sowie Zwischenstufen sind im experimentellen Teil

(siehe Kapitel 8.1.3) aufgefiihrt.

Schema 4.1: Synthese der Pyrazolopyrimidine 41a, b, d-z.

NH2 NH2 | NH2 I
X . X X

N'K ) N i N'K ) N i le)j\/éN
N g N g N~ N

N N

H H
42 43 44 CN \/(o
O\é

Jiii oder iv

a Reagenzien und Bedingungen: (i) NIS, DMF, 80 °C, 97 %; (ii) N-Boc-(S)-3-Hydroxypiperidin, DIAD,
PPhs, THF, RT, 58 %j; (iii) Boronsaure /-ester, Pd(PPhs)s, ges. Na2C03, DME/EtOH (3:1), 90 °C, 42-97 %j;
(iv) Cul, Pd(PPh3):Cl2, TEA, RT, 70 %; (v) TFA in DCM, RT, (vi) Acryloylchlorid, DIPEA, THF, 0 °C,
19-80 % (2 Schritte).

4.2 Biochemische Charakterisierung der Pyrazolopyrimidine

Die biochemische Charakterisierung der Pyrazolopyrimidine 41a, b, 41d-z erfolgte
mit Hilfe des aktivitdtsbasierten Assays KinEASE™ (Cisbio) durch Bestimmung der
Kinaseaktivitait von EGFR-WT, sowie den Mutationsvarianten EGFR-L858R und
EGFR-L858R/T790M (Tabelle 4.1 und Tabelle 4.2 und siehe Kapitel 8.2). Die
Substanzkollektion der Pyrazolopyrimidine umfasste 20 kovalente und 5 reversible

Verbindungen.xv

xiv Die [Cso-Bestimmungen erfolgten arbeitsgruppenintern von Simone Eppmann und Andreas Arndt.
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Tabelle 4.1: ICso-Bestimmungen fiir die Pyrazolopyrimidine 41a, b, d-q gegeniiber EGFR.

NHy R,

S
N)I§N
N N

O
a1 Re

/=

EGFR ICso (nM)

R Re wT L858R L858R/T790M
[0}
41a \H A 6.9£0.90 254017 1.6 +0.49
H
[0}
41b ! A 0.28+0.10 0.02 +0.01 0.02 +0.01
H
[0}
41d \)@ A 0.14 £0.06 0.01 £0.01 0.24 +0.04
H
41e \/@ Sl 7.3+34 47417 >10
H
j)k/\/‘
41 \/@ ’{H AN 0.67 +0.08 0.22 +0.02 6.6+1.8
(0]
g \Qilp AHM 0.13+0.07 0.01 £0.01 0.23 +0.05
o
41h \/@LF fy > 10 3.4+21 >10
F [0}
i \/@( A 0.13+0.03 0.03 £0.01 0.28£0.10
H
F o
] \O £yl >10 50+46 >10
[0}
a1k \/@CF Iy 0.37 £0.09 0.03 £0.01 0.22 +0.08
8 H
(o)
a1 \)@LCH £y >10 >10 >10
(0]
Ay 3.0+15 1.0 +0.48 6.1+ 4.1
41m oFs N
CFs o)
41n \/@( A 0.06 +0.01 0.06 +0.03 0.27 +0.02
H
CF, o
410 \(@ fad 6.5+2.8 59+26 >10
[0}
a1p A A 0.7£0.07 0.11 £0.04 0.22 +0.08
H
OH [0}
q \(@r Iy 0.02 £ 0.004 0.003 +0.002 0.04 +0.04
H
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Gefitinib - - < 0.001 < 0.001 0.19+0.10
WZz4002 - - 0.01 £0.007 < 0.001 < 0.001
Osimertinib - - 0.002 +0.0002 0.001 +0.0005 < 0.001
Rociletinib - - 0.002 + 0.0005 0.002 + 0.0002 0.003 + 0.0006

Die Verbindung 41a, die ausschliefdlich aus dem Scharnierregion-bindenden Element
4-Aminopyrazolopyrimidin und dem mit Acrylamid dekorierten Piperidin besteht,
zeigte bereits einen inhibitorischen Effekt gegen die EGFR-Varianten mit ICso-Werten
im einstelligen mikromolaren Bereich (6.9 uM (WT), 2.5 uM (L858R) und 1.6 uM
(L858R/T790M)). Die Vergroflerung des lipophilen Charakters durch Einfithrung
eines Halogens (41b) resultierte in einer 80-fach erhoéhten inhibitorischen Aktivitat
gegen die Resistenzmutante EGFR-L858R/T790M (ICso=0.02 uM) sowie einer
verminderten relativen Inhibition des Wildtyps (ICso = 0.28 uM) und fiihrte zu einer
bevorzugten Inhibition der Met790-Tiirstehervariante von EGFR. Die mit einer
Phenylgruppe an C-3 ausgestattete Verbindung 41d hingegen zeigte ebenfalls einen
ICso-Wert im niedrigen zweistelligen nanomolaren Bereich gegen die
Aktivierungsmutante EGFR-L858R (0.01 uM), jedoch einen 24-fach verminderten
Effekt gegen EGFR-L858R/T790M (0.24 uM). Weitere Phenyl-Derivate mit einem
Fluor-Atom oder einer Trifluormethylgruppe in meta- oder para-Position sowie mit
einem Cyclopropyl (Phenyl-Bioisoster) tendierten zu einem &dhnlichen

Inhibitionsprofil.

Die Einflihrung eines 4-Phenols an C-3 des Pyrazolopyrimidins fiihrte hingegen zu
einer stark verbesserten Inhibition der Mutationsvarianten EGFR-L858R
(ICs0=0.003 uM) und EGFR-L858R/T790M (ICso0 = 0.04 uM). Das hydrophile Phenol
scheint durch mogliche polare Interaktionen mit dem Protein, vermutlich mit der
raumlich angrenzenden Aminosaure Glu762 der aC Helix, einen bedeutenden
positiven Einfluss auf die inhibitorische Aktivitat zu haben. Dieser Effekt wurde jedoch

auch fiir den Wildtyp von EGFR beobachtet (ICso = 0.02 uM).
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Tabelle 4.2: ICso-Bestimmungen fiir die Pyrazolopyrimidine 41r-z gegeniiber EGFR.

NHy R

1
N™ S
&TN
N

N

O
2 Re

EGFR ICso (M)

Ri Rz wT L858R L858R/T790M
0]
ar ‘(\© ;{H)J\/ 0.02 +0.02 0.003 +0.003 0.01£0.01
0]
41s \/Q A 0.75+0.11 0.06 +0.03 1.4 +0.68
N
o
a1t \/Q /{HJ\/ 0.75 £0.07 0.12+0.04 0.92 +0.33
o
41u A 0.02 +0.01 0.001 +0.0007 < 0.001
H
/N n Q
41v @ A 0.01£0.01 0.002 +0.001 0.003 +0.0004
H
N o
Mw I i A 0.04 +0.01 0.002 +0.001 0.003 +0.001
H
o
41x A 0.06 +0.01 0.001+0.0003  0.002 +0.0008
H
N 0
a1y = 0.81+0.08 0.27 £0.01 0.21£0.05
H
F
0]
Mz A 0.07 0.02 0.02 £0.01 0.02 +0.01
S
Gefitinib - ] <0.001 <0.001 0.19£0.10
WZ4002 - ) 0.01 £0.007 <0.001 <0.001
Osimertinib - ] 0.002 +0.0002  0.001 +0.0005 <0.001
Rociletinib - ] 0.002 +0.0005  0.002 +0.0002  0.003 +0.0006

Zur Untersuchung maoglicher lipophiler Wechselwirkungspartner fiir die hinter der

Tlrsteheraminosdaure befindliche hydrophobe Subtasche wurden weitere
Verbindungen hergestellt, die ein Alkin verbriicktes Cyclopentan (41s) bzw.
Ethylcyclopentan (41t) aufweisen. Die durch das lineare Alkin eingefiihrte Rigiditat
sollte einen sterischen Konflikt des Inhibitors mit Met790 umgehen und zugleich die
Cycloalkylgruppen in die hydrophobe Subtasche ausrichten. Der Aktivitatsverlust von

41s und 41t gegen die T790M-Mutante (ICso = 1.4 uM bzw. ICs0 = 0.92 uM) verglichen
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mit der Thr-Turstehervariante EGFR-L858R (ICso = 0.06 uM und 0.12 uM) war ein
deutliches Indiz fiir einen negativen Einfluss der raumgreifenden Substitutionen auf
die Interaktion mit Met790. Die mit einer lipophilen, aber flexiblen Benzylgruppe
versehene Verbindung 41r wies hingegen einen starken inhibitorischen Effekt auf die
Kinaseaktivitit der EGFR-Mutationsvarianten L858R (ICso=0.003 uM) und
L858R/T790M (ICs0 = 0.01 uM) auf, auch wenn der Wildtyp gleichermaf3en inhibiert
wurde (ICso = 0.02 uM).

Um weitere Erkenntnisse liber potenzielle intermolekulare m-Wechselwirkungen mit
der Met790-Aminosdureseitenkette zu gewinnen, wurde die 3-Position des
Pyrazolopyrimidins mit diversen aromatischen Bicyclen (41u-z) derivatisiert. Die mit
einer dufderst lipophilen Naphthylgruppe versehenen Verbindungen 41x
(1-Naphthyl) und 41u (2-Naphthyl) fiihrten zu einer hoch potenten Inhibition der
L858R-Aktivierungs-  (41x, I1Cs0=0.001uM; 41u, ICs0=0.001uM) wund
wirkstoffresistenten Mutante EGFR-L858R/T790M (41x, ICso=0.002 uM; 41u,
ICs0 < 0.001 uM). Mit der Einfiihrung eines Azaindols (41v) bzw. Methylindols (41w)
an Stelle der Naphthylgruppe wurden ebenfalls fiir beide Mutationsvarianten von
EGFR mittlere inhibitorische Konzentrationen im einstelligen nanomolaren Bereich
beobachtet (41v, ICs0=0.001 uM und 41w, ICso = 0.001 uM bzgl. EGFR-L858R und
ICs0 = 0.002 uM und ICs0 < 0.001 uM fiir 41v bzw. 41w bzgl. EGFR-L858R/T790M).
Neben einer hohen Wirksamkeit zeigten die genannten bicyclischen Verbindungen
zudem ein ausgepragtes mutantenselektives Inhibitionsprofil mit einer bis zu 30-fach
geringeren Inhibition des Wildtyps. Das Azaindol-Derivat (41v) stellte mit einer
3-fach verminderten Selektivitit die einzige Ausnahme dar. Dessen erhoéhte
WT-Aktivitait wird moglicherweise durch eine liber N7 des Azaindols vermittelte
H-Briicke zur Thr790-Tirsteheraminosdure bewirkt. Ein eingefiihrtes stark
elektronenziehendes Fluor-Atom in 4-Position des Naphthyls (41z) sorgte fiir eine bis
zu 10-fach verminderte Inhibition aller EGFR-Varianten, wahrend eine Dimethylamin-
Substitution an dieser Position (41y) mit einem grofden Verlust an Aktivitit

einherging.

Um den Einfluss des Elektrophils auf die Inhibition zu untersuchen, wurde zunachst
ein Dimethylamin-modifiziertes Acrylamid eingefiihrt. Die damit versehenen

Verbindungen 41f und 41m zeigten verglichen mit ihren Acrylamid-Analoga
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(41d bzw. 41K) eine jeweils ca. 30-fach geringere Inhibition der Tiirsteher-mutierten
Resistenzmutante EGFR-L858R/T790M. Ein sterisch anspruchsvolles Dimethylamin
kann grof3e Auswirkungen auf die Konformation des Michaelakzeptors haben und die
unterschiedliche inhibitorische Aktivitit erklaren. Das lasst zum einen den Schluss zu,
dass ein unsubstituiertes Acrylamid das bevorzugte elektrophile System fiir die
Pyrazolopyrimidinserie darstellt und zum anderen unterstreicht es einmal mehr die
Bedeutung einer optimierten Geometrie des Elektrophils in Bezug auf das zu
adressierende Cystein. Die reversiblen Analoga (41e, 41h, 41j, 411 und 410) zeigten
keine inhibitorische Wirkung unter 10 uM gegen die T790M-Resistenzmutante von

EGFR und demonstrieren die Uberlegenheit einer kovalenten Inhibition.

4.3 Profilierungsstudie zur Selektivitiat im Kinom

Die Selektivitit gegeniiber anderen Proteinkinasen stellt aufgrund der
hochkonservierten Struktur der ATP-Bindungstasche der tiber 500 Vertreter dieser
Proteinklasse die grofdte Herausforderung an Kinaseinhibitoren dar. Zur Minimierung
toxischer Nebenwirkungen, ausgeldst durch off-Target-Inhibition, ist die Optimierung
der Selektivitit ein essentieller Bestandteil in der Entwicklung von Kinaseinhibitoren.
Speziell fir die hier dargestellten Pyrazolopyrimidine ist eine Kinomprofilierung von
grofder Bedeutung, da sie strukturell von dem unselektiven Kinaseinhibitor PP1
abgeleitet sind.134 Die biochemische Profilierung der Substanz 41w wurde von der
Firma Life Technologies (SelectScreen®, Z'-LYTE™ Technologie) bei einer
Substanzkonzentration von 1uM und dem ATP-Km app in Duplikaten gegen 100

ausgewahlte Kinasen durchgefiihrt.
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Abbildung 4.3: A) Kinom-Dendrogramm von 41w. Bei einer Konzentration von 1 uM des Inhibitors
41w wurde der Wildtyp von EGFR, sowie die Mutationsvarianten EGFR-L861Q, L858R, T790M und
L858R/T790M stark inhibiert (> 90 %). Es wurde lediglich eine geringe Anzahl weiterer Kinasen (off-
targets) mit tiber 80 % inhibiert (BLK, TXK, BMX, BTK und ErbB-4). Die Profilierung der Kinasen wurde
mit dem SelectScreen® Profilierungs-Service der Firma Life Technologies durchgefiihrt. Das Kinasen-
Dendrogramm wurde modifiziert und die finale Darstellung wurde mit der Genehmigung von Cell

Signaling Technology, Inc (www.cellsignal.com) generiert.13> B) Darstellung der Profilierung von

Verbindung 41w gegeniiber 100 Kinasen (inklusive ausgewéahlter Mutationsvarianten). Die Kinasen,
welche ein im aktiven Zentrum befindliches reaktives Cystein (analog zu Cys797 in EGFR) aufweisen

sind in pink dargestellt.

41w inhibierte die Kinaseaktivitit des Wildtyps von EGFR sowie der EGFR-
Mutationsvarianten (L861Q, L858R, T790M und L858R/T790M) mit mehr als 90 %
(Abbildung 4.3). Es wurde lediglich eine geringe Anzahl weiterer Kinasen (off-Targets)
mit tiber 80 % inhibiert (BLK, TXK, BMX, BTK und ErbB-4), bei denen es sich ebenfalls
und ausschliefdlich um Tyrosinkinasen handelt, die ein zu EGFR analoges Cystein in
der ATP-Bindungstasche aufweisen. Die Kreuzreaktivitiat mit den Kinasen BMX, BLK
und TXK wurde bereits flir andere kovalente EGFR-Inhibitoren beschrieben. Die
Kinasen BMX und BLK sind aufierdem bekannte off-Targets des zu 41w strukturell
dhnlichem BTK-Inhibitors Ibrutinib.110, 112, 113, 136, 137 Dje Tatsache, dass 41w die
Tyrosinkinase ITK trotz reaktivem Cystein in der ATP-Bindungstasche nicht inhibiert

hat (2 % Inhibition), unterstreicht die Bedeutung einer starken initialen reversiblen
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Bindung eines kovalenten Inhibitors und bestatigt, dass die milde Reaktivitdat des
Acrylamids es zu einem geeigneten Michaelakzeptor zur kovalenten Modifizierung

von Kinasen macht.

Die Profilierungsstudie der Verbindung 41w lieferte ein exzellentes Selektivitatsprofil
innerhalb des untersuchten humanen Kinoms und belegte den Selektivitatsvorteil, den
ein kovalenter Kinaseinhibitor mit sich bringen kann. Zudem bestitigte die
unterschiedlich starke Inhibition der Kinasen mit analogem Cystein die Moglichkeit
zur Differenzierung und gezielten Adressierung einer einzelnen Kinase. Es sollte
jedoch berticksichtigt werden, dass die Profilierung der Substanz nur mit 100 Kinasen
durchgefiihrt wurde und fiir eine vollstindige Evaluierung der Selektivitit das

gesamte zur Verfiigung stehende Kinom untersucht werden miisste.

4.4 MS-basierte Validierung der Alkylierung von Cys797 in EGFR-T790M

Zur Validierung eines kovalenten Bindungsmodus der Inhibitoren 41w und 41x mit
EGFR-T790M wurden die Verbindungen, nach Inkubation mit der isolierten Kinase
massenspektrometrisch (ESI-MS) analysiert (siehe Kapitel 8.3). Die dekonvolutierten
ESI-MS-Spektren (Abbildung 4.4) zeigten fiir die getesteten Substanzen nach
Inkubation mit dem Protein eine entsprechende Massenzunahme von 399 Da (41w)
und 398 Da (41x) verglichen mit einer mit DMSO behandelten Kontrolle. Fiir beide
Inhibitoren wurde bei einer 60-miniitigen Inkubation mit einem 3-fachen molaren
Uberschuss des Inhibitors eine vollstindige und einfache Modifikation des Proteins

beobachtet.
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Abbildung 4.4: Ubersicht der dekonvolutierten ESI-MS-Spektren zur Analyse der kovalenten

Modifikation von EGFR-T790M mit den Inhibitoren 41w und 41x. Die Massendifferenz in Relation zur

DMSO behandelten Kontrolle sind als A-Werte dargestellt und zeigen jeweils eine vollstindige

Modifikation.
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498.2526 m/z, z=2 446.2256 m/z, z=3 447.2294 m/z, z=3
GC(CMC)LLDYVR GC(41x)LLDYVR GC(41w)LLDYVR

30.58 min 51.12 min 48.71 min
100
] 90
= 80
£ 70
£ 60
o 50
2 40
% 30
x 20
1(? T . r L r r - - . L . . . . . 1, .
27 28 29 30 3 32 33 49 50 51 52 53 54 47 48 49 50 51 52
Zeit (min) Zeit (min) Zeit (min)

Abbildung 4.5: Extrahiertes lonenchromatogramm (EIC) der drei verschiedenen Isoformen des

identifizierten Peptids GCLLDYVR nach Behandlung mit (A) Iodacetamid (Kontrolle), (B) 41x und (C)

41w. Das carbamidomethylierte (CMC) Peptid ist nahezu in keiner Probe nach Behandlung mit dem

jeweiligen Inhibitor mehr vorhanden, wohingegen das mit dem jeweiligen Inhibitor modifizierte Peptid

in den entsprechenden Proben detektiert werden konnte.
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Abbildung 4.6: Fragment-lon-Spektrum des Peptids GC797LLDYVREH bzw. GC797LLDYVR nach
Subtilisin-Verdau von EGFR-T790M nach Inkubation mit (A) 41w und (B) 41x. Die jeweiligen Massen
der Cys797 beinhaltenden Peptidfragmente weisen eindeutig eine Modifikation mit dem
entsprechenden Inhibitor auf. Die gefunden Peptidfragmente beweisen eindeutig die Alkylierung der

Aminosdure Cys797 in EGFR.

Zur genauen Bestimmung der modifizierten Aminosdaure wurden die Verbindungen
41x und 41w mit EGFR-T790M nach Inkubation mit der Protease Subtilisin verdaut
und die erhaltenen Peptide mit Hilfe von HPLC und gekoppelter MS/MS analysiert.xv
Die Analyse ergab eine Massenzunahme der entsprechenden Inhibitoren in dem
Peptidfragment GCLLDYVR, das eindeutig dem Cys797 enthaltenden Peptidfragment
zugeordnet werden konnte. In den Proben nach Inkubation mit den Inhibitoren
konnte neben dem mit dem jeweiligen Inhibitor modifizierten Peptid
(41x; 446.2256 m/z, z=3 und 41w, 447.2294m/z, z=3) das entsprechende
carbamidomethylierte Peptid (Negativkontrolle) nur noch marginal detektiert
werden und dadurch der Nachweis einer vollstandigen Alkylierung eindeutig erbracht
werden (Abbildung 4.5). Die Fragment-lon-Spektren der Proben nach Inkubation mit
den Verbindungen 41w und 41x sollten Aufschluss iiber die exakte Modifikation des
Peptids erbringen. In der Probe nach Inkubation der Kinase mit 41x konnten die
Peptidfragmente b2, b3, b5 und b9 sowie y1 und y3-y8 eindeutig identifiziert werden
(Abbildung 4.6). Neben der exakten Masse von 41x (399.1913 m/z) konnte anhand

x [n Zusammenarbeit mit der Arbeitsgruppe um Dr. René Zahedi am Leipzig-Institut fiir Analytische
Wissenschaften - ISAS in Dortmund.
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der Massenzunahme der entsprechenden Peptidfragmente die Modifikation des
Cys797 verifiziert werden. Fiir die Probe nach Inkubation mit 41w wurden die
Peptidfragmente b2 und b3 sowie y1, y2 und y4 bis y6 detektiert. In diesem Fall konnte
die Masse des Inhibitors 41w (402.20441 m/z) identifiziert werden. Die gefundene
Massenzunahme der entsprechenden Peptidfragmente erbrachte den eindeutigen

Nachweis der Alkylierung des gewiinschten Cysteins in EGFR-T790M (Cys797).

Zusammenfassend konnte mit Hilfe der massenspektrometrischen Analyse die
spezifische Modifikation des Cys797 in EGFR-T790M durch die Inhibitoren 41w bzw.

41x eindeutig nachgewiesen werden.

4.5 Komplexstrukturen der Pyrazolopyrimidine in EGFR-T790M

Um ein detailliertes Verstiandnis tiber den Bindungsmodus und der SAR der
Pyrazolopyrimidine zu erhalten, wurden 41w und 41x mit der Kinasedomane der

T790M-Mutante des EGF-Rezeptors kokristallisiert.xvi

xvi Dissertation Christian Becker, 2017, TU Dortmund.
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Abbildung 4.7: Kristallstrukturen der Pyrazolopyrimidine im Komplex mit EGFR-T790M. Diagramme
der experimentellen Elektronendichte von (A) EGFR-T790M-41w bei 2.5 A (PDB-Eintrag: 5]9Z) und (C)
EGFR-T790M-41x bei 2.8 A (PDB-Eintrag: 5]J9Y). Elektronendichtekarte 2Fo - Fc konturiert bei 1 o.
Wasserstoftbriickenbindungen des Inhibitors mit der Scharnierregion (weif3) sind als rot gepunktete
Linie dargestellt. Die Strukturelemente der N-terminalen Subdoméne und der aC Helix sind in weif3
bzw. blau gezeigt. Das lipophile Methylindol (41w) und der 1-Naphthylrest (41x) an C-3 des
Pyrazolopyrimidins zeigen in Richtung der hydrophoben Tasche und sind zwischen dem Met-Tiirsteher
(Met790) und der Alkylseitenkette von Lys745 eingeschlossen. Der modifizierte LigPlot!38 des Liganden
41w (B) bzw. 41x (D) zeigt schematisch die verschiedenen Wechselwirkungen mit den Aminosauren
des Proteins. Wasserstoffbriickenbindungen (Liange in A) sind als rot gepunktete Linie und lipophile
Interaktionen als rote Halbkreise dargestellt. Die neu formierte kovalente Bindung zwischen dem

Liganden und dem Protein ist in Pink visualisiert.
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aC Helix

Abbildung 4.8: Das Methylindol von 41w (PDB-Eintrag: 5]J9Z) ist von lipophilen
Aminosaureseitenketten umgegeben und interagiert mit dem Met-Tiirsteher (Met790) und der
Alkylkette des katalytischen Lys745. Das Amin von Lys745 bildet eine Salzbriicke zu Glu762 aus der aC

Helix aus.

Die Komplexstrukturen belegten eindeutig die Alkylierung von Cys797 am Rande der
ATP-Bindungstasche durch die Inhibitoren 41w und 41x (Abbildung 4.7). Neben zwei
direkten Wasserstoffbriickenbindungen zum Peptidriickgrat der Scharnierregion
(GIn791 und Met793) sorgt die 3-Piperidinyl-N-Acrylamid-Struktur in 41w und 41x
fiir eine optimale Bindungsgeometrie zu Cys797. Die Aminofunktion an 4-Position des
Pyrazolopyrimidins bildet eine Wasserstoffbriicke mit dem Carbonyl-Rest im
Peptidriickgrat von GIn791 aus. Das Stickstoffatom N6 des Pyrazolopyrimidins
fungiert als Wasserstoffbriickendonor und stellt den Kontakt zum Peptidriickgrat von
Met793 her. Die Komplexstruktur mit 41w weist eine direkte Wechselwirkung des
Methylindols mit der Met-Tiirsteheraminosdure (Met790) sowie der benachbarten
Alkylseitenkette des konservierten Lys745 auf. Die optimale Positionierung des
Methylindols inmitten der beiden Aminosaureseitenketten ermoglicht ausgepragte
lipophile Wechselwirkungen. Unterstiitzt wird dieser Effekt durch die angrenzenden

hydrophoben Aminosdauren Met766 und Leu788 (Abbildung 4.8).
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Das lipophile Milieu wird durch die Salzbriicke des Amins der Lysinseitenkette
(Lys745) und der Glutaminsaure (Glu762) begrenzt. Die Naphthylgruppe von 41x
nimmt eine zu 41w identische Orientierung beziiglich Met790 und Lys745 ein und
liefert  dieselben  vorteilhaften lipophilen =~ Wechselwirkungen. Diese
Schliisselinterkation scheint die strukturelle Ursache fiir die hohe Potenz beider
Verbindungen gegen die Met790-Mutante zu sein (41w, ICso=0.003 uM; 41x,
[Cs0 =0.002 uM).

aC Helix

N
LN
N N

41r \)\/\\N{

ICs0 (T790M) = 0.01 £ 0.01 uM

ICso (T790M) = 0.04 + 0.04 uM
Abbildung 4.9: Modellierung der Substanzen (A) 41d, (B) 41y, (C) 41r und (D) 41q in die
Komplexstruktur von 41w in EGFR-T790M (PDB-Eintrag: 5]9Z). Die moderate biochemische Potenz der
Verbindungen 41d und 41y lasst sich durch unzureichende Wechselwirkungen mit der hydrophoben
Umgebung (41d) und sterischen Konflikten (41y) erkldaren (rot). Die intrinsische Flexibilitit der
Benzylgruppe (41r) ermoglicht eine Positionierung des Aromaten zwischen Met790 und Lys745 wie
im Fall der hochaktiven bicyclischen Derivaten und fiihrt zu einer verbesserten Aktivitat (griin). Das
Phenol-Derivat (41q) kann die unzureichenden hydrophoben Wechselwirkungen mit dem Protein

durch eine Wasserstoffbriickenbindung zu Glu762 ausgleichen (griin).
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Auf den Komplexstrukturen von 41w und 41x aufbauende Modellierungsstudien der
Verbindungen 41d, 41y, 41r und 41q gaben dariiber hinaus Aufschluss tber die
beobachtete SAR der Pyrazolopyrimidine und fiithrten zu einem besseren Verstandnis
der Wechselwirkungen innerhalb der ATP-Bindungstasche der T790M-Mutante von
EGFR (Abbildung 4.9). Die Phenyl-Substitution von 41d (Abbildung 4.9 A) ladsst eine
Bindung an die Scharnierregion zu, sorgt aber nicht fiir ausreichend starke
Interaktionen mit der hydrophoben Umgebung im riickwartigen Teil der ATP-
Bindungstasche, die fiir den Alkylierungsschritt und der effektiven Inhibition von
EGFR-T790M erforderlich sind. Das 1-Naphthyl-Derivat 41y hingegen weist trotz
desselben lipophilen Charakters wie das hochpotente 41x eine 100-fach verminderte
inhibitorische = Aktivitit gegeniiber der T790M-EGFR-Variante auf. Die
Modellierungsstudien liefen deutlich einen sterischen Konflikt des Dimethylamins
mit den Seitenketten der Aminosdauren Met766 sowie Glu762 (Abbildung 4.9 B)
erkennen, der die reduzierte Aktivitat erklart. Die Flexibilitat der Benzylgruppe von
41r lasst eine zu den Bicyclen dhnliche Ausrichtung des Aromaten zu, was vermutlich
zu einer stirkeren Wechselwirkung und einer 24-fach héheren Potenz gegeniiber der
Tiirstehermutante fiihrt, im Vergleich mit dem Phenyl-Derivat (Abbildung 4.9 C). Die
Hydroxylgruppe von 41q scheint die unzureichenden hydrophoben Interaktionen mit
dem Protein durch eine Wasserstoffbriickenbindung zu Glu762 auszugleichen

(Abbildung 4.9 C).

Zusammenfassend lieferten die Komplexkristallstrukturen von 41w und 41x in
EGFR-T790M neben dem Nachweis einer kovalenten Modifizierung von Cys797,
strukturelle Erkenntnisse liber die Bedeutung der lipophilen Substituenten an C-3 der
Pyrazolopyrimidine und liefSen eine direkte Wechselwirkung zwischen den
Inhibitoren und der Met-Tiirsteheraminosaure und Lys745 erkennen. Der besondere
lipophile Kontakt erkldrt die hohe Potenz der Pyrazolopyrimidine gegeniiber der
T790M-Mutante und bestitigte das Konzept einer gezielten Adressierung der
hydrophoben Subtasche, einschliefdlich des Met-Tirstehers, zur Steigerung der

Affinitit und Mutantenselektivitat.
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4.6 Evaluierung der Pyrazolopyrimidine in Krebszelllinien

Zur Evaluierung der Pyrazolopyrimidine in klinisch relevanten Zelllinien des
nicht-kleinzelligen Lungenkarzinoms, wurden die Verbindungen 41a, b, d-z in
HCC827- (Exon 19 Deletion in EGFR) sowie H1975-Zellen (EGFR-L858R/T790M) in
Bezug aufihren Effekt auf die Zellviabilitat getestetxvii Zur Untersuchung der Toxizitat,
speziell der on-target-Toxizitit, wurde die Wirkung der Pyrazolopyrimidine auf
A431-Zellen (EGFR-Uberexpression) getestet (Tabelle 4.3 und Tabelle 4.4). Die Zellen
wurden mit den Inhibitoren 41a, b, d-z (0-30 M) fiir 96 Stunden behandelt und die
Viabilitit mit Hilfe des Cell Titer-Glo Assays (Promega GmbH) analysiert
(siehe Kapitel 8.4). Gefitinib, WZ4002, Osimertinib sowie Rociletinib dienten dabei als

Referenzinhibitoren.

Tabelle 4.3: ICso-Werte der Pyrimidine (41a,b und 41d-q) gegeniiber den Zelllinien A431 (EGFR-
Uberexpression) sowie den NSCLC-Zelllinien HCC827 (Exon 19 Deletion in EGFR) und H1975 (EGFR-
L858R/T790M).

NHy g,
N™ S
L Ly
C Krebszelllinien ICso [1iM]
41 NR,
R R2 A431 HCC827 H1975
(0]
41a e A n.i.2 9.90 +1.02 n.i.
H
(0]
41b ! f\NJ\/ 18.2 £7.06 0.59+0.13 3.89 +0.94
H
41d \/© AN 12.7 +4.37 0.071 +0.02 3.67+0.10
41e \/© Ao n.i. n.i. ni.
H
9 \
a1 \(© KHMN\ 29.8 +0.39 119+ 4.48 29.9 +0.26
41g \/@ A 11.7 £ 3.81 0.07 +0.35 3.37 +0.85
F
H

wii Dije Zellexperimente wurden arbeitsgruppenintern von Jonas Lategahn durchgefiihrt.
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41h \/@ AEo n.i. 22.3 +4.85 ni.
F
H
F 0]
i \/@ A 17.0 £5.92 0.08 £ 0.03 1.84 +0.36
H
F
] \/@ Ao n.i. 25.9 +3.58 n.i.
N
[0}
41k \/@ A 16.0 + 2.81 0.6510.13 416 £0.77
CF3
(6] . . .
411 \/©ch3 gN)K/ n.i. n.i. n.i.
H
9 \
41m \/@ /”\”MN\ 13.7 £ 1.57 6.39 + 1.62 20.6 +2.98
CF3
CF3 (0]
41n \)@( A 8.87 £ 4.38 0.16 £ 0.08 1.38 £ 0.31
CF3 le) . .
410 \)@( A n.i. 23.6 +6.96 n.i.
N
0]
p A e 28.1 £ 4.06 0.31£0.12 5.83 £ 1.84
H
OH [e}
41q \Q A 417 £2.20 0.07 £0.02 1.84 £ 0.56
Gefitinib - - 1.71£0.79 - 10.7 £2.55
WZz4002 ; ) 2.21+0.44 - 0.09 £ 0.01
Osimertinib - - 0.67 £0.23 - <0.014
Rociletinib - - 1.66 +0.12 - 0.10 £0.03

an.i. kein inhibitorischer Effekt bei Applikation von 30 uM Testsubstanz.

Die an C-3 unsubstituierte kovalente Substanz 41a zeigte keinen Effekt auf die
Viabilitat der H1975-Zellen und eine moderate Wirkung auf der HCC827-Zelllinie
(ICs0 =9.90 uM). Die lipophileren Phenyl-Verbindungen (41d, 41g, 41i, 41k und 41n)
sowie das Cyclopropyl-Derivat (41p) inhibierten das Wachstum der H1975-Zellen im
einstelligen mikromolaren Bereich (ICs0 = 1.38-5.83 uM), wobei die
para-substituierten Derivate mit ICso-Werten von 1.84 (Fluor) bzw. 1.38 uM (CF3) den
starksten Effekt erzielten. In den HCC827-Zellen wurde fiir die Phenyl-Derivate eine
deutlich starkere Inhibition des Zellenwachstums beobachtet (ICso = 0.07-0.65 uM)

und der Trend aus den biochemischen Assays bestatigt.
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Die starke Inhibition der Kinaseaktivitit von EGFR-L858R/T790M durch 41q (4-
Phenolsubstituent an C-3) und 41b (lod-Atom an C-3) lief? sich nicht in den
zellbasierten Assay tubertragen (H1975, [1Cs0=1.84uM und 3.89 uM). Beide
Inhibitoren verzeichneten hingegen einen stark inhibierenden Effekt auf die HCC827-
Zellen (ICso = 0.07 uM bzw. 0.59 uM.) ohne grofdere Wirkung auf das Wachstum der
Wildtyp-Zelllinie (A431) (4.17-29.6 uM). In Ubereinstimmung mit den Daten aus dem
aktivitatsbasierten Assay wurde fiir die reversiblen Inhibitoren (41e, 41h, 41j, 411
und 410) im Gegensatz zu deren kovalenten Analoga (41d, 41j, 41i, 41k und 41n)
kein signifikanter Effekt auf die Viabilitit der Krebszelllinien beobachtet. Die
Substanzen mit einem Dimethylamin-substituierten Acrylamid als Michaelakzeptor
(41f und 41m) hatten auf beiden NSCLC-Zelllinien einen erheblich geringeren
inhibierenden Effekt (5-17-fach).
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Tabelle 4.4: [Cso-Werte der Pyrimidine (41r-z) gegeniiber den Zelllinien A431 (EGFR-Wildtyp-
Uberexpression) sowie den NSCLC-Zelllinien HCC827 (EGFR Exon 19 Deletion) und H1975
(EGFR-L858R/T790M).

Krebszelllinien 1Cso [uM]

R4 Rz A431 HCC827 H1975
[0}
a1r \/\© ,x\”)g/ 19.9 +9.59 0.15+0.02 0.69 +0.165
o]
4s \/Q A 10.9 +2.32 1.15+0.14 8.27 +0.30
H
o]
41t \/\Q ,:\NJ\/ 8.77 +2.88 3.15+0.55 6.93+1.14
H
o]
41y LA 860:152 <0.014 0.14 +0.05
H
YN o}
41v @ /\N)k/ 1.39 £ 0.59 <0.014 0.28 + 0.03
H
N 0
4w I i A 6.78 + 4.45 0.09 +0.08 0.23 +0.06
H
[0}
41x S 29.4 +1.67 0.50 + 0.04 0.49 +0.32
H
N o
41y f\NJ\/ 245+5.76 2.13+0.513 267 +1.64
H
F [0}
41z FyAis 12.8 +4.63 0.43 +0.10 0.36 +0.19
H
Gefitinib - - 1.71 £0.792 - 10.7 £ 2.55
WZ4002 . . 221044 - 0.09 +0.01
Osimertinib - _ 0.67 £0.23 - <0.014
Rociletinib . ) 1.66 +0.120 - 0.10 +0.03

41s und 41t, die lber ein Alkin mit einem Cyclopentan bzw. Ethylcyclopentan
versehen sind, konnten weder in der H1975- noch in der HCC827-Zelllinie starke
inhibitorische Effekte hervorrufen (H1975, 1Cso=8.27 bzw. 6.93 uM; HCC827,
[Cs0 = 1.15 bzw. 3.15 uM) (Tabelle 4.4).
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Das lipophile, aber flexiblere Benzyl-Derivat 41r bestitigte die starke Inhibition der
Kinaseaktivitat beider onkogenen Mutationsvarianten aus dem aktivitiatsbasierten
Assay und zeigte einen erheblichen Effekt auf die Viabilitit der H1975-
(ICs0 = 0.69 uM) und HCC827-Zellen (ICs0 = 0.15 uM). Das Wachstum der Wildtyp-
Zelllinie A431 wurde durch 41r lediglich schwach inhibiert (ICso = 19.9 uM).

Die mit bicyclischen Aromaten an der 3-Position des Pyrazolopyrimidins
derivatisierten Inhibitoren 41u-x und 41z, die sich bereits im aktivitatsbasierten
Assay als duflerst potent erwiesen, verzeichneten auch in H1975-
(ICs0 = 0.14-0.49 uM) sowie in HCC827-Zellen (ICso = < 0.014-0.50 uM) eine exzellente
inhibitorische Wirksamkeit. Eine weitere Besonderheit war der geringe Effekt auf der
Wildtyp-Zelllinie A431 (ICso = 1.39-29.4 uM; 26-60-fache Mutantenselektivitit). Das
mit einem 2-Naphthyl versehene Derivat 41u zeigte in den H1975-Zellen die hochste
Potenz (ICso = 0.14 uM), wenngleich die 1-Naphthyl-Substanzen 41x und 41z iiber ein
exzellentes mutantenselektives Profil verfligten (60-bzw. 36-fach). Das Azaindol 41v
reduzierte zwar ebenfalls die Viabilitit der H1975-Zellen deutlich (ICso = 0.28 uM),
verfligte aber auch, libereinstimmend mit den Daten aus dem in vitro Kinase-Assay,
tiber einen Effekt auf das Wachstum der EGFR-Wildtyp Zelllinie A431 (ICso = 1.39 uM).
Mit einem ICso-Wert von < 0.014 uM prasentierten sich 41u und 41v als die aktivsten
Substanzen auf der HCC827-Zelllinie. Der schwache Effekt des Naphthyl-Derivats mit
einem zusatzlichen Dimethylamin (41y) auf die Viabilitit der H1975-Zellen
(ICs0 = 4.7 uM) entsprach exakt dem in den aktivitdtsbasierten Assays beobachteten
Trend.

Zusammenfassend konnten die mit aromatischen Bizyklen an C-3 derivatisierten
Pyrazolopyrimidine einen starken inhibitorischen Effekt in den NSCLC-Zelllinien und
speziell in den wirkstoffresistenten H1975-Zellen hervorrufen. Zudem erwiesen sich
diese Verbindungen als dufderst mutantenselektiv und riefen in den Wildtyp-Zelllinien
keine bedeutenden Effekte hervor. Der schwache Effekt der reversiblen Inhibitoren in
den Krebszelllinien, verglichen mit den irreversiblen Analoga, unterstreicht die grof3e
Bedeutung der kovalenten Inhibitoren in der gezielten Therapie der

T790M-Wirkstoffresistenz in EGFR.
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Zur Untersuchung des Einflusses auf die Autophosphorylierung von EGFR und die
Phosphorylierung weiterer Proteine in der nachgeschalteten Signalkaskade wurde mit
den Inhibitoren 41u, 41w und 41x sowie den EGFR-Inhibitoren der ersten (Gefitinib)
und  dritten  Generation (WZ4002) als Referenzverbindungen eine
Western-Blot-Analyse in den Zelllinien A431 und H1975 durchgefiihrt (Abbildung
4.10 und siehe Kapitel 8.5)xvii Hierbei wurden der Proteingehalt und die
Phosphorylierungszustinde von EGFR (pEGFR, Tyr1068/Tyr1045), Akt (p-Akt,
Ser473), p44/42 MAPK (pMAPK, Thr202/Tyr204) und von rpS6 (pS6, Ser235/236)

untersucht.

wiil [n Zusammenarbeit mit der Arbeitsgruppe um Prof. Dr. Sebastian Bauer am Universitatsklinikum in
Essen.
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Abbildung 4.10: Immunoblot von 41u, 41w und 41x in den Krebszelllinien (A) H1975 (EGFR-
L858R/T790M) und (B) A431 (EGFR-WT). AufRer der Kontrolle wurden alle Zellen mit EGF (50 ngmL-1)
stimuliert. Die Substanzen 41u, 41w und 41x reduzieren die Autophosphorylierung von EGFR und die
Phosphorylierung der nachgeschalteten Proteine Akt, MAPK und S6 der EGFR-Signalkaskade in H1975-

Zellen, zeigen aber keinen signifikanten Effekt in A431-Zellen.

Die Behandlung der H1975-Zellen mit den Substanzen 41u, 41w und 41x fiihrte zu
einer konzentrationsabhdngigen Reduktion des Proteingehalts an pEGFR, pAkt,
pMAPK sowie pSé6, bei konstant bleibender Gesamtproteinmenge (Abbildung 4.10 A).

Diese Beobachtungen bestdtigten, dass die Inhibition der Kinaseaktivitit des
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EGF-Rezeptors durch die Substanzen 41u, 41w und 41x die Autophosphorylierung
von EGFR und die Signalweiterleitung verhindert. Bei einer Konzentration von 100 nM
41u wurde die Menge an phosphoryliertem EGFR, Akt, MAPK und S6 anndhernd
vollstandig reduziert. Die Substanzen 41x und 41u riefen denselben, wenn auch leicht
verminderten, Effekt auf den Phospho-Gehalt von EGFR und nachgeschalteter
Proteine hervor. Die vergleichbar schwache Wirkung von 41u, 41w und 41x auf den
Phosphorylierungsgehalt von EGFR und nachgeschalteter Proteine in der EGFR-
Wildtyp-Zelllinie A431 belegte das mutantenselektive Profil aus den bisherigen
Studien (Abbildung 4.10 B). 41u zeigte lediglich bei einer Konzentration von 10 uM
einen signifikanten Effekt auf die Autophosphorylierung von EGFR und den Phospho-
Gehalt von Akt, MAPK und S6. Bei 41x und 41u waren bei der hochsten Konzentration
an Inhibitor (10 uM) lediglich marginale Auswirkungen auf die Signalweiterleitung zu
erkennen. Die Western-Blot-Analyse bestitigte die Wirksamkeit der Substanzen 41u,
41w und 41x auf der wirkstoffresistenten NSCLC-Zelllinie und bestatigte den direkten
Einfluss der Inhibitoren auf die Autophosphorylierung von EGFR und die daraus
resultierende Herunterregulierung der nachgeschalteten Signalkaskade. Zudem
verifizierte die Immunoblot-Untersuchung das mutantenselektive Inhibitionsprofil
der Pyrazolopyrimidine und lieferte ein wiinschenswertes Toxizitatsfenster beziiglich

des Wildtyps von EGFR.

Zusammenfassend konnten die zelluliren Untersuchungen zeigen, dass der starke
inhibitorische Effekt der kovalenten Pyrazolopyrimidine 41u, 41w und 41x gegen die
T790M-Tiirstehermutante im aktivititsbasierten Assay in die zelluliren Studien
tibertragen werden konnte und dass diese Substanzen in der Lage sind den EGFR-
Signalweg in der wirkstoffresistenten H1975-Krebszellinie gezielt und potent zu

inhibieren.

4.7 ADME/DMPK-Profilierung

Im Zuge der weiteren Profilierung wurden fiir die biologisch aktiven
Pyrazolopyrimidine die ADME/DMPK-Parameter untersucht. Dabei sollte neben dem
Aufbau einer SPR (structure property relationship) ebenfalls die Evaluierung erfolgen,

inwiefern sich die Substanzen fiir in vivo Wirksamkeitsstudien eignen.
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Fiir die ausgewahlten Verbindungen 41d, 41Kk, 41u, 41v, 41w und 41x, wurden die
Loslichkeit, die Zellpermeation, die Stabilitdt im Plasma und in Mikrosomen sowie die

Plasmaproteinbindung bestimmt (Tabelle 4.5 und siehe Kapitel 8.6).xi

Tabelle 4.5: in vitro Pharmakokinetik einer Auswahl an Pyrazolopyrimidinen (41d, 41Kk, 41u, 41v,

41w und 41x) und den Referenzverbindungen Osimertinib und Rociletinib.

g i i o

cﬁ TRV WA W

41k 41u 41v 41w 41x

41d 41k 41u  41v 41w 41x Osimertinib Rociletinib

clogD (pH 7.4) 2.1 3.0 3.1 14 25 3.1 3.0 4.1
SolRank (uM) 461 427 248 457 364 38 265 10
PAMPA (% Flux) 59 76 73 27 66 82 112 88
Caco-2 (Papp A-B) (x10- cm/s) - - 51 - 30 - 8.4 5.0
Caco-2 (Papp B-A) (x10-8 cm/s) - - 13 - 29 - 6.0 6.8
Caco-2 (Ratio Papp B-A/A-B) - - 0.3 - 1.0 - 0.7 1.4
Plasmastabilitat Maus (%) 91 99 86 96 100 90 100 75
Plasmastabilitat Mensch (%) 97 96 94 98 95 100 100 78
fu100 % (Mausplasma) 0.33 0.09 0.02 037 0.12 0.15 0.03 0.01
MLM Clint (uLmin"'mg-") 924 2773 2311 495 1980 2773 51 81

HLM Clint (uLmin"'mg-") 122 578 770 108 462 770 41 5.1

Die biologisch aktiven Verbindungen zeigten trotz hoher clogD-Werte exzellente
kinetische Loslichkeiten bei pH 7.4 mit Werten von 248-461 uM. Das 1-Naphthyl-
Derivat 41x stellte mit einer kinetischen Loslichkeitskonzentration von 38 uM die
einzige Ausnahme dar. Abgesehen von der hydrophilen Azaindol-Verbindung (1v)
wurde fiir alle getesteten Substanzen eine hohe Zellgangigkeit beobachtet (PAMPA
Flux 59-82 %).

xix [n Kooperation mit der Lead Discovery Center GmbH, Dortmund.
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41u und 41w wurden dariiber hinaus zur Untersuchung der intestinalen Absorption
im Caco-2-Assay vermessen. Die hohe A-B-Permeabilitdt (51 x 10-6 cms1 und 30 x 10-
6cms! fir 41u bzw. 41w), die laut Assay-Klassifizierung eine dufderst starke
Zellpermeation voraussagt, und die niedrigen Efflux-Raten von 0.3 (41u) und 1.0
(41w) lieferten eine Erklarung fiir die hohe zellulare Wirksamkeit der Substanzklasse
und liefen eine gute orale Bioverfiigharkeit vermuten. Alle untersuchten kovalenten
Pyrazolopyrimidine erwiesen sich zudem als extrem stabil in Maus- sowie in
menschlichem Plasma (> 86 %). Es gab keinerlei Anzeichen fiir eine hohe Instabilitat
des Michaelakzeptors. Bei diesem Test wird die Stabilitat der Substanz auf mogliche
Zersetzung oder Modifikation durch im Blutplasma enthaltenen Enzyme untersucht.
Insbesondere bei kovalenten Inhibitoren, die in der Regel iiber Michaelakzeptoren
verfiigen, die mit Thiolen im Plasma wie z.B. Glutathion (GSH) reagieren kénnen, spielt
die Plasmastabilitit eine besondere Rolle. 109 139 Die Pyrazolopyrimidine wiesen eine
fir kovalente Kinaseinhibitoren sehr niedrige Proteinplasmabindung auf.140. 141 Eg
ergaben sich fiir die untersuchten Verbindungen free fraction-Werte (fu1o0 %) von 0.02
(41u) bis 0.37 (41v). Dieser Parameter beschreibt den Anteil an im Blutplasma
freivorliegender Substanz im Verhaltnis zur Gesamtmenge. Speziell stark lipophile
Wirkstoffe neigen zur unspezifischen Bindung an Plasmaproteinen und kénnen die
Verteilung beeinflussen und die Wirksamkeit reduzieren, da theoretisch nur der Anteil
an freiem Wirkstoff pharmakologisch aktiv ist.142 Daher ist die geringe
Proteinplasmabindung der lipophilen Pyrazolopyrimidin-Derivate (41d, 41v, 41w
und 41x), speziell im Vergleich mit Osimertinib (fuio0% = 0.03), sehr bemerkenswert.
Im Rahmen der ADME/DMPK-Profilierung wurde auch die metabolische Stabilitat der
Substanzen in Maus- sowie in menschlichen Lebermikrosomen mit Hilfe eines
etablierten in vitro Assays (microsomal stability assay) untersucht. Bei diesem
Modellsystem zur Pradiktion hepatischer Metabolisierung wurden die Verbindungen
fir eine bestimmte Zeit (50 min) in den entsprechenden Mikrosomen inkubiert und
die Stabilitit mittels LC-MS/MS analysiert. Daraus konnte anschliefend die
intrinsische Elimination (clearance, Clint) berechnet werden. Der Grad der
Metabolisierung wird dabei durch einen hohen (Maus:>48.0 und
Mensch: > 47 uLmin-lmg1Protein) bzw. niedrigen (Maus:<8.8 und Mensch:

8.6 uLmin-mg-1Protein) Clint-Wert beschrieben.143
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In den Mikrosomen beider Spezies wurde fiir alle untersuchten Derivate eine hohe
Verstoffwechselung  beobachtet  (MLM  Clint = 495-2773 uLminimg!  bzw.
HLM Clint = 108-770 uLmin-'mg?1). Die Clin-Werte korrelieren im Fall der
Pyrazolopyrimidine sehr genau mit ihren clogD-Werten. Die Verbindungen mit einem
grofden hydrophoben Charakter (clogD = 3) 41Kk, 41u und 41x werden am starksten
metabolisiert, wihrend das Azaindol-Derivat (41v) mit einem clogD von 1.4 den
geringsten Wert aufweist. Diese Beobachtung kann dadurch erklart werden, dass der
Metabolisierungsprozess von Wirkstoffen ein Mechanismus des Korpers darstellt, um
schwer ausscheidbare Substanzen in hydrophilere Formen zu tberfiihren, welche
anschlief3end problemlos ausgeschieden werden kénnen. Bei der hier untersuchten
Phase-I-Metabolisierung steht die Funktionalisierung der Substanz durch
Reduktions-, Oxidations- und Hydrolysereaktionen im Vordergrund, die neben einer
Erh6hung der Hydrophilie, die Einfiihrung einer funktionellen Gruppe bewirkt. Neben
dem hochgradig lipophilen C-3 Substituenten stellt das 3-Piperidinyl-N-Acrylamid ein
weiteres fiir die Phase-I-Metabolisierung sehr anfalliges Strukturmotiv dar, was die
grofde Diskrepanz zu dem gleichwertig lipophilen Wirkstoff Osimertinib (MLM
Clint = 51 uLmin-img?! bzw. HLM Clint = 4.1 uLmin-'mg1) erklart. Eine ebenfalls hohe
Metabolisierung ist fiir den strukturell dhnlichen Wirkstoff Ibrutinib (Imbruvica)

beschrieben und stimmt mit den hier beobachteten Resultaten Uiberein.144

Trotz der hohen in vitro clearance zeigten die Pyrazolopyrimidine ein
vielversprechendes ADME/DMPK-Profil, das eine weitergehende Studie zur in vivo
Pharmakokinetik stimulierte. Das Methylindol-Derivat 41w wurde fiir ein initiales
in vivo Experiment ausgewahlt und Mausen des Typs CD-1 intravends (IV, 2 mg/kg),
intraperitoneal (IP, 20 mg/kg) und oral (PO, 20 mg/kg) appliziert (Tabelle 4.6 und
siehe Kapitel 8.6).x

x Die Mausexperimente wurden in Kooperation mit der Arbeitsgruppe um Prof. Dr. Hengstler am
Leibnitz-Institut fiir Arbeitsforschung an der TU Dortmund durchgefiihrt. Die Analytik erfolgte in
Zusammenarbeit mit der Lead Discovery Center GmbH, Dortmund.
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Tabelle 4.6: in vivo Pharmakokinetik fiir 41w.

IV (2 mg/kg) IP (20 mg/kg) PO (20 mg/kg)

T12 (h) 0.6 T2 0.2 T1r2 0.6

Co (ng/mL) 138 Cmax(ng/mL) 4539 Cmax (ng/mL) 38

AUC (hng/mL) 121 AUC (hng/mL) 1888 AUC (hng/mL) 29

Cl (L/h/kg) 16.6 F (%) 156 F (%) 2.4

Vss (L/kg) 124 - -
A B

100.00 [ 100.00
-e-1V (2 mg/kg) —o— P Cya
T 1000 | - P@0moke) = 4000 | IP Cireo
= -e-PO (20 mgkg) X ICs0 (H1975)
c c
K] o
® 1.00 T 1.00
g 5
s g [TTtttTTTRITTmmoTRSL Tt
2 o10 2 o010
© ©
£ £
0 [7]
8 K]
2 001 & 901
0.00 : . ' ' 0.00 ' : : '
0 30 60 90 120 0 30 60 90 120
Zeit [min] Zeit [min]

Abbildung 4.11: A) Plasmaspiegel-Zeit-Kurve von 41w nach intravendser (IV), intraperitonealer (IP)
und oraler (PO) Applikation in Mausen. 41w wurde den Mausen mit verschiedenen Dosierungen und
Formulierungen appliziert (2 mg/kg IV: DMSO; 20 mg/kg IP und PO: 10 % DMSO und 90 % einer
wassrigen 30 %igen 2-Hydroxypropyl-f-cyclodextrin-Losung). Die Blutproben wurden zu
verschiedenen Zeitpunkten (5, 15, 45 und 135 min) entnommen und die Plasmakonzentration von 41w
mittels LC-MS/MS analysiert. B) Plasmaspiegel-Zeit-Kurve von 41w nach intraperitonealer
Applikation. Neben der Gesamtplasmakonzentration (Ctota) sind die freie Plasmakonzentration (Cfree)

sowie der zelluldre ICso von 41w in H1975 Zellen dargestellt.

Die Substanz wurde von den Mausen bei allen drei Applikationsformen sehr gut
vertragen und es konnten keine adversen Effekte beobachtet werden. Bei einer
intravendsen Gabe gelangt der Wirkstoff nicht zuerst in die Leber, sondern direkt und
unverdndert in den Blutkreislauf (Bioverfiigbarkeit, % F = 100 %). Dadurch umgeht
die Substanz eine erste hepatische Metabolisierung (first pass-Effekt) und die

intestinale Absorption.
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Bei der IV-Dosierung von 2 mg/kg wurde eine sehr geringe Exposition (AUC) von 41w
beobachtet (Abbildung 4.11 A). Dieser Parameter entspricht der Konzentration des
Wirkstoffs iiber die Zeit (Integral der Plasmaspiegel-Zeit-Kurve). Zusammen mit einer
hohen clearance (Cl) und einem hohen Verteilungsvolumen (Vss), das auf eine hohe
Distribution ins Gewebe schlief3en lasst, resultiert die geringe Halbwertszeit fiir 41w
von 0.6 Stunden. Bei der intraperitonealen Applikation von 41w (20 mg/kg) wurde
eine verhdltnismafiig hohe Exposition von 1888 hng/mL gemessen, die einer
Bioverfligbarkeit von tiber 100 % (% F =156 %) entspricht. Eine Substanz, die
intraperitoneal in den Bauchraum der Maus appliziert wird, ist wie bei einer oralen
Gabe (PO) dem first pass-Effekt ausgesetzt, durchlduft aber nicht den Verdauungstrakt.
Die hochste im Plasma gemessene Konzentration (Cmax, total) von 4539 ng/mL
(=11.32 uM) ist 50-fach hoher als der zelluldre ICso von 0.23 uM in H1975 Zellen,
wahrend die hochste freie Plasmakonzentration immer noch einem 6-fach héheren
Wert  (Cmax, free=1.36 uM) entspricht. Trotz der verhaltnismafiig geringen
Halbwertszeit von 0.2 Stunden, lag somit die Plasmakonzentration 75 min und die
freie Plasmakonzentration 30 Minuten lang iiber dem ICso-Wert in H1975 Zellen
(Abbildung 4.11 B). Diese Konzentrationen konnten fiir einen Effekt in einer
proof-of-concept in vivo Wirksamkeitsstudie ausreichend sein. Im Gegensatz dazu
wurde bei einer peroralen Applikation (20 mg/kg) eine sehr geringe Exposition von
nur 28.6 hng/mL beobachtet, die einer Bioverfligharkeit von 2.4 % entspricht.
Demnach konnten die vielversprechenden in vitro Caco-2-Resultate, die eine gute
orale Bioverfiigbarkeit vermuten lief3en, nicht bestdtigt werden. Es miisste weiter
untersucht werden, ob dies moglicherweise auf einem verstarkten Metabolismus

wahrend der intestinalen Absorption oder auf andere Faktoren zuriickzufiihren ist.

Von den drei verschiedenen Applikationsformen erwies sich die intraperitoneale
Dosierung als sehr vielversprechend und wiirde sich fiir zukiinftige in vivo
Profilierungsstudien mit 41w sehr gut eignen. In Anbetracht der Tatsache, dass
kovalente Inhibitoren im besten Fall irreversibel an das Zielprotein binden und die
Analytik der Pharmakokinetik auf dem LC-MS-basierten Nachweis der Substanz
beruht, waren in vivo PK/PD-Studien, in denen der zeitaufgeldste biologische Effekt

(z. B. Phosphorylierungslevel von EGFR) untersucht wird, ein erforderlicher Schritt.



Strukturbasiertes de novo Design kovalenter T790M-Inhibitoren 87

4.8 C797S-Wirkstoffresistenz in EGFR bei kovalenter TKI-Therapie

Die ersten Kklinischen Daten eines kovalenten EGFR-Drittgenerationsinhibitors
wurden 2013 von der Firma Clovis Oncology auf der ASCO-Konferenz (American
Society of Clinical Oncology) prasentiert. Mit einer objektiven Ansprechrate (ORR) von
59 % und einem medianen progressionsfreien Uberleben (PFS) von 13.1 Monaten bei
Patienten mit diagnostizierter T790M-Resistenzmutation in EGFR zeigte der Wirkstoff
Rociletinib hervorragende Resultate. Die Firma Astrazeneca stellte nur kurze Zeit
spater ihren T790M-Inhibitor Osimertinib (AZD9291) mit einer 4&hnlich
beeindruckenden klinischen Wirksamkeit vor (ORR=61%; PFS=9.2 Monate)
(Abbildung 4.12 A).145 146
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Abbildung 4.12: A) Kaplan-Meier Kurven des progressionsfreien Uberlebens von Patienten mit
fortgeschrittenem nicht-kleinzelligen Lungenkarzinom, die mit einer taglichen Dosis von 20 bis 240 mg
Osimertinib behandelt wurden. Fiir die Patientenpopulation mit positiv diagnostizierter EGFR-T790M-
Mutation (orange) lag die mediane progressionsfreie Uberlebenszeit bei 9.6 Monaten, wohingegen fiir
die Patienten ohne T790M-Mutation (blau) 2.8 Monate ermittelt wurden (adaptiert von Janne et al.)4>
(B) Kaplan-Meier Auftragungen des PFS von Patienten mit fortgeschrittenem NSCLC bei denen sowohl
im Tumorgewebe als auch im Plasma die T790M-Mutation in EGFR nachgewiesen wurde. In dieser
Phase-1II-Studie (AURA3) wurde die Osimertinib-Therapie (blaue Kurve) mit der bisherigen
Standardchemotherapie Platinum-Pemetrexed (rote Kurve) verglichen (adaptiert von Mok et al.).147 Die
Behandlung mit Osimertinib verlingerte die mediane progressionsfreie Uberlebenszeit von 4.4 auf

10.1 Monate.

Beide Wirkstoffe erhielten kurz darauf eine vorlaufige Zulassung der FDA
(Breakthrough Therapy) zur Behandlung von Patienten mit EGFR-T790M-mutiertem
NSCLC nach vorausgegangener EGFR-TKI-Therapie.
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Die Phase-III-Studie AURA3 belegte fiir Osimertinib eine deutlich erhéhte
Wirksamkeit gegeniiber der bisherigen Standardchemotherapie (ORR=71% vs.
31 %; PFS=10.1 vs. 4.4 Monate) (Abbildung 4.12 B).147 Infolgedessen bekam der
Wirkstoff Osimertinib von der FDA im Marz 2017 die finale Zulassung und wird
seitdem unter dem Markennamen Tagrisso® als neuer Behandlungsstandard in der
Zweitlinientherapie = von  Patienten @ mit  metastasiertem  EGFR-T790M-
mutationspositiven NSCLC eingesetzt. Die Entwicklung von Rociletinib wurde
hingegen im Mai 2016 eingestellt. Die zunachst angenommene Wirksamkeit
(ORR = 59 %) musste nach wiederholter Uberarbeitung der klinischen Daten (TIGER-
X-Phase-1/II) auf 45 % korrigiert werden. Zudem fiihrte die erforderliche Dosierung
von 625mg (b.i.d.) aufgrund unerwarteter Metabolite (M502 und M460) zu
erheblichen Grad 3/4 Nebenwirkungen (Hyperglykdmie und Verlangerung der QT-
Zeit).148, 149 Die FDA wies den Antrag auf beschleunigte Zulassung aufgrund des
ungeklarten Nutzen-Risiko-Profils zuriick, was Clovis Oncology schlief3lich dazu

veranlasste die klinische Entwicklung von Rociletinib nicht weiterzufiihren.

Trotz des klinischen Erfolgs von Osimertinib zeigten sich auch hier die Grenzen der
zielgerichteten Tumortherapie. T790M-positive Patienten entwickelten nach
erfolgreichem Ansprechen auf eine Osimertinib-Behandlung innerhalb weniger
Monate erneute Resistenzen, die zu einer Progression des Tumorwachstums fiihrten.
In 40 % der Félle wurde eine Mutation des Cys797 in EGFR zu einem Serin identifiziert
(C797S).150, 151 Dijese neu erworbene Mutation verhindert einen kovalenten
Bindungsmodus der Drittgenerationsinhibitoren, da die Seitenkette des weniger
nukleophilen Serins unter physiologischen Bedingungen mit dem Elektrophil keine
1,4-Michaeladdition eingehen kann. Der kovalente Inaktivierungsschritt des Proteins
entfdllt und die inhibitorische Wirkung des Inhibitors wird ausschliefdlich auf die
reversible Bindung reduziert, die im Fall von Osimertinib nicht ausreicht, um eine

klinische Wirksamkeit zu erzielen (Abbildung 4.13).
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Abbildung 4.13: Darstellung der C797S-Wirkstoffresistenz anhand des Beispiels von 41w.
Bindungsmodus des Pyrazolopyrimidins 41w in EGFR-T790M (PDB-Eintrag: 5J9Z) und in der
modellierten C797S-Resistenzmutante von EGFR. Fiir beide EGFR-Varianten ist das jeweilige
Bindungsgleichgewicht zwischen dem Liganden (L) und dem Rezeptor (R) angegeben. 41w bindet
zunachstreversibel an den Rezeptor [LR] und inaktiviert die Kinase in einem zweiten Schritt durch eine
kovalente Bindung zu Cys797. Das Auftreten der C797S-Mutation verhindert den zweiten Schritt der
kovalenten Inaktivierung und es kommt nur noch die reversible Bindung zum Tragen, wodurch der

Inhibitor seine Wirkung verliert.

Dieser Resistenzmechanismus wurde ebenfalls in anderen Kinasen wie zum Beispiel
BTK beobachtet, die ein zu EGFR analoges reaktives Cystein besitzt (C481S). Das
spricht dafiir, dass die Mutation des Cysteins ein genereller Resistenzmechanismus fiir
kovalente Inhibitoren darstellt. Daher stellt sich die Frage nach der Strategie fiir die
nachste Generation EGFR-Inhibitoren zur Umgehung der C797S-Resistenzmutation.
Bedarf es eines weiteren reversiblen Inhibitors, der speziell fiir die C797S-Mutante
entwickelt werden muss und als Folgetherapie seinen Einsatz findet oder besteht auch
die Moglichkeit eines Viertgenerationsinhibitors, der beide T790M-Mutanten
gleichermafden inhibiert und eine C797S Resistenz moglicherweise im Ansatz

unterdrickt.
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Um dieser Fragestellung nachzugehen wurden die potentesten T790M-Inhibitoren
41u, 41x und 41w beziiglich der C797S-Resistenzmutante von EGFR biochemisch

charakterisiert.x«

Tabelle 4.7: Ubersicht der mittleren inhibitorischen Konzentration (ICso) und der kinetischen
Parameter (Ki, Kinact und Kinact/Ki) der Pyrazolopyrimidine 41u, 41x und 41w sowie der
Referenzverbindungen (Osimertinib und Rociletinib) fiir EGFR-WT und EGFR-Mutationsvarianten
(L858R, L858R/T790M und L858R/T790M/C797S).

Inhibitor EGFR ICs0 Ki Kinact Kinact/Ki
[nM] [nM] [min] [uM1s™]
\
N
NH, \ WT 35+ 14 25+7.2 0.11 £0.03 0.08 £0.02
NTX N L858R 3.8+28 19 £ 3.1 0.17 +£0.08 0.14 £0.07
| k
LN/ N L858R/T790M 25+14 16 £5.2 0.29 +0.02 0.36 +0.09

N{ L858R/T790M/C797S 838 + 85 1008 + 372 - -

41w
NH; OQ WT 58 + 13 47 +5.8 0.13+0.05 0.05+0.04
NQN\/ ;,N L858R 1.0+03 44 £6.5 0.25+0.06 0.10 +0.06
, L858R/T790M 1.9+0.8 58 +3.3 0.31+0.04  0.09 +0.02
N\/&\ L858R/T790M/C797S 7900 +3700 1068 + 432 - -
41x
OO WT 16+5.6 15+3.2 0.19+0.12  0.21 £0.05
. sz { L858R 1.1+06 1.6+04  0.14+0.01 1.60+0.53
- N L858R/T790M <1 1508  0.17+0.02 3.42+1.44
o L8BBR/T790M/C797S 88+ 16 49 + 14 - -
O
41u
WT 2+05 74+71 0.18+0.01  0.04 +0.01
Rociletinib L858R 2+0.2 1.8+02  0.18+0.05 1.67+0.32
L858R/T790M 3+0.6 1.7 £0.1 0.29 +0.05 2.95+0.66
L858R/T790M/C797S 69 +13 76 + 40 - -
WT 2+0.2 14+2.3 0.43+0.11 0.52+0.05
Osimertinib L858R 1£05 1.6+03  0.30+0.01 3.24+0.46
L858R/T790M <1 1.5+0.1 0.33+0.06 3.75+0.39
L858R/T790M/C797S 77 £22 25+9.6 - -

xi Die 1Cso-Bestimmungen wurden arbeitsgruppenintern von Simone Eppmann und Andreas Arndt
sowie die Kinetikexperimente von Marina Keul durchgefiihrt.
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Fir die genannten Inhibitoren wurden neben der inhibitorischen Aktivitat gegen
EGFR-L858R/T790M/C797S auch die kinetischen Parameter K; und Kinact hinsichtlich
aller EGFR Varianten bestimmt (Tabelle 4.7 und siehe Kapitel 8.2). Osimertinib und

Rociletinib dienten als Referenzinhibitoren.

Die drei getesteten Pyrazolopyrimidine zeigten ein sehr unterschiedliches
biochemisches Profil. 41u inhibierte die C797S-Mutante mit 88 nM sehr stark,
wohingegen 41w und 41x um ein Vielfaches weniger potent waren (ICso = 838 nM
bzw. 7900 nM). Die Bindungskinetik der einzelnen Inhibitoren konnte dabei
aufschlussreiche Erkenntnisse iiber die unterschiedlichen Potenzen liefern. Die
Verbindungen 41u, 41w und 41x erwiesen sich alle als hoch affin gegeniiber der
Doppelmutante EGFR-L858R/T790M, wovon 41u mit 1.5 nM den niedrigsten Ki-Wert
aufwies. Die Bildungsrate der kovalenten Bindung zu EGFR-L858R/T790M war bei
41w und 41x vergleichbar hoch (0.29 bzw. 0.31 min-1) und der von 41u tiberlegen
(0.17 min-1). 41u zeigte auch die mit Abstand hochste Affinitat (Ki = 49 nM) gegentiber
der C797S-Dreifachmutante. Im Vergleich dazu wurden fiir 41w und 41x ca. 20-fach
geringere Affinitaten gemessen (Ki= 1008 bzw. 1068 nM), die eine Erklarung fir die
unterschiedlich starke Inhibition der C797S-Mutante liefern. Die fiir 41w und 41x
gemessenen hohen Bildungsraten der kovalenten Bindung scheinen die geringe
Bindungsaffinitit zu kompensieren und eine potente Inhibition der
T790M-Doppelmutante Zu ermoglichen. Die verschiedenen
Drittgenerationsinhibitoren weisen einen dhnlichen Trend auf. Die hohe Affinitat von
Rociletinib und Osimertinib gegeniiber der T790M-Doppelmutante (1.7 bzw. 1.5 nM)
Uibertragt sich auf die C797S-Dreifachmutante (76 bzw. 25 nM) und spiegelt sich in
den guten Inhibitionen wider, die aber fiir eine zellulare und vor allem klinische
Wirksamkeit um den Faktor 10-100 zu gering ist. Die Affinitit gegeniiber der
Met-Tursteheraminosdure zu maximieren scheint ein entscheidendes Kriterium zu
sein die neu erworbene C797S-Wirkstoffresistenz in EGFR wirkungsvoll zu umgehen.
Diese  Erkenntnisse  stimulieren die  Entwicklung eines  kovalenten
Viertgenerationsinhibitors, der die Aktivierungs- sowie die T790M-Tiirstehermutante
inhibiert und dazu die Fahigkeit besitzt die tertidre C797S-Mutante effektiv zu

adressieren, um eine Resistenz bzw. die Entstehung zu unterdriicken.
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4.9 Zusammenfassung

Im Rahmen dieser Arbeit ist es gelungen durch rationales Design eine neue Klasse
mutantenselektiver und kovalenter EGFR-T790M-Inhibitoren zu entwickeln, die einen
starken inhibitorischen Effekt auf das Wachstum wirkstoffresistenter
NSCLC-Zelllinien zeigte. Eine Verbindung der Serie konnte als geeigneter Kandidat fiir
in vivo Wirksamkeitsstudien identifiziert werden. Basierend auf den Erkenntnissen
aus der Hit-Optimierung der Pyrimidin-basierten T790M-Inhibitoren, wurden
Kriterien flir das Design einer neuen Serie aufgestellt, die zur wirksamen Inhibition
der wirkstoffresistenten T790M-Variante des EGF-Rezeptors erfiillt sein miissen.
Strukturbasiertes de novo Design fiihrte zur Synthese einer fokussierten
Pyrazolopyrimidin-Bibliothek bestehend aus 25 Substanzen. Die Serie kovalenter
Inhibitoren konnte in einem aktivitatsbasierten Assay hohe inhibitorische Aktivitaten
gegen die EGFR-Mutationsvarianten erzielen, wovon die Verbindungen 41u, 41w und
41x die T790M-Resistenzmutante des EGF-Rezeptors am stirksten inhibierten
(ICso=<1nM, 3nM und 2nM). Die Pyrazolopyrimidine zeigten neben einem
T790M-selektiven Inhibitionsprofil auch ein exzellentes Selektivitatsprofil innerhalb
des humanen Kinoms. Es konnte mit Hilfe von massenspektrometrischen Analysen
nicht nur ein kovalenter Bindungsmodus, sondern auch die spezifische Modifikation
des Cys797 in EGFR-T790M nachgewiesen werden. In den Komplexkristallstrukturen
von 41w und 41x in EGFR-T790M wurde ein kovalenter und einzigartiger
Bindungsmodus beobachtet, in dem die Inhibitoren eine direkte Interaktion mit der
Met790-Tirsteheraminosdure eingehen. Diese Beobachtungen lieferten eine
strukturelle Erklarung fiir die T790M-selektive Potenz der Serie. Die
Pyrazolopyrimidine 41u, 41w und 41x konnten zudem das Wachstum der
wirkstoffresistenten H1975-Zellen potent inhibieren (ICso = 0.14 uM, 0.23 uM bzw.
0.49 uM) ohne on-target Toxizitat in der Wildtyp-Zelllinie A431 hervorzurufen. Dabei
konnte mit Hilfe von Western-Blot-Analysen eine konzentrationsabhdngige Reduktion
von pEGFR und nachgeschalteter Proteine gezeigt werden, die den direkten Einfluss
der kovalenten Inhibitoren auf die Autophosphorylierung von EGFR und die Inhibition
der Weiterleitung des EGFR-abhdngigen Signals bestdtigt. Das ADME/DMPK-Profil
von 41w, das unter anderem eine exzellente Zellpermeabilitit und eine sehr gute

Stabilitdat im Plasma zeigte, erlaubte eine erste in vivo PK-Studie, in der bei einer
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intraperitonealen Applikation (20 mg/kg) eine hohe Exposition erreicht wurde. Die
gemessene Plasmakonzentration von 41w lag fiir 75 min tiber dem ICso-Wert in
H1975-Zellen und wiirde eine nachfolgende proof-of-concept Wirksamkeitsstudie in
einem H1975-Xenograft-Modell erméglichen. Dariiber hinaus konnte das
Pyrazolopyrimidin-Derivat 41u die in Patienten neu entdeckte
EGFR-C797S-Resistenzmutante in in vitro Studien potent inhibieren (ICso = 88 nM).
Mit Hilfe von Kinetikstudien verschiedener EGFR-Varianten konnte die Affinitat zum
Met-Tiirsteher als Schliisselvoraussetzung zur effektiven Inhibition beider
Resistenzmutanten (EGFR-T790M, EGFR-T790M/C797S) identifiziert werden. Diese
Erkenntnisse zeigen das Potential der Pyrazolopyrimidine und stimulieren die
Entwicklung eines kovalenten Viertgenerationsinhibitors, der die Aktivierungs- sowie
die T790M-Tiirstehermutante inhibiert und dazu die Fahigkeit besitzt die tertiare

C797S-Mutante effektiv zu adressieren.
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Der Kklinische Erfolg kovalenter Kinaseinhibitoren in der Krebstherapie hat der
Medizinalchemie eine neue Dynamik verliehen. Immer mehr strukturbasierte Ansatze
zur Entwicklung kovalenter Wirkstoffe finden ihre Anwendung.119 125 152,153 [m
Rahmen dieser Arbeit wurden zwei verschiedene Strategien fiir die Entwicklung
kovalenter Kinaseinhibitoren zur gezielten Adressierung klinisch relevanter
Mutationsvarianten verfolgt. Beide Konzepte fiihrten zur Entwicklung von potenten
und kovalent bindenden Inhibitoren. Dafiir musste jedoch ein hoher chemischer
Aufwand betrieben werden. Der langwierige Prozess der Findung potentieller
kovalenter Wirkstoffe und die Optimierung der irreversiblen Bindungseigenschaften
stellt in der Wirkstoffentwicklung eine grof3e Herausforderung dar. Das wirft die Frage
nach innovativen und zeiteffizienten Ansatzen zur Identifikation neuer kovalenter

Inhibitoren auf.

5.1 CovClick-Prinzip und Design der Sonde

Die hier entwickelte Methode zur Identifizierung neuer kovalenter Inhibitoren beruht
auf dem Konzept der Zielprotein-kontrollierten Synthese (target-guided synthesis,
TGS), das zum ersten Mal vor liber 30 Jahren von Rideout et al. beschrieben wurde und
seitdem diverse Anwendungen zur Wirkstofffindung hervorgebracht hat. Dabei bringt
das Zielprotein durch die individuelle Beschaffenheit der Bindungstasche zwei
Fragmente in raumliche Ndhe zueinander, die liber funktionelle Gruppen miteinander
reagieren konnen.!>4160 Ein Ansatz ist die Kkinetisch-gesteuerte Zielprotein-
kontrollierte Synthese (kinetically controlled target-guided synthesis), bei der die
Fragmente durch irreversible Reaktionen innerhalb der Bindetasche des Enzyms
miteinander verkniipft werden.161-163 Dije dafiir erforderlichen hoch reaktiven
Reagenzien, die zu unkontrollierten Nebenwirkungen oder Denaturierung des
Zielproteins fithren kénnen, limitieren die Diversitdt dieser Anwendung. Der Ansatz
der in situ Click-Chemie (in situ click chemistry) umgeht diese Limitierungen, indem er
auf einer bioorthogonalen Reaktion, der [1,3]-dipolaren Cycloaddition zwischen

Aziden und Alkinen zu Triazolen, beruht.164 Das von Huisgen et al. entwickelte System
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empfiehlt sich fiir die Zielprotein-kontrollierte Synthese, da die reaktiven Gruppen in
biologischen Systemen inert sind und keine weiteren Katalysatoren oder externe
Reagenzien erfordern. Der entscheidende Faktor ist zudem die extrem langsame
Reaktionsgeschwindigkeit der [1,3]-dipolaren Cycloaddition, die durch die rdumliche
Nahe der Reaktanden innerhalb der Bindetasche und dadurch indirekt durch das

Zielprotein, stark beschleunigt werden kann.156, 165

Der hier beschriebene Ansatz vereint das Konzept der in situ Click-Chemie mit dem
von Erlanson et al. publizierten Verfahren Tethering bzw. Extended Tethering.158 166
Das Extended Tethering beschreibt eine Methode, bei der im ersten Schritt ein in der
Bindungstasche befindliches Cystein iliber eine Disulfidbriickenbindung mit einem
Fragment, dem Extender-Molekiil, reagiert. In einem zweiten Schritt wird der
Extender-Fragment-Protein-Komplex gegen eine Bibliothek aus Disulfidfragmenten
gescreent, von denen nur solche mit einer gewissen Affinitit zur umgebenden
Bindetasche eine Disulfidbriicke zum Extender-Fragment ausbilden koénnen. Der
Ansatz der kovalenten in situ Click-Chemie (Covalent in situ Click-Chemistry, CovClick)
beruht hingegen auf der kovalenten Modifikation eines in Proteinkinasen natiirlich
vorkommenden Cysteins durch eine irreversibel bindende Sonde und einer
nachfolgenden [1,3]-dipolaren Cycloaddition zwischen einer Alkingruppe des
Sondenmolekiils und einem Azidfragment unter Ausbildung eines Triazols (Abbildung
5.1). Die in situ synthetisierten neuartigen Inhibitoren sollen mit Hilfe von

massenspektrometrischen Analysen detektiert werden.
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Abbildung 5.1: Schematische Darstellung des CovClick-Prinzips zur Identifizierung neuer kovalenter

Z

Kinaseinhibitoren. Zur Vereinfachung wurde nur das anti-Triazol dargestellt. Die Bildung des syn-

Triazols ist in diesem Ansatz gleichermafien moglich.
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Der CovClick-Ansatz besteht aus drei aufeinanderfolgenden Schritten. Zunachst
erfolgt die kovalente Bindung des Sondenmolekiils iiber dessen Michaelakzeptor an
ein reaktives Cystein in der Bindungstasche des Zielproteins. Die Sonde tragt als
weitere funktionelle Gruppe das fiir eine [1,3]-dipolare Cycloaddition erforderliche
Alkin. In einem zweiten Schritt erfolgt ein Screening gegen eine Azidfragment-
Bibliothek. Hierbei kommt es ausschlief3lich zu einer in situ Click-Reaktion zwischen
den Reaktanden und somit zur Ausbildung eines stabilen Triazols (Schritt 3), wenn
das Azidfragment eine ausreichend hohe Affinitat zur spezifischen Bindetasche des
Zielproteins aufweist. Eine [1,3]-dipolare Cycloaddition zwischen Alkinen und Aziden
kann in einem biologischen System ohne Gebrauch von chemischen Katalysatoren
oder hohen Temperaturen in der Regel nur ablaufen, wenn beide Reaktanden
aufgrund raumlicher Ndhe eine ausreichend hohe lokale Konzentration aufweisen
(proximity-enhanced).1%7 Der Nachweis und die Identifizierung der neugebildeten
Inhibitoren erfolgt iiber eine massenspektrometrische Analyse, bei der die
Massenzunahme des Protein-Inhibitor-Komplexes detektiert wird. Verschiedenartige
Grundgeriiste der Sondenmolekiile und eine grofie Anzahl an einsetzbaren
Azidfragmenten sowie die Maoglichkeit der Ausbildung von 1,4 (anti)- oder
1,5 (syn)-Triazolen in der [1,3]-dipolaren Cycloaddition sorgen fiir ein hohes Maf$ an

Diversitat und Vielfalt an méglichen Inhibitorstrukturen.

Zur Etablierung des CovClick-Systems wurde die Proteinkinase MKK7 (dual-
spezifische Mitogen-aktivierte Proteinkinase Kinase) als Modellsystem verwendet.
MKK7 weist analog zu EGFR ein reaktives Cystein (Cys218) in der ATP-
Bindungstasche auf, das sich kovalent adressieren lasst.1¢8 Fiir das Design einer
geeigneten Sonde wurde auf die Substanzklasse der Aminopyrazolopyrimidine
zurlickgegriffen. Der von der PP1-Struktur abgeleitete EGFR-T790M-Inhibitor 41w
diente als Grundlage fiir Modellierungsstudien mit der apo-Kristallstruktur von MKK7
(PDB-Eintrag: 2DYL), in denen die C-3 Position des Pyrazolopyrimidins als geeigneter
Verkniipfungspunkt zur Einfiihrung der fir die Click-Reaktion erforderlichen
Alkingruppe identifiziert wurde (Abbildung 5.2). Die moderate Grofde der Verbindung
und die Orientierung des Alkins in Richtung der lipophilen Subtasche der ATP-
Bindungstasche von MKK7 macht es zu einem geeigneten Sondenmolekiil zur

Etablierung der CovClick-Methode.
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Abbildung 5.2: A) Strukturbasiertes Design der CovClick-Sonde mit B) Modellierungsstudie der
Alkinsonde in MKK7 (PDB-Eintrag: 2DYL).

5.2 Synthese der CovClick-Sonde

Flr die Synthese des CovClick-Sondenmolekiils (47) wurde basierend auf dem in
Kapitel 4.1 beschriebenen Schema 4.1 die Syntheseroute modifiziert (Schema 5.1).
Ausgehend von dem Intermediat 44 wurde das mit einer Trimethylsilyl-Schutzgruppe
versehene Alkin iiber eine Sonogashira-Reaktion eingebracht (48). Anschlief3end
erfolgte die Entschiitzung der Silyl-Schutzgruppe mit Kaliumcarbonat in Methanol. Die
Boc-Schutzgruppe wurde mit TFA in DCM abgespalten und das Amin 50 generiert,
welches im folgenden Schritt mit Acryloylchlorid zum finalen Produkt (47) umgesetzt
wurde. Die detaillierte synthetische Vorschrift des finalen Produkts sowie der

Zwischenstufen sind im experimentellen Teil (siehe Kapitel 8.1.3) aufgefiihrt.
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Schema 5.1: Synthese des CovClick-Sondenmolekiils.

N/
Si—
Nl N \N | NI N \N ] Nl A \N
I\ — B — e = ’ B — e = ’
N~ N N~ N N

44 t\N \go 48 N \/(:4 49 NC\N O:L

o
NH, N NH, /l
X X
N N _ N N
N/ N v N/ N
50 C\NH
Reagenzien und Bedingungen: (i) Trimethylsilylacetylen, Pd(PPhs)s, Cul, TEA, DMF, 0 °C-RT; (ii) K2COs,

MeOH, RT, 58 % (2 Schritte); (iii) TFA in DCM, RT; (iv) Acryloylchlorid, DIPEA, THF, 0°C, 43 %
(2 Stufen).

a

5.3 Evaluierung der CovClick-Sonde in MKK7

Eine Grundvoraussetzung fiir den CovClick-Ansatz stellt die Ausbildung einer
kovalenten Bindung der Sonde zur Positionierung der Alkingruppe im aktiven
Zentrum des Zielproteins fiir die finale in situ Click-Reaktion dar. Um zu lberpriifen,
ob die hergestellte CovClick-Sonde (47) das Cys218 in MKK7 kovalent modifiziert,
wurde 47 nach Inkubation mit der isolierten Kinasedomidne von MKK?7

massenspektrometrisch (ESI-MS) analysiert (siehe Kapitel 8.3).
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Abbildung 5.3: A) ESI-MS-Analyse von MKK7 nach Inkubation mit der CovClick-Sonde 47. B) Vergleich
der dekonvolutierten Massenspektren von MKK7 vor und nach Behandlung mit der kovalent bindenden
Alkinsonde 47. Die Massenzunahme von 298 Da beweist die kovalente Modifikation des Proteins durch
47. C) Rontgenkristallstruktur von MKK7 im Komplex mit (47). 47 bindet im aktiven Zentrum der
Kinase unter Ausbildung einer kovalenten Bindung zu Cys218. D) Detailansicht des Bindungsmodus
von 47 in der ATP-Bindungstasche. Die experimentell ermittelte (2Fo - Fc) Elektronendichte des
Liganden ist bei 1o konturiert. Neben dem Hauptkontakt des Liganden iber zwei
Wasserstoftbriickenbindungen zum Peptidriickgrat der Scharnierregion (Glu213 und Met215) bildet
die Carbonylgruppe des Acrylamids eine weitere Wasserstoffbriickenbindung zur Aminogruppe des
Lys221 aus. Zusatzlich koordiniert der Ligand zusammen mit dem Peptidriickgrat von Gly216 ein

Wassermolekil (W56).
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Die Analyse mittels ESI-MS zeigte fiir 47 nach einer 60-miniitigen Inkubation mit
MKK?7 eine entsprechende Massenzunahme von 298 Da verglichen mit einer mit
DMSO behandelten Kontrolle und erbrachte den Nachweis einer vollstindigen

Modifikation des Proteins (Abbildung 5.3 A, B).

Zur Untersuchung des Bindungsmodus von 47, wurde die Verbindung mit MKK7
kokristallisiert (Abbildung 5.3 C, D).xii 47 bindet im aktiven Zentrum der Kinase unter
Ausbildung  einer  kovalenten  Bindung zu  Cys218. Neben zwei
Wasserstoffbriickenbindungen der Aminopyrazolopyrimidin-Einheit zum
Peptidriickgrat der Scharnierregion (Glu213 und Met215) kontaktiert die
Carbonylgruppe des Amids die Aminofunktion von Lys221. Ein Wassermolekiil (W56)
sorgt zusatzlich durch Wechselwirkung mit den Carbonylgruppen des Amids und
Gly216 sowie dem Stickstoffatom N7 des Pyrazolopyrimidins fiir eine Stabilisierung
der Konformation des Liganden. Die Alkingruppe in 3-Position des
Pyrazolopyrimidins ist in Richtung der aC Helix orientiert und ragt in die lipophile
Subtasche hinein. Die Orientierung des Alkins innerhalb der ATP-Bindungstasche
ermoglicht die Bindung der fiir die Click-Reaktion erforderlichen Azidfragmente und
demonstriert zusammen mit dem kovalenten Bindungsverhalten das Potenzial der

Sonde 47 fiir den CovClick-Ansatz in MKK?7.

5.4 Initialer Screen und Identifizierung neuer kovalenter Verbindung

Zur Etablierung von CovClick in MKK7 wurde eine Substanzbibliothek aus 64
Azidfragmenten mit hoher Diversitit zusammengestellt, von denen 57 Azide
kommerziell bezogen wurden und sieben weitere aus der internen Substanzkollektion
des Arbeitskreises Rauh stammten (Abbildung 10.1). In einem primaren Screen wurde
das Protein (0.03 mM) zunichst fiir 2 Stunden auf Eis mit drei Aquivalenten der
CovClick-Sonde (0.09 mM) inkubiert und anschlieflend separat mit den jeweiligen
Azidfragmenten (3 mM) fiir 20 Stunden bei Raumtemperatur behandelt. Die

Proteinproben wurden anschlieféend mittels ESI-MS analysiert (siehe Kapitel 8.7).

xxii Kristallisationsexperimente wurden arbeitsgruppenintern von Patrik Wolle durchgefiihrt.
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Abbildung 5.4: A) ESI-MS-Analyse des initialen CovClick-Screens. Dekonvolutiertes Massenspektrum
des MKK7-CovClick-Ansatzes mit dem Azidfragment AF5 verglichen mit der apo- bzw. 47-modifizierten
Form des Proteins. In dem AF5-CovClick-Ansatz ist neben dem Massenpeak der Modifikation des
Proteins durch die kovalente Alkinsonde (+297 Da) ein weiterer signifikanter Peak mit der

Massenzunahme von zusatzlichen 213 Da erkennbar. B) Chemische Struktur des CovClick-Hits AF5

sowie der beiden moéglichen durch in situ gebildeten CovClick-Regioisomere 51 und 52.

In dem initialen Screen konnte ein Azid (AF5) identifiziert werden, bei dem ein
signifikanter Peak mit dem entsprechenden Massenzuwachs aufgetreten ist
(Abbildung 5.4 A). Von den 64 getesteten Proben konnten drei aufgrund von zu
geringer Intensitit im ESI-Massenspektrum durch mogliche Denaturierung des

Proteins nicht dekonvolutiert und ausgewertet werden.
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Bei sieben Proben konnten diverse Massendanderungen beobachtet, aber nicht dem
jeweiligen Azid zugeordnet werden. Bei den restlichen 53 Proben war ausschliefilich
eine Massenzunahme von 298 Da durch die kovalente Sonde zu erkennen. Das
dekonvolutierte ESI-MS-Spektrum des CovClick-Ansatzes mit AF5 zeigte zwei
verschiedene Peaks. Neben dem Peak mit der Modifikation der Alkinsonde (+ 297 Da)
wurde ein weiterer mit der Massenzunahme von zusatzlichen 213 Da beobachtet, der
dem entsprechenden Azid, einem 3-Azido-2-cyano-5(trifluormethyl)pyridin
entsprach (Abbildung 5.4 B). Der neu entstandene Massenpeak wurde als erstes Indiz
fiir eine in situ Triazol-Bildung gedeutet. Die in situ Click-Reaktion im Protein basiert
ausschliefdlich auf einer hohen lokalen Konzentration der Azid- und Alkingruppe und
einer optimalen Orientierung zueinander, die eine Bildung des 1,4 (anti)-(51) sowie
des 1,5 (syn)-(52) substituierten CovClick-Produkts der [1,3]-dipolaren Cycloaddition
(Abbildung 5.4 B) ermoglicht. Da sich durch eine ESI-MS Analyse keine Aussage iiber
das in situ gebildete Regioisomer treffen ldsst, wurden mit beiden Varianten
Dockingstudien in MKK7 durchgefiihrt (siehe Kapitel 8.8). Dabei sollte ein potentieller
Bindungsmodus untersucht werden. Die Evaluierung der Konformationen erfolgte mit
der Docking Software Gold 5.2 (CCDC) und der Standardscorefunktion ChemPLP.169
170 Durch den bekannten Bindungsmodus der CovClick-Sonde 47 in MKK7 wurden der
Hauptkontakt  des Liganden, die = Wasserstoffbriickenbindungen des
Aminopyrazolopyrimidins zur Scharnierregion sowie die kovalente Bindung zwischen
dem Elektrophil und Cys218 als Bedingungen (constraints) fiir die Dockingstudien
festgelegt.
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Abbildung 5.5: Dockingstudie der beiden Regioisomere A) 51 und B) 52 zur Pradiktion der jeweiligen

Bindungsmodi in MKK7. Das kovalente Docking wurde mit der Komplexkristallstruktur von 47 in MKK7
vorgenommen. C) ESI-MS-Analyse von MKK7 nach Inkubation mit 51. D) Vergleich der

dekonvolutierten Massenspektren von MKK7 vor und nach Behandlung mit der kovalenten Verbindung

51. Die Massenzunahme von 512 Da erbringt den Nachweis der kovalenten Modifikation des Proteins

durch 51.

Das Docking ergab ausschliefdlich fiir das 1,4-CovClick-Produkt (51) Konformationen

des Liganden, die den vorausgesetzten Bedingungen entsprachen (Abbildung 5.5 A).

Der fiir 51 favorisierte Bindungsmodus zeigt neben der kovalenten Bindung zu

Cys218 Wasserstoftbriickenbindungen zu Gly213 und Met215.
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Ein weiterer Kontakt wird zwischen der Carbonylgruppe des Liganden und dem
Peptidriickgrat von Cys218 angezeigt. Das Uber die Click-Reaktion eingefiihrte 2-
Cyano-5-(trifluoromethyl)pyridin ist in der lipophilen Subtasche zwischen dem Met-
Tursteher (Met212) und der aC Helix eingebettet. Dessen Cyanogruppe ragt tief in
Tasche hinein, wohingegen sich das Trifluoromethyl in 5-Position des Pyridins direkt
zwischen den hydrophoben Aminosaureseitenketten der aC Helix Ile179 und Leu183
positioniert. Das verbriickende Triazol ist senkrecht zum Pyrazolopyrimidin orientiert
und verhindert dadurch einen sterischen Konflikt mit dem Tiirsteherrest Met212. Die
vorgeschlagene Konformation des Aminopyrazolopyrimidingrundgeriists von 51 aus
der Dockingstudie stimmte exakt mit der Komplexstruktur von 47 in MKK?7 tiberein

und lieferte einen plausiblen Bindungsmodus fiir das 1,4-CovClick-Produkt.

Die aus dem Docking hervorgegangenen Konformationen des 1,5-Click Regioisomers
52 erfillten hingegen nicht die zuvor definierten Kriterien und es wurde trotz
festgelegter Bedingung kein Bindungsmodus gefunden, der neben einer kovalenten
Bindung zu Cys218 den klassischen Kontakt zur Scharnierregion zulasst. Bei der fiir
52 vorgeschlagenen Konformation ist der Ligand um etwa 180 ° gedreht und der
Hauptkontakt des Aminopyrazolopyrimidins iiber Wasserstoffbriickenbindungen
wird nicht zur Scharnierregion, sondern zum Asp277 des DFG-Motivs und der
Hydroxylgruppe des Thr146 aus der Glycin-reichen Schleife hergestellt (Abbildung
5.5 B). Die Resultate der Dockingstudien unterstiitzten die in situ Bildung des 1,4-
substituierten Triazols 51, weshalb der Fokus zur Synthese zundchst auf dieser
Verbindung lag. Deshalb wurde 51 fiir weiterfiihrende Experimente in einer
kupferkatalysierten Reaktion regioselektiv synthetisiert (Schema 5.2 und

siehe Kapitel 8.1.3).
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Schema 5.2: Regioselektive Synthese von 51.

/N
N
¥ o
47 N\/& AF5 51 N\{\

a Reagenzien und Bedingungen: (i) Kupfer(Il)sulfat Pentahydrat, Natriumascorbat, H.0/tert-BuOH
(1:1), RT, 79 %.

Eine ESI-MS-Analyse von MKK7 nach Behandlung mit der synthetisierten Verbindung
51 zur Uberpriifung des Hits aus dem CovClick-Screen, ergab eine vollstindige
Modifikation des Proteins durch 51 (+512 Da) und bestitigte einen kovalenten
Bindungsmodus der durch CovClick identifizierten neuen MKK7-Verbindung

(Abbildung 5.5 C, D).

Zusammenfassend konnte in einem initialen Screen fiir MKK7 gezeigt werden, dass
der CovClick-Ansatz in der Lage ist, in einer durch die Beschaffenheit der
Bindungstasche getriebene in situ Reaktion, neue kovalente Verbindungen zu
identifizieren. Die primaren Resultate demonstrieren das Potential dieser neuen
Methode und dienen als Ausgangspunkt fiir weitere Optimierungen. Zur
weiterfithrenden Validierung der CovClick-Reaktion sollte die Modifikation des
entsprechenden Cysteins durch das CovClick-Produkt in dem in situ Ansatz mit Hilfe
von MS/MS-Experimenten analysiert werden. Zur Untersuchung, ob die neu
identifizierte Verbindung auch mit einer verbesserten Affinitit bzw. Aktivitat
einhergeht, sollten die CovClick-Sonde sowie das CovClick-Produkt in einem
Bindungs- bzw. aktivitiatsbasierten Assay getestet werden. Die Synthese und die
Analyse der 1,5-substituierten Triazolverbindung 52 konnten die Resultate aus den
Dockingstudien validieren und die CovClick in situ Bildung des 1,4-Produkts
untermauern. Zudem ware eine Komplexstruktur von 51 in MKK7 von grofiem
Interesse, um den in den Dockingstudien vorgeschlagenen Bindungsmodus zu

Uberpriifen. Dariiber hinaus sollte eine Optimierung der CovClick-Bedingungen in



106 Covalent in situ Click-Chemie (CovClick)

Bezug auf die Reaktionsdauer, die Reaktionstemperatur sowie der eingesetzten
Konzentrationen von Kinase, CovClick-Sonde und Azid erfolgen, um die Robustheit

und die Zuverlassigkeit der Methode detaillierter zu untersuchen.



6 Zusammenfassung

Der Epidermale Wachstumsfaktorrezeptor gehort zur Familie der ErbB-Rezeptoren
und reguliert durch seine Funktion als Rezeptortyrosinkinase grundlegende Prozesse
der Zelle wie das Zellwachstum, den Zellzyklus sowie den Zelltod. Eine Fehlregulation
des EGF-Rezeptors spielt eine entscheidende Rolle bei der Entstehung verschiedener
Krebserkrankungen. Bei einer bestimmten Form von Lungenkrebs, dem nicht-
kleinzelligen Lungenkarzinom, wurden Mutationen in EGFR als onkogene Treiber
identifiziert. Die in der Kinasedomdne auftretenden Mutationen fiithren zu einer
Erhohung der Tyrosinkinaseaktivitidt und sind mit unkontrolliertem Zellwachstum
und der Entstehung von Tumoren assoziiert. Eine gezielte Inhibition der onkogenen
EGFR-Mutationsvarianten steht im direkten Zusammenhang mit einer hemmenden
Wirkung auf das Tumorwachstum. NSCLC-Patienten, bei denen
Aktivierungsmutationen u. a. eine L858R-Punktmutation oder eine Exon 19 Deletion
im EGF-Rezeptor identifiziert wurden, kénnen im Zuge der personalisierten Medizin
wirkungsvoll mit spezifischen EGFR-Erstgenerationsinhibitoren wie Gefitinib und
Erlotinib behandelt werden. Die Wirksamkeit dieser zielgerichteten Tumortherapie
wird allerdings durch auftretende Wirkstoffresistenzen infolge der TKI-Behandlung
stark eingeschrankt. Bei tiiber 60 % der Patienten liegt die Ursache der
Tumorprogression in einer auftretenden sekundaren Punkmutation der
Tiirsteheraminosaure (T790M). Kovalente EGFR-Inhibitoren, die in der Lage sind das
Protein durch irreversible Modifikation eines in der ATP-Bindungstasche befindlichen
Cysteins (Cys797) dauerhaft zu inhibieren, konnten das Potential aufzeigen die

T790M-Wirkstoffresistenz effektiv zu umgehen.

In der vorliegenden Arbeit wird die strukturbasierte Entwicklung kovalenter T790M-
spezifischer EGFR-Inhibitoren beschrieben. Ausgehend von einer reversibel
bindenden Hit-Verbindung aus einem phanotypischen Screen konnten mit Hilfe von
strukturbasiertem Design Pyrimidin-basierte Inhibitoren mit einem fiir EGFR
neuartigen Bindungsmotiv entworfen und synthetisiert werden, die den EGF-
Rezeptor mit T790M-Mutation kovalent inhibieren und {lber nanomolare
inhibitorische Aktivititen verfiigen. Trotz des erstmalig flir diese Substanzklasse

beschriebenen kovalenten Bindungmodus und der hohen biochemischen Potenz
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konnte die Pyrimidinserie keine hohe Wirksamkeit in NSCLC-Krebszelllinien erzielen.
Eine mogliche Erkldarung dafiir lieferte neben einer unzureichenden Zellpermeabilitat
und einem aktiven Efflux, eine in den Kinetikstudien beobachtete langsame kovalente
Bindungsbildung. Diese Erkenntnisse fiihrten zu strukturbasiertem de novo Design
einer neuen Serie kovalenter Pyrazolopyrimidin-basierter T790M-Inhibitoren, deren
Vertreter liber eine zum Teil subnanomolare Inhibition der Kinaseaktivitat verfiigen
und das Wachstum der wirkstoffresistenten H1975-Krebszellen stark inhibieren.
Dabei konnte ein direkter inhibitorischer Einfluss auf die Autophosphorylierung von
EGFR und die Weiterleitung des EGFR-abhidngigen Signals gezeigt werden.
Komplexkristallstrukturen in EGFR-T790M lieferten eine strukturelle Erklarung fiir
die hohe Potenz dieser fokussierten Substanzbibliothek. Eine exzellente Selektivitat
und ein geeignetes in vitro ADME/DMPK-Profil ermdglichten eine erste Studie zur in
vivo Pharmakokinetik, bei der durch intraperitoneale Applikation vielversprechende
Plasmakonzentrationen erreicht wurden, die sich fiir in vivo Wirksamkeitsstudien

eignen.

Im Rahmen dieser Arbeit ist es aufderdem gelungen die Grundlagen fiir CovClick
(covalent in situ Click-Chemie), einem Strukturfindungs-System zur Identifizierung
neuer kovalenter Kinaseinhibitoren, aufzubauen, das sich das Prinzip der Zielprotein-
kontrollierten Synthese zunutze macht. Der Ansatz der kovalenten in situ Click-Chemie
beruht auf der irreversiblen Modifikation eines in der Bindungstasche des Zielproteins
befindlichen Cysteins durch eine kovalent bindende und mit einem Alkin ausgestattete
Sonde und einer nachfolgenden in situ Click-Reaktion durch Screening gegen
Azidfragmente. Mit Hilfe von strukturbasiertem Design konnte fiir die Modellkinase
MKK7 eine kovalente CovClick-Sonde entworfen und synthetisiert werden. MS-
Analysen der Pyrazolopyrimidin-basierten Sonde erbrachten den Nachweis eines
kovalenten Bindungsmodus in MKK7, der durch eine Komplexkristallstruktur
bestatigt werden konnte. In einem primaren CovClick-Screen konnte eine Hit-Struktur
identifiziert werden, die anschliefdend zur Validierung synthetisch hergestellt wurde.
MS-Experimente belegten eine kovalente Modifizierung von MKK7 durch die mittels
CovClick identifizierte Verbindung. Damit konnte im Rahmen dieser Arbeit die
Voraussetzung fiir weiterfithrende Optimierungen und Anwendungen dieser Methode

zur Identifizierung neuer kovalenter Inhibitoren geschaffen werden.



7 Abstract

The epidermal growth factor receptor (EGFR), a member of the ErbB family, is a
receptor tyrosine kinase that represents a key mediator in critical cellular signaling
processes such as cell proliferation, cell cycle regulation as well as apoptosis.
Therefore, dysregulation of EGFR plays a pivotal role in the onset and progression of
cancer. Mutations in the gene encoding the EGF receptor have been discovered as
oncogenic drivers in non-small cell lung cancer (NSCLC). These somatic kinase domain
mutations accounting for increased tyrosine kinase activity are associated with
increased cell proliferation and tumor growth. Specific inhibition of oncogenic EGFR
mutant variants results in tumor remission. NSCLC patients harboring activating
mutations such as the L858R point mutation or the exon 19 deletion showed a
dramatic clinical response to reversible first-generation EGFR inhibitors gefitinib und
erlotinib in the course of personalized medicine. However, acquired drug resistances
limit the effective treatment with tyrosine kinase inhibitors. In more than 60 % of
resistant cases, the relapse of disease is associated with an emerging secondary point
mutation at the gatekeeper residue (T790M). However, covalent EGFR inhibitors
demonstrated the potential to overcome T790M drug resistance by covalently

targeting a unique Cysteine (Cys797) at the lip of the EGFR ATP-binding cleft.

This thesis describes the structure-guided development of covalent T790M-specific
EGFR inhibitors. Based on a reversible binding hit identified in a phenotypic screen,
structure-based design led to the synthesis of pyrimidine-based inhibitors. They
revealed a novel binding mode in EGFR and were demonstrated to covalently target
the T790M drug-resistant mutant variant with low nanomolar inhibitory activities.
Although the pyrimidine-based inhibitors targeted EGFR in a covalent and irreversible
fashion, the strong inhibitory effects in biochemical evaluations could not be
translated into cellular potency in cancer cell lines. Their moderate cellular efficacy is
likely to result from insufficient cellular permeability and a dramatic efflux rates in
conjunction with slow covalent bond formation as observed in kinetic studies. These
insights triggered the structure-based de novo design of a new focused library of
covalent T790M inhibitors of which a subset illustrated subnanomolar kinase

inhibition as well as highly potent cellular efficacy in T790M drug-resistant H1975
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cells. Moreover, these pyrazolopyrimidine-based inhibitors demonstrated a direct
inhibitory effect on EGFR autophosphorylation and its downstream signaling targets
in the H1975 cell line. Complex crystal structures with EGFR-T790M revealed a unique
binding mode providing a structural explanation for the excellent potency of that
series. Excellent selectivity profiles together with a suitable in vitro ADME/DMPK
profile allowed an investigation of the pharmacokinetics of this compound class in
vivo. In detail, high exposure by the intraperitoneal route could be achieved providing

a promising plasma concentration that encourages further in vivo efficacy studies.

This thesis also describes the establishment of the conceptual study CovClick (covalent
in situ click chemistry) as basis for a novel structure-finding system to identify new
covalent kinase inhibitors by target-guided synthesis (TGS). The CovClick approach is
based on an irreversible modification of a unique cysteine in the binding site of the
target protein by a covalent probe. This probe is equipped with an alkyne moiety and
subsequently undergoes an in situ click reaction with azide fragments in close
proximity. Utilizing structure-based design, a CovClick probe for MKK7 as model
kinase was designed and synthesized. Protein-MS-analysis of the covalent probe
demonstrated an irreversible binding mode in MKK7 that was confirmed by a complex
crystal structure. An initial CovClick-Screen revealed a hit structure that was
synthesized for further validation studies. Mass spectrometry experiments confirmed
a covalent modification of MKK7 by the identified compound. This research provides
the basis for further optimization studies and applications of the CovClick method to

identify new covalent inhibitors.
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8.1 Organische Synthese
8.1.1 Generelle Anmerkungen

Kommerziell erhiltliche Chemikalien und Losungsmittel wurden, soweit nicht anders
angefiihrt, von den Firmen ABCR Chemicals, Acros Organics, Activate Scientific, Alfar
Aesar, Apollo Scientific, Applichem, Enamine, Maybridge, Merck, Novabiochem, Sigma-
Aldrich oder VWR bezogen und ohne weitere Reinigung eingesetzt. Sdamtliche
hydrolyse- bzw. oxidationsempfindliche Reaktionen wurden nach sorgfiltigem
Ausheizen der Glasapparaturen unter Argon- bzw. Stickstoffatmosphare

durchgefiihrt.

NMR-Spektren wurden, soweit nicht anders angegeben, bei Raumtemperatur auf den
Spektrometern Bruker (DRX 400) (400 MHz fiir 1H- und 101 MHz fiir 13C-Spektren),
Varian Mercury 400 (400 MHz fiir 1H- und 101 MHz fiir 13C-Spektren), DRX 500
(500 MHz fiir H- und 125 MHz fiir 13C-Spektren), sowie DRX 600 (600 MHz fiir 1H-
und 151 MHz fiir 13C-Spektren) aufgenommen. Die chemischen Verschiebungen
wurden in § (ppm) angegeben und beziehen sich auf den internen Standard fiir die
Losungsmittel Deuterodimethylsulfoxid (DMSO-ds, 6 = 2.50 ppm bzw. 6 = 39.52 ppm)
und Deuterochloroform (CDCl3, § = 7.26 ppm bzw. § =77.16 ppm. Die in den H-
Spektren auftretenden Spinmultiplizititen wurden folgendermafien bezeichnet: s
(Singulett), d (Dublett), dd (Dublett von Dublett), t (Triplett), q (Quartett), m
(Multiplett), sowie bs (breites Singulett). Die Kopplungskonstanten (/) wurden jeweils
in Hertz (Hz) aufgefiihrt. NMR-Spektren wurden mit Mestrenova (Mestrelab Research
S.L., Version 6.0.3-5604) ausgewertet. Bei einigen Verbindungen kommt es

konformationsbedingt zu einer weiteren Aufspaltung der 'H- sowie der 13C-Signale.

Hochaufgeloste Massenspektren (HRMS) wurden mit dem Spektrometer LTQ
Orbitrap der Firma Thermo Fisher Scientific aufgenommen. Die LC-MS-Spektren
wurden an dem HPLC-System LCQ Advantage Max (1200er Serie) (Agilent) auf einer
Eclipse XDB-Sdaule (5uM, 150=x4.6 mm) (Phenomenex) aufgenommen. Die
Auswertung der LC-MS- und HRMS-Spektren erfolgte mit Xcalibur™ (Thermo Fisher
Scientific Inc. Version 2.2 SP1).
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Analytische Diinnschichtchromatographie erfolgte auf Kieselgel 60 F2ss-
beschichteten Aluminiumplatten der Firma Merck. Die Verbindungen wurden mittels
Ultraviolettstrahlung (A=254nm bzw. 366nm) beziehungsweise den
Anfiarbereagenzien Ninhydrin, Kaliumpermanganat oder Anisaldehyd visualisiert.
Saulenchromatographie erfolgte an Kieselgel der Firma ]. T. Baker (Korngréfie 40-

60 um).

Die Auftrennung von Rohprodukten mittels praparativer HPLC erfolgte mit dem
Gerat LC-8A der Firma Shimadzu mit Nucleodur C18 Gravity Saule (5 um, Machery
Nagel) und VP50/21 Vorsaule (Machery Nagel), sowie einem Agilent HPLC System
(1200er Serie) (Agilent) mit VP125/21 Nucleodur C18 Gravity Saule (5 um, Machery
Nagel) und VP20/16 Nucleodur C18 Gravity Vorsaule (MacheryNagel).



Experimenteller Teil 113

8.1.2 Verzeichnis der synthetisierten Verbindungen

Detaillierte synthetische Vorschriften der Verbindungen 8a-k, 10, 11a-c, 12a-c,
16a-c, 20b-c und 24b-c sind in der Masterarbeit ,Synthese und biochemische
Charakterisierung  kovalenter  Kinaseinhibitoren = zur =~ Umgehung  der
Wirkstoffresistenz T790M in EGFR" (Julian Engel, 2011, TU Dortmund) sowie in der
Publikation Richters et al. 2015 dokumentiert.171

Verbindung 3 TP ST RPTOTPRPTRURPUPTTRVRPTRPRRIT T I 5
Verbindung 4 PP TRURPTPURPTRPPRPPPRRRPRPTE 1t B £ o
Verbindung 5a RSP TRURPTRURPPTRTPPRRPPRTRPRRTE 1t B 4
Verbindung 5b TP U UPTPUPPRPRRVRSUPRRRRTPPRRT i O o
Verbindung 6 PSP URPTRURPPTRRPPPPPRRTRPRPTE 11 B &
Verbindung 7a PO UPTOUPYUPTVRSTPRRRRRPRRT 074 ||
Verbindung 7b TP URTORTRPTRURPUPRTRURPTRRRRIT B 02 |
Verbindung 8l OSSPSR VRPTPRTRPRRPRIT B 97
Verbindung 8m et eaeeeaeeeeeesseeeaseeaaeeeasseseaseeneseneenneeenseenaneanneenaneennnresreensneeneessnenOn L2 3
Verbindung 8n PRSP RPPTRURPTPURPPTRRPPRPPPRRRRPRRTE 1t 24 o
Verbindung 80 PP OO PPRPTPPUPPPPPPPRPPPPRRIN 1 7A°
Verbindung 8p PO UPTOUPYRPRTRVRSTPRRRRRPRRT T 0 10
Verbindung 8q PSP UP T PPRTPPUPPPPPPPTRPPPPRRIE 1 s 3 |
Verbindung 9a PO UPTOUPPRPPURSUPRPRRTRPRT i % 101
Verbindung 9b RSO UPTPURRPPVRSUPRRSRPRT i B /4
Verbindung 9¢ PP URPTPURPPTRRPPRPPPRRRUPRPTE 11 e 1 o
Verbindung 9d TP UPRTRPYPRTOPTRPPTI L
Verbindung 9e PSR RURPTPURPPPRRPPRPPPRRURPRRTE I B o
Verbindung 13 et eeeeaeeeaseeeeeaseesareeasaeseaseesaneaaneenaneeannessreennnesaneeenreensennareensennasnsOn L 24
Verbindung 14 R TUP S RRTORPRPTTRURPUPTTRURPTRPRRRIT T s 72
Verbindung 15 P RUR P TPURPPPRRPPRPPPRRTRPRRTE 11 £ 1 0
Verbindung 17 TP ERTOTPRPTPRURPPUPTTRURPTRRIRRIT B DS
Verbindung 18 PR PP TP TPPRRPTPPUPPTPPPPPTRPPPPRRIE I s 1o
Verbindung 19 OO PPRTPPUPPTPPPPPTRPPPPRRIE i £ 3 |
Verbindung 21 PP UPTPUPPRPRVRSUPRRRRRRRT 071 o1
Verbindung 22 PP RPTRPPRPPPPRRRPRRTE 1t e 7
Verbindung 23 et eeeeaeeeeeesseeeaseeaaseeasseseaseeneeeneenneesnseennneenneenaneennneesreesnneeeneesnnnOn LA 2
Verbindung 25 TR UPTPURYUPRTRSTPRRRRRRT i B4
Verbindung 26 PR PP P PPPPRPTPPUPPTPPPPPTRPPPPRRI I B 15
Verbindung 27 et eeeeeeereeeeeaseeaareeasseseneeeneeeneenneeenseennneenseennneennneeseessneeseennnenOn 143
Verbindung 28 OO PPRTPPPPPPPPPPPTRPPPPRRI T - 25
Verbindung 29 PO UPT OO YRR URSUPRPRRPPRT i £ 1o\
Verbindung 30 PR UPTOUPTUPRTRSTPRRRRRRT T L /4
Verbindung 32 PRSP RURPTRURPPPRRPPRPPPFRRPPRPTE 1t o] 0
Verbindung 33 USROS YRPTRURPUPRRVRPTUPRRTIT B R ¥ |
Verbindung 34 PRSP O UPRRPTPPUPPPPPPPTRPPPPRRIE I s 172
Verbindung 35 TR PPUPRPTPPUPPPPPPPTRPPPPRRI T s Yo
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Verbindung 36 . 154
Verbindung 37 9. 155
Verbindung 38 5. 156
Verbindung 41a e 3.176
Verbindung 41b S 177
Verbindung 41d e S5.178
Verbindung 41e e 3.179
Verbindung 41f e 5.199
Verbindung 41g e .180
Verbindung 41h 5,181
Verbindung 41i e 5.182
Verbindung 41j eeen.183
Verbindung 41k 5. 184
Verbindung 411 e 5.185
Verbindung 41m 5,200
Verbindung 41n 5,186
Verbindung 410 e .187
Verbindung 41p e 5.188
Verbindung 41q e .189
Verbindung 41r e 3.190
Verbindung 41s 5,191
Verbindung 41t e .192
Verbindung 41u e 5.193
Verbindung 41v e 5.194
Verbindung 41w e 3.195
Verbindung 41x e 5.196
Verbindung 41y e .197
Verbindung 41z e .198
Verbindung 43 oS 157
Verbindung 44 e .158
Verbindung 45a . 159
Verbindung 45b e 5.160
Verbindung 45c¢ eeenS.161
Verbindung 45d 5. 162
Verbindung 45e e .163
Verbindung 45f 5. 164
Verbindung 45g 5. 165
Verbindung 45h e 5.166
Verbindung 45i 5. 167
Verbindung 45j e 5.168
Verbindung 45k e 5.169
Verbindung 451 . 170
Verbindung 45m w171
Verbindung 45n N )
Verbindung 450 9. 173
Verbindung 45p S 174
Verbindung 45q e 175
Verbindung 47 ..5.203
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Verbindung 48 OO UPRTRPPPPPPPPPRPPPRRR 17 O} |
Verbindung 49 USSR YRR URPPUPRTRURPTRRRRIT W21 | )
Verbindung 51 TP UPPRPYPUTOPTRPPTI WA | U

8.1.3 Synthese der Inhibitoren

8.1.3.1 Darstellung von 2-Chloro-N-(5-methyl-1H-pyrazol-3-yl)pyrimidin-4-

amin (3)

2,4-Dichloropyrimidin (1 g, 6.77 mmol) wurde in DMF (10 mL) geldst, mit 5-Methyl-
1H-pyrazol-amin (723 mg, 7.44 mmol) und DIPEA (2.65 mL, 27 mmol) versetzt und
bei 90 °C fiir 6 Stunden geriihrt. Zur entstandenen Reaktionsmischung wurde eine ges.
Losung NaHCOs hinzugegeben, bevor die wassrige Phase mit 10 % MeOH/DCM
(3x100 mL) extrahiert wurde. Die vereinigten organischen Phasen wurden tiber
Na2S0s4  getrocknet und das  Losungsmittel im  Vakuum  entfernt.
Saulenchromatographie an Kieselgel (2 % MeOH/DCM) lieferte 770 mg (3.76 mmol,

54 %) des gewlinschten Produkts als weifsen Feststoff.

1H NMR (500 MHz, DMSO-de) § 12.11 (s, 1H), 10.25 (s, 1H), 8.14 (s, 1H), 7.35 (bs, 1H),
6.10 (bs, 1H), 2.22 (s, 3H).

13CNMR (126 MHz, DMSO-ds) 6 160.75, 159.34, 157.66, 147.34, 138.83, 105.09, 95.48,
10.60.

HRMS (ESI-MS): Berechnet: 210.05465 fiir CsHoCINs [M+H]*. Gefunden: 210.05425.
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8.1.3.2 Darstellung von 2-Chloro-N-(5-methyl-1-(tetrahydro-2H-pyran-2-yl)-
1H-pyrazol-3-yl)pyrimidin-4-amin (4)

THP

~

N

-N
M p—

HN
»
IN/)\

Zu einer Losung aus 3 (400 mg, 1.91 mmol) und DHP (482 mg, 5.72 mmol) in THF

Cl

(10 mL) wurde pTsOH (53 uL, 0.38 mmol) bei 0 °C hinzugetropft. Das entstandene
Reaktionsgemisch wurde fiir 3 Stunden bei 90 °C geriihrt und anschlief3end mit ges.
NaHCOs-Lsg. versetzt. Die Extraktion der wassrigen Phase erfolgte mit DCM
(3x100 mL). Die vereinigten organischen Phasen wurden mit Na2SO4 getrocknet und
das Losungsmittel darauffolgend im Vakuum evaporiert. Das entstandene Rohprodukt
wurde durch Sdulenchromatographie an Kieselgel (10-50 % EtOAc/PE) aufbereitet
und es konnte 356 mg (1.12 mmol, 64 %) des gewiinschten Produkts als weifder

Feststoff erhalten werden.

1H NMR (500 MHz, DMSO-ds) § 10.41 (s, 1H), 8.17 (s, 1H), 7.18 (bs, 1H), 6.09 (bs, 1H),
5.32 (dd,] = 9.7, 2.2 Hz, 1H), 3.89 (d,] = 11.3 Hz, 1H), 3.63 (td,] = 11.3, 4.2 Hz, 1H), 2.29
(s, 3H), 2.26-2.19 (m, 1H), 2.05-1.95 (m, 1H), 1.91-1.83 (m, 1H), 1.73-1.60 (m, 1H),
1.57-1.48 (m, 2H)

13C NMR (126 MHz, DMSO-ds) 6 160.58, 159.31, 146.15, 139.99, 105.11, 97.74, 83.11,
66.52, 28.84, 24.75, 22.18, 10.37.

HRMS (ESI-MS): Berechnet: 294.11216 fiir CisH17CINsO [M+H]*. Gefunden:
294.11194.
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8.1.3.3 Darstellung von N-(5-Methyl-1-(tetrahydro-2H-pyran-2-yl)-1H-pyrazol-
3-yl)-2-(3-nitrophenyl)pyrimidin-4-amin (5a)

THP
N’

N
19—

HN
O

NO
N/)\©/ 2

4 (265 mg, 0.90 mmol) und (3-Nitrophenyl)boronsaure (301 mg, 1.8 mmol) wurden
in einer Mischung aus DME/EtOH (4:1) (5 mL) gelost und mit K2CO03 (499 mg,

~

3.61 mmol) versetzt. Nach sorgfaltiger Entgasung der Reaktionsmischung wurde der
Katalysator Tetrakis(triphenylphosphin)palladium (104 mg, 0.09 mmol) zugegeben
und in einem Mikrowellenreaktor fiir 90 min auf 150 °C erhitzt. Nach vollstdndiger
Umsetzung des Edukts wurde die entstandene Reaktionssuspension iliber Celite
filtriert und im Vakuum eingeengt. Der Riickstand wurde in DCM aufgenommen und
mit Hz20 versetzt. Der anschliefenden Phasentrennung folgte die Extraktion mit DCM
(2x100 mL). Die organischen Phasen wurden vereint, liber Na2SO4 getrocknet und
das Losungsmittel im Vakuum entfernt. Sdulenchromatographie an Kieselgel
(1 % MeOH/DCM) lieferte 239 mg (0.63 mmol, 70 %) des gewiinschten Produkts als
gelblichen Feststoff.

1HNMR (500 MHz, DMSO-ds) 6 10.15 (s, 1H), 9.13 (t, J=1.69 Hz, 1H), 8.73 (d,
J=7.8 Hz, 1H), 8.46 (bs, 1H), 8.34 (dd, ] = 8.2, 1.4 Hz, 1H), 7.80 (t, ] = 8.0 Hz, 1H), 7.20
(bs, 1H), 6.39 (bs, 1H), 5.33 (dd, ] = 9.7, 2.1 Hz, 1H), 3.90 (d, ] = 11.9, 1H), 3.69-3.60 (m,
1H), 2.39-2.23 (m, 1H), 2.33 (s, 3H), 2.01 (m, 1H), 1.89 (dd, J = 13.0, 2.3 Hz, 1H), 1.75-
1.62 (m, 1H), 1.58-1.50 (m, 2H).

13CNMR (126 MHz, DMSO-ds) 6 160.63, 159.41, 148.13, 146.82, 139.78, 139.57,
133.49,130.17,124.78,121.96,105.53,97.67,83.14, 66.52, 28.89, 24.79, 22.24, 10.45.

HRMS (ESI-MS): Berechnet: 381.16751 fiir C19H21N6O3 [M+H]*. Gefunden: 381.16817.
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8.1.3.4 Darstellung von 2-(3-Aminophenyl)-N-(5-methyl-1-(tetrahydro-2H-
pyran-2-yl)-1H-pyrazol-3-yl)pyrimidin-4-amin (5b)

Zu einer Suspension aus 5a (180 mg, 0.47 mmol) und Ammoniumformiat (179 mg,
2.84 mmol) in Ethanol wurde 5% Pd/C (1mg, 0.09 mmol) gegeben und die
Reaktionsmischung fiir 45 Minuten auf 90 °C erhitzt. Anschliefend wurde die
Suspension iiber Celite filtriert und im Vakuum eingeengt. Nach Aufnahme des
Riickstands in DCM und Behandlung mit ges. NaHCO3-Lsg. wurde die wassrige Phase
mit DCM (3 x 100 mL) extrahiert und tiber Na2SO4 getrocknet. Die Entfernung des
Losungsmittels erfolgte im Vakuum und lieferte 165 mg (0.47 mmol, quant.) des
gewiinschten Produkts als gelblichen Feststoff. 5b wurde ohne weitere Aufreinigung

weiterverwendet.

1H NMR (500 MHz, DMSO-de) 6 9.90 (s, 1H), 8.35 (d, ] = 5.6 Hz, 1H), 7.62 (bs, 1H), 7.53
(d,] = 7.7 Hz, 1H), 7.13 (t,] = 7.8 Hz, 1H), 7.13 (bs, 1H), 6.70-6.66 (m, 1H), 6.44 (bs, 1H),
5.31 (dd, /= 9.7, 2.2 Hz, 1H), 5.18 (s, 2H), 3.90 (d, ] = 12.1 Hz, 1H), 3.68-3.59 (m, 1H),
2.38-2.22 (m, 1H), 2.33 (s, 3H), 2.0 (m, 1H), 1.87 (dd, J = 13.0, 2.3 Hz, 1H), 1.73-1.61
(m, 1H), 1.57-1.49 (m, 2H).

13CNMR (126 MHz, DMSO-ds) 6 163.50, 159.24, 155.80, 148.61, 147.15, 139.66,
138.71, 128.70, 116.14, 115.71, 113.32, 104.40, 97.67, 83.09, 66.51, 28.92, 24.81,
22.26,10.49.

HRMS (ESI-MS): Berechnet: 351.19333 fiir C19H23Ne [M+H]*. Gefunden: 351.19325.
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8.1.3.5 Darstellung von N-(3-(4-((5-Methyl-1H-pyrazol-3-yl)amino)pyrimidin-
2-yl)phenyl)acrylamid (6)

Zu einer Losung aus 5b (37 mg, 0.075 mmol) in THF (1 mL) wurde Acryloylchlorid
(6.4 uL, 0.079 mmol) tropfenweise bei 0 ° hinzugegeben und fiir 30 Minuten bei 0 °C
geruhrt. Nach vollstindiger Umsetzung des Amins wurde die Reaktionsmischung mit
einer Losung ges. NaHCO3 und DCM versetzt. Anschlief3end erfolgte die Extraktion der
wassrigen Phase mit DCM (3 x 50 mL). Die vereinigten organischen Phasen wurden
tiber Na2S04 getrocknet und im Vakuum konzentriert. Der resultierende hell-gelbe
Riickstand wurde in DCM (1 mL) aufgenommen und mit 25 %TFA in DCM (5 mL) fiir
12 Stunden  bei  Raumtemperatur behandelt. Nach  Alkalisierung der
Reaktionsmischung mittels ges. NaHCOs-Lsg. wurde die wassrige Phase mit 10 %
MeOH/DCM extrahiert. Die organischen Phasen wurden vereinigt, iiber Na2SO4
getrocknet und im Vakuum eingeengt. Sdulenchromatographie an Kieselgel (1-4 %
MeOH/DCM) lieferte 17.5 mg (0.055 mmol, 73 %) des gewilinschten Produkts als
weifdlich-gelben Feststoff.

1H NMR (500 MHz, DMSO-ds) § 11.9 (s, 1H), 10.28 (s, 1H), 9.85 (s, 1H), 8.81 (s, 1H),
8.35 (d,/ = 5.7 Hz, 1H),8.05 (d,/ = 7.7 Hz, 1H), 7.74 (d,] = 7.9 Hz, 1H), 7.44 (t,] = 7.9 Hz,
1H), 7.03 (b, 1H), 6.51 (bs, 1H), 6.48 (dd, /= 17.0, 10.1 Hz, 1H), 6.30 (dd, J = 17.0,
1.8 Hz, 1H), 5.7 (dd, J = 10.1, 1.8 Hz, 1H), 2.29 (s, 3H).

13CNMR (126 MHz, DMSO-ds) 6 163.17, 162.64, 159.40, 155.66, 148.21, 139.18,
138.71,131.95,128.73, 126.78, 122.73, 121.06, 118.90, 104.72, 95.75, 35.74, 10.72.

HRMS (ESI-MS): Berechnet: 321.14638 fiir C17H17N6O [M+H]*. Gefunden: 321.14607.
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8.1.3.6 Darstellung von N-(5-Methyl-1H-pyrazol-3-yl)-2-(3-nitrophenoxy)

pyrimidin-4-amin (7a)

N-NH
|
e

o Q
e
N“ o NO,

3 (100 mg, 0.48 mmol) wurde in DMF (6 mL) gelost bevor 3-Nitophenol (133 mg,
0.95mmol) und K203 (87.9mg, 191 mmol) dazugegeben wurden. Die
Reaktionsmischung wurde fiir 12 Stunden bei 140 °C erhitzt. Nach vollstandiger
Umsetzung und Behandlung mit ges. NaHCO3-Lsg. wurde die wassrige Phase mit
10 % MeOH/DCM (3 x 50 mL) extrahiert und die organischen Phasen iiber Na2S04
getrocknet. Das LoOsungsmittel wurde daraufthin im Vakuum entfernt und
nachfolgende Saulenchromatographie an Kieselgel (1-4 % MeOH/DCM) lieferte
29.5 mg (0.14 mmol, 20 %) des gewlinschten Produkts als hell-gelben Feststoff.

1H NMR (500 MHz, DMSO-de) 6 11.96 (s, 1H), 10.05 (s, 1H), 8.15 (d, /= 7.7 Hz, 1H),
8.08 (s, 2H), 7.78-7.69 (m, 2H), 6.74 (bs, 1H), 5.73 (s, 1H), 2.07 (s, 3H).

HRMS (ESI-MS): Berechnet: 313.10491 fiir C14H13N6¢O3 [M+H]*. Gefunden: 313.10439.
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8.1.3.7 Darstellung von 2-(3-Aminophenoxy)-N-(5-methyl-1H-pyrazol-3-
yl)pyrimidin-4-amin (7b)

N-NH
HNU\

N Q
s
Ne! NH,

Eine Suspension aus 7a (136 mg, 0.44 mmol) und Ammoniumformiat (165 mg,
2.61 mmol) in EtOH (7 mL) wurde mit 5 % Pd/C (4.6 mg, 0.044) behandelt und bei
90 °C fiir 20 Minuten umgesetzt. Die Reaktionssuspension wurde iiber Celite filtriert
und im Vakuum konzentriert. Der Riickstand wurde anschlieffend in DCM
aufgenommen und mit einer ges. NaHCOs-Lsg. versetzt. Nachfolgende Extraktion der
wassrigen Phase erfolgte mit DCM (3 x 100 mL), die entstandenen organischen Phasen
wurden uber Na2S0s getrocknet und das Losungsmittel im Vakuum eingeengt.
Saulenchromatographie an Kieselgel (0.5-2% MeOH/DCM + 1 % NH3) erbrachte
113 mg (0.40 mmol, 91 %) des gewiinschten Produkts als gelben Feststoff.

1H NMR (500 MHz, DMSO-ds) 6 11.88 (s, 1H), 9.86 (s, 1H), 8.03 (d, ] = 5.4 Hz, 1H), 7.03
(t,J = 8.0 Hz, 1H), 6.62 (bs, 1H), 6.43 (d,] = 7.4 Hz, 1H), 6.32 (t,] = 2.1 Hz, 1H), 6.25 (dd,
J=7.9,1.5,1H), 5.90 (bs, 1H), 5.17 (s, 2H) 2.12 (s, 3H).

I3CNMR (126 MHz, DMSO-ds) 6 164.90, 160.98, 157.08, 154.13, 150.10, 147.82,
138.25,129.43,110.60, 109.64, 107.23, 101.22, 95.94, 10.60.

HRMS (ESI-MS): Berechnet: 283.13073 fiir C14H15N6O [M+H]*. Gefunden: 283.13012.
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8.1.3.8 Darstellung von N-(3-((4-((5-Methyl-1H-pyrazol-3-yl)amino)pyrimidin-
2-yl)oxy)phenyl)acrylamid (81)

N-NH

VS

HN
L
N/)\O H)v

Acryloylchlorid (14.3 uL, 0.20 mmol) wurde zunachst in THF (0.5 mL) verdiinnt bevor
es tropfenweise bei 0 °C zu einer Losung aus 7b (50 mg, 0.18 mmol) und DIPEA
(181 ul; 1.1mmol) in THF (7mL) zugegeben wurde. Die entstandene
Reaktionsmischung wurde bei 0 °C fiir 10 Minuten geriihrt und im Anschluss mit einer
Losung ges. NaHCOs3 versetzt. Die Extraktion der wassrigen Phase erfolgte mit 10 %
MeOH/DCM (3 x 100 mL), woraufhin die vereinigten organischen Phasen liber Na2S04
getrocknet wurden. Die anschliefSende Evaporation des Losungsmittels erfolgte im
Vakuum. Sdulenchromatographie an Kieselgel (1 % MeOH/DCM) lieferte 15.5 mg

(0.046 mmol, 26 %) des gewiinschten Produkts als weifden kristallinen Feststoff.

1H NMR (500 MHz, DMSO-ds) 6 11.91 (s, 1H), 10.31 (s, 1H), 9.94 (s, 1H), 8.05 (s, 1H),
7.56 (s, 2H), 7.37 (t, /= 6.8 Hz, 1H), 6.87 (d, /= 8.0 Hz, 1H), 6.62 (bs, 1H), 6.44 (dd,
J=15.5,10.4 Hz, 1H), 6.25 (d, /] = 16.9 Hz, 1H), 5.80 (s, 1H), 5.75 (d, /] = 16.9 Hz, 1H),
2.07 (s, 3H).

HRMS (ESI-MS): Berechnet: 337.14130 fiir C17H17N6O2 [M+H]*. Gefunden: 337.14083.
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8.1.3.9 Darstellung von N-(3-((4-((5-Methyl-1H-pyrazol-3-yl)amino)pyrimidin-
2-yl)oxy)phenyl)propionamid (8m)

N-NH

VS

HN
L
N/)\O H)K/

Propionylchlorid (20.2 uL, 0.23 mmol) wurde zundchst in THF (0.5 mL) verdiinnt
bevor es tropfenweise bei 0 °C zu einer Losung aus 7b (59 mg, 0.21 mmol) und DIPEA
(213 ul; 1.25mmol) in THF (12mL) gegeben wurde. Die resultierende
Rektionsmischung wurde fiir 50 Minuten bei 0 °C geriihrt. Nach Zugabe einer ges.
NaHCOs-Lsg. erfolgte die Extraktion der wassrigen Phase mit 10 % MeOH/DCM
(3x100 mL). Nachfolgend wurden die organischen Phasen vereinigt, iiber Na2SO4
getrocknet und das Losungsmittel im Vakuum entfernt. Anschlief3ende
Saulenchromatographie an Kieselgel (0.5-2 MeOH/DCM) ergab 18.7 mg (0.055 mmaol,
27 %) des gewlinschten Produkts als weifden Feststoff.

1H NMR (500 MHz, DMSO-ds) & 11.92 (bs, 1H), 9.92 (bs, 2H), 8.05 (d, ] = 5.1 Hz, 1H),
7.47 (bs, 2H), 7.35-7.31 (m, 1H), 6.79(s 1H), 6.49 (bs, 1H), 5.80(s, 1H), 2.31(q,
J = 7.5 Hz, 2H), 2.08 (s, 3H), 1.07 (t, ] = 7.6 Hz, 3H).

I3CNMR (151 MHz, DMSO-des) 6 172.42, 164.48, 160.97, 156.26, 153.29, 147.58,
140.73,138.67,129.76, 116.62, 115.51, 112.79, 101.73, 96.02, 29.71, 10.66, 9.76.

HRMS (ESI-MS): Berechnet: 339.15695 fiir C17H19N6O2 [M+H]*. Gefunden: 339.15646.
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8.1.3.10 Darstellung von 6-Chloro-2-(3-nitrophenoxy)-N-(1H-pyrazol-3-
yl)pyrimidin-4-amin (13)

Eine Losung aus 3-Aminopyrazol (512 mg, 6.16 mmol) und DIPEA (1.14 mL,
6.72 mmol) in DMF (10 mL) wurde fiir 10 Minuten geriihrt, bevor diese mit 11b (1.6 g,
5.6 mmol) versetzt wurde. Die resultierende Reaktionsmischung wurde fiir
21 Stunden bei 85 °C erhitzt. Im Anschluss wurde eine Losung aus ges. NaHCO3 und
DCM hinzugegeben. Der Phasentrennung folgten die Extraktion der wassrigen Phase
mit DCM (3 x 100 mL) und die Vereinigung der organischen Phasen. Diese wurden im
weiteren Verlauf iiber Na2SOs getrocknet und das Losungsmittel im Vakuum
konzentriert. Aufreinigung des Rohprodukts durch Saulenchromatographie an
Kieselgel (50-75 % EtOAc/PE) lieferte 1.1 g (3.43 mmol, 71 %) des gewiinschten
Produkts als hell-gelben Feststoff.

1H NMR (500 MHz, DMSO-de) § 12.22 (bs, 1H), 10.53 (bs, 1H), 8.15 (bs, 2H), 7.78-7.75
(m, 2H), 7.54 (bs, 1H), 6.61 (s, 1H), 5.94 (s, 1H).

13CNMR (151 MHz, DMSO-ds) 6 163.76, 161.81, 160.52, 158.45, 153.00, 148.61,
146.77,131.08,129.17,120.47, 117.52, 100.26, 96.10.

HRMS (ESI-MS): Berechnet: 333.05029 fir Ci3H10CIN6O3 [M+H]*. Gefunden:
333.050009.
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8.1.3.11 Darstellung von 6-(4-Methylpiperazin-1-yl)-2-(3-nitrophenoxy)-
N-(1H-pyrazol-3-yl)pyrimidin-4-amin (17)

13 (950 mg, 2.8 mmol) wurde in 1-Metyhlpiperazin (10 mL) gelost und fiir
20 Minuten bei 110 °C erhitzt. Nach vollstandiger Umsetzung wurde eine ges. NaHCOs-
Lsg. und EtOAc zur Reaktionsmischung hinzugegeben, bevor die wassrige Phase mit
EtOAc (2 x 100 mL) extrahiert wurde. Die vereinigten organischen Phasen wurden mit
einer gesattigten NaCl-Losung gewaschen und tiber Na2S04 getrocknet. Im Anschluss
wurden die fliichtigen Bestandteile im Vakuum entfernt. Sdulenchromatographie an
Kieselgel (5%MeOH/DCM + 1 %NH3) erbrachte 729 mg (1.8 mmol, 77 %) des

gewiinschten Produkts als hell-gelben Feststoff.

1H NMR (500 MHz, DMSO-ds) 6 12.16 (s, 1H), 9.40 (s, 1H), 8.10 - 8.06 (m, 1H), 8.04 (t,
J=2.0 Hz, 1H), 7.73 - 7.65 (m, 2H), 7.47 (s, 1H), 6.39 (bs, 1H), 5.91 (d, ] = 2.0 Hz, 1H),
3.44-4.41 (m, 4H), 2.37 - 2.31 (m, 4H), 2.19 (s, 3H).

I3CNMR (126 MHz, DMSO-ds) 6 168.12, 164.14, 163.44, 161.53, 153.66, 148.24,
130.48,128.70, 119.23, 116.88, 109.09, 95.33, 79.50, 54.02, 45.66, 43.69.

HRMS (ESI-MS): Berechnet: 397.17366 fiir C1sH21NsO3 [M+H]*. Gefunden: 397.17290.
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8.1.3.12 Darstellung von tert-Butyl 3-((6-(4-methylpiperazin-1-yl)-2-(3-
nitrophenoxy)pyrimidin-4-yl)amino)-1H-pyrazol-1-carboxylat (21)

Eine Losung aus 17 (720 mg, 1.82 mmol), TEA (935 uL, 7.3 mmol) und DMAP (110 mg,
0.9 mmol) in MeOH (13 mL) wurde mit Boc20 (1.6 g, 7.3 mmol) versetzt und fir
12 Stunden bei RT geriihrt. Nach Zugabe einer ges. NaHCO3-L6ésung und DCM zur
Reaktionsmischung wurde die wassrige Phase mit DCM (2 x 100 mL) extrahiert und
die organischen Phasen vereinigt, iiber Na2SO4 getrocknet und anschliefdend im
Vakuum konzentriert. Saulenchromatographie an Kieselgel
(2 % MeOH/DCM + 1 % NH3) lieferte 775 mg (1.56 mmol, 86 %) des gewiinschten
Produkts als gelben Feststoff.

1H NMR (500 MHz, DMSO-ds) & 9.99 (s, 1H), 8.11 - 8.07 (m, 1H), 8.06-8.94 (m, 1H),
8.01 (d, ] = 2.6 Hz, 1H), 7.75 - 7.66 (m, 2H), 6.65 (bs, 1H), 6.23 (d, ] = 2.8 Hz, 1H), 3.50
- 3.44 (m, 4H), 2.37 - 2.32 (m, 4H), 2.20 (s, 1H), 1.55 (s, 9H).

13CNMR (126 MHz, DMSO-ds) 6 164.24, 163.45, 160.62, 153.49, 152.23, 148.30,
147.16, 131.12, 130.56, 128.80, 119.48, 116.93, 101.60, 84.00, 81.14, 53.99, 45.63,
43.63, 27.46.

HRMS (ESI-MS): Berechnet: 497.226009 fiir C23H29NsOs [M+H]*. Gefunden: 497.22455.
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8.1.3.13 Darstellung von tert-Butyl 3-((2-(3-aminophenoxy)-6-(4-
methylpiperazin-1-yl)pyrimidin-4-yl)amino)-1H-pyrazol-1-carboxylat
(25)

Eine Suspension aus 21 (714 mg, 0.84 mmol) und Ammoniumformiat (318 mg,
5.04 mmol) in EtOH (10 mL) wurde mit 5 % Pd/C (179 mg, 0.084 mmol) behandelt
und fiir 30 Minuten bei 90 °C erhitzt. Die Reaktionsmischung wurde iiber Celite
filtriert und im Vakuum eingeengt. Anschlief}end wurde der Riickstand in DCM
aufgenommen und mit einer ges. NaHCOs-Lsg. versetzt. Die Extraktion erfolgte mit
DCM (3 x 100 mL), bevor die organischen Phasen vereinigt, iiber Na2S04 getrocknet
und die fliichtigen Bestandteile im Vakuum entfernt wurden. Sdulenchromatographie
an Kieselgel (1% MeOH/DCM + 1 % NH3) lieferte 289 mg (0.62 mmol, 74 %) des

gewiinschten Produkts als gelben Feststoff.

1H NMR (500 MHz, DMSO0-ds) 6 9.90 (s, 1H), 7.96 (d, /] = 2.8 Hz, 1H), 7.00 (t, / = 8.0 Hz,
1H), 6.55 (bs, 1H), 6.41-6.38 (m, 1H), 6.34-6.29 (m, 2H), 6.28-6.21 (m, 1H), 5.14 (s, 2H),
3.49 - 3.45 (m, 4H), 2.37 - 2.33 (m, 4H), 2.21 (s, 3H), 1.55 (s, 9H).

13CNMR (126 MHz, DMSO-ds) 6 164.48, 164.27, 160.66, 154.17, 152.49, 149.90,

147.24, 130.87, 129.26, 110.23, 108.78, 107.01, 101.89, 83.90, 80.44, 54.07, 45.66,
43.57, 27.48.

HRMS (ESI-MS): Berechnet: 467.25191 fiir C23H31NsO3 [M+H]*. Gefunden: 467.25082.
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8.1.3.14 Darstellung von N-(3-((4-((1H-Pyrazol-3-yl)amino)-6-(4-
methylpiperazin-1-yl)pyrimidin-2-yl)oxy)phenyl)acrylamid (8n)

Acryloylchlorid (37.2 uL, 0.46 mmol) wurde in THF (2mL) verdiinnt und
tropfenweise bei 0 °C zu einer Losung aus 25 (106 mg, 0.23 mmol) und DIPEA (78.2 ul;
0.46 mmol) in THF (10 mL) gegeben. Die Reaktionsmischung wurde fiir 1 Stunde bei
0 °C geruhrt. Nach Zugabe einer ges. NaHCOs3-Losung wurde die wassrige Phase im
Folgenden mit DCM (3 x 100 mL) extrahiert. Im Anschluss wurden die organischen
Phasen vereinigt, iiber Na:SOs4 getrocknet und das Losungsmittel im Vakuum
eingeengt. Der so erhaltene Riickstand wurde in DCM (1 mL) aufgenommen, mit
25 %TFA in DCM (5 mL) versetzt und fiir 1 Stunde bei Raumtemperatur gertihrt. Die
Reaktionsmischung wurde mit einer gesattigten Losung NaHCOs3 alkalisiert und die
wassrige Phase mit DCM (3 x50 mL) extrahiert. Die resultierenden organischen
Phasen wurden tber Na2S04 getrocknet und das Losungsmittel im Vakuum entfernt.
Nach Saulenchromatographie an Kieselgel (2% MeOH/DCM +1 % NH3) wund
anschlieRender HPLC (MeCN/H20 +5 mM NH40Ac) wurden die erhaltenen
Fraktionen mit DCM und einer ges. NaHCOs3-Losung versetzt und die wassrige Phase
mit DCM (3 x 50 mL) extrahiert. Die organischen Phasen wurden vereinigt und liber
Naz2S04 getrocknet. Evaporation der fliichtigen Bestandteile im Vakuum lieferte

37.8 mg (0.09 mmol, 39 %) des gewlinschten Produkts als weifden Feststoff.

1H NMR (500 MHz, DMSO-ds) § 12.13 (s, 1H), 10.20 (s, 1H), 9.33 (s, 1H), 7.52 (s, 1H),
7.50 - 7.43 (m, 2H), 7.36-7.30 (m, 1H), 6.85 (d, ] = 8.0 Hz, 1H), 6.46-6.38 (m, 1H), 6.25
(d, ] = 16.9 Hz, 2H), 5.95 (s, 1H), 5.78-5.73 (m, 1H), 3.49-3.40 (m, 4H), 2.41-2.34 (m,
4H), 2.21 (s, 3H).
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I3CNMR (151 MHz, DMSO-ds) 6 164.45, 164.27, 163.43, 161.72, 153.71, 149.00,
140.04, 131.82,129.56, 128.71, 127.43,117.01, 115.43, 112.81,m 79.31, 54.19, 45.78,
43.76.

HRMS (ESI-MS): Berechnet: 421.21005 fur C21H25NgO2 [M+H]*. Gefunden: 421.20919.

8.1.3.15 Darstellung von N-(3-((4-((1H-Pyrazol-3-yl)amino)-6-(4-
methylpiperazin-1-yl)pyrimidin-2-yl)oxy)phenyl)propionamid (80)

N-NH

NN E
N :

7

Propionylchlorid (29.7 uL, 0.34 mmol) wurde in THF (2 mL) verdiinnt und bei 0 ° zu
einer Losung aus 25 (80 mg, 0.17 mmol) und DIPEA (57.8 ul; 0.34 mmol) in THF
(10 mL) getropft. Das Reaktionsgemisch wurde fiir 1 Stunde bei 0 °C geriihrt und
anschlieffend mit einer ges. NaHCO3-Losung und DCM versetzt. Nach Phasentrennung
folgte die Extraktion der wassrigen Phase mit DCM (3 x 100 mL). Die organischen
Phasen wurden vereinigt, tiber Na2SO4 getrocknet und die fliichtigen Bestandteile im
Vakuum entfernt. Der resultierende Riickstand wurde in DCM (1 mL) aufgenommen,
mit 25 %TFA in DCM (5 mL) behandelt und fiir 1 Stunde bei RT geriihrt. Im Anschluss
wurde das Reaktionsgemisch mit einer gesattigten Losung NaHCO3 neutralisiert und
die wassrige Phase mit DCM (3 x 50 mL) extrahiert. Der Vereinigung der organischen
Phasen folgte die Trocknung iiber Na2S04 und das Konzentrieren des Losungsmittels.
Nach Saulenchromatographie an Kieselgel (3 % MeOH/DCM +1 % NHs3) und
anschlief}ender HPLC (MeCN/Hz20 + 0.1 % TFA) wurden die erhaltenen Fraktionen
mit DCM und einer ges. NaHCOs3-Losung versetzt und die wassrige Phase mit DCM

(3x50 mL) extrahiert. Die organischen Phasen wurden vereinigt und iiber Na2S04
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getrocknet. Evaporation der fliichtigen Bestandteile im Vakuum lieferte 28.8 mg

(0.06 mmol, 35 %) des gewiinschten Produkts als gelben Feststoff.

1H NMR (500 MHz, DMSO-de) 6 12.02 (bs, 1H), 9.90 (s, 1H), 9.33 (1s, 1H), 7.44 (bs, 2H),
7.39 (d, J=8.0, 1H), 7.28 (t, 1H), 6.80 (dd, /= 8.0, 1.5 Hz, 1H) 6.33 (bs, 1H),5.95 (d,
2.2 Hz, 1H) ), 3.46 - 3.41 (m, 4H), 2.39 - 2.34 (m, 4H), 2.31 (q, / = 7.5 Hz, 2), 2.21 (s,
3H), 1.07 (s, 3H).

13CNMR (126 MHz, DMSO-des) 6 172.29, 164.39, 164.19, 161.62, 153.63, 140.33,
129.30,116.30,115.03,112.41,109.27,95.47,79.27, 54.09, 45.65, 43.69, 29.68, 21.18,
9.73.

HRMS (ESI-MS): Berechnet: 423.22570 fir C21H27NsO2 [M+H]*. Gefunden: 423.22477.

8.1.3.16 Darstellung von 4-(Dimethylamino)-N-(4-((4-((5-methyl-1H-
pyrazol-3-yl)amino)-6-(4-methylpiperazin-1-yl)pyrimidin-2-
yl)oxy)phenyl)but-2-enamid (8p)

Zu einer Losung aus 4-(Dimethylamino)but-2-ensdaure Hydrochlorid (34.5 mg,
0.21 mmol) und Oxalylchlorid (18 uL, 0.21 mmol) in THF (1.5 mL) wurden bei 0 °C
150 uL einer Losung aus DMF (250 uL) in 1 mL THF gegeben und fiir 2 Stunden bei RT
geriihrt. Im Anschluss wurde das Reaktionsgemisch zu einer Lésung aus 24c (50 mg,
0.10 mmol) und NMP (0.5 mL) in THF (1 mL) gegeben und fiir 12 Stunden bei RT
umgesetzt. Nach anschliefSender Zugabe von 1N NaOH wurde die wassrige Phase mit
10 % MeOH/DCM extrahiert und die organischen Phasen vereinigt. Diese wurden im
weiteren Verlauf iiber Na2SOs getrocknet und das Losungsmittel im Vakuum

evaporiert. Nach HPLC-Aufreinigung (MeCN/H20 + 0.1 % TFA) wurden die erhaltenen
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Fraktionen mit DCM und einer ges. NaHCOs3-Losung versetzt und die wassrige Phase
mit DCM (3 x 50 mL) extrahiert. Die organischen Phasen wurden vereinigt und iiber
Na2S04 getrocknet. Evaporation der fliichtigen Bestandteile im Vakuum fiihrte zu

11.3 mg (0.02 mmol, 20 %) des gewlinschten Produkts als weifden Feststoff.

1H NMR (600 MHz, DMSO-ds) § 11.74 (s, 1H), 10.08 (s, 1H), 9.20 (s, 1H), 7.67 (d,] = 8.8
Hz, 2H), 7.10-7.05 (m, 2H), 6.73 (dt, ] = 15.4, 5.9 Hz, 1H), 6.27 (d, ] = 15.4 Hz, 1H), 6.22
(s, 1H), 5.64 (s, 1H), 3.41 (t, ] = 4.5 Hz, 4H), 3.06 (dd, ] = 5.8, 1.2 Hz, 2H), 2.33 (t,] = 5.0
Hz, 4H), 2.19 (s, 3H), 2.19 (s, 6H), 2.05 (s, 3H).

HRMS (ESI-MS): Berechnet: 492.28355 fiir C2sH34N9O2 [M+H]*. Gefunden: 492.28281.

8.1.3.17 Darstellung von 4,4,4-Trifluoro-N-(4-((4-((5-methyl-1H-pyrazol-3-
yl)amino)-6-(4-methylpiperazin-1-yl)pyrimidin-2-yl)oxy)phenyl)but-
2-enamid (8q)

Zu einer Losung aus 4,4,4-Trifluorobut-2-ensdure (36.5mg, 0.26 mmol) und
Oxalylchlorid (22 uL, 0.26 mmol) in THF (1.5 mL) wurden bei 0°C 150 uL einer
Losung aus DMF (250 uL) in 1 mL THF gegeben und fiir 3 Stunden bei RT geriihrt. Das
Reaktionsgemisch wurde anschlief3end mit einer Losung aus 24c (50 mg, 0.10 mmol)
und NMP (0.5 mL) in THF (1 mL) fiir 12 Stunden bei Raumtemperatur umgesetzt. Im
Anschluss wurde die Reaktionsmischung mit 1N NaOH versetzt und die wassrige
Phase mit 10 % MeOH/DCM extrahiert. Die organischen Phasen wurden im weiteren
Verlauf tiber Na2S04 getrocknet und das Losungsmittel im Vakuum entfernt. Der
Riickstand wurde in DCM (4 mL) aufgenommen und mit TFA (1 mL) fiir 12 Stunden

behandelt. Nach Zugabe einer ges. NaHCOs3-Lsg. und Extraktion der wassrigen Phase



132 Experimenteller Teil

mit 10 % MeOH/DCM wurden die organischen Phasen tiber Na2S04 getrocknet und
das Losungsmittel evaporiert. Aufreinigung des Rohprodukts erfolgte mittels HPLC
(MeCN/H20 + 0.1 % TFA). AnschliefRend wurden die erhaltenen Fraktionen mit DCM
und einer ges. NaHCOs3-Losung versetzt und die wassrige Phase mit DCM (3 x 50 mL)
extrahiert. Die organischen Phasen wurden vereinigt und iiber Na2S04 getrocknet.
Evaporation der fliichtigen Bestandteile im Vakuum lieferte 13.3 mg (0,10 mmol,

30 %).

1H NMR (400 MHz, DMSO-ds) 6 11.76 (s, 1H), 10.64 (s, 1H), 9.26 (s, 1H), 7.69 (d, ] = 8.9
Hz, 2H), 7.14 (d, ] = 8.9 Hz, 2H), 7.03-6.89 (m, 2H), 6.25 (s, 1H), 5.63 (s, 1H), 3.43 (s,
4H), 2.39 (s, 4H), 2.23 (s, 3H), 2.05 (s, 3H).

HRMS (ESI-MS): Berechnet: 503.21308 fiir C23H26NsO2Fs [M+H]*. Gefunden:
423.22477.

8.1.3.18 Darstellung von N-(6-Chloro-2-(3-nitrophenoxy)pyrimidin-4-yl)-
1H-indazol-3-amin (14)

Zu einer Losung aus 11b (950 mg, 3.32 mmol), Natriumiodid (498 mg, 3.32 mmol)
und 1H-Indazol-3-amin (531 mg, 3.99 mmol) in DMF (12 mL) wurde DIPEA (0.87 mL,
4.98 mmol) gegeben und das Reaktionsgemisch fiir 2 Stunden bei 110 °C geriihrt.
Nach vollstindiger Umsetzung wurde die Reaktionsmischung auf RT abgekiihlt und
tropfenweise mit 6 mL H20 versetzt. Der entstandene hell-gelbe Feststoff wurde

filtriert, mit H20 gewaschen und die fliichtigen Bestandteile mit EtOH im Vakuum co-
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evaporiert. Sdulenchromatographie an Kieselgel (2 % MeOH/DCM + 1 % NH3) lieferte
1175 mg (2.16 mmol, 65 %) des gewiinschten Produkts als hell-gelben Festostoff.

1H-NMR (500 MHz, DMSO-de): & 12.66 (s, 1H), 10.70 (bs, 1H), 8.11-8.05 (m, 2H), 7.87
(bs, 1H), 7.75-7.69 (m, 3H), 7.44 (d,] = 8.3 Hz, 1H), 7.34 (t,] = 6.5 Hz, 1H), 7.01 (bs, 1H).

13C-NMR (126 MHz, DMSO-ds): 6 164.15, 163.62, 153.75, 153.71, 149.33, 141.49,
141.32, 131.71, 131.67, 129.65, 127.76, 121.09, 120.51, 117.93, 111.17, 110.93,
100.99.

LC-MS (ESI-MS): Berechnet: 383.07 fiir C17H12CIN6¢O3 [M+H]*. Gefunden: 383.11.

8.1.3.19 Darstellung von N-(6-(4-Methylpiperazin-1-yl)-2-(3-
nitrophenoxy)pyrimidin-4-yl)-1H-indazol-3-amin (18)

N-NH
/

HN

~N
NO,

14 (815 mg, 2.13 mmol) wurde in N-Methylpiperazin (8 mL) suspendiert und fiir
1 Stunde bei 110 °C erhitzt. Darauf folgend wurde das Reaktionsgemisch mit H20 und
EtOAc versetzt, die wassrige Phase mit EtOAc (3x70 mL) extrahiert und die
organischen Phasen vereinigt. Diese wurden zundchst mit einer NaHCOs-Lsg.
(2x50mL) und anschlief3end mit einer ges. NaCl-Lsg. (10 mL) gewaschen. Das
Losungsmittel wurde daraufhin tiber Na2S04 getrocknet und im Vakuum eingeengt.
Saulenchromatographie an Kieselgel (5% MeOH/DCM + 1 % NH3) lieferte 584 mg
(1.32 mmol, 62 %) des gewiinschten Produkts als hell-gelben Feststoff.
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1H-NMR (500 MHz, DMSO-ds) & 12.44 (s, 1H), 9.80 (s, 1H), 8.08 - 8.03 (m, 2H), 7.97 (d,
] =8.2 Hz, 1H), 7.68 - 7.66 (m, 2H), 7.41 (d, ] = 8.4 Hz, 1H), 7.36 - 7.30 (m, 1H), 7.00 (t,
J=7.5Hz, 1H), 6.93 (bs, 1H), 3.50 - 3.42 (m, 4H), 2.38 - 2.30 (m, 4H), 2.19 (s, 3H).

13C-NMR (126 MHz, DMSO-ds) 6 165.35, 164.06, 162.78, 154.58, 149.11, 143.03,
141.36,131.30,129.26,127.59,121.41, 120.00, 119.90,117.42,115.92, 110.58, 55.72,
54.88, 46.50, 44.63.

LC-MS (ESI-MS): Berechnet: 447.19 fiir C22H23Ns03 [M+H]*. Gefunden: 447.21.

8.1.3.20 Darstellung von tert-Butyl 3-((6-(4-methylpiperazin-1-yl)-2-(3-
nitrophenoxy)pyrimidin-4-yl)amino)-1H-indazol-1-carboxylat (22)

| \i
N N (0]
A L
NO,

Zu einer Losung aus 18 (605 mg, 1.36 mmol) und Di-tert-Butyl dicarbonat (0.33 mL,
1.42 mmol) in THF (14 mL) wurde bei 0 °C sukzessive Cs2C03 (464 mg, 1.42 mmol)
gegeben und fiir 14 Stunden bei Raumtemperatur umgesetzt. Anschlieféend wurde das
Reaktionsgemisch mit einer ges. NaHCO3-Lsg. (50 mL) versetzt, die wassrige Phase mit
EtOAc (2 x50 mL) extrahiert und die vereinigten organischen Phasen mit NaHCO3
(50 mL) und einer ges. NaCl-Lsg. (10 mL) gewaschen. Im Anschluss erfolgte die
Trocknung itiber Na2S04 und die fliichtigen Bestandteile wurden im Vakuum
konzentriert. Sdulenchromatographie an Kieselgel (3% MeOH/DCM) erbrachte

(703 mg, 1.29 mmol, 95 %) des gewlinschten Produkts als weifdgrauen Feststoff.
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1H NMR (500 MHz, DMSO-ds) & 10.44 (s, 1H), 8.32 (d, ] = 8.1 Hz, 1H), 8.14 - 8.06 (m,
3H), 7.71 (m, 2H), 7.64 - 7.57 (m, 2H), 7.33 (t,] = 7.6 Hz, 1H), 3.58 - 3.47 (m, 4H), 2.41
- 2.29 (m, 4H), 2.21 (s, 3H), 1.64 (s, 9H).

13C NMR (126 MHz, DMSO-ds) 6 165.56, 163.96, 161.31, 154.48, 149.72, 149.17,
147.28, 140.08, 131.39, 130.65, 129.28, 124.05, 122.11, 120.17, 119.67, 117.44,
114.69, 84.20, 84.14, 54.83, 46.47, 44.55, 28.58.

LC-MS (ESI-MS): Berechnet: 547.24 fiir C27H31NsOs [M+H]*. Gefunden: 547.06.

8.1.3.21 Darstellung von tert-Butyl 3-((2-(3-aminophenoxy)-6-(4-
methylpiperazin-1-yl)pyrimidin-4-yl)amino)-1H-indazol-1-carboxylat
(26)

Boc

N-N
|
HN

~N
NH,

Eine Suspension aus 22 (716 mg, 1.311 mmol) und Pd/C 10 % w/w (72 mg) in EtOAc
(12 mL) wurde auf 80 °C erhitzt, bevor Ammoniumformiat (331 mg, 13.1 mmol)
dazugegeben und das Reaktionsgemisch fiir 1 Stunde bei 80 °C geriihrt wurde. Nach
Ablauf der Reaktion wurde das entstandene weifdgraue Prazipitat in THF gelost und
tiber Celite filtriert. Im Anschluss wurde die resultierende Reaktionslésung mit EtOAc
(100 mL) verdiinnt und mit einer ges. NaHCO3- (2 x 30 mL) und NaCl-Lsg. (10 mL)
gewaschen. Die organische Phase wurde iiber Na2SO0s4 getrocknet und das
Losungsmittel im Vakuum entfernt. Sdulenchromatographie an Kieselgel (5%
MeOH/DCM) lieferte 596 mg (1.15 mmol, 88 %) des gewilinschten Produkts als

weifden Feststoff.
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1H NMR (500 MHz, CDCls) & 8.18 (d, ] = 6.6 Hz, 1H), 7.99 (s, 1H), 7.56 - 7.52 (m, 3H),
7.25 (t, ] = 7.9 Hz, 1H), 7.16 (t, / = 7.9 Hz, 1H), 6.62 (d, ] = 8.0 Hz, 1H), 6.59 - 6.51 (m,
2H), 3.85 (bs, 2H), 3.75 (m, 4H), 2.50 (m, 4H), 2.36 (s, 3H), 1.72 (s, 9H).

13C NMR (126 MHz, CDCl3) 6 165.99, 164.91, 159.90, 154.76, 149.86, 148.12, 146.49,
130.20, 130.12, 123.68, 119.17, 119.03, 115.25, 112.72, 112.35, 109.63, 84.02, 83.50,
55.14, 46.53, 44.57, 30.08, 28.62.

LC-MS (ESI-MS): Berechnet: 517.27 fiir C27H33Ng03 [M+H]*. Gefunden: 517.08.

8.1.3.22 Darstellung von N-(3-((4-((1H-Indazol-3-yl)amino)-6-(4-
methylpiperazin-1-yl)pyrimidin-2-yl)oxy)phenyl) acrylamid (9a)
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Acryloylchlorid (25 uL, 0.31 mmol) wurde in THF (1 mL) verdiinnt, bei 0°C

tropfenweise zu einer Losung aus 26 (150 mg, 0.29 mmol) und DIPEA (0.15 mL,
0.87 mmol) gegeben und fiir 1 Stunde geriihrt. Das Reaktionsgemisch wurde mit
EtOAc (80 mL) versetzt und die organische Phase mit H20 (50 mL), einer ges. NaHCO3-
(50 mL) und NaCl-Loésung (10 mL) gewaschen. Im Anschluss wurde die organische
Phase tiber Na2S04 getrocknet und die fliichtigen Bestandteile im Vakuum entfernt.
Der resultierende Riickstand wurde in DCM (2 mL) aufgenommen, tropfenweise bei
0 °C mit 50 % TFA in DCM (3 mL) versetzt und fir 1 Stunde bei RT gertiihrt. Darauf
folgend wurde das Reaktionsgemisch mit einer gesattigten NaHCOs-Lsg. (30 mL)
versetzt und die wassrige Phase mit DCM (60 mL) extrahiert. Nach Vereinigung der

organischen Phasen wurden diese tiber Na2SO4 getrocknet und das Losungsmittel im
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Vakuum eingeengt. Sdulenchromatographie an Kieselgel (8 % MeOH/DCM) lieferte
121 mg (0.26 mmol, 88 %) des gewiinschten Produkts als weifden Feststoff.

1H NMR (500 MHz, DMSO-ds) & 12.40 (s, 1H), 10.20 (s, 1H), 9.76 (s, 1H), 8.01 (d,
J=8.1Hz, 1H), 7.55 (s, 1H), 7.45 (d, ] = 8.1 Hz, 1H), 7.39 (d, ] = 8.3 Hz, 1H), 7.36 - 7.28
(m, 2H), 7.01 (t, ] = 7.5 Hz, 1H), 6.96 (s, 1H), 6.87 (d, ] = 8.1 Hz, 1H), 6.43 (dd, ] = 16.9,
10.1 Hz, 1H), 6.26 (d, ] = 17.0 Hz, 1H), 5.76 (d, ] = 10.7 Hz, 1H), 3.45 (m, 4H), 2.34 (m,
4H), 2.19 (s, 3H).

13C NMR (126 MHz, DMSO-ds) & 165.56, 164.64, 164.07, 162.78, 154.68, 143.23,
141.33, 140.76, 132.65, 130.15, 127.87, 127.61, 121.46, 119.87, 117.25, 115.93,
115.84, 113.09, 110.51, 81.09, 54.90, 46.50, 44.56.

HRMS (ESI-MS): Berechnet: 471.22570 fiir C2sH27NsO2 [M+H]*. Gefunden: 471.22515.

8.1.3.23 Darstellung von N-(3-((4-((1H-Indazol-3-yl)amino)-6-(4-
methylpiperazin-1-yl)pyrimidin-2-yl)oxy)phenyl) propionamid (9b)
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Propionylchlorid (18 uL, 0.20 mmol) wurde in THF (1 mL) verdiinnt, bei 0°C

tropfenweise zu einer Losung aus 26 (100 mg, 0.19 mmol) und DIPEA (101 uL,
0.58 mmol) gegeben und fiir 1 Stunde gertihrt. Das Reaktionsgemisch wurde in EtOAc
(50 mL) verdinnt und mit H20 (40 mL), einer ges. NaHCO3-(40 mL) und NaCl-Lsg.
(10 mL) gewaschen. Die organische Phase wurde anschliefend iiber Na2SOs
getrocknet und das Losungsmittel im Vakuum konzentriert. Der Riickstand wurde in

DCM (2 mL) aufgenommen, tropfenweise bei 0 °C mit 50 % TFA in DCM (3 mL)
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versetzt und fiir 1 Stunde bei RT geriihrt. Nach Zugabe einer gesattigten NaHCOs-
Losung (30 mL) folgte die Extraktion der wassrigen Phase mit DCM (60 mL).
Anschliefend wurden die organischen Phasen iliber Na2SOs4 getrocknet und die
fliichtigen Bestandteile im Vakuum entfernt. Sdulenchromatographie an Kieselgel
(8.5 % MeOH/DCM) lieferte 86 mg (0.18 mmol, 95 %) des gewiinschten Produkts als

weifden Feststoff.

1H NMR (500 MHz, DMSO-de) & 12.40 (s, 1H), 9.90 (s, 1H), 9.74 (s, 1H), 8.01 (d,
J=8.0Hz, 1H), 7.57 (s, 1H), 7.43 - 7.21 (m, 4H), 7.01 (t, ] = 7.4 Hz, 1H), 6.96 (s, 1H),
6.82 (d,] = 7.8 Hz, 1H), 3.44 (bs, 4H), 2.31 (m, 6H), 2.19 (s, 3H), 1.08 (t, ] = 7.1 Hz, 3H).

13C NMR (126 MHz, DMSO-ds) 6 172.93, 165.56, 164.67, 162.78, 154.64, 143.25,
141.34, 141.13, 129.99, 127.61, 121.47, 119.87, 116.65, 115.88, 115.58, 112.76,
110.52, 81.06, 54.93, 46.53, 44.58, 30.43, 10.48.

HRMS (ESI-MS): Berechnet: 473.24135 fiir C2sH20NsO2 [M+H]*. Gefunden: 473.24113.

8.1.3.24 Darstellung von N-(3-((4-((1H-Indazol-3-yl)amino)-6-(4-methyl-
piperazin-1-yl)pyrimidin-2-yl)oxy)phenyl)-4-(dimethylamino)but-2-

enamid (9c¢)
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Zu einer Suspension aus 4-(Dimethylamino)but-2-ensdure Hydrochlorid (26 mg,
0.16 mmol) in THF (1.2 mL) wurden bei 0 °C 100 uL einer Mischung aus DMF/THF

(1:1) und Oxalyldichlorid (13 uL, 0.16 mmol) gegeben. Das Reaktionsgemisch wurde
fir 15 Minuten auf RT abgekiihlt, bevor eine Losung aus 26 (20 mg, 0.04 mmol) und
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DIPEA (0.027 mL, 0.155 mmol) in THF/NMP (2:1, 0.75 mL) bei 0 °C tropfenweise
zugegeben wurde. Nach einer Reaktionszeit von 2 Stunden bei RT wurde das
Reaktionsgemisch mit EtOAc und einer ges. NaHCOs3-Lsg. versetzt und die wassrige
Phase mit EtOAc (2 x 50 mL) extrahiert. Anschliefiend wurden die organischen Phasen
aufeinander folgend mit einer ges. NaHCOs3-Lsg. (50 mL) und einer ges. NaCl-Lsg.
(10 mL) gewaschen. Die organische Phase wurde im Anschluss iiber Na2SOs
getrocknet und das Losungsmittel im Vakuum konzentriert. Sdulenchromatographie
an Kieselgel (4% MeOH/DCM +1 % NH3) lieferte 24 mg (0.037 mmol) des
gewiinschten Boc-geschiitzen Produkt als weif3en Feststoff. Im Anschluss wurde der
erhaltene Feststoff in DCM (1 mL) aufgenommen, tropfenweise bei 0 °C mit 50 % TFA
in DCM versetzt und fiir 2 Stunden bei RT umgesetzt. Nach Zugabe einer ges. NaHCOs3-
Lsg. und DCM wurde die wassrige Phase mit DCM (3 x 30 mL) extrahiert und die
vereinigten organischen Phasen zunachst mit einer ges. Losung NaHCO3 (30 mL) und
anschlief3end mit einer ges. NaCl-Losung (10 mL) gewaschen. Nach Vereinigung der
organischen Phasen wurden diese tiber Na2S04 getrocknet und das Losungsmittel im
Vakuum entfernt. Sdulenchromatographie an Kieselgel (8 % MeOH/DCM + 1 % NH3)
ergab 19 mg (0.04 mmol, 95 %) des gewlinschten Produkts als weif3en Feststoff.

1H NMR (500 MHz, DMSO-ds) 6 12.39 (s, 1H), 10.12 (s, 1H), 9.73 (s, 1H), 7.99 (d,
J=8.2 Hz, 1H), 7.53 (s, 1H), 7.42 (d, ] = 8.2 Hz, 1H), 7.39 (d, ] = 8.4 Hz, 1H), 7.34 - 7.28
(m, 2H), 7.00 (t,] = 7.5 Hz, 1H), 6.94 (s, 1H), 6.85 (d, ] = 8.0 Hz, 1H), 6.73 (dt,] = 15.4 Hz,
J=5.6 Hz, 1H), 6.26 (d, ] = 15.4 Hz, 1H), 3.44 (m, 4H), 3.07 (d, ] = 5.6 Hz, 2H), 2.34 (m,
4H), 2.18 (s, 9H).

13C NMR (126 MHz, DMSO-ds) 6 165.54, 164.65, 164.08, 162.77, 154.61, 143.21,
141.34, 140.92, 139.49, 130.10, 127.62, 127.58, 126.85, 121.44, 119.89, 117.09,
115.84,113.01, 110.53, 81.05, 60.48, 54.91, 46.51, 45.90, 44.57.

HRMS (ESI-MS): Berechnet: 528.28355 fiir C2sH34N9O2 [M+H]*. Gefunden: 528.28230.
Berechnet: 550.26549 fiir C2sH33N902Na [M+Na]*. Gefunden: 550.26336.
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8.1.3.25 Darstellung von 5-Bromo-N-(6-chloro-2-(3-nitrophenoxy)-
pyrimidin-4-yl)-1H-indazol-3-amin (15)

Eine Losung aus 18b (850 mg, 2.97 mmol), Nal (223 mg, 1.49 mmol) und 5-Bromo-
1H-indazol-3-amin (756 mg, 3.57 mmol) in DMF (8 mL) und DIPEA (621 uL,
3.57 mmol) wurde fiir 1 Stunde auf 110 °C erhitzt. Nach vollstindiger Umsetzung
wurde das Reaktionsgemisch zundchst auf RT abgekiihlt und anschliefRend
tropfenweise mit H20 (8 mL) behandelt. Infolgedessen bildete sich ein hell-gelber
Feststoff, der filtriert und mit H20 gewaschen wurde. Abschliefend wurde das
restliche Losungsmittel mit EtOH im Vakuum co-evaporiert. Sdulenchromatographie
an Kieselgel (1 % MeOH/DCM + 0.5 % NH3) lieferte 823 mg (1.78 mmol, 60 %) des
gewiinschten Produkts als hell-gelben Feststoff.

1H NMR (500 MHz, DMSO-de) § 12.84 (s, 1H), 10.69 (bs, 1H), 8.17 - 8.05 (m, 3H), 7.75
- 7.65 (m, 3H), 7.44 - 7.40 (s, 2H).

13C-NMR (126 MHz, DMSO-ds): 6 165.21, 163.11, 154.50, 153.63, 150.58, 145.62,
142.67, 133.28, 132.08, 129.73, 128.19, 120.89, 120.65, 115.38, 112.21, 111.92,
102.25.

LC-MS (ESI-MS): Berechnet: 460.98 fiir C17H11BrCINe¢O3 [M+H]*. Gefunden: 461.04.
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8.1.3.26 Darstellung von 5-Bromo-N-(6-(4-methylpiperazin-1-yl)-2-(3-
nitrophenoxy)pyrimidin-4-yl)-1H-indazol-3-amin (19)

15 (170 mg, 0.37 mmol) wurde in N-Methylpiperazin (2 mL) suspendiert und fiir
1 Stunde bei 110 °C umgesetzt. Nach Zugabe von H20 und EtOAc wurde die wassrige
Phase (50 mL) mit EtOAc (3 x 80 mL) extrahiert und die vereinigten organischen
Phasen aufeinanderfolgend mit einer ges. NaHCOs3-Lsg. (2 x 50 mL) und einer ges.
NaCl-Lsg. (10 mL) gewaschen. Die organische Phase wurde schlief3lich tiber Naz2S0s4,
getrocknet und das Losungsmittel im Vakuum entfernt. Sdulenchromatographie an
Kieselgel (2 % MeOH/DCM +1 % NH3) ergab 125mg (0,24 mmol, 65 %) des
gewiinschten Produkts als hell-gelben Feststoff.

1H NMR (500 MHz, DMSO-ds) 6 12.62 (s, 1H), 9.84 (s, 1H), 8.25 (s, 1H), 8.09 - 8.01 (m,
2H), 7.72 - 7.64 (m, 2H), 7.41 (m, 2H), 6.95 (bs, 1H), 3.50 - 3.44 (m, 4H), 2.39 - 2.31
(m, 4H), 2.20 (s, 3H).

13C NMR (126 MHz, DMSO-ds) 6 165.41, 164.04, 162.40, 154.50, 149.09, 142.55,

140.00,131.28,130.30, 129.28,123.92,120.04,117.42,117.27,112.70, 111.93, 81.50,
54.89, 46.52, 44.66.

LC-MS (ESI-MS): Berechnet: 525.10 fiir C22H22BrNsO3 [M+H]*. Gefunden: 525.12.
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8.1.3.27 Darstellung von tert-Butyl 5-bromo-3-((6-(4-methylpiperazin-1-
yl)-2-(3-nitrophenoxy)pyrimidin-4-yl)amino)-1H-indazol-1-carboxylat
(23)

Boc

Zu einer Losung aus 19 (354 mg, 0.67 mmol) und Di-tert-Butyldicarbonat (170 uL,
0.74 mmol) in THF (8.4 mL) wurde sukzessive Cs2C03 (242 mg, 0.741 mmol) bei 0 °C
gegeben und das entstandene Reaktionsgemisch fiir 3 Stunden bei Raumtemperatur
gerihrt. Der Zugabe einer ges. NaHCOs-Lsg. (50 mL) folgte die Extraktion der
wassrigen Phase mit EtOAc (2 x 60 mL) und die Vereinigung der organischen Phasen.
Darauf folgend wurde die organische Phase zunichst mit einer ges. NaHCOs3-Losung
(50 mL) und anschlief3end mit einer ges. NaCl-Lsg. (10 mL) gewaschen, worauf die
Trocknung tiber Na2SOs4 folgte. Die fliichtigen Bestandteile wurden im Vakuum
konzentriert. Sdulenchromatographie an Kieselgel (2 % MeOH/DCM) lieferte 703 mg
(0.64 mmol, 95 %) des gewiinschten Produkts als weiféen Feststoff.

1H NMR (500 MHz, CDCls) & 8.08 (m, 2H), 8.03 (dt, ] = 6.9 Hz, ] = 2.3 Hz, 1H), 7.87 (s,
1H), 7.68 (d, ] = 1.4 Hz, 1H), 7.62 (dd, ] = 8.9 Hz, ] = 1.7 Hz, 1H), 7.50 - 7.43 (m, 3H),
3.68 (m, 4H), 2.51 - 2.42 (m, 4H), 2.34 (s, 3H), 1.69 (s, 9H).

13C NMR (126 MHz, CDCl3) 6 165.20, 163.46, 159.45, 153.50, 149.06, 148.71, 144.82,
138.75,132.87,129.50, 128.18,121.50,120.17,119.52,117.53, 116.33, 116.29, 84.26,
83.56, 54.61, 46.13, 44.26, 28.16.

LC-MS (ESI-MS): Berechnet: 625.15 fiir C27H30BrNsOs [M+H]*. Gefunden: 624.97.
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8.1.3.28 Darstellung von tert-Butyl 3-((2-(3-aminophenoxy)-6-(4-methyl-
piperazin-1-yl)pyrimidin-4-yl)amino)-5-bromo-1H-indazol-1-
carboxylat (27)

Boc

Eine Suspension aus 23 (262 mg, 0.42 mmol) und Pd/C 10 % w/w (26 mg) in
EtOAc/MeOH (7:1, 8mL) wurde zundchst auf 80°C erhitzt ehe der
Redaktionsmischung Ammoniumformiat (106 mg, 1.68 mmol) zugegeben wurde. Das
Reaktionsgemisch wurde fiir 1 Stunde bei 80 °C erhitzt. Anschliefiend wurde das
entstandene Prazipitat in THF gelost und tiber Celite filtriert. Die resultierende
Reaktionsléosung wurde mit EtOAc (100 mL) verdinnt und mit einer ges. NaHCOs3-
(2 x30 mL) und NaCl-Lsg. (10 mL) gewaschen. Die organische Phase wurde in der
Folge tber Na2SOs getrocknet und das Losungsmittel im Vakuum eingeengt.
Saulenchromatographie an Kieselgel (2 % MeOH/DCM + 0.5 % NH3) lieferte 120 mg
(0.20 mmol, 48 %) des gewiinschten Produkts als weifden Feststoff.

1H NMR (500 MHz, CDCl3) § 8.01 - 7.95 (m, 3H), 7.81 (s, 1H), 7.56 - 7.53 (m, 2H), 7.35
(d,J = 8.8 Hz, 1H), 7.23 - 7.19 (m, 2H), 3.65 - 3.62 (m, 6H), 2.48 - 2.45 (m, 4H), 2.33 (s,
3H), 1.67 (s, 9H).

13C NMR (126 MHz, CDCls) § 164.43, 163.60, 157.02, 152.82, 148.85, 147.16, 141.54,

137.21,133.30,126.12,127.55,120.86,128.93,117.22,116.81,113.17, 114.02, 84.37,
82.25,52.71,45.90, 42.20, 27.88.

LC-MS (ESI-MS): Berechnet: 595.18 fiir C27H32BrNsO3 [M+H]*. Gefunden: 594.92.
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8.1.3.29 Darstellung von N-(3-((4-((5-Bromo-1H-indazol-3-yl)amino)-6-(4-
methylpiperazin-1-yl)pyrimidin-2-yl)oxy)phenyl)acrylamid (9d)
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27 (45 mg, 0.08 mmol) und DIPEA (053 uL, 0.30 mmol) wurden in THF (1.5 mL) gel6st
und fiir 10 Minuten bei 0°C geriihrt. Eine Losung aus Acryloylchlorid (6 uL,
0.08 mmol) in THF (0.5 mL) wurde dem Reaktionsgemisch tropfenweise hinzugefiigt
und fiir 1 Stunde bei RT geriihrt. Nach Zugabe einer Mischung aus DCM/MeOH (9:1,
60 mL) wurde die organische Phase stufenweise mit H20 (30 mL), einer gesattigten
NaHCOs-Lsg. (30 mL) und einer ges. NaCl-Lsg. (10 mL) gewaschen. Die organische
wurde daraufhin tiber Na2S04 getrocknet und die restlichen fliichtigen Bestandteile im
Vakuum entfernt. Der erhaltene weifdgraue Riickstand wurde in DCM (1 mL)
aufgenommen, tropfenweise bei 0 °C mit TFA 50 % in DCM (2 mL) versetzt und fiir
1 Stunde bei RT geriihrt. Nach Behandlung der Reaktionslésung mit DCM wurde eine
ges. Losung NaHCOs (25 mL) hinzugeben und die organische Phase mit einer
Mischung aus DCM/MeOH (60 mL, 9:1) extrahiert. Diese wurde darauf folgend mit
einer ges. NaHCOs3- (25mL) und NaCl-Lsg. (10 mL) gewaschen, tber Na2SO4
getrocknet und das Losungsmittel im Vakuum entfernt. Sdulenchromatographie an
Kieselgel (3% MeOH/DCM +1 % NH3) lieferte 36 mg (0.07 mmol, 87 %) des

gewiinschten Produkts als weifsen Feststoff.

1H NMR (500 MHz, DMSO-de) § 12.69 (bs, 1H), 10.30 (s, 1H), 9.93 (s, 1H), 8.26 (s, 1H),
7.65 (s, 1H), 7.46 - 7.41 (m, 3H), 7.33 (t, ] = 8.1 Hz, 1H), 6.96 (s, 1H), 6.89 (d, ] = 9.4 Hz,
1H), 6.45 (dd, ] = 16.9, 10.2 Hz, 1H), 6.27 (dd, ] = 17.0, 1.7 Hz, 1H), 5.77 (d, ] = 11.4 Hz,
1H), 4.25 (bs, 2H), 3.23 (bs, 2H), 3.08 (bs, 2H), 2.82 (s, 3H).
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13C NMR (126 MHz, DMSO-ds) 6 165.20, 164.61, 164.19, 163.00, 154.36, 142.35,
140.82, 140.12, 132.63, 130.37, 130.20, 127.94, 123.87, 117.31, 117.23, 116.54,
116.21,113.24,112.83,112.07, 81.70, 55.72, 52.62, 43.05, 41.93.

HRMS (ESI-MS): Berechnet: 549.13621 fir C2sH26BrNsO2z [M+H]*. Gefunden:
549.13550. Berechnet: 551.13416 fiir C25H2681BrNsO2 [M+H]*. Gefunden: 551.13345.

8.1.3.30 Darstellung von 1-(4-(6-((1H-Indazol-3-yl)amino)-2-(3-
nitrophenoxy)pyrimidin-4-yl)piperazin-1-yl)ethan-1-on (28)

14 (290 mg, 0.76 mmol), Nal (114 mg, 0.76 mmol) und DIPEA (486 mg, 3.79 mmol)
wurden in DMF (3 mL) gelost und fiir 2 Stunden bei 110 °C erhitzt. Nach Zugabe von
H20 (50 mL) und EtOAc (50 mL) erfolgte die Extraktion der wassrigen Phase mit
EtOAc (2 x50 mL). Die organischen Phasen wurden vereinigt, sukzessive mit H20
(2x50mL) und einer ges. NaCl-Lsg. (20 mL) gewaschen und anschliefend iiber
Na2S0s getrocknet. Die restlichen fliichtigen Bestandteile wurden im Vakuum
konzentriert. Sdulenchromatographie an Kieselgel (3 % MeOH/DCM + 1 % NH3)
lieferte 252 mg (0.53 mmol, 70 %) des gewiinschten Produkts als hell-gelben
Feststoff.

1H NMR (500 MHz, DMSO-ds) & 12.45 (s, 1H), 9.83 (s, 1H), 8.06 (m, 2H), 7.96 (d,
J=8.1Hz, 1H), 7.69 - 7.68 (m, 2H), 7.41 (d, ] = 8.4 Hz, 1H), 7.33 (t, ] = 7.6 Hz, 1H), 7.01
(t,] = 7.5 Hz, 1H), 6.90 (bs, 1H), 3.52 (bs, 6H), 3.47 (bs, 2H), 2.03 (s, 3H).
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13C NMR (126 MHz, DMSO-ds) 6 169.43, 165.50, 164.74, 162.96, 153.24, 147.02,
142.94, 141.40, 131.33, 129.29, 127.59, 121.41, 120.08, 119.94, 117.47, 115.96,
110.66, 81.31, 45.73, 44.57, 44.39, 22.07.

LC-MS (ESI-MS): Berechnet: 475.18 fiir C23H23Ns04 [M+ H]. Gefunden: 475.07.

8.1.3.31 Darstellung von tert-Butyl 3-((6-(4-Acetylpiperazin-1-yl)-2-(3-
nitrophenoxy)pyrimidin-4-yl) (tert-butoxycarbonyl)amino)-1H-
indazol-1-carboxylat (29)

IBoc
N—N

R. k@
N
O
N“ o
ol

R=H, Boc 2

T

Zu einer Losung aus 28 (90 mg, 0.19 mmol) und Di-tert-Butyldicarbonat (48 uL,
0.21 mmol) in THF (2.5 mL) wurde sukzessive Cs2C03 (68 mg, 0.21 mmol) bei 0 °C
gegeben und das entstandene Reaktionsgemisch fiir 3 Stunden bei Raumtemperatur
gerithrt. Der Zugabe einer ges. NaHCOs-Lsg. (50 mL) folgte die Extraktion der
wassrigen Phase mit EtOAc (2 x 60 mL). Die organischen Phasen wurden vereinigt und
mit einer gesattigten NaHCOs- (50 mL) und NaCl-Lsg. (10 mL) gewaschen und tber
Na2S04 getrocknet. Das Losungsmittel wurde anschlief3end im Vakuum konzentriert.
Saulenchromatographie an Kieselgel (1 % MeOH/DCM) lieferte 77 mg (0.13 mmol,

70 %) des gewlinschten Produkts als weifden Feststoff.

1H NMR (500 MHz, CDCl3) 6 8.15 (m, 2H), 8.07 - 8.05 (m, 1H), 7.94 (d, ] = 8.3 Hz, 1H),
7.72 - 7.65 (m, 1H), 7.61 - 7.48 (m, 6H), 7.41 (t, ] = 7.7 Hz, 1H), 7.31 (t, ] = 7.5Hz, 1H),
7.26 (d,] = 2.1 Hz, 1H), 7.24 (d, ] = 7.9 Hz, 1H), 7.13 (m, 2H), 7.01 (m, 2H), 3.79 - 3.69
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(m, 10H), 3.67 - 3.51 (m, 6H), 2.15 (m, 3H), 2.13 (m, 3H), 1.74 (s, 9H), 1.71 (s, 9H), 1.31
(s, 9H).

13C NMR (126 MHz, CDCI3) 6 169.63, 165.70, 161.65, 160.19, 153.98, 152.15, 149.20,
148.21, 130.35, 130.05, 129.12, 128.90, 128.60, 128.50, 128.48, 123.98, 123.81,
123.27, 119.99, 119.72, 119.65, 117.90, 115.43, 115.04, 88.54, 85.62, 84.05, 84.01,
28.64, 28.60, 28.22, 21.76.

LC-MS (ESI-MS): Boc-Derivat: Berechnet: 575.24 fiir C28H31NsOs [M+H*]. Gefunden:
574.97.

LC-MS (ESI-MS): Di-Boc-Derivat: Berechnet: 675.29 fiir C33H39NgOs [M+H]*. Gefunden:
674.94.

8.1.3.32 Darstellung von tert-Butyl 3-((6-(4-acetylpiperazin-1-yl)-2-(3-
aminophenoxy)pyrimidin-4-yl)(tert-butoxycarbonyl)amino)-1H-
indazol-1-carboxylat (30)

IBoc
N—N

™ Q,

R=H, Boc 2

Eine Suspension aus 29 (89 mg, 0.16 mmol) und Pd/C 10 % w/w (9 mg) in EtOAc
(3 mL) wurde auf 80 °C erhitzt, mit Ammoniumformiat (98 mg, 1.55 mmol) versetzt
und fiir 1 Stunde geriihrt. Im Anschluss wurde das entstandene Prazipitat in THF
gelost, tiber Celite filtriert und mit EtOAc (100 mL) verdiinnt. Die organische Phase
wurde darauffolgend mit einer ges. NaHCOs3- (2 x30 mL) und NaCl-Lsg. (10 mL)

gewaschen und tiber Na2S04 getrocknet. Sdulenchromatographie an Kieselgel (2 %
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MeOH/DCM) lieferte 69 mg (0.14 mmol, 88 %) des gewlinschten Produkts als weifden

Feststoff.

1H NMR (500 MHz, CDCl3) § 7.97 (m, 2H), 7.82 -7.79 (m, 1H), 7.44 - 7.39 (m, 2H), 7.27
- 7.20 (m, 5H), 7.17 (m, 1H), 7.03 (t, ] = 7.6 Hz, 1H), 6.91 (t, ] = 7.5 Hz, 1H), 6.76 - 6.70
(m, 2H), 6.61 (m, 2H), 6.35 (m, 2H), 3.86 (bs, 4H), 3.73 - 3.67 (m, 10H), 3.62 - 3.47 (m,
6H), 2.11 (m, 3H), 2.08 (m, 3H), 1.72 (s, 9H), 1.70 (s, 9H), 1.29 (s, 9H).

13C NMR (126 MHz, CDCI3) 6 168.12, 166.02, 161.35, 160.81, 154.10, 151.87, 147.94,
145.32, 135.31, 128.86, 127.41, 126.77, 126.58, 126.03, 124.31, 123.70, 122.98,
120.80, 119.30, 118.53, 115.75, 115.30, 113.11, 112.49, 86.00, 84.60, 83.55, 27.15,
25.77,24.85, 20.89.

LC-MS (ESI-MS): Boc-Derivat: Berechnet: 545.26 fiir C2sH33Ng04 [M+H*]. Gefunden:
545.04.

LC-MS (ESI-MS): Di-Boc-Derivat: Berechnet: 645.31 fiir C33H41NsOes [M+H]*. Gefunden:
644.98.

8.1.3.33 Darstellung von N-(3-((4-((1H-Indazol-3-yl)amino)-6-(4-
acetylpiperazin-1-yl)pyrimidin-2-yl)oxy)phenyl)acrylamid (9e)

N—NH

YRS
oo
GNP

30 (52 mg, 0.1 mmol) und DIPEA (66 uL, 0.38 mmol) wurden in THF (2 mL) gel6st und
fiir 10 Minuten bei 0°C geriihrt. Nach tropfenweiser Zugabe einer LOosung aus
Acryloylchlorid (0.09 mL, 0.12 mmol) in THF (0.5 mL) wurde das Reaktionsgemisch
fiir 2 Stunden bei RT geriihrt ehe es mit EtOAc (50 mL) verdiinnt wurde. Im Anschluss
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wurde die organische Phase stufenweise mit H20 (30 mL), einer ges. NaHCOs3- (30 mL)
und NaCl-Lsg. (10 mL) gewaschen und iiber Naz2S04 getrocknet. Konzentration des
Losungsmittels im Vakuum ergab einen weifdgrauen Feststoff, welcher anschliefsend
in DCM (2 mL) aufgenommen, tropfenweise mit 50 % TFA in DCM (2 mL) bei 0 °C
versetzt und fiir 3 Stunden bei RT geriihrt wurde. Nach vollstandiger Umsetzung und
Zugabe von EtOAc wurde das Reaktionsgemisch mit einer ges. NaHCOs3-Lsg. (30 mL)
versetzt und die wassrige Phase mit EtOAc (60 mL) extrahiert. Die organische Phase
wurde im Anschluss mit einer ges. Losung NaHCOs (30 mL) und NaCl (10 mL)
gewaschen, iiber Na2SO4 getrocknet und die fliichtigen Bestandteile im Vakuum
entfernt. Sdulenchromatographie an Kieselgel (3 % MeOH/DCM + 1 % NH3) lieferte
36 mg (0.07 mmol, 75 %) des gewlinschten Produkts als weif3en Feststoff.

1H NMR (400 MHz, DMSO-ds) & 12.39 (s, 1H), 10.19 (s, 1H), 9.78 (s, 1H), 7.96 (d,
J=8.2Hz, 1H), 7.52 (s, 1H), 7.40 (d, = 8.2 Hz, 1H), 7.38 (d, ] = 7.9 Hz, 1H), 7.28 (m,
2H), 6.97 (t, J = 7.4 Hz, 1H), 6.91 (s, 1H), 6.84 (d, J = 8.0 Hz, 1H), 6.39 (dd, ] = 16.9,
10.1 Hz, 1H), 6.22 (d, ] = 16.9 Hz, 1H), 5.72 (d, J = 10.2 Hz, 1H), 3.47 (s, 6H), 3.42 (s,
2H), 1.97 (s, 3H).

13C NMR (101 MHz, DMSO-ds) 6 169.37, 165.37, 164.59, 164.08, 162.76, 154.57,
143.14, 141.31, 140.76, 132.59, 130.23, 128.01, 127.65, 121.45, 119.91, 117.32,
115.97,115.79,113.11, 110.54, 81.07, 45.77, 44.55, 44.34, 22.12.

HRMS (ESI-MS): Berechnet: 499.22061 fiir C26H27NsO3 [M+H]*. Gefunden: 499.22028.
Berechnet: 521.20256 fiir C26H26NsO3Na [M+Na]*. Gefunden: 521.20139.
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8.1.3.34 Darstellung von 2-(3-Nitrophenyl)pyrimidin-4,6-diol (32)

OH
I

3-Nitrobenzimidamid Hydrochlorid (1000 mg, 4.71 mmol) und DBU (1.41 mlL,
9.42 mmol) wurden in DMF (10 mL) gel6st, bei 0 °C mit Diethylmalonat (0.79 mL,
5.18 mmol) versetzt und fiir 8 Stunden bei 90 °C erhitzt. Im Anschluss wurde die
Reaktionsmischung auf 0 °C abgekiihlt und tropfenweise mit 1N HCI behandelt. Das
gebildete weifde Prazipitat wurde filtriert und sukzessive mit 0.01 N HCl und EtOH
gewaschen. Evaporation der fliichtigen Bestandteile im Vakuum lieferte 990 mg

(4.24 mmol, 90 %) des gewiinschten Produkts als orangefarbigen Feststoff.

1H NMR (500 MHz, DMSO-ds) § 11.97 (bs, 2H), 8.96 (s, 1H), 8.54 (d, = 7.9 Hz, 1H),
8.36 (d,J = 7.9 HZ, 1H), 7.79 (t,] = 8.0 Hz, 1H), 5.54 (s, 1H), 1.88 (s, 3H).

13C NMR (126 MHz, DMSO-ds) 6 172.83, 169.69, 148.89, 134.64, 131.13, 126.56,
123.40,110.02, 89.45.

HRMS (ESI-MS): Berechnet: 234.05148 fiir C10HsN304 [M+H]*. Gefunden: 234.05217.



Experimenteller Teil 151

8.1.3.35 Darstellung von 4,6-Dichloro-2-(3-nitrophenyl)pyrimidin (33)

Cl
I

32 (933 mg, 4.00 mmol) und Diethylanilin (642 uL, 4.003 mmol) wurden mit
Phosphorylchlorid (10 mL) gel6st und fiir 4 Stunden bei 110 °C erhitzt. Das
Reaktionsgemisch wurde im Anschluss auf 0 °C abgekiihlt, portionsweise mit Eis
versetzt und fiir 30 Minuten bei 0 °C geriihrt. Nach Bildung eines Prazipitats ergab
anschliefRende Filtration 440 mg (1.64 mmol, 41 %) des gewiinschten Produkts als

weifden Feststoff.

1H NMR (500 MHz, DMSO-ds) & 8.88 - 8.87 (m, 1H), 8.61 (ddd, ] = 8.1, 2.3, 1.0 Hz, 1H),
8.41 (ddd, /] = 8.2, 2.3, 1.0 Hz, 1H), 8.03 (s, 1H), 7.83 (t, ] = 8.0 Hz, 1H).

13C NMR (126 MHz, DMSO-ds) 6 163.11, 162.70, 149.07, 136.76, 134.92, 131.70,
127.48,123.22,121.58.

LC-MS (ESI-MS): Berechnet: 269.98 fiir Ci10HsCl2N302 [M+H]*. Gefunden: Keine

Detektion, da nicht ionisierbar.



152 Experimenteller Teil

8.1.3.36 Darstellung von N-(6-Chloro-2-(3-nitrophenyl)pyrimidin-4-yl)-
1H-indazol-3-amin (34)

NO,

Eine Losung aus 33 (400 mg, 1.48 mmol), Nal (166 mg, 1.11 mmol), 1H-Indazol-3-
amin (217 mg, 1.63 mmol) und DIPEA (0.28 mL, 1.63 mmol) in DMF (5.3 mL) wurde
fiir 12 Stunden bei 110 °C erhitzt. Nach Zugabe von EtOAc und H20 (80 mL) folgte die
Extraktion der wassrigen Phase mit EtOAc (2 x 80 mL). Die organischen Phasen
wurden vereinigt, sukzessive mit H20 (2x80mL) und ges. NaCl-Lsg. (10 mL)
gewachsen und tiber Na2SOs getrocknet. Nachfolgend wurde das Losungsmittel im
Vakuum eingeengt. Sdulenchromatographie an Kieselgel (3 % MeOH/DCM + 1 % NH3)
lieferte 358 mg (0.98 mmol, 66 %) des gewiinschten Produkts als hell-gelben
Feststoff.

1H NMR (400 MHz, DMSO-ds) & 12.68 (s, 1H), 10.85 (s, 1H), 9.02 (s, 1H), 8.64 - 8.61
(m, 1H), 8.33 (d,/ = 8.0 Hz, 1H), 8.02 (s, 1H), 7.76 - 7.72 (m, 2H), 7.46 (d, ] = 8.4 Hz, 1H),
7.36 (t,] = 7.4 Hz, 1H), 7.07 (t, ] = 7.4 Hz, 1H).

13C NMR (101 MHz, DMSO-ds) 6 162.14, 161.92, 154.31, 149.00, 141.78, 141.45,
138.74,134.71, 131.20, 130.50, 127.91, 126.51, 123.16, 120.54, 110.97, 104.29.

LC-MS (ESI-MS): Berechnet: 367.07 fiir C17H12CIN6O2 [M+H]*. Gefunden: 367.14.
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8.1.3.37 Darstellung von N-(6-(4-Methylpiperazin-1-yl)-2-(3-
nitrophenyl)pyrimidin-4-yl)-1H-indazol-3-amin (35)

N-NH
|

HN

ﬁN
OO0

NO,

34 (333 mg, 0.91 mmol) wurde in N-Methylpiperazin (4 mL) suspendiert und fiir
45 Minuten bei 110 °C erhitzt. Die Reaktionsmischung wurde anschlief3end abgekiihlt
und mit H20 (60 mL) und DCM versetzt. Nach Phasentrennung wurde die wassrige
Phase (60 mL) mit einer Mischung aus DCM/MeOH 9:1 (2 x 100 mL) extrahiert, die
vereinigten organischen Phasen mit ges. NaHCOs-Lsg. (2x50mL) und einer
gesattigten NaCl-Lsg. (10 mL) gewaschen und liber Na2S04 getrocknet. Die fliichtigen
Bestandteile wurden im Vakuum entfernt. Sdulenchromatographie an Kieselgel (3 %
MeOH/DCM + 1 % NHs) fiihrte zu 285 mg (0.66 mmol, 73 %) des gewlinschten
Produkts als hell-gelben Feststoff.

1H NMR (400 MHz, DMSO-de) § 12.41 (s, 1H), 9.88 (s, 1H), 9.06 (s, 1H), 8.69 (d,
J=7.8 Hz, 1H), 8.24 (d, ] = 8.1 Hz, 1H), 8.05 (d, / = 8.1 Hz, 1H), 7.69 (t, ] = 8.0 Hz, 1H),
7.36 (d,] = 8.4 Hz, 1H), 7.29 (t,] = 7.5 Hz, 1H), 7.17 (s, 1H), 6.99 (t, ] = 7.4 Hz, 1H), 3.58
(s, 4H), 2.36 (s, 4H), 2.15 (s, 3H).

13C NMR (101 MHz, DMSO-ds) 6 164.20, 161.24, 160.52, 148.88, 143.40, 141.34,
140.96, 134.69, 130.70, 127.71, 125.45, 122.89, 121.59, 119.91, 115.83, 110.59, 84.60,
55.06, 46.62, 44.49.

LC-MS (ESI-MS): Berechnet: 431.19 fuir C22H23NsO02 [M+H]*. Gefunden: 431.17.
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8.1.3.38 Darstellung von tert-Butyl 3-((6-(4-methylpiperazin-1-yl)-2-(3-
nitrophenyl)pyrimidin-4-yl)amino)-1H-indazol-1-carboxylat (36)

,B
N-N
|
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ONTON
NO,
Einer Losung aus 35 (255 mg, 0.59 mmol) und Di-tert-Butyldicarbonat (0.15 mL,
0.65 mmol) in THF/DCM (1:1,11 mL) wurde bei 0 °C Cs2C03 (212 mg, 0.65 mmol)
portionsweise zugegeben. Das erhaltene Reaktionsgemisch wurde fiir 16 Stunden bei
RT gerthrt, bevor es mit einer ges. NaHCO3 (60 mL) versetzt wurde. Nach
Phasentrennung und nachfolgender Extraktion mit EtOAc (2 x 60 mL) wurden die
vereinigten organischen Phasen mit einer ges. NaHCO3-(60 mL) und NaCl-Lsg. (10 mL)
gewaschen und tuber Na2SOs4 getrocknet. Das Losungsmittel wurde im Vakuum
eingeengt und das Rohprodukt anschlieféend mit Sdulenchromatographie an Kieselgel

(3 % MeOH/DCM) aufgereinigt, wodurch 300 mg (0.56 mmol, 95 %) des gewlinschten

Produkts als weifdgrauer Feststoff hergestellt wurden.

1H NMR (400 MHz, CDCl3) §9.29 - 9.20 (m, 1H), 8.72 (d, ] = 7.8 Hz, 1H), 8.29 - 8.26 (m,
1H), 8.21 (d, J = 7.0 Hz, 1H), 7.77 - 7.67 (m, 2H), 7.59 (t, ] = 7.9 Hz, 2H), 7.53 (s, 1H),
7.36 (t,] = 7.5 Hz, 1H), 3.87 (bs, 4H), 2.64 - 2.50 (m, 4H), 2.39 (s, 3H), 1.72 (s, 9H).

13C NMR (101 MHz, CDCl3) 6 164.34, 161.08, 158.87, 150.15, 149.82, 148.85, 146.32,
140.63, 140.24, 134.19, 130.34, 129.46, 125.00, 123.81, 123.47, 119.08, 118.81,
115.43,87.00, 55.17, 46.61, 44.44, 28.63.

LC-MS (ESI-MS): Berechnet: 531.25 fiir C27H31NsO4 [M+H]*. Gefunden: 531.04.
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8.1.3.39 Darstellung von tert-Butyl 3-((2-(3-aminophenyl)-6-(4-methyl-
piperazin-1-yl)pyrimidin-4-yl)amino)-1H-indazol-1-carboxylat (37)
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Eine Suspension aus 36 (270 mg, 0.51 mmol) und Pd/C 10 % w/w (27 mg) in EtOAc
(18 mL) wurde zundchst auf 80 °C erhitzt und schliefdlich mit Ammoniumformiat
(321 mg, 5.09mmol) fir 30Minuten umgesetzt. Nach Abkiihlung der
Reaktionsmischung wurde das erhaltene Prazipitat mit THF aufgenommen, liber
Celite filtriert und mit EtOAc (100 mL) verdiinnt. Anschlieféend wurde die organische
Phase mit einer ges. NaHCOs3-(2 x 30 mL) und NaCl-Lsg. (10 mL) gewaschen, tber
Na2S0s4 getrocknet und die fliichtigen Bestandteile im Vakuum entfernt.

Saulenchromatographie an Kieselgel (5 % MeOH/DCM) lieferte 247 mg (0.49 mmol,

97 %) des gewiinschten Produkts als weifdgrauen Feststoff.

1H NMR (400 MHz, CDCls) §8.20 (d,] = 5.4 Hz, 1H), 7.79 (d,] = 7.8 Hz, 1H), 7.75 (s, 1H),
7.67 (d, ] =9.2 Hz, 3H), 7.56 (t, ] = 7.8 Hz, 1H), 7.32 (t, ] = 7.5 Hz, 1H), 7.27 - 7.21 (m,
1H), 6.78 (dd, ] = 7.8, 1.8 Hz, 1H), 3.86 (s, 6H), 2.66 - 2.47 (m, 4H), 2.37 (s, 3H), 1.71 (s,
9H).

13C NMR (101 MHz, CDCI3) 6 163.71, 162.95, 158.18, 149.29, 146.21, 146.05, 139.64,
139.23, 129.62, 129.03, 123.12, 118.56, 118.32, 116.92, 114.74, 114.42, 85.77, 83.64,
54.63,46.03,43.79, 28.03.

LC-MS (ESI-MS): Berechnet: 501.27 fir C27H33NsO2 [M+H]*. Gefunden: 501.06.
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8.1.3.40 Darstellung von N-(3-(4-((1H-Indazol-3-yl)amino)-6-(4-methyl-
piperazin-1-yl)pyrimidin-2-yl)phenyl)acrylamid (38)

e
OO0

|8

37 (100 mg, 0.20 mmol) und DIPEA (0.35 mL, 2.00 mmol) wurden in THF (4 mL)

N-NH
|
N
HN

gelost, fur 10 Minuten bei 0 °C geriihrt und mit einer Losung aus Acryloylchlorid
(0.02 mL, 0.21 mmol) in THF (0.4 mL) fiir 3 Stunden bei RT umgesetzt. Nach Zugabe
einer Mischung aus DCM/MeOH (9:1, 50 mL) wurde die organische Phase mit H20
(30 mL), einer ges. a NaHCOs- (30 mL) und NaCl-Lsg. (10 mL) gewaschen und iiber
Na2S04 getrocknet. Nachfolgend wurde das Losungsmittel im Vakuum konzentriert.
Der erhaltene hell-gelbe Riickstand wurde in DCM (4 mL) aufgenommen,
tropfenweise bei 0 °C mit 50 % TFA in DCM (4 mL) versetzt und fiir 4 Stunden bei RT
geruhrt. Nach vollstandiger Umsetzung wurde das Reaktionsgemisch mit DCM und
einer ges. Losung NaHCOs3 (50 mL) behandelt und die wassrige Phase mit einem
Gemisch aus DCM/MeOH (9:1, 100 mL) extrahiert. Die organische Phase wurde
aufeinanderfolgend mit einer ges. NaHCOs3- (50 mL) und NaCl-Lsg. (20 mL) gewaschen
iiber Na2SO0s4 getrocknet und die fliichtigen Bestandteile im Vakuum entfernt.
Saulenchromatographie an Kieselgel (3 % MeOH/DCM + 1 % NH3) lieferte 55 mg

(0.10 mmol, 60 %) des gewiinschten Produkts als weifden Feststoff.

1H NMR (500 MHz, DMSO-ds) 6 12.43 (s, 1H), 10.26 (s, 1H), 9.73 (s, 1H), 8.51 (s, 1H),
8.10 (d, ] = 8.2 Hz, 1H), 8.07 (d, ] = 7.8 Hz, 1H), 7.89 (d, ] = 7.8 Hz, 1H), 7.45 - 7.38 (m,
2H), 7.36 (t, J= 7.5 Hz, 1H), 7.17 (s, 1H), 7.06 (t, ] = 7.4 Hz, 1H), 6.50 (dd, /= 17.0,
10.2 Hz, 1H), 6.29 (dd, / = 17.0, 1.6 Hz, 1H), 5.78 (dd, ] = 10.2, 1.6 Hz, 1H), 3.66 (s, 4H),
2.47 - 2.39 (m, 4H), 2.24 (s, 3H).
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13C NMR (126 MHz, DMSO-ds) 6 164.29, 164.05, 162.55, 161.35, 143.56, 141.39,
140.03, 139.72, 134.75, 132.82, 129.26, 127.67, 124.05, 122.02, 121.61, 119.97,
119.83,115.93,110.56, 84.13, 55.13, 46.65, 44.52.

HRMS (ESI-MS): Berechnet: 455.23078 fiir C25H27NsO [M+H]*. Gefunden: 455.23042.

8.1.3.41 Darstellung von 3-lodo-1H-pyrazolo[3,4-d]pyrimidin-4-amin (43)

3-lodo-1H-pyrazolo[3,4-d]pyrimidin-4-amin (5g, 37 mmol) wurde in 20 mL DMF
suspendiert und mit N-lodosuccinimid (12.5 g, 55.5 mmol).) fiir 12 Stunden bei 85 °C
umgesetzt. Das entstandene Prazipitat wurde filtriert, mit gekiihltem EtOH mehrmals
gewaschen und die restlichen fliichtigen Bestandteile im Vakuum entfernt, woraus
sich 9.4 g (36 mmol, 97 %) des gewilinschten Produkts als weifdgrauen Feststoff

ergaben.
1H NMR (500 MHz, DMSO-ds) 6§ = 13.78 (s, 1 H), 8.17 (s, 1 H), 7.09 (bs, 2H).
13C NMR (126 MHz, DMSO-ds) 6§ 157.53, 156.00, 102.47, 89.62.

HRMS (ESI-MS): Berechnet: 261.96 fiir CsHsINs [M+H]*. Gefunden: 262.14.
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8.1.3.42 Darstellung von tert-Butyl (R)-3-(4-amino-3-iodo-1H-
pyrazolo[3,4-d]pyrimidin-1-yl)piperidin-1-carboxylat (44)

COhg?
\g \é

Eine Suspension aus 43 (500mg, 1.92mmol) in THF (15mL) wurde mit
Triphenylphospin (996 mg, 3.8 mmol) und tert-Butyl (S)-3-hydroxypiperidin-1-
carboxylat (764 mg, 3.8 mmol) versetzt und fiir 10 Minuten bei 0°C geriihrt.
Anschliefdend wurde tropfenweise DIAD (864 uL, 3.8 mmol) hinzugegeben und fir
20 Stunden bei RT umgesetzt. Nach Zugabe von DCM und H20 wurde die wassrige
Phase mit 10 % MeOH in DCM (3 x 100 mL) extrahiert, die organischen Phasen
vereint, liber Na2S0s4 getrocknet und das Losungsmittel im Vakuum entfernt.
Saulenchromatographie an Kieselgel (1-3 % MeOH/DCM) lieferte 496 mg (1.12 mmol,

58 %) des gewlinschten Produkts als weifdgrauen Feststoff.

1H NMR (600 MHz, DMSO-ds) & 8.21 (s, 1H), 7.74 (bs, 1H), 6.63 (bs, 1H), 4.63 - 4.54
(m, 1H), 4.11 - 3.68 (m, 2H), 3.52 - 3.36 (m, 0.5H), 3.15 - 3.05 (m, 0.5H), 3.04 - 2.86
(m, 1H), 3.04 - 2.86 (m, 1H), 2.07 - 1.98 (m, 1H), 1.95 - 1.79 (m, 1H), 1.57 - 1.48 (m,
1H), 1.30 (s, 9),

13C NMR (151 MHz, DMSO-ds) 6 157.68, 155.84, 153.69, 153.14, 103.17, 88.92, 78.86,
52.60,48.02,47.24,44.02, 43.02, 29.06, 27.94, 23.79, 23.01.

LC-MS (ESI-MS): Berechnet: 445.08 fiir C1sH22IN6O2 [M+H]*. Gefunden: 445.00.
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8.1.3.43 Allgemeine Arbeitsanweisung A zur Darstellung von 3-
substituierten Pyrazolopyrimidinen in einer Palladium-katalysierten

Kreuzkupplung

Eine Losung aus 44, ges. Na2C03-Lsg. (0.25 mL) in einem Gemisch aus EtOH/DME (1:3,
2mL) wurde mit der entsprechenden Boronsdure bzw. dem entsprechenden
Boronsdurepinakolester versetzt und fiir 30 Minuten entgast. Im letzten Schritt wurde
Tetrakis(triphenylphosphin)palladium als  Katalysator = hinzugegeben, das
Reaktionsgemisch 12 Stunden bei 90 °C erhitzt (bzw. fiir 20 Minuten bei 130 °C in
einem Mikrowellenreaktor) und anschlieféend tber Celite filtriert. Die fliichtigen
Bestandteile wurden im Vakuum entfernt. Der resultierende Riickstand wurde in DCM
und H20 aufgenommen und die wassrige Phase mit 10 % MeOH/DCM (bzw.
Ethylacetat) extrahiert. Die organischen Phasen wurden vereinigt, iiber Na2SO4
getrocknet und das Losungsmittel im Vakuum konzentriert. Sdulenchromatographie

an Kieselgel lieferte das gewiinschte Produkt.

8.1.3.44 Darstellung von tert-Butyl (R)-3-(4-amino-3-phenyl-1H-
pyrazolo[3,4-d]pyrimidin-1-yl)piperidin-1-carboxylat (45a)

\
N7 N
0

By

@)

Die Herstellung von 45a erfolgte gemafd der allgemeinen Arbeitsanweisung A und
unter Verwendung von 44 (392 mg, 0.88 mmol), Phenylboronsiaure (150 mg,
1.23 mmol) und Tetrakis(triphenylphosphin)palladium (101 mg, 0.09 mmol).
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Saulenchromatographie an Kieselgel (1-2 % MeOH/DCM) lieferte 341 mg (0.86 mmol,

97 %) des gewiinschten Produkts als weifdgrauen Feststoff.

1H NMR (500 MHz, DMSO-ds) 6 8.27 (s, 1H), 7.70 - 7.64 (m, 2H), 7.58 - 7.51 (m, 2H),
7.51 - 7.45 (m, 1H), 6.89 (bs, 2H), 4.75 - 4.65 (m, 1H), 4.22 - 3.65 (m, 3H), 3.09 - 2.92
(m, 1H), 2.28 - 2.16 (m, 1H), 2.13 - 2.04 (m, 1H), 2.03 - 1.79 (m, 1H), 1.61 - 1.49 (m,
1H), 1.32 (bs, 9H).

13C NMR (126 MHz, DMSO-ds) 6 158.07, 155.49, 153.95, 153.72, 143.50, 132.89,
129.02, 128.55, 128.18,97.43, 78.78, 52.05, 47.48, 43.23, 28.98, 27.89, 23.67.

LC-MS (ESI-MS): Berechnet: 395.22 fiir C21H27N6O2 [M+H*]. Gefunden: 395.11.

8.1.3.45 Darstellung von tert-Butyl (R)-3-(4-amino-3-(3-fluorophenyl)-1H-
pyrazolo[3,4-d]pyrimidin-1-yl)piperidin-1-carboxylat n (45b)

NH,
N™ X
| N
N7 N

N\/(o
<

Analog der allgemeinen Arbeitsanweisung A und unter Verwendung von 44 (105 mg,
0.23 mmol), (3-Fluorophenyl)Boronsaure (47 mg, 0.34 mmol) und
Tetrakis(triphenylphosphin)palladium (27 mg, 0.02 mmol) lieferte
Saulenchromatographie an Kieselgel (1-4 % MeOH/DCM) 59 mg (0.14 mmol, 61 %)

des gewiinschten Produkts als hell-gelben Feststoff.

1H NMR (400 MHz, CDCl3) & 8.40 (s, 1H), 7.56 - 7.40 (m, 3H), 7.24 - 7.14 (m, 1H), 5.68
(bs, 2H), 4.90 - 4.80 (m, 1H), 4.46 - 3.99 (m, 2H), 3.57 - 3.27 (m, 1H), 2.92 - 2.79 (m,
1H), 2.31 - 2.18 (m, 1H), 1.97 - 1.85 (m, 1H), 1.83 - 1.66 (m, 2H), 1.44 (bs, 9H).
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HRMS (ESI-MS): Berechnet: 413.21013 fir C21H2602N¢F [M+H]*. Gefunden:
413.20993.

8.1.3.46 Darstellung von tert-Butyl (R)-3-(4-amino-3-(4-fluorophenyl)-1H-
pyrazolo[3,4-d]pyrimidin-1-yl)piperidin-1-carboxylat (45c)

NH,

N
“N
P

KN N
(@)
N\g%

Analog der allgemeinen Arbeitsanweisung A und unter Verwendung von 44 (105 mg,
0.23 mmol), (4-Fluorophenyl)Boronsaure (48.2 mg, 0.35 mmol) und
Tetrakis(triphenylphosphin)palladium (27 mg, 0.02 mmol) lieferte
Saulenchromatographie an Kieselgel (1-2 % MeOH/DCM) 78.0 mg (0.19 mmol, 83 %)

des gewlinschten Produkts.

1H NMR (400 MHz, CDCls) 6 8.40 (s, 1H), 7.74 - 7.66 (m, 2H), 7.29 - 7.23 (m, 2H), 5.59
(bs, 2H), 4.92 - 4.77 (m, 1H), 4.49 - 4.03 (m, 2H), 3.62 - 3.26 (m, 1H), 2.95 - 2.81 (m,
1H), 2.35 - 2.22 (m, 1H), 2.00 - 1.88 (m, 1H), 1.81 - 1.66 (m, 2H), 1.46 (bs, 9H).

13CNMR (151 MHz, DMSO-ds) 6 163.7,162.03,158.7,156.1, 154.5, 154.2, 143.5-142.9,
130.9,129.8,116.5,97.9, 79.7-79.1, 70.4-70.1, 52.5, 29.8-28.8, 28.4.

HRMS Berechnet: 413.20 fiir C21H26FN6O2 [M+H]*. Gefunden: 413.21.
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8.1.3.47 Darstellung von tert-Butyl (R)-3-(4-amino-3-(3-(trifluoro-
methyl)phenyl)-1H-pyrazolo[3,4-d]pyrimidin-1-yl)piperidin-1-
carboxylat (45d)

CF;
NH,
N™ X
| N
N7 N
(@)
N—¢
(@)

Die Herstellung von 45d erfolgte gemafd der allgemeinen Arbeitsanweisung A und
unter Verwendung von 44 (450 mg, 1.00 mmol), (3-
(Trifluoromethyl)phenyl)boronsaure (266 mg, 1.4 mmol) und
Tetrakis(triphenylphosphin)palladium (116 mg, 0.10 mmol). Sdulenchromatographie
an Kieselgel (0.25-2% MeOH/DCM) fiihrte zu 439 mg (0.95 mmol, 95 %) des

gewiinschten Produkts als weifdgrauen Feststoff.

1H NMR (500 MHz, DMSO-de) 6 8.28 (s, 1H), 7.99 - 7.93 (m, 2H), 7.86 - 7.81 (m, 1H),
7.80 - 7.74 (m, 1H), 7.02 (bs, 2H), 4.81 - 4.63 (m, 1H), 4.38 - 3.50 (m, 3H), 3.11 - 2.93
(m, 1H), 2.30 - 2.17 (m, 1H), 2.14 - 2.06 (m, 1H), 2.04 - 1.85 (m, 1H), 1.63 - 1.53 (m,
1H), 1.32 (bs, 9H).

13C NMR (126 MHz, DMSO-ds) 6 158.19, 155.61, 154.17, 153.72, 142.10, 133.79,
132.17, 130.11, 129.73, 129.48, 125.16, 125.02, 124.60, 122.97, 97.49, 78.79, 55.96,
52.14,46.88,43.22, 29.09, 27.88, 23.28.

LC-MS (ESI-MS): Berechnet: 463.21 fiir C22H26F3N6O2 [M+H]*. Gefunden: 463.09.
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8.1.3.48 Darstellung von tert-Butyl (R)-3-(4-amino-3-(4-(trifluoro-
methyl)phenyl)-1H-pyrazolo[3,4-d]pyrimidin-1-yl)piperidin-1-
carboxylat (45e)

CF,
NH,
N
L
N N
N~
o
Die Herstellung von 45e erfolgte gemafd der allgemeinen Arbeitsanweisung A und
unter Verwendung von 44 (556 mg, 1.10 mmol), (4-
(Trifluoromethyl)phenyl)boronsaure (343 mg, 1.70 mmol) und

Tetrakis(triphenylphosphin)palladium (131 mg, 0.10 mmol). Sdulenchromatographie
an Kieselgel (0.25-2% MeOH/DCM) fiihrte zu 432 mg (0.93 mmol, 85 %) des

gewiinschten Produkts als weifdgrauen Feststoff.

1H NMR (600 MHz, DMSO-ds) & 8.28 (s, 1H), 7.62 (ddd, = 13.2, 7.9, 4.3 Hz, 2H),
7.58-7.52 (m, 2H), 4.68 (d, ] = 38.6 Hz, 1H), 4.24-3.45 (m, 2H), 3.32 (s, 2H), 2.28-2.15
(m, 1H), 2.15-2.07 (m, 1H), 1.97 (dd, ] = 34.1, 25.5 Hz, 1H), 1.56 (tt, ] = 20.6, 10.3 Hz,
1H), 1.37-1.15 (m, 9H).

13CNMR (151 MHz, DMSO-ds) 6 158.2, 155.7, 154.2, 154.1-153.6, 136.8, 133.1, 132.4,
32.0,131.5,131.4,129.0,128.8,128.7,128.5,126.0,125.2,123.4,97.5,52.1, 29.0, 27.9,
2.2-22.0.
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8.1.3.49 Darstellung von tert-Butyl (R)-3-(4-amino-3-cyclopropyl-1H-
pyrazolo[3,4-d]pyrimidin-1-yl)piperidin-1-carboxylat (45f)

NH,
N™
| N
“N

D,

44 (100 mg, 0.23 mmol) wurde in einem Gemisch aus Dioxan/H20 (3:1, 2.5 mL) gel6st,
mit Cs2C03 (220 mg, 0.68 mmol) und Cyclopropylboronsaurepinakolester (58 uL,
0.32 mmol) versetzt. Die Reaktionsmischung wurde fiir 30 Minuten entgast.
AnschlieRend wurde [1,1'-Bis(diphenylphosphino)ferrocen]dichloropalladium(II)
(im Komplex mit DCM) zur Reaktionslésung gegeben und diese fiir 12 Stunden bei
100 °C erhitzt. Nach Filtration iiber Celite und Zugabe von DCM und H:20 erfolgte die
Extraktion der wdassrigen Phase mit 10 %MeOH/DCM (3 x50 mL). Nachfolgend
wurden die organischen Phasen vereinigt, iiber Na2SOs4 getrocknet und das
Losungsmittel im Vakuum entfernt. Sdulenchromatographie an Kieselgel (0.5-2 %
MeOH/DCM) lieferte 57 mg (0.16 mmol, 70 %) des gewiinschten Produkts als

weifdgrauen Feststoff.

1H NMR (600 MHz, DMSO-ds) & 8.12 (s, 1H), 7.34 (bs, 2H), 4.52 - 4.41 (m, 1H),
4.02 - 3.91 (m, 0.5H), 3.89 - 3.66 (m, 1H), 3.14 - 3.02 (m, 0.5H), 2.98 - 2.81 (m, 1H),
2.42 -2.34 (m, 1H), 2.12-2.01 (m, 1H), 1.98-1.90 (m, 1H), 1.90 - 1.75 (m, 1H),
1.53 - 1.44 (m, 1H), 1.42 - 1.22 (m, 9H), 1.21-1.18 (m, 1H). 0.96 - 0.89 (m, 2H),
0.88 - 0.81 (m, 2H).

13C NMR (126 MHz, DMSO-ds) 6 158.22, 155.40, 153.72, 153.58, 145.46, 99.10, 78.79,
51.84,47.58,43.37, 28.94, 27.92, 23.68, 8.49, 7.53.

LC-MS (ESI-MS): Berechnet: 359.22 fiir C18H27N6O2 [M+H]*. Gefunden: 359.08.
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8.1.3.50 Darstellung von tert-Butyl (R)-3-(4-amino-3-(4-hydroxyphenyl)-
1H-pyrazolo|[3,4-d]pyrimidin-1-yl)piperidin-1-carboxylat (45g)

NH,
N™ X"\
.

L

N
N N

N\(O
¢

Gemaf$ der allgemeinen Arbeitsanweisung A und unter Verwendung von 44 (100 mg,
0.23 mmol), (4-Hydroxyphenyl)Boronsaurepinakolester (74.2 mg, 0.34 mmol) und
Tetrakis(triphenylphosphin)palladium (27 mg, 0.02 mmol) wurde 45g hergestellt.
Saulenchromatographie an Kieselgel (1-6 % MeOH/DCM) fiihrte zu 88 mg

(0.21 mmol, 91 %) des gewiinschten Produkts als weifdgrauen Feststoff.

1H NMR (500 MHz, DMSO-ds) § 9.76 (s, 1H), 8.23 (s, 1H), 7.47 (d, ] = 8.6 Hz, 2H), 6.92
(d, ] =8.7 Hz, 2H), 6.73 (bs, 2H), 4.70 - 4.61 (m, 1H), 4.19 - 3.66 (m, 2H), 3.60 - 3.16
(m, 1H), 3.09 - 2.90 (m, 1H), 2.27 - 2.14 (m, 1H), 2.11 - 2.03 (m, 1H), 2.01 - 1.84 (m,
1H), 1.60 - 1.49 (m, 1H), 1.32 (bs, 9H).

13C NMR (126 MHz, DMSO-ds) 6 158.14, 157.95, 155.44, 153.80, 143.73, 129.58,
123.59,115.89, 97.35, 78.86, 51.97, 47.27, 43.09, 29.09, 27.94, 23.74.

LC-MS (ESI-MS): Berechnet: 411.21 fir C21H27N6¢O3 [M+H]*. Gefunden: 411.21.
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8.1.3.51 Darstellung von tert-Butyl (R)-3-(4-amino-3-benzyl-1H-
pyrazolo[3,4-d]pyrimidin-1-yl)piperidin-1-carboxylat (45h)

NH,

N~ X"\

mN/ N'N
C o
N\{)\é

Abweichend zur Arbeitsanweisung A wurde 44 (100 mg, 0.23 mmol) in einem
Gemisch aus Dioxan/H20 (3:1, 2.5 mL) gelost, mit Cs2C03 (220 mg, 0.68 mmol) und
Benzylboronsaurepinakolester (75 uL, 0.34 mmol) versetzt und  die
Reaktionsmischung fiir 30 Minuten entgast. AnschlieRend wurde [1,1'-
Bis(diphenylphosphino)ferrocen]dichloropalladium(Il) (im Komplex mit DCM)
(16.5 mg, 0.02 mmol) zur Reaktionslésung gegeben und diese fiir 20 Stunden bei
145 °C in einem Mikrowellenreaktor erhitzt. Nach Filtration tiber Celite und Zugabe
von EtOAc und H20 erfolgte die Extraktion der wassrigen Phase mit EtOAc (3 x 50 mL).
Nachfolgend wurden die organischen Phasen vereinigt, iiber Na2SO4 getrocknet und
das Losungsmittel im Vakuum entfernt. Sdulenchromatographie an Kieselgel (1-2 %
MeOH/DCM) lieferte 58 mg (0.14 mmol, 63 %) des gewiinschten Produkts als braunen
Feststoff.

1H NMR (500 MHz, DMSO-de) & 8.34 (s, 1H), 7.34-7.23 (m, 4H), 7.20 (t,] = 7.1 Hz, 1H),
5.76 (s, 2H), 4.62 (s, 1H), 4.45-4.36 (m, 2H), 3.85 (m, 3H), 2.93 (m, 1H), 2.22-2.09 (m,
J=20.4,11.4 Hz, 1H), 2.09-1.99 (m, 1H), 1.92-1.80 (m, 1H), 1.53 (dt, ] = 32.9, 16.3 Hz,
1H), 1.27 (d, ] = 50.6, 39.0 Hz, 9H).

HRMS (ESI-MS): Berechnet: 409.23520 fiir C22H2902N6 [M+H]*. Gefunden:
409.23448.
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8.1.3.52 Darstellung von tert-Butyl (R)-3-(4-amino-3-(cyclopentylethynyl)-
1H-pyrazolo|[3,4-d]pyrimidin-1-yl)piperidin-1-carboxylat (45i)

NH, //
N™ "X
I N
kN/ N

Do,

Abweichend zur Arbeitsanweisung A wurden 44 (100mg, 0.23 mmol) und
Cyclopentylacetylen (32 mg, 0.25 mmol) in THF (800 uL) gel6st und mit Triethylamin
(1.20 mL, 13.6 mmol), Triphenylphosphin (1.2 mg, 0.005mmol), PdCl2(PPhs)2
(1.6 mg, 0.003 mmol) und Kupferiodid (0.90 mg, 0.006 mmol) versetzt. Die
entstandene Reaktionsmischung wurde fiir 1 Stunde bei 60 °C erhitzt. Anschlief3end
wurde wie in der allgemeinen Arbeitsanweisung A verfahren. Sdulenchromatographie
an Kieselgel (1-2% MeOH/DCM) ergab 125 mg (0.30 mmol) des gewiinschten
Produkts als harzartigen Feststoff.

1H NMR (600 MHz, DMSO-ds) 6 8.23 (d, J=12.5Hz, 1H), 7.62 (s, 2H), 4.56 (d,
J=52.2 Hz, 1H), 4.11-3.67 (m, 2H), 3.01 (dt, J = 14.6, 7.4 Hz, 2H), 2.16-2.07 (m, 1H),
2.01 (d, ] = 7.5 Hz, 2H), 1.91 (t, ] = 14.9 Hz, 1H), 1.78-1.65 (m, 4H), 1.60 (dd, ] = 10.5,
7.4 Hz, 2H), 1.53 (dd, ] = 24.5, 11.4 Hz, 1H), 1.32 (dd, ] = 55.7, 36.7 Hz, 11H).

13CNMR (151 MHz, DMSO-ds) § 157.8, 156.3, 153.7, 152.7, 133.1, 132.4, 132.0, 131.5,
131.5,128.8,128.7,100.5,99.8, 79.1-78.6, 72.0, 52.3, 33.1, 30.1, 28.0, 24.7.

HRMS (ESI-MS): Berechnet: 411.25085 fiir C22H3102N6 [M+H]*. Gefunden: 411.25017.
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8.1.3.53 Darstellung von tert-Butyl (R)-3-(4-amino-3-(3-cyclopentylprop-
1-yn-1-yl)-1H-pyrazolo[3,4-d]pyrimidin-1-yl)piperidin-1-carboxylat
(45j)

NH, /
O
L

D,

Abweichend zur Arbeitsanweisung A wurde 44 (100 mg, 0.23 mmol) in 2 mL THF
gelost und mit Prop-2-yn-1-ylcyclopentan (41.2 uL, 0.31 mmol), Kupferiodid (2.14 mg,
0.01 mmol), (PPh3)2PdClz2 (7.93mg, 0.01 mmol) und Triethylamin (157 pL,
1.13 mmol) hinzugefiigt. Das Reaktionsgemisch wurde fiir 12 Stunden bei RT geriihrt
und anschliefRend iiber Celite filtriert und mit EtOAc und ges. Na2CO3-Lsg. versetzt.
Nach Phasentrennung wurde die wassrige Phase mit EtOAc extrahiert, die
organischen Phasen vereinigt, tiber Na2SO4 getrocknet und die fliichtigen Bestandteile
im Vakuum entfernt. Sdulenchromatographie an Kieselgel (0.5-5% MeOH/DCM)
lieferte 66.3 mg (0.16 mmol, 70 %) des gewiinschten Produkts.

1H NMR (600 MHz, DMSO-ds) & 8.21 (s, 1H), 4.56 (d, ] = 41.1 Hz, 1H), 4.11-3.63 (m,
1H), 3.22-2.83 (m, 1H), 2.54 (t, ] = 10.0 Hz, 2H), 2.19-2.07 (m, 2H), 2.02 (dt, ] = 21.0,
8.2 Hz, 1H), 1.88 (dd, ] = 17.9, 11.0 Hz, 1H), 1.79 (td,] = 11.8, 7.0 Hz, 2H), 1.68-1.58 (m,
2H), 1.57-1.48 (m, 3H), 1.46-1.19 (m, 13H).

13CNMR (151 MHz, DMSO-ds) 6 158.3, 156.8, 154.3-154.1, 153.1, 132.5, 132.0, 131.9,
129.3, 129.2, 126.7-126.5, 101.1, 96.1, 79.5-79.3, 72.8, 52.8, 38.7, 32.1, 284,
25.22-25.18, 25.1.

LC-MS: Berechnet: 425.27 fiir C23H33N602 [M+H]*. Gefunden: 425.27.
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8.1.3.54 Darstellung von tert-Butyl (R)-3-(4-amino-3-(naphthalen-2-yl)-
1H-pyrazolo|3,4-d]pyrimidin-1-yl)piperidin-1-carboxylat (45k)

Entsprechend der allgemeinen Arbeitsanweisung A wurde 44 (50 mg, 0.11 mmol) mit
Naphthalen-2-ylboronsaure (39 mg, 0.23 mmol) und
Tetrakis(triphenylphosphin)palladium (12 mg, 0.01 mmol) umgesetzt.
Saulenchromatographie an Kieselgel (1-2 % MeOH/DCM) ergab 37 mg (0.08 mmol,

73 %) des gewlinschten Produkts als weifsen Feststoff.

1H NMR (600 MHz, DMSO-ds) 6 8.30 (s, 1H), 8.19 (s, 1H), 8.08 (d, ] = 8.5 Hz, 1H), 8.04
(dd, ] = 6.0, 3.4 Hz, 1H), 8.00 (dd, ] = 6.0, 3.4 Hz, 1H), 7.82 (dd, ] = 8.4, 1.4 Hz, 1H), 7.61
- 7.56 (m, 2H), 6.80 (bs, 2H)4.77 - 4.69 (m, 1H), 4.24 - 3.53 (m, 3H), 3.10 - 2.91 (m,
1H), 2.30 - 2.21 (m, 1H), 2.15 - 2.08 (m, 1H), 2.05 - 1.83 (m, 1H), 1.64 - 1.54 (m, 1H),
1.31 (bs, 9H).

13C NMR (126 MHz, DMSO-ds) 6 158.20, 155.55, 154.08, 153.81, 143.75, 133.04,
132.79, 130.33, 128.68, 128.40, 127.72, 127.55, 126.69, 126.65, 126.03, 97.62, 79.08,
52.16,48.11,47.17,43.93,42.97, 29.41, 28.81, 27.97, 24.14, 23.40.

LC-MS (ESI-MS): Berechnet: 445.24 fir C2sH29N6¢O2 [M+H]*. Gefunden: 445.21.
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8.1.3.55 Darstellung von tert-Butyl (R)-3-(4-amino-3-(1H-pyrrolo[2,3-
b]pyridin-5-yl)-1H-pyrazolo[3,4-d]pyrimidin-1-yl)piperidin-1-
carboxylat (451)

Entsprechend der allgemeinen Arbeitsanweisung A und unter Verwendung von 44
(118 mg, 0.27 mmol), 1H-pyrrolo|2,3-b]pyridin-5-yl)Boronsaurepinakolester
(162 mg, 0.67 mmol) und Tetrakis(triphenylphosphin)palladium (31 mg, 0.03 mmol).
Saulenchromatographie an Kieselgel (1-4% MeOH/DCM) lieferte 91.8 mg
(0.21 mmol, 78 %) des gewiinschten Produkts als hell-gelben Feststoff.

1H NMR (600 MHz, DMSO-ds) & 11.84 (s, 1H), 8.48 (s, 1H), 8.27 (s, 1H), 8.19 (s, 1H),
7.57 (s, 1H), 7.03 (bs, 2H), 6.57 (s, 1H), 4.74 - 4.64 (m, 1H), 4.20 - 3.50 (m, 3H), 3.01
(s, 1H), 2.31 - 2.16 (m, 1H), 2.15 - 2.06 (m, 1H), 2.04 - 1.83 (m, 1H), 1.66 - 1.50 (m,
1H), 1.31 (s, 9H).

13C NMR (151 MHz, DMSO-ds) 6 158.28, 155.51, 153.86, 153.65, 148.39, 142.39,
127.84,127.11,120.82,119.49,100.45,97.73, 78.87, 52.05, 47.43,43.01, 28.86, 27.94,
23.78.

LC-MS (ESI-MS): Berechnet: 435.23 fiir C22H27NsO2 [M+H]*. Gefunden: 435.12.
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8.1.3.56 Darstellung von tert-Butyl (R)-3-(4-amino-3-(1-methyl-1H-indol-
3-yl)-1H-pyrazolo|[3,4-d]pyrimidin-1-yl)piperidin-1-carboxylat (45m)

NHy N\
N™ SN
L

N

N
N
N\(O
014

Entsprechend der allgemeinen Arbeitsanweisung A und unter Verwendung von 44
(500 mg, 1.13 mmol), (1-Methyl-1H-indol-3-yl)boronsaurepinakolester (412 mg,
1.6 mmol) und Tetrakis(triphenylphosphin)palladium (31 mg, 0.03 mmol).
Sdulenchromatographie an Kieselgel (1-3 % MeOH/DCM) lieferte 418 mg (0.93 mmol,
82 %) des gewlinschten Produkts als hell-griinen Feststoff.

1H NMR (500 MHz, DMSO-ds) 6 8.24 (s, 1H), 7.87 (d, ] = 7.9 Hz, 1H), 7.69 (s, 1H), 7.53
(d,] = 8.2 Hz, 1H), 7.26 (t, J = 7.5 Hz, 1H), 7.15 (t, ] = 7.4 Hz, 1H), 6.93 (bs, 2H), 4.75 -
4.64 (m, 1H), 4.21 - 3.42 (m, 3H), 3.88 (s, 3H), 3.11 - 2.86 (m, 1H), 2.32 - 2.19 (m, 1H),
2.17 - 2.09 (m, 1H), 2.08 - 1.88 (m, 1H), 1.65 - 1.52 (m, 1H), 1.31 (s, 9H).

13C NMR (126 MHz, DMSO-ds) 6 158.27, 155.38, 153.76, 153.42, 136.81, 129.55,
126.13,122.04,120.42, 119.86, 109.95, 106.71, 97.85, 78.77, 51.89, 32.70, 27.91.

LC-MS (ESI-MS): Berechnet: 448.25 fur C24H31N702 [M+H]*. Gefunden: 448.15.
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8.1.3.57 Darstellung von tert-Butyl (R)-3-(4-amino-3-(naphthalen-1-yl)-
1H-pyrazolo|[3,4-d]pyrimidin-1-yl)piperidin-1-carboxylat (45n)

e 0

N~ X"\
[ N
kN/ N

D,

Analog der allgemeinen Arbeitsanweisung A und unter Verwendung von 44 (382 mg,
0.86 mmol), Naphthalen-1-ylboronsaure (206 mg, 0.23 mmol) und
Tetrakis(triphenylphosphin)palladium (99 mg, 0.1 mmol) fiihrte
Saulenchromatographie an Kieselgel (1-2 % MeOH/DCM) zu 331 mg (0.74 mmol,

86 %) des gewiinschten Produkts als weiféen Feststoff.

1H NMR (500 MHz, DMSO-ds) 6 8.30 (s, 1H), 8.06 (dd, J = 14.8, 7.9 Hz, 2H), 7.91 (d,
J=7.5Hz, 1H), 7.71 - 7.49 (m, 4H), 5.46 (s, 2H), 4.81 - 4.69 (m, 1H), 4.33 - 3.51 (m,
3H), 3.14 - 2.87 (m, 1H), 2.31 - 2.19 (m, 1H), 2.19 - 2.10 (m, 1H), 2.05 - 1.82 (m, 1H),
1.63 - 1.52 (m, 1H), 1.33 (s, 9H).

13C NMR (126 MHz, DMSO-ds) 6 157.85, 155.69, 153.76, 153.55, 141.74, 133.53,
131.26, 129.84, 129.20, 128.29, 128.21, 126.79, 126.21, 125.55, 125.39, 99.24, 78.80,
52.21,47.62,43.20, 28.94, 27.91, 23.64.

LC-MS (ESI-MS): Berechnet: 445.24 fiir C2sH29N6O2 [M+H]*. Gefunden: 445.13.
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8.1.3.58 Darstellung von tert-Butyl (R)-3-(4-amino-3-(4-(dimethyl-
amino)naphthalen-1-yl)-1H-pyrazolo[3,4-d]pyrimidin-1-yl)piperidin-
1-carboxylat (450)

AN
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Entsprechend der allgemeinen Arbeitsanweisung A wurde 44 (286 mg, 0.64 mmol)
mit (4-(Dimethylamino)naphthalen-1-yl)Boronsdurepinakolester (287 mg,
0.97 mmol) wund Tetrakis(triphenylphosphin)palladium (74 mg, 0.06 mmol)
umgesetzt. Sdulenchromatographie an Kieselgel (1-2 % MeOH/DCM) ergab 130 mg
(0.27 mmol, 42 %) des gewiinschten Produkts als braunen Feststoff.

1H NMR (500 MHz, DMSO-ds) & 8.31-8.23 (m, 2H), 7.87 (s, 1H), 7.60-7.54 (m, 1H),
7.50 (dd, ] = 14.6, 7.3 Hz, 2H), 7.22 (d, ] = 7.6 Hz, 1H), 4.73 (s, 1H), 3.97-3.60 (m, 2H),
2.90 (s, 6H), 2.29-2.06 (m, 2H), 1.49-1.19 (m, 13H).

13C NMR (126 MHz, DMSO-ds) 6 156.3-155.5, 132.8- 132.4, 128.7-128.1,
127.0-126.4, 125.7-124.9,124.4 113.6, 99.7-98.6, 59.8, 52.2, 44.8, 28.0, 20.8, 14.1.
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8.1.3.59 Darstellung von tert-Butyl (R)-3-(4-amino-3-(4-fluoronaphthalen-
1-yl)-1H-pyrazolo|[3,4-d]pyrimidin-1-yl)piperidin-1-carboxylat (45p)

e 0
N AN

PR

N N
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<

Die Herstellung von 45p erfolgte gemaf der allgemeinen Arbeitsanweisung A und
unter Verwendung von 44 (150mg, 0.34mmol), (4-Fluoronaphthalen-1-
yl)Boronsdaure (98.1 mg, 0.02 mmol) und Tetrakis(triphenylphosphin)palladium
(39.3 mg, 0.02 mmol). Sdulenchromatographie an Kieselgel (1-2 % MeOH/DCM)
lieferte 121 mg (0.26 mmol, 76 %) des gewiinschten Produkts als weiféen Feststoff.

1H NMR (500 MHz, CDCl3) §8.41 (s, 1H), 8.24 (d,] = 8.2 Hz, 1H), 7.92 (d,] = 8.3 Hz, 1H),
7.71-7.53 (m, 4H), 7.48 (td, ] = 7.5, 2.9 Hz, 1H), 7.33-7.28 (m, 1H), 5.61-5.01 (m, 2H),
5.01-4.78 (m, 1H), 4.41 (d, ] = 80.5 Hz, 1H), 4.14 (s, 1H), 2.86 (td, ] = 13.1, 2.6 Hz, 1H),
2.37-2.20 (m, 2H), 1.80-1.67 (m, 1H), 1.52-1.43 (m, 9H).

13C NMR (126 MHz, CDCI3): 6 158.7, 157.8, 156.1, 154.8, 154.0, 142.0, 132.3, 132.2,
128.7,128.6,128,4,127.2,127.1,126.3, 125.6, 124.4,124.3, 121.2, 109.6, 109.4, 80.1,
53.1,30.4, 28.6.
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8.1.3.60 Darstellung von tert-Butyl (R)-3-(4-amino-1H-pyrazolo[3,4-
d]pyrimidin-1-yl)piperidin-1-carboxylat (45q)

COhg?
\(O \é

45q wurde als Nebenprodukt bei der Sonogashira-Kreuzkupplung zur Darstellung der
Verbindung 44s identifiziert und isoliert. Sdulenchromatographie an Kieselgel (1-2 %

MeOH/DCM) lieferte 49.7 mg des dehalogenierten Produkts als weifden Feststoff.

1H NMR (500 MHz, DMS0) §8.17 (s, 1H), 8.09 (s, 1H), 7.71 (bs, 2H), 4.61-4.53 (m, 1H),
4.15-3.71 (m, 2H), 3.52-3.39 (m, 0.5H), 3.22-3.05 (m, 0.5H), 3.01-2.81 (m, 1H),
2.20-2.09 (m, 1H), 2.06-1.99 (m, 1H), 1.95-1.80 (m, 1H), 1.60-1.49 (m, 1H), 1.38 (bs,
9H).

8.1.3.61 Allgemeine Arbeitsanweisung B zur Darstellung von (R)-1-(3-(4-
amino-1H-pyrazolo[3,4-d]pyrimidin-1-yl)piperidin-1-yl)prop-2-en-1-

onen bzw. propan-1-onen

Die am Piperidin mit einer Boc-Schutzgruppe versehenen Verbindungen wurden in
DCM (1-2 mL) gel6st, bei 0 °C mit 25 % TFA in DCM versetzt und fiir 1 Stunde bei RT
geriihrt. Im Anschluss wurde das Reaktionsgemisch mit DCM verdiinnt und mit einer
ges. NaHCOs-Lsg. neutralisiert. Nach Phasentrennung erfolgten die Extraktion der
wassrigen Phase mit 10 %MeOH/DCM (5 x 50 mL), die Trocknung mit Na2SO4 und die
Entfernung des Losungsmittels im Vakuum. Das Rohprodukt wurde ohne weitere
Reinigung weiterverwendet. Das Produkt wurde in THF (5 mL) geldst, mit DIPEA

behandelt und fiir 15 Minuten bei 0 °C geriihrt. Acryloylchlorid bzw. Propionylchlorid
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wurde in THF (1 mL) verdiinnt und tropfenweise zur Reaktionslosung hinzugegeben
und fiir 15-30 Minuten umgesetzt. Nach Zugabe von DCM und H:0 erfolgte die
Extraktion der wassrigen Phase mit 10 % MeOH/DCM (3 x20 mL). Im Anschluss
wurden die organischen Phasen vereinigt, liber Na2SOs4 getrocknet und das
Losungsmittel im Vakuum eingeengt. Saulenchromatographie bzw. HPLC-

Aufreinigung lieferte das gewiinschte Produkt.

8.1.3.62 Darstellung von (R)-1-(3-(4-Amino-1H-pyrazolo[3,4-d]pyrimidin-
1-yl)piperidin-1-yl)prop-2-en-1-on (41a)

O

Gemafs der allgemeinen Arbeitsanweisung B und unter Verwendung von 45q (50 mg,
0.18 mmol) DIPEA (269 uL, 1.60 mmol) und Acryloylchlorid (14 uL, 0.20 mmol)
umgesetzt wurde. Sdulenchromatographie an Kieselgel (1-2 % MeOH/DCM) lieferte
15 mg (0.10 mmol, 38 % tlber zwei Schritte) des gewlinschten Produkts.

1H NMR (500 MHz, DMSO-de): 6 8.33 (s, 1H), 8.26 (d, ] = 14.5 Hz, 1H), 6.89-6.64 (m,
1H), 6.15-6.04 (m, 1H), 5.73-5.59 (m, 1H), 4.70-4.59 (m, 1H), 4.52 (d, J = 12.4 Hz,
0.5H), 4.27-4.21 (m, 0.5H), 4.19-4.13 (m, 0.5H), 4.11-4.05 (m, 0.5H), 3.63 (m, 0.5H),
3.20-3.11 (m, 1H), 2.98-2.92 (m, 0.5H), 2.25-2.16 (m, 1H), 2.12-2.05 (m, 1H),
1.94-1.87 (m, 1H), 1.65-1.53 (m, 1H).

LC-MS (ESI-MS): Berechnet: 273.15 fiir C13H17N6O [M+H]*. Gefunden: 273.15.
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8.1.3.63 Darstellung von (R)-1-(3-(4-Amino-3-iodo-1H-pyrazolo[3,4-
d]pyrimidin-1-yl)piperidin-1-yl)prop-2-en-1-on (41b)

O

Gemaf$ der allgemeinen Arbeitsanweisung B und unter Verwendung von 44 (80 mg,
0.18 mmol) ergab sich zunachst 83 mg (0.24 mmol) Rohprodukt, welches mit DIPEA
(204 uL, 1.20 mmol) und Acryloylchlorid (28 uL, 0.34 mmol) umgesetzt wurde.
Saulenchromatographie an Kieselgel (1-2 % MeOH/DCM) lieferte 12 mg (0.03 mmol,

17 % tUber zwei Schritte) des gewlinschten Produkts als gelblichen Feststoff.

1H NMR (600 MHz, DMSO-de) 6 8.21 (s, 1H), 7.90 (bs, 1H), 6.89 - 6.69 (m, 1H), 6.63
(bs, 1H), 6.15 - 6.05 (m, 1H), 5.73 - 5.59 (m, 1H), 4.65 - 4.54 (m, 1H), 4.54 - 4.48 (m,
0.5H), 4.30 - 4.24 (m, 0.5H), 4.20 - 4.14 (m, 0.5H), 4.09 - 4.03 (m, 0.5H), 3.62 - 3.56
(m, 0.5H), 3.19 - 3.07 (m, 1H), 2.92 - 2.86 (m, 0.5H), 2.22 - 2.15 (m, 1H), 2.08 - 2.02
(m, 1H), 1.91 - 1.83 (m, 1H), 1.61 - 1.47 (m, 1H).

13C NMR (151 MHz, DMSO-ds) 6 165.04, 164.93, 158.19, 156.45, 153.68, 153.58,
128.79, 128.65, 128.04, 127.92, 103.68, 103.62, 89.82, 89.67, 53.93, 53.05, 49.62,
46.17,45.53, 41.93, 30.05, 29.95, 25.37, 23.90.

HRMS (ESI-MS): Berechnet: 399.04303 fiir C13H16IN6O [M+H]*. Gefunden: 399.04248.
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8.1.3.64 Darstellung von (R)-1-(3-(4-Amino-3-phenyl-1H-pyrazolo|3,4-
d]pyrimidin-1-yl)piperidin-1-yl)prop-2-en-1-on (41d)

NH,
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Entsprechend der allgemeinen Arbeitsanweisung B und unter Verwendung von 45a
(286 mg, 0.73 mmol) wurden zunidchst 210 mg (0.71 mmol) Rohprodukt erhalten und
davon 100 mg (0.34 mmol) mit DIPEA (340 uL, 2 mmol) und Acryloylchlorid (30 uL,
0.37 mmol) umgesetzt. Aufreinigung erfolgte mittels Saulenchromatographie an
Kieselgel (1-4 % MeOH/DCM) und nachfolgender HPLC (MeCN/H20 + 0.1 % TFA).
AnschliefSend wurden die erhaltenen Fraktionen mit DCM und einer ges. NaHCOs3-
Losung versetzt und die wassrige Phase mit DCM (3 x50 mL) extrahiert. Die
organischen Phasen wurden vereinigt und tber Na2S04 getrocknet. Evaporation der
fliichtigen Bestandteile im Vakuum lieferte 18 mg (0.05 mmol, 15 %) lieferte 18 mg

(0.05 mmol, 15 % tliber zwei Schritte) des gewlinschten Produkts als weifden Feststoff.

1H NMR (500 MHz, DMSO-de) 6 8.31 (s, 1H), 7.68 (d, ] = 7.2 Hz, 2H), 7.59 - 7.53 (m,
2H), 7.52 - 7.47 (m, 1H), 7.04 (bs, 2H), 6.94 - 6.63 (m, 1H), 6.23 - 6.02 (m, 1H), 5.73 -
5.56 (m, 1H), 4.81 - 4.66 (m, 1H), 4.56 (d, / = 10.9 Hz, 0.5H), 4.20 (d, ] = 11.2 Hz, 1H),
4.07 (d, ] = 12.3 Hz, 0.5H), 3.77 - 3.67 (m, 0.5H), 3.29 - 3.16 (m, 1H), 3.07 - 2.99 (m,
0.5H), 2.34 - 2.22 (m, 1H), 2.17 - 2.10 (m, 1H)), 1.98 - 1.90 (m, 1H), 1.67 - 1.52 (m,
1H).

13C NMR (126 MHz, DMSO-ds) 6 165.35, 158.41, 154.62, 155.34, 144.65, 133.55,
129.99, 129.62, 129.25, 129.13, 128.26, 128.03, 98.24, 53.62, 52.86, 49.80, 46.50,
46.96, 42.48, 30.15, 30.49, 25.66, 24.02.

HRMS (ESI-MS): Berechnet: 349.17768 fiir C19H21N6O [M+H]*. Gefunden: 349.17714.
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8.1.3.65 Darstellung von (R)-1-(3-(4-Amino-3-phenyl-1H-pyrazolo[3,4-
d]pyrimidin-1-yl)piperidin-1-yl)propan-1-on (41e)

Gemaf3 der allgemeinen Arbeitsanweisung B und unter Verwendung von 45a (286 mg,
0.73 mmol) wurde das Rohprodukt hergestellt, von dem 70 mg (0.24 mmol) im
folgenden Schritt mit DIPEA (243 uL, 1.43 mmol) und Propionylchlorid (23 uL,
0.26 mmol) umgesetzt wurden. Aufreinigung erfolgte mittels Sdulenchromatographie
an Kieselgel (1-4 % MeOH/DCM) und nachfolgender HPLC (MeCN/H20 + 0.1 % TFA).
AnschliefSend wurden die erhaltenen Fraktionen mit DCM und einer ges. NaHCOs-
Losung versetzt und die wassrige Phase mit DCM (3 x50 mL) extrahiert. Die
organischen Phasen wurden vereinigt und uber Na2S04 getrocknet. Evaporation der
fliichtigen Bestandteile im Vakuum ergab 43 mg (0.12 mmol, 50 % liber zwei Schritte)

des gewlinschten Produkts als weifden Feststoff.

1H NMR (500 MHz, DMSO-de) & 8.27 (d, J = 11.6 Hz, 1H), 7.67 (d, ] = 7.3 Hz, 2H), 7.55
(dd, ] = 7.4 Hz, 2H), 7.52 - 7.47 (m, 1H), 8.85 (bs, 2H), 4.79 - 4.60 (m, 1H), 4.57 - 4.51
(m, 0.5H) 4.22 (d, ] = 13.0 Hz, 0.5H), 4.06 - 4.00 (m, 0.5H), 3.87 (d, ] = 13.3 Hz, 0.5H),
3.62 - 3.55 (m, 0.5H), 3.16 - 3.07 (m, 1H), 2.90 - 2.82 (m, 0.5H), 2.42 - 2.19 (m, 3H),
2.16 - 2.07 (m, 1H), 1.94 - 1.84 (m, 1H), 1.69 - 1.47 (m, 1H), 1.04 - 0.94 (m, 3H).

13C NMR (126 MHz, DMSO-ds) 6 171.44, 171.29, 158.06, 155.57, 155.50, 154.00,
153.86, 143.68, 143.60, 132.85, 129.04, 128.59, 128.19, 97.44, 97.37, 52.67, 52.12,
49.07,45.30, 44.77, 41.07, 29.56, 29.29, 25.55, 24.57, 23.40, 9.37.

HRMS (ESI-MS): Berechnet: 351.19333 fiir C19H23N6O [M+H]*. Gefunden: 351.19279.
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8.1.3.66 Darstellung von (R)-1-(3-(4-Amino-3-(3-fluorophenyl)-1H-
pyrazolo[3,4-d]pyrimidin-1-yl)piperidin-1-yl)prop-2-en-1-on (41g)
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Entsprechend der allgemeinen Arbeitsanweisung B und unter Verwendung von 45b
(239 mg, 0.58 mmol) wurden zunachst 224 mg (0.72 mmol) Rohprodukt erhalten,
wovon 44.7 mg (0.14 mmol) mit DIPEA (246 uL, 1.43 mmol) und Acryloylchlorid
(13.0 uL, 0.16 mmol) umgesetzt wurden. Aufreinigung erfolgte mittels
Saulenchromatographie an Kieselgel (1-4 % MeOH/DCM) und nachfolgender HPLC
(MeCN/H20 + 0.1 % TFA). AnschliefRend wurden die erhaltenen Fraktionen mit DCM
und einer ges. NaHCOs3-Losung versetzt und die wassrige Phase mit DCM (3 x 50 mL)
extrahiert. Die organischen Phasen wurden vereinigt und tiber Na2SO4 getrocknet.
Evaporation der fliichtigen Bestandteile im Vakuum lieferte 15.0 mg (0.04 mmol, 29 %

liber zwei Schritte) des gewiinschten Produkts als hell-gelben Feststoff.

1H NMR (500 MHz, DMSO-ds) 6 8.29 (s, 1H), 7.60-7.41 (m, 3H), 7.36-7.27 (m, 1H),
6.90-6.61 (m, 1H), 6.09 (dd, J = 35.8, 16.9 Hz, 1H), 5.74-5.53 (m, 1H), 4.73 (s, 1H), 4.17
(s, 1H), 3.77-3.66 (m, 1H), 3.24 (dd, / = 11.7 Hz, 1H), 2.04-1.88 (m, 2H), 1.59 (s, 1H),
1.32-1.19 (m, 2H).

HRMS (ESI-MS): Berechnet: 367.16826 fiir C19H200N6F [M+H]*. Gefunden: 367.16812.
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8.1.3.67 Darstellung von (R)-1-(3-(4-Amino-3-(3-fluorophenyl)-1H-
pyrazolo[3,4-d]pyrimidin-1-yl)piperidin-1-yl)propan-1-on (41h)
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Die Verwendung von 45b (239mg, 0.58 mmol) gemédfi der allgemeinen
Arbeitsanweisung B lieferte zunachst das Rohprodukt (224 mg, 0.55 mmol).
Abweichend von der Arbeitsanweisung B erfolgte keine wassrige Aufarbeitung,
wodurch das Rohprodukt als TFA-Salz erhalten wurde. Hiervon wurden 181 mg
(0.44 mmol) mit DIPEA (1 uL, 1.43 mmol) und Propionylchlorid (56 uL, 0.64 mmol)
behandelt. Aufreinigung erfolgte mittels Sdulenchromatographie an Kieselgel (1-4 %
MeOH/DCM) und nachfolgender HPLC (MeCN/H20 + 0.1 % TFA). Anschliefsend
wurden die erhaltenen Fraktionen mit DCM und einer ges. NaHCO3-Lésung versetzt
und die wassrige Phase mit DCM (3 x 50 mL) extrahiert. Die organischen Phasen
wurden vereinigt und Uber Na2SOs4 getrocknet. Evaporation der fliichtigen
Bestandteile im Vakuum lieferte 35.5 mg (0.1 mmol, 23 % tber zwei Schritte) des

gewiinschten Produkts als weif3en Feststoff.

1H NMR (500 MHz, DMSO-ds) 6 8.30 (d, ] = 8.4 Hz, 1H), 7.62 - 7.56 (m, 1H), 7.50 (d,
J=7.6Hz, 1H), 7.47 - 7.41 (m, 1H), 7.35 - 7.30 (m, 1H), 7.17 (bs, 2H), 4.80 - 4.61 (m,
1H), 4.54 - 4.48 (m, 0.5H), 4.20 (d, ] = 13.0 Hz, 0.5H), 4.05 - 3.99 (m, 0.5H), 3.87 (d,
J=13.5 Hz, 0.5H), 3.61 - 3.55 (m, 0.5H), 3.17 - 3.09 (m, 1H), 2.93 - 2.82 (m, 0.5H), 2.42
- 2.18 (m, 3H), 2.15 - 2.07 (m, 1H), 1.94 - 1.83 (m, 1H), 1.69 - 1.46 (m, 1H), 1.03 - 0.94
(m, 3H).

13C NMR (126 MHz, DMSO-ds) 6 171.38, 163.48, 161.52, 157.63, 155.09, 153.79,
142.69, 134.85, 131.09, 124.38, 115.57, 115.41, 97.34, 52.77, 52.27, 49.01, 45.27,
44.74,41.08, 29.53, 29.33, 25.59, 24.51, 23.49, 9.40.
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HRMS (ESI-MS): Berechnet: 369.18391 fiir C19H220ONgF [M+H]*. Gefunden: 369.18390

8.1.3.68 Darstellung von (R)-1-(3-(4-Amino-3-(4-fluorophenyl)-1H-
pyrazolo[3,4-d]pyrimidin-1-yl)piperidin-1-yl)prop-2-en-1-on (41i)

Gemafd der allgemeinen Arbeitsanweisung B und unter Verwendung von 45c
(78.0 mg, 0.19 mmol) wurden zunichst 60.0 mg (0.19 mmol) Rohprodukt erhalten
und mit DIPEA (326 uL, 1.89 mmol) und Acryloylchlorid (16.8 uL, 0.21 mmol)
umgesetzt. Sdaulenchromatographie an Kieselgel (1-3 % MeOH/DCM) fiihrte zu
44.3 mg (0.12 mmol, 63 % tiber zwei Schritte) des gewtlinschten Produkts als weifden

Feststoff.

1H NMR (500 MHz, CDCls) 6 8,39 (s, 1H), 7.67 (m, 2H), 7.23 (t, 2H), 6.58 (m, 1H), 6.29
(d, 1H), 5.68 (d, 1H), 5.40 (s, 2H), 2.36 (m, 1H), 2.24 (m, 1H), 2.02 (m, 1H), 1.74 (m,
1H), 1.27 (m, 5H).

LC-MS (ESI-MS): Berechnet: 369.17 fiir C19H20FN6O [M+H]*. Gefunden: 369.17
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8.1.3.69 Darstellung von (R)-1-(3-(4-Amino-3-(4-fluorophenyl)-1H-
pyrazolo[3,4-d]pyrimidin-1-yl)piperidin-1-yl)propan-1-on (41j)

Gemaf3 der allgemeinen Arbeitsanweisung B und unter Verwendung von 45c¢ (389 mg,
0.90 mmol), DIPEA (1.87 mL, 11 mmol) und Propionylchlorid (101 uL, 1.20 mmol)
umgesetzt. Aufreinigung erfolgte mittels Sdulenchromatographie an Kieselgel (1-3 %
MeOH/DCM) und nachfolgender HPLC (MeCN/H20 + 0.1 % TFA). Anschlief3end
wurden die erhaltenen Fraktionen mit DCM und einer ges. NaHCO3-Losung versetzt
und die wassrige Phase mit DCM (3 x 50 mL) extrahiert. Die organischen Phasen
wurden vereinigt und Uber Na2SO0s4 getrocknet. Evaporation der fliichtigen
Bestandteile im Vakuum fiihrte zu 111 mg (0.3 mmol, 29 % iliber zwei Schritte) des

gewlnschten Produkts.

1H NMR (500 MHz, DMSO-de) 6 8.25 (t, /= 9.2 Hz, 1H), 7.69 (ddd, J = 7.9, 5.3, 2.2 Hz,
2H), 7.37 (td, J = 8.8, 2.2 Hz, 2H), 4.80-4.58 (m, 1H), 4.57-4.19 (m, 1H), 3.97 (ddd,
J=67.3,27.7,10.3 Hz, 1H), 3.54 (dt, ] = 26.0, 13.0 Hz, 1H), 3.16-3.05 (m, 1H), 2.83 (t,
J=10.9 Hz, 1H), 2.41-2.19 (m, 2H), 2.13-2.03 (m, 1H), 1.94-1.82 (m, 1H), 1.57 (dddd,
J=27.9,14.8,11.1, 3.4 Hz, 1H), 0.98 (dt, ] = 21.5, 7.4 Hz, 3H).

13CNMR (126 MHz, DMSO-ds) 6 171.4,163.4,161.4,158.2,155.8 (d,/ = 9.0 Hz), 154.0,
142.9,130.5,129.3,116.1,97.4,52.7,52.1, 49.1, 45.4, 44.8, 29.5, 25.6, 24.7, 23.5, 9.5.

LC-MS (ESI-MS): Berechnet: 369.18 fiir C19H22FN6O [M+H]*. Gefunden: 369.18
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8.1.3.70 Darstellung von (R)-1-(3-(4-Amino-3-(3-(trifluoromethyl)
phenyl)-1H-pyrazolo[3,4-d]pyrimidin-1-yl)piperidin-1-yl)prop-2-en-1-
on (41Kk)

CF3

Analog der allgemeinen Arbeitsanweisung B und unter Verwendung von 45d (415 mg,
0.90 mmol) wurde zundchst das Rohprodukt erhalten und im Anschluss 100 mg
(0.28 mmol) mit DIPEA (289 uL, 1.7 mmol) und Acryloylchlorid (25 uL, 0.30 mmol)
umgesetzt. Sdulenchromatographie an Kieselgel (1-4 % MeOH/DCM) fiihrte zu 46 mg

(0.11 mmol, 39 % tliber zwei Schritte) des gewiinschten Produkts als weifden Feststoff.

1H NMR (500 MHz, DMSO-de) & 8.29 (s, 1H), 7.98 - 7.93 (m, 2H), 7.86 - 7.74 (m, 2H),
7.03 (bs, 2H), 6.91 - 6.66 (m, 1H), 6.18 - 6.02 (m, 1H), 5.75 - 5.54 (m, 1H), 4.83 - 4.68
(m, 1H), 4.53 (d, ] = 11.2 Hz, 0.5H), 4.24 - 4.12 (m, 1H), 4.05 (d, ] = 12.4 Hz, 0.5H), 3.81
-3.71 (m, 0.5H), 3.41 - 3.17 (m, 1H), 3.14 - 3.03 (m, 0.5H), 2.33 - 2.23 (m, 1H), 2.18 -
2.09 (m,, 1H), 1.99 - 1.87 (m, 1H), 1.67 - 1.53 (m, 1H).

13C NMR (126 MHz, DMSO-ds) 6 164.52 158.20, 155.66, 154.04, 142.36, 133.76,
132.18, 130.12, 129.74, 129.48, 128.32, 127.29, 127.07, 125.15, 125.01, 124.61,
122.98,97.46,52.81, 52.09, 48.95, 45.64, 45.09, 41.53, 29.46, 29.17, 24.68, 23.10.

HRMS (ESI-MS): Berechnet: 417.16507 fir C20H20F3NeO [M+H]*. Gefunden:
417.16452.
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8.1.3.71 Darstellung von (R)-1-(3-(4-amino-3-(3-(trifluoromethyl)phenyl)-
1H-pyrazolo|[3,4-d]pyrimidin-1-yl)piperidin-1-yl)propan-1-on (411)

CF3

Gemafd der allgemeinen Arbeitsanweisung B und unter Verwendung von 45d
(415 mg, 0.90 mmol) wurde das Rohprodukt hergestellt, von dem 75 mg (0.21 mmol)
im folgenden Schritt mit DIPEA (211 uL, 0.76 mmol) und Propionylchlorid (20 uL,
0.23 mmol) umgesetzt wurden. Aufreinigung erfolgte mittels Sdulenchromatographie
an Kieselgel (1-4 % MeOH/DCM) und nachfolgender HPLC (MeCN/H20 + 0.1 % TFA).
AnschliefSend wurden die erhaltenen Fraktionen mit DCM und einer ges. NaHCOs-
Losung versetzt und die wassrige Phase mit DCM (3 x50 mL) extrahiert. Die
organischen Phasen wurden vereinigt und uber Na2S04 getrocknet. Evaporation der
fliichtigen Bestandteile im Vakuum lieferte 61 mg (0.15 mmol, 71 % iiber zwei

Schritte) des gewlinschten Produkts als weiféen Feststoff.

1H NMR (500 MHz, DMSO-ds) 6 8.29 (d, ] = 11.5 Hz, 1H), 7.99 - 7.94 (m, 2H), 7.85 -
7.75 (m, 2H), 7.03 (bs, 2H), 4.81 - 4.62 (m, 1H), 4.55 - 4.47 (m, 0.5H), 4.20 (d, ] = 12.3
Hz, 0.5H), 4.05 - 4.00 (m, 0.5H), 3.86 (d, ] = 13.3 Hz, 0.5H), 3.64 - 3.57 (m, 0.5H), 3.20
- 3.11 (m, 1H), 2.92 - 2.84 (m, 0.5H), 2.42 - 2.19 (m, 3H), 2.17 - 2.08 (m, 1H), 1.96 -
1.82 (m, 1H), 1.69 - 1.48 (m, 1H), 1.03 - 0.94 (m, 3H).

13C NMR (126 MHz, DMSO-ds) 6 171.44171.30, 158.20, 155.69, 155.62, 154.25,
154.11, 142.30, 142.24, 133.99, 133.78, 132.19, 130.13, 129.89, 129.75, 129.49,
127.25,125.15, 125.03, 124.60, 122.98, 97.55, 97.44, 52.78, 52.18, 48.99, 45.26, 44.75,
41.03, 29.47, 29.26, 25.56, 24.35, 23.34, 9.34.
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HRMS (ESI-MS): Berechnet: 419.18072 fiir C20H22F3NeO [M+H]*. Gefunden:
419.18017.

8.1.3.72 Darstellung von (R)-1-(3-(4-Amino-3-(4-(trifluoromethyl)
phenyl)-1H-pyrazolo[3,4-d]pyrimidin-1-yl)piperidin-1-yl)prop-2-en-1-
on (41n)

CF3

NH,

N~ X"\

L LN
O
Analog der allgemeinen Arbeitsanweisung B und unter Verwendung von 45e (439 mg,
1.0 mmol), DIPEA (1.7 mL, 10.0 mmol) und Acryloylchlorid (89.8 uL, 1.1 mmol)
umgesetzt. Aufreinigung erfolgte mittels RP-Sdaulenchromatographie an C18-Kieselgel
(MeCN/H20 + 0.2 %TFA) und nachfolgender HPLC (MeCN/H20 + 0.1 % TFA).
AnschliefSend wurden die erhaltenen Fraktionen mit DCM und einer ges. NaHCOs3-
Losung versetzt und die wassrige Phase mit DCM (3 x50 mL) extrahiert. Die
organischen Phasen wurden vereinigt und tber Na2S04 getrocknet. Evaporation der

fliichtigen Bestandteile im Vakuum fiihrte zu 123 mg (0.30 mmol, 31 % iiber zwei

Schritte) des gewlinschten Produkts.

1H NMR (600 MHz, DMSO-de) & 8.28 (s, 1H), 7.89 (s, 4H), 6.96-6.66 (m, 1H), 6.08 (dt,
J=34.5, 17.4 Hz, 1H), 5.63 (dt, ] = 60.8, 11.9 Hz, 1H), 4.72 (dd, ] = 31.2, 20.2 Hz, 1H),
415 (dt, /=33.0, 13.4 Hz, 2H), 3.27-3.01 (m, 2H), 2.31-2.20 (m, 1H), 2.16 (d,
J=15.7 Hz, 1H), 1.98-1.89 (m, 1H), 1.61 (d, ] = 12.8 Hz, 1H).

13C NMR (151 MHz, DMSO-ds) 6 164.6, 158.2, 155.8, 136.8, 129.0, 126.0, 97.5,
70.0-69.57, 53.00-52.63, 49.51-49.04, 45.70, 29.70-29.48, 24.87.
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HRMS (ESI-MS): Berechnet: 417.16507 fiir C20H20F3N6O [M+H]* und 439.14701 fiir
C20H19N6OF3Na [M+Na]*. Gefunden: 417.16392 und 439.14578.

8.1.3.73 Darstellung von (R)-1-(3-(4-Amino-3-(4-(trifluoromethyl)
phenyl)-1H-pyrazolo[3,4-d]pyrimidin-1-yl)piperidin-1-yl)propan-1-on
(410)

CF3

Gemaf3 der allgemeinen Arbeitsanweisung B und unter Verwendung von 45e (246 mg,
0.50 mmol) wurde das Rohprodukt hergestellt, von dem 102 mg (0.30 mmol) im
folgenden Schritt mit DIPEA (483 uL, 2.80 mmol) und Propionylchlorid (27 uL, 0.
30 mmol) umgesetzt wurden. Saulenchromatographie an Kieselgel (5%
EtOAc/DCM + 1 % Ammoniak) lieferte 46 mg (0.10 mmol, 39 % t{iber zwei Schritte)

des gewlinschten Produkts.

1H NMR (500 MHz, CDCls) & 8.42 (s, 1H), 7.88-7.77 (m, 2H), 4.08 (d, ] = 11.6 Hz, 1H),
3.90 (d,] = 13.7 Hz, 1H), 3.70-3.60 (m, 1H), 3.31 (t,/ = 11.7 Hz, 1H), 3.16 (t, ] = 12.0 Hz,
1H), 2.77 (t, J=11.8 Hz, 1H), 2.42 (dt, J=15.1, 7.6 Hz, 1H), 2.45-2.36 (m, 1H),
2.03-1.92 (m, 1H), 1.65 (d, ] = 30.5 Hz, 2H), 1.16 (dd, ] = 17.8, 7.5 Hz, 2H).

HRMS (ESI-MS): Berechnet: 419.18072 fiir C20H22F3sN¢O [M+H]* und 441.16266 fiir
C20H21F3N6ONa [M+Na]*. Gefunden: 419.17997 und 441.16178.
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8.1.3.74 Darstellung von (R)-1-(3-(4-Amino-3-cyclopropyl-1H-pyrazolo
[3,4-d]pyrimidin-1-yl)piperidin-1-yl)prop-2-en-1-on (41p)

NH,

N~ XN

L

N~ N
oY
N\/<\

Die Verwendung von 45f (236mg, 0.67 mmol) gemaf} der allgemeinen
Arbeitsanweisung B lieferte zundchst 158 mg (0.61 mmol) eines harzartigen
Rohprodukts, wovon 50 mg (0.19 mmol) mit DIPEA (194 uL, 1.14 mmol) und
Acryloylchlorid (17 uL, 0.21 mmol) behandelt wurden. Die Aufreinigung erfolgte
mittels Sdulenchromatographie an Kieselgel (1-4% MeOH/DCM, 100 %
EtOAc + 1 % NH3 und nachfolgender HPLC (MeCN/H20 + 0.1 % TFA). Anschliefsend
wurden die erhaltenen Fraktionen mit DCM und einer ges. NaHCO3-Losung versetzt
und die wassrige Phase mit DCM (3 x 50 mL) extrahiert. Die organischen Phasen
wurden vereinigt und tlber Na2SOs4 getrocknet. Evaporation der fliichtigen
Bestandteile im Vakuum fiihrte zu 17 mg (0.05 mmol, 26 % iiber zwei Schritte) des

gewlinschten Produkts als weifden Feststoff.

1H NMR (600 MHz, DMSO-ds) & 8.13 (bs, 1H), 7.28 (bs, 2H), 6.91 - 6.60 (m, 1H), 6.14 -
6.01 (m, 1H), 5.73 - 5.54 (m, 1H), 4.58 - 4.44 (m, 1H), 4.40 (d, J = 11.9 Hz, 0.5H), 4.17
- 4.09 (m, 0.5H), 4.08 - 4.00 (m, 1H), 3.64 - 3.56 (m, 0.5H), 3.21 - 3.05 (m, 1H), 3.04 -
2.96 (m, 0.5H), 2.45 - 2.38 (m, 1H), 2.19 - 2.10 (m, 1H), 2.02 - 1.96 (m, 1H), 1.91 - 1.82
(m, 1H), 1.58 - 1.45 (m, 1H), 0.93 (d, ] = 7.6 Hz, 2H), 0.86 (bs, 2H).

13C NMR (151 MHz, DMSO-ds) 6 164.48, 164.43, 158.28, 155.56, 153.65, 153.57,
145.70, 145.61, 128.37, 128.25 , 127.46, 127.22, 99.10, 99.06, 52.31, 51.78, 49.20,
45.66,45.13, 41.57, 29.51, 29.30, 24.89, 23.23, 8.57, 7.66.

HRMS (ESI-MS): Berechnet: 313.17768 fiir C16H21N6O [M+H]*. Gefunden: 313.17714.
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8.1.3.75 Darstellung von (R)-1-(3-(4-Amino-3-(4-hydroxyphenyl)-1H-
pyrazolo[3,4-d]pyrimidin-1-yl)piperidin-1-yl)prop-2-en-1-on (41q)

OH

NH,

N~ X"\

LM

N N
C\ O
N\<\

Entsprechend der allgemeinen Arbeitsanweisung B und unter Verwendung von 45g
(88.0 mg, 0.22 mmol) wurden zunachst 92.3 mg (0.30 mmol) Rohprodukt erhalten
und mit DIPEA (371 L, 2.15mmol) und Acryloylchlorid (19.3 uL, 0.24 mmol)
umgesetzt. Sdulenchromatographie an Kieselgel (1-4 % MeOH/DCM) fiihrte zu
50.8 mg (0.14 mmol, 64 % liber zwei Schritte) des gewiinschten Produkts.

1H NMR (500 MHz, DMSO-de) 6 8.45 (s, 1H), 7.46 (d, 2H), 7.27 (s, 2H), 6.95 (d 2H), 4.74
(s, 1H), 4.20 (m, 1H), 3.97 (m, 1H), 3.20 (m, 1H), 2.25 (m, 1H), 2.11 (m, 1H), 1.98 (m,
1H), 1.56 (m, 2H).

LC-MS (ESI-MS): Berechnet: 365.17 fiir C19H21N6O2 [M+H]*. Gefunden: 313.17.
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8.1.3.76 Darstellung von (R)-1-(3-(4-Amino-3-benzyl-1H-pyrazolo[3,4-
d]pyrimidin-1-yl)piperidin-1-yl)prop-2-en-1-on (41r)

NH,

N~ X"\
LN
N N

(@]

CN\(

Entsprechend der allgemeinen Arbeitsanweisung B und unter Verwendung von 45h
(58.0 mg, 0.14 mmol) wurden zunichst 39.7 mg (0.13 mmol) Rohprodukt erhalten
und mit DIPEA (223 uL, 1.29 mmol) und Acryloylchlorid (12 uL, 0.14 mmol)
umgesetzt. Sdulenchromatographie an Kieselgel (1-4 % MeOH/DCM)fiihrte zu
26.9 mg (0.07 mmol, 50 % tliber zwei Schritte) des gewiinschten Produkts als weifden

Feststoff.

1H NMR (500 MHz, CDCls) 6 9.36 (s, 1H), 8.16 (s, 2H), 7.57-7.30 (m, 5H), 6.55 (d,
J=43.0 Hz, 1H), 6.33 (d, ] = 16.5 Hz, 1H), 5.74 (d, ] = 10.3 Hz, 1H), 5.50 (s, 1H), 4.84 (s,
1H), 2.33 (d, ] = 7.6 Hz, 2H), 2.25 (d, / = 9.1 Hz, 2H), 2.06 (d, ] = 13.6 Hz, 3H), 1.71 (dt,
J =43.7,16.0 Hz, 2H).

HRMS (ESI-MS): Berechnet: 363.19333 fiir C20H230N¢ [M+H]* und 385.17528 fiir
C20H220NeNa [M+Na*]. Gefunden: 363.19288 und 385.17471.
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8.1.3.77 Darstellung von (R)-1-(3-(4-Amino-3-(cyclopentylethynyl)-1H-
pyrazolo[3,4-d]pyrimidin-1-yl)piperidin-1-yl)prop-2-en-1-on (41s)

NH, /l

N~ X"\
P
N N
O
CN(

Entsprechend der allgemeinen Arbeitsanweisung B und unter Verwendung von 45i
(125 mg, 0.31 mmol) wurden zunachst 109 mg (0.31 mmol) Rohprodukt erhalten und
mit DIPEA (604 uL, 3.50 mmol) und Acryloylchlorid (31 uL, 0.39 mmol) umgesetzt.
Saulenchromatographie an Kieselgel (1-3% MeOH/DCM) lieferte 22.3 mg

(0.06 mmol, 19 % tliber zwei Schritte) des gewiinschten Produkts als weifden Feststoff.

1H NMR (500 MHz, DMSO-de) & 8.28 (s, 1H), 6.94 - 6.57 (m, 1H), 6.19 - 5.99 (m, 1H),
5.77 - 5.52 (m, 1H), 4.67 - 4.58 (m, 1H), 4.52 (d, /= 11.3 Hz, 0.5H), 4.32 - 4.24 (m,
0.5H), 4.21 - 4.14 (m, 0.5H), 4.09 - 4.04 (m, 0.5H), 3.64 - 3.56 (m, 0.5H), 3.21 - 3.06
(m, 1H), 3.06 - 2.97 (m, 1H), 2.93 - 2.83 (m, 0.5H), 2.24 - 2.13 (m, 1H), 2.10 - 1.98 (m,
3H), 1.94 - 1.83 (m, 1H), 1.78 - 1.65 (m, 4H), 1.64 - 1.51 (m, 3H).

13C NMR (126 MHz, DMSO-ds) 6 164.86, 156.53, 154.60, 152.19, 128.28, 127.21,
100.33,71.37,52.56, 48.87,44.92, 41.03, 33.05, 30.18, 29.14, 24.48, 22.86.

HRMS (ESI-MS): Berechnet: 365.20898 fiir C20H250Ne [M+H]* und 387.19093 fiir
C20H240NeNa [M+Na]*. Gefunden: 365.20857 und 387.19038.
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8.1.3.78 Darstellung von (R)-1-(3-(4-Amino-3-(3-cyclopentylprop-1-yn-1-
yl)-1H-pyrazolo[3,4-d]pyrimidin-1-yl)piperidin-1-yl)prop-2-en-1-on
(41¢)

NH, /
s
L

,N
N

(@]
@ﬁ

Die Verwendung von 45j (66.4mg, 0.16 mmol) gemdfs der allgemeinen
Arbeitsanweisung B lieferte zunachst das Rohprodukt (50.6 mg, 0.16 mmol) und
wurde umgehend mit DIPEA (270 uL, 1.56 mmol) und Acryloylchlorid (15 uL,
0.18 mmol) behandelt. Sdulenchromatographie an Kieselgel (1-4 % MeOH/DCM)
lieferte 38.0 mg (0.10 mmol, 63 % iliber zwei Schritte) des gewlinschten Produkts als

weifden Feststoff.

1H NMR (500 MHz, CDCls) & 8.20 (s, 1H), 6.75 (s, 2H), 6.59 (m, 1H), 6.32 (d,1H), 5.75
(d, 1H), 4.81 (d, 1H), 4.03 (d, 1H), 3.72 (m, 1H), 3.24 (m,2H), 2.19 (m, 2H), 1.88 (dt,
2H), 1.68 (m, 4H), 1.60 (m, 3H), 1.31 (dt, 3H), 1.25 (m, 1H).

13C NMR (500 MHz, CDCl3) 6 166.1, 153.8, 153.8, 150.5, 146.6, 129.0, 129.0, 127.3,
86.7,53.6,46.2,45.9, 38.80, 38.78, 25.5, 25.5, 25.3, 25.2.

LC-MS (ESI-MS): Berechnet: 379.22 fir C21H27N6¢O [M+H]*. Gefunden: 379.22.
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8.1.3.79 Darstellung von (R)-1-(3-(4-Amino-3-(naphthalen-2-yl)-1H-
pyrazolo[3,4-d]pyrimidin-1-yl)piperidin-1-yl)prop-2-en-1-on (41u)

O

N~ "N

LN

N N
C O
N\<\

Die Verwendung von 45k (37mg, 0.08 mmol) gemafd der allgemeinen
Arbeitsanweisung B lieferte zuniachst 30 mg (0.09 mmol) Rohprodukt, welche mit
DIPEA (85 uL, 0.5 mmol) und Acryloylchlorid (7.4 uL, 0.09 mmol) behandelt wurden.
Die Aufreinigung erfolgte mittels Sdulenchromatographie an Kieselgel (1-4 %
MeOH/DCM) und nachfolgender HPLC (MeCN/H20 + 0.1 % TFA). Anschliefsend
wurden die erhaltenen Fraktionen mit DCM und einer ges. NaHCO3-Lésung versetzt
und die wassrige Phase mit DCM (3 x 50 mL) extrahiert. Die organischen Phasen
wurden vereinigt und Uber Na2SOs4 getrocknet. Evaporation der fliichtigen
Bestandteile im Vakuum lieferte 9 mg (0.02 mmol, 22 % iiber zwei Schritte) des

gewiinschten Produkts als weif3en Feststoff.

1H NMR (600 MHz, DMSO-ds) 6 8.29 (bs, 1H), 8.20 (d,] = 7.8 Hz, 1H), 8.08 (d,] = 8.3 Hz,
1H), 8.06 - 7.99 (m, 2H), 7.82 (d, ] = 8.1 Hz, 1H), 7.61 - 7.57 (m, 2H), 6.93 - 6.71 (m,
1H), 6.18 - 6.06 (m, 1H), 5.74 - 5.59 (m, 1H), 4.80 - 4.70 (m, 1H), 4.58 (d, ] = 12.5 Hz,
0.5H), 4.27 - 4.22 (m, 1H), 4.13 - 4.07 (m, 0.5H), 3.78 - 3.72 (m, 0.5H), 3.28 - 3.19 (m,
1H), 3.05 - 2.99 (m, 0.5H), 2.35 - 2.26 (m, 1H), 2.19 - 2.15 (m, 1H), 2.00 - 1.95 (m, 1H),
1.66 - 1.55 (m, 1H).

HRMS (ESI-MS): Berechnet: 399.19333 fiir C23H23N6O [M+H]*. Gefunden: 399.19279.
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8.1.3.80 Darstellung von (R)-1-(3-(4-Amino-3-(1H-pyrrolo[2,3-b]pyridin-
5-yl)-1H-pyrazolo|[3,4-d]pyrimidin-1-yl)piperidin-1-yl)prop-2-en-1-on
(41v)

Entsprechend der allgemeinen Arbeitsanweisung B und unter Verwendung von 451
(23.7 mg, 0.05 mmol) wurden zunachst 18 mg (0.05 mmol) Rohprodukt erhalten und
mit DIPEA (28 uL, 0.16 mmol) und Acryloylchlorid (4.85 uL, 0.06 mmol) umgesetzt.
Saulenchromatographie an Kieselgel (1-4% MeOH/DCM) lieferte 16.8 mg
(0.04 mmol, 80 % tiber zwei Schritte) des gewiinschten Produkts als hell-gelben
Feststoff.

TH NMR (500 MHz, DMSO-ds) 6 11.82 (s, 1H), 8.48 (s, 1H), 8.27 (s, 1H), 8.19 (s, 1H),
7.57 - 7.56 (m, 1H), 6.94 (bs, 2H), 6.91 - 6.68 (m, 2H), 6.59 - 6.53 (m, 1H), 6.18 - 6.02
(m, 1H), 5.73 - 5.55 (m, 1H), 4.81 - 4.65 (m, 1H), 4.57 (d,/ = 10.8 Hz, 0.5H), 4.26 - 4.15
(m, 1H), 4.07 (d, J = 12.5 Hz, 0.5H), 3.79 - 3.68 (m,0.5H), 3.28 - 3.18 (m, 1H), 3.08 -
2.97 (m, 0.5H), 2.37 - 2.24 (m, 1H), 2.20 - 2.08 (m, 1H), 2.00 - 1.87 (m, 1H), 1.68 - 1.49
(m, 1H).

13C NMR (126 MHz, DMSO-ds) 6 164.56, 158.28, 155.58, 154.00, 148.38, 142.35,
128.29, 127.80, 127.33, 127.10, 120.77, 119.46, 100.41, 97.70, 52.82, 52.01, 49.30,
45.72,45.10, 41.48, 29.71, 29.35, 24.79, 23.21.

HRMS (ESI-MS): Berechnet: 389.18383 fiir C20H21NsO [M+H]*. Gefunden: 389.18328.
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8.1.3.81 Darstellung von (R)-1-(3-(4-Amino-3-(1-methyl-1H-indol-3-yl)-
1H-pyrazolo|3,4-d]pyrimidin-1-yl)piperidin-1-yl)prop-2-en-1-on
(41w)

N
NH, N\
N™ "N
LM
N N

Die Verwendung von 45m (85.4mg, 0.19 mmol) gemdafd der allgemeinen
Arbeitsanweisung B lieferte zundchst das Rohprodukt, welches im weiteren Verlauf
mit DIPEA (196 uL, 1.2 mmol) und Acryloylchlorid (17 uL, 0.21 mmol) behandelt
wurden. Sdulenchromatographie an Kieselgel (1-4 % MeOH/DCM) lieferte 48 mg
(0.12 mmol, 63 % tiber zwei Schritte) des gewiinschten Produkts als hell-gelben

Feststoff.

1H NMR (500 MHz, DMSO-ds, bei 24 °C) § 8.24 (d, 1H), 7.87 (d, ] = 7.9 Hz, 1H), 7.71
(d,] = 9.0 Hz, 1H), 7.54 (d, ] = 8.3 Hz, 1H), 7.26 (dd, ] = 7.5 Hz, 1H), 7.15 (dd, ] = 7.4 Hz,
1H), 6.98 (bs, 2H), 6.91 - 6.70 (m, 1H), 6.17 - 6.04 (m, 1H), 5.73 - 5.57 (m, 1H), 4.75 -
4.65 (m, 1H), 4.57 (d,] = 11.1 Hz, 0.5H), 4.31 - 4.20 (m, 1H), 4.08 (d, ] = 13.4 Hz,
0.5H), 3.88 (s, 3H), 3.74 - 3.68 (m, 0.5H), 3.29 - 3.18 (m, 1H), 3.01 - 2.94 (m, 0.5H),
2.34 - 2.25 (m, 1H), 2.18 - 2.11 (m, 1H), 1.98 - 1.91 (m, 1H), 1.66 - 1.55 (m, 1H).

1H NMR (500 MHz, DMSO-ds, bei 100 °C) § 8.24 (s, 1H), 7.84 (d, ] = 7.9 Hz, 1H), 7.67
(s, 1H), 7.52 (d, ] = 8.2 Hz, 1H), 7.27 (dd, ] = 7.6 Hz, 1H), 7.15 (dd, ] = 7.5 Hz, 1H), 6.72
(dd,] = 16.8, 10.6 Hz, 1H), 6.57 (s, 2H), 6.06 (d, ] = 16.8 Hz, 1H), 5.62 (d, ] = 10.5 Hz,
1H), 4.78 - 4.71 (m, 1H), 4.42 (bs, 1H) ,4.17 - 4.07 (m, 1H), 3.90 (s, 3H), 3.55 (bs, 1H),
3.21-3.13 (m, 1H), 2.40 - 2.30 (m, 1H), 2.24 - 2.17 (m, 1H), 2.03 - 1.97 (m, 1H), 1.69
- 1.60 (m, 1H).
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13C NMR (126 MHz, DMSO-ds) § 164.59, 164.53, 158.36, 155.58, 153.60, 153.51,
138.68,138.57, 136.87, 129.76, 128.40, 128.26, 127.56,127.37, 126.18, 122.14,
120.52,119.98,110.09, 106.71,97.91, 97.81, 52.65, 51.84, 49.44, 45.85, 45.19, 41.64,
32.82,29.73,29.49, 24.98, 23.51.

HRMS (ESI-MS): Berechnet: 402.20423 fir C22H24N70 [M+H]*. Gefunden: 402.20368.

8.1.3.82 Darstellung von (R)-1-(3-(4-Amino-3-(naphthalen-1-yl)-1H-
pyrazolo[3,4-d]pyrimidin-1-yl)piperidin-1-yl)prop-2-en-1-on (41x)

e OO

N~ N

L

N~ N
oY,
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Entsprechend der allgemeinen Arbeitsanweisung B und unter Verwendung von 45n
(67.8 mg, 0.15 mmol) wurden zunachst 53 mg (0.15 mmol) Rohprodukt erhalten und
mit DIPEA (153 uL, 0.9 mmol) und Acryloylchlorid (14 uL, 0.17 mmol) umgesetzt.
Saulenchromatographie an Kieselgel (1-4 % MeOH/DCM)fiihrte zu 44.2 mg

(0.11 mmol, 73 % tlber zwei Schritte) des gewlinschten Produkts als weifden Feststoff.

1H NMR (500 MHz, DMSO-ds) 6 8.30 (d, /= 5.5 Hz, 1H), 8.07 (dd, J = 15.3, 8.0 Hz, 2H),
7.91-7.85 (m, 1H), 7.69 - 7.49 (m, 4H), 6.93 - 6.71 (m, 1H), 6.18 - 6.04 (m, 1H), 5.74
- 5.58 (m, 1H), 5.39 (bs, 2), 4.84 - 4.72 (m, 1H), 4.59 (d,/ = 11.7 Hz, 0.5H), 4.32 - 4.16
(m, 1H), 4.06 (d, = 13.6 Hz, 0.5H), 3.79 - 3.70 (m, 0.5H), 3.32 - 3.18 (m, 1H), 3.05 -
2.96 (m, 0.5H), 2.33 - 2.23 (m, 1H), 2.22 - 2.16 (m, 1H), 1.98 - 1.91 (m, 1H), 1.67 - 1.53
(m, 1H).

13C NMR (126 MHz, DMSO-ds) 6 164.60, 164.45, 157.96, 155.93, 153.63, 153.54,
142.10, 141.98, 133.62, 131.37, 129.89, 129.36, 128.44, 128.39, 128.35, 128.18,
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127.67, 127.49, 126.98, 126.94, 126.35, 125.71, 125.48, 99.22, 52.87, 52.09, 49.40,
45.90, 45.18, 41.66, 29.70, 29.47, 24.95, 23.41.

HRMS (ESI-MS): Berechnet: 399.19333 fiir C23H23N6O [M+H]*. Gefunden: 399.19279.

8.1.3.83 Darstellung von (R)-1-(3-(4-Amino-3-(4-(dimethylamino)
naphthalen-1-yl)-1H-pyrazolo|[3,4-d]pyrimidin-1-yl)piperidin-1-
yl)prop-2-en-1-on (41y)

v L0
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Die Verwendung von 450 (100mg, 0.21 mmol) gemdfi der allgemeinen
Arbeitsanweisung B lieferte zunachst das Rohprodukt (79 mg, 0.20 mmol), welches im
weiteren Verlauf mit DIPEA (354 uL, 2.05mmol) und Acryloylchlorid (19 uL,
0.23 mmol) behandelt wurde. Anschliefdende Sdulenchromatographie an Kieselgel (1-
4% MeOH/DCM) lieferte 22 mg (0.05mmol, 24 % tiiber zwei Schritte) des

gewiinschten Produkts als weif3en Feststoff.

1H NMR (700 MHz, DMSO-ds) 6 8.28 (d, ] = 7.1 Hz, 1H), 8.26 (d, ] = 8.5 Hz, 1H), 7.84 (d,
J=8.0 Hz, 1H), 7.56 (dd, ] = 18.7, 10.8 Hz, 1H), 7.54-7.48 (m, ] = 15.0, 7.7 Hz, 2H), 7.22
(d,] = 7.7 Hz, 1H), 6.86 (dd, ] = 16.4, 10.6 Hz, 1H), 6.73 (dd, ] = 16.3, 10.7 Hz, 1H), 6.10
(dd, ] = 48.3, 16.5 Hz, 1H), 5.71 (d, ] = 10.2 Hz, 1H), 5.59 (d, ] = 10.5 Hz, 1H), 4.81-4.71
(m, 1H), 4.58 (d, J = 11.2 Hz, 1H), 4.23 (dd, ] = 45.2, 12.6 Hz, 1H), 4.04 (dd, ] = 17.6,
10.4 Hz, 1H), 3.77-3.71 (m, 1H), 2.91 (s, 6H), 2.27 (d, J = 7.0 Hz, 1H), 2.21-2.16 (m,
1H), 2.00-1.92 (m, ] = 9.8, 3.4 Hz, 2H).
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13C NMR (176 MHz, DMSO-ds) 6 165.1, 158.4, 156.3, 154.1-153.8, 152.0, 143.32,
133.1, 132.4-131.6, 128.9, 128.8 (d, /= 14.4 Hz), 128.2-127.6, 127.1, 126.4, 125.8,
124.9, 124.4, 114.0, 99.9-99.2, 56.0, 53.8-53.0, 52.4, 49.8, 45.5, 45.1, 30.3-29.9,
25.6-25.1, 24.0-23.6.

HRMS (ESI-MS): Berechnet: 442.23553 fiir C2sH280N7 [M+H]*. Gefunden: 442.23528.

8.1.3.84 Darstellung von (R)-1-(3-(4-Amino-3-(4-fluoronaphthalen-1-yl)-
1H-pyrazolo|3,4-d]pyrimidin-1-yl)piperidin-1-yl)prop-2-en-1-on (41z)
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Die Verwendung von 45p (121mg, 0.26 mmol) gemdafd der allgemeinen
Arbeitsanweisung B lieferte zunachst das Rohprodukt (95 mg, 0.26 mmol), welches im
weiteren Verlauf mit DIPEA (452 uL, 2.62 mmol) und Acryloylchlorid (23.3 uL,
0.34 mmol) behandelt wurde. Anschliefende Sdulenchromatographie an Kieselgel (1-
4% MeOH/DCM) lieferte 39mg (0.10 mmol, 36 % tiber zwei Schritte) des

gewlinschten Produkts.

1H NMR (600 MHz, DMSO-ds) & 8.29 (d, ] = 6.0 Hz, 1H), 8.17 (d, ] = 8.3 Hz, 1H), 7.89 (d,
J = 6.8 Hz, 1H), 7.70 (t,] = 7.5 Hz, 1H), 7.66-7.58 (m, 2H), 7.47 (dd, ] = 10.5, 8.0 Hz, 1H),
6.91-6.69 (m, 1H), 6.10 (dd, ] = 40.6, 16.6 Hz, 1H), 5.65 (dd, ] = 68.6, 10.2 Hz, 1H), 4.75
(ddd, ] = 46.9, 23.1, 12.0 Hz, 1H), 4.32-3.96 (m, 2H), 3.38-2.96 (m, 2H), 2.35-2.15 (m,
2H), 2.03-1.88 (m, 2H).

HRMS (ESI-MS): Berechnet: 417.18391 fiir C23H220N¢F [M+H]* und 439.16586 fiir
C23H220N6FNa [M+Na]*. Gefunden: 417.18300 und 439.16488.
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8.1.3.85 Darstellung von (R,E)-1-(3-(4-Amino-3-phenyl-1H-pyrazolo[3,4-
d]pyrimidin-1-yl)piperidin-1-yl)-4-(dimethylamino)but-2-en-1-on
(41f)

Entsprechend der allgemeinen Arbeitsanweisung B und unter Verwendung von 45a
(286 mg, 0.73 mmol) wurde die Boc-Schutzgruppe entschiitzt. Das resultierende
sekundiare Amin (50 mg, 0.17 mmol) wurde in DCM (2 mL) gelést und in einer
Kupplungsreaktion mit 4-(Dimethylamino)-2-butensdure Hydrochlorid (42 mg,
0.26 mmol), EDC Hydrochlorid (49 mg, 0.26 mmol), HOBt (34 mg, 0.26 mmol) und
DIPEA (173 uL, 1.02 mmol) fiir 12 Stunden bei RT umgesetzt. Nach Zugabe von DCM
und H20 erfolgte die Extraktion der wdassrigen Phase mit 10 % MeOH/DCM
(4 x 30 mL). Die organischen Phasen wurden vereinigt, iiber Na2S04 getrocknet und
das LoOsungsmittel im Vakuum eingeengt. Die Aufreinigung erfolgte mittels
Saulenchromatographie an Kieselgel (2-10 % MeOH/DCM) und nachfolgender HPLC
(MeCN/H20 + 0.1 % TFA). Anschlieffend wurden die erhaltenen Fraktionen mit DCM
und einer ges. NaHCO3-Losung versetzt und die wassrige Phase mit DCM (3 x 50 mL)
extrahiert. Die organischen Phasen wurden vereinigt und tiber Na2S04 getrocknet.
Evaporation der fliichtigen Bestandteile im Vakuum ergab 19 mg (0.05 mmol, 29 %

Uiber zwei Schritte) des gewiinschten Produkts als gelblichen Feststoff.

1H NMR (500 MHz, DMSO-de) & 8.27 (d, ] = 3.8 Hz, 1H), 7.70 - 7.64 (m, 2H), 7.62 (bs,
2H), 7.58 - 7.53 (m, 2H), 7.52 - 7.48 (m, 1H), 7.05 - 6.85 (m, 1H), 6.71 - 6.58 (m, 1H),
4.79 - 4.67 (m, 1H), 4.54 (d, ] = 12.0 Hz, 0.5H), 4.28 - 4.17 (m, 1H), 4.08 (d, / = 13.4 Hz,
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0.5H), 3.87 (d,] = 6.9 Hz, 1H), 3.74 (d, ] = 6.9 Hz, 1H), 3.77 - 3.70 (m, ] = 8.9 Hz, 0.5H),
3.28 - 3.20 (m, 1H), 3.03 - 2.96 (m, 0.5), 2.72 (s, 3H), 2.65 (s, 3H), 2.31 - 2.21 (m, 1H),
2.16 - 2.09 (m, 1H), 1.98 - 1.87 (m, 1H), 1.69 - 1.53 (m, 1H).

13C NMR (126 MHz, DMSO-ds) 6 163.47, 158.21, 155.77, 155.74, 154.07, 153.96,
143.90, 143.81, 132.89, 132.85, 132.43, 132.08, 129.22, 129.19, 128.97, 128.77,
128.33, 128.27, 97.41, 56.74, 52.75, 52.00, 49.37, 45.93, 45.32, 41.75, 41.64, 29.66,
29.56, 24.92, 23.35

HRMS (ESI-MS): Berechnet: 406.23553 fiir C22H2sN70 [M+H]*. Gefunden: 406.23499.

8.1.3.86 Darstellung von (R,E)-1-(3-(4-amino-3-(3-(trifluoromethyl)
phenyl)-1H-pyrazolo[3,4-d]pyrimidin-1-yl)piperidin-1-yl)-4-
(dimethylamino)but-2-en-1-on (41m)

CF3

Gemafd der allgemeinen Arbeitsanweisung B und unter Verwendung von 45d
(415 mg, 0.90 mmol) erfolgte die Entschiitzung der Boc-Schutzgruppe. Das erhaltene
Amin (50 mg, 0.14 mmol) wurde anschief3end in DCM (2 mL) geldst und in einer
Kupplungsreaktion mit 4-(Dimethylamino)-2-butensdaure Hydrochlorid (35.0 mg,
0.21 mmol), EDC Hydrochlorid (40.3 mg, 0.21 mmol), HOBt (28.4 mg, 0.21 mmol) und
DIPEA (141 uL, 0.83 mmol) fiir 12 Stunden bei RT umgesetzt. Nach Zugabe von DCM
und H20 wurde die wassrige Phase mit 10 % MeOH/DCM (3 x 40 mL) extrahiert. Es
folgte die Vereinigung der organischen Phasen und die Trocknung iiber Na2SOa.

Zuletzt wurden die fliichtigen Bestandteile im Vakuum entfernt. Die Aufreinigung
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erfolgte mittels Sdulenchromatographie an Kieselgel (2-10 % MeOH/DCM) und
nachfolgender HPLC (MeCN/H20 + 0.1 % TFA). Anschliefend wurden die erhaltenen
Fraktionen mit DCM und einer ges. NaHCOs3-Losung versetzt und die wassrige Phase
mit DCM (3 x 50 mL) extrahiert. Die organischen Phasen wurden vereinigt und iiber
Naz2S0s getrocknet. Evaporation der fliichtigen Bestandteile im Vakuum lieferte
23.2mg (0.05mmol, 36 % tuber zwei Schritte) des gewilinschten Produkts als
gelblichen Feststoff.

1H NMR (500 MHz, DMSO-de) & 8.28 (s, 1H), 7.98 - 7.93 (m, 2H), 7.87 - 7.74 (m, 2H),
7.21 (s, 2H), 6.72 - 6.42 (m, 2H), 4.83 - 4.65 (m, 2H), 4.55 - 4.49 (m, 0.5H), 4.17 - 4.11
(m, 0.5H), 4.09 - 4.02 (m, 1H), 4.09 - 4.02 (m, 0.5H), 3.27 - 3.19 (m, 1H), 3.17 - 3.11
(m, 0.5H), 3.05 (d, ] = 5.2 Hz, 0.5H), 2.88 (d, ] = 4.9 Hz, 0.5H), 2.32 - 2.21 (m, 1H), 2.16
(s, 3H), 2.18 - 2.07 (m, 1H), 2.05 (s, 3H), 2.01 - 1.88 (m, 1H), 1.67 - 1.52 (m, 1H).

HRMS (ESI-MS): Berechnet: 474.22292 fir C23Hz7F3N70 [M+H*]. Gefunden:
474.22237.

8.1.3.87 Darstellung von tert-Butyl (R)-3-(4-amino-3-((trimethylsilyl)
ethynyl)-1H-pyrazolo|3,4-d]pyrimidin-1-yl)piperidin-1-carboxylat (48)

N
Si—
NH, /]
N T N
P
N

44 (284 mg, 0.64 mmol) wurden in DMF (5 mL) geldst und mit Triethylamin (355 uL,
2.56 mmol) und Kupferiodid (24.0 mg, 0.13 mmol) versetzt. Nach tropfenweiser
Zugabe von Trimethylsilylacetylen (1.8 mL, 12.8 mmol) bei 0°C wurde
Tetrakis(triphenylphosphin)palladium (74 mg, 0.06 mmol) hinzugegeben und das
Reaktionsgemisch flir 2 Stunden bei RT geriihrt. Der Filtration iiber Celite folgte die
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Entfernung des LoOsungsmittels im Vakuum. Der Riickstand wurde in DCM
aufgenommen, mit H20 versetzt und die wassrige Phase mit 10 % MeOH/DCM
extrahiert (3 x 50 mL). Die organischen Phasen wurden umgehend vereinigt, iber
Na2S0s4  getrocknet und das Losungsmittel im  Vakuum  entfernt.
Saulenchromatographie an Kieselgel (1-2 % MeOH/DCM) ergab 283 mg (0.68 mmol)

des gewlinschten Produkts als gelbes Harz.

LC-MS (ESI-MS): Berechnet: 415.23 fiir C20H31N602Si [M+H]*. Gefunden: 415.13.

8.1.3.88 Darstellung von tert-Bbutyl (R)-3-(4-amino-3-ethynyl-1H-
pyrazolo[3,4-d]pyrimidin-1-yl)piperidin-1-carboxylat (49)

Zu einer Losung aus 48 (283 mg, 0.68 mmol) in MeOH (5 mL) wurde K2CO3 (23.0 mg,
0.17 mmol) gegeben und das Reaktionsgemisch fiir 1 Stunde bei RT geriihrt. Nach
Zugabe von DCM und H20 wurde die wassrige Phase mit 10 % MeOH/DCM extrahiert,
die organischen Phasen vereinigt und tuber Na2S04 getrocknet Das Losungsmittel
wurde umgehend im Vakuum eingeengt. Sdulenchromatographie an Kieselgel (30-
70 % EtOAc/DCM) lieferte 126 mg (0.37 mmol, 58 % iiber zwei Schritte) des

gewiinschten Produkts als gelben Feststoff.

1H NMR (500 MHz, DMSO-ds) 6 8.24 (s, 1H), 8.04 (bs, 1H), 6.69 (bs, 1H), 4.65 (s, 1H),
4.64 - 4.60 (m, 1H), 4.14 - 3.58 (m, 3H), 3.19 - 2.88 (m, 1H), 2.20 - 2.08 (m, 1H), 2.08
-2.00 (m, 1H), 1.99 - 1.81 (m, 1H), 1.57 - 1.49 (m, 1H), 1.45 - 1.23 (m, 9H).

13CNMR (126 MHz, DMSO-ds) 6 157.70,156.42,153.73,152.76,124.92,100.97, 86.11,
79.00, 75.27,52.48, 47.88,47.00, 43.99, 42.95, 28.92, 27.93, 23.95, 23.16.
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LC-MS (ESI-MS): Berechnet: 343.19 fiir C17H23N6¢O2 [M+H]*. Gefunden: 343.09.

8.1.3.89 Darstellung von (R)-1-(3-(4-Amino-3-ethynyl-1H-pyrazolo[3,4-
d]pyrimidin-1-yl)piperidin-1-yl)prop-2-en-1-on (47)

NH, /

N
| N
N

Og

Gemafs der allgemeinen Arbeitsanweisung B und unter Verwendung von 49 (400 mg,

X
~
N

1.17 mmol) wurde das Rohprodukt hergestellt und im folgenden Schritt mit DIPEA
(995 uL, 5.85mmol) und Acryloylchlorid (129 uL, 1.6 mmol) umgesetzt.
Sdulenchromatographie an Kieselgel (1-3 % MeOH/DCM) lieferte 147 mg (0.50 mmol,
43 % tiber zwei Schritte) des gewiinschten Produkts als gelben Feststoff.

1H NMR (500 MHz, DMSO-de) 6 8.24 (s, 1H), 8.05 (bs, 1H), 6.88 - 6.68 (m, 1H), 6.54
(bs, 1H), 6.54 (bs, 1H), 6.15 - 6.05 (m, 1H), 4.66 (s, 1H), 4.65 - 4.59 (m, 1H), 4.51 (d,
J=11.3 Hz, 0.5H), 4.29 - 4.16 (m, 1H), 4.07 (d, ] = 13.4 Hz, 0.5H), 3.64 - 3.58 (m, 0.5H),
3.19 -3.09 (m, 1H), 2.95 - 2.89 (m, 0.5H), 2.22 - 2.15 (m, 1H), 2.10 - 2.05 (m, 1H), 1.93
- 1.85 (m, 1H), 1.60 - 1.52 (m, 1H).

13C NMR (126 MHz, DMSO-ds) 6 164.59, 164.45, 157.71, 156.51, 152.83, 152.73,
128.34, 128.15, 127.61, 127.46, 125.13, 124.96, 100.97, 100.92, 86.21, 75.22, 53.39,
52.51,49.09, 45.62, 45.10, 41.51, 29.51, 29.36, 24.88, 23.36.

HRMS (ESI-MS): Berechnet: 297.14638 fiir C1sH17N6O [M+H]*. Gefunden: 297.14584.
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8.1.3.90 Darstellung von (R)-3-(4-(1-(1-Acryloylpiperidin-3-yl)-4-amino-
1H-pyrazolo|3,4-d]pyrimidin-3-yl)-1H-1,2,3-triazol-1-yl)-5-
(trifluoromethyl)picolinonitril (51)

Zu einer Suspension aus 47 (40 mg, 0.14 mmol) in H20/tert-Butanol (1:1, 1 mL) wurde
Natriumascorbat (2.80 mg, 0.01 mmol), Kupfer(Il)sulfat Pentahydrat (0.35 mg,
0.001 mmol) und 3-Azido-5-(trifluoromethyl)picolinonitril (32.0 mg, 0.15 mmol)
gegeben und das Reaktionsgemisch fiir 3 Stunden bei RT geriihrt. Nach Zugabe von
DCM und einer ges. Na2C0s3-Lsg. erfolgte die Extraktion der wassrigen Phase mit 10 %
MeOH/DCM (2 x 50 mL) und im Anschluss Vereinigung der organischen Phasen. Diese
wurden daraufhin tiber Na2S04 getrocknet und die fliichtigen Bestandteile im Vakuum
entfernt. Sdulenchromatographie an Kieselgel (1-2 % MeOH/DCM) lieferte 54 mg

(0.11 mmol, 79 % tliber zwei Schritte) des gewlinschten Produkts als weiféen Feststoff.

1H NMR (600 MHz, DMSO-ds) 6 9.51 (s, 1H), 9.42 (s, 1H), 9.19 (s, 1H), 8.79 (bs, 1H),
8.30 (s, 1H), 8.25 (bs, 1H), 6.91 - 6.70 (m, 1H), 6.17 - 6.06 (m, 1H), 5.74 - 5.60 (m, 1H),
4.80 - 4.68 (m, 1H), 4.63 (d,] = 11.5 Hz, 0.5H), 4.35 - 4.23 (m, 1H), 4.13 (d,/ = 13.3 Hz,
0.5H), 3.72 - 3.63 (m, 0.5H), 3.20 - 3.08 (m, 1H), 2.97 - 2.88 (m, 0.5H), 2.33 - 2.24 (m,
1H), 2.21 - 2.15 (m, 1H), 2.00 - 1.93 (m, 1H), 1.69 - 1.56 (m, 1H).

13C NMR (126 MHz, DMSO-ds) 6 164.66, 164.53, 158.18, 156.53, 154.02, 153.90,
148.11, 142.29, 135.71, 134.18, 132.07, 130.39, 128.94, 128.67, 128.12, 127.82,
127.68,124.21,123.34,121.17,114.80,97.84,97.79, 53.21, 52.46, 49.25, 45.80, 45.28,
41.71, 29.65, 29.44, 24.92, 23.41.
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HRMS (ESI-MS): Berechnet: 510.17261 fiir C22H19F3N110 [M+H]*. Gefunden:
510.17207.

8.2 ICso-Bestimmungen und Kinetikmessungen

Die ICso-Bestimmungen fiir den EGF-Rezeptor und dessen Mutationsvarianten (Carna
Biosciences lot13CBS-0005K fiir EGFR-WT; Invitrogen, lot279551C fiir EGFR-L858R
und Invitrogen, 10t350247C fiir EGFR-L858R/T790M) wurden mit Hilfe des HTRF
KinEASE-TK Assaysystems von Cisbio entsprechend der Vorschrift des Herstellers
durchgefiihrt. Es wurden fiir die Reaktion folgende Mengen an Protein pro Kavitit
eingesetzt: 0.6 ng EGFR-WT (0.67 nM), 0.1 ng EGFR-L858R (0.11 nM), 0.07 ng EGFR-
L858R/T790M (0.08 nM) oder 0.1 ng EGFR-L858R/T790M/C797S (0.08 nM). Dabei
erfolgt die Phosphorylierung eines artifiziellen Substratpeptids (TK-Substrat von
Cisbio) durch die Kinase. Die Reaktion (Reaktionszeit: 25 min fiir WT, 15 min fiir
L858R, 20 min fiir LB58R/T790M und 10 min fiir LB58R/T790M/C797S) wird durch
Zugabe eines EDTA-haltigem Puffer mit pTyr-spezifischem Antikérper mit terminal
verknlipftem Eu3+-Kryptat (FRET-Donor) und einem Streptavidin-gebundenen
Fluorophor XL665 (FRET-Akzeptor) gestoppt. Nach einer einstlindigen Inkubation
wird der Forster-Resonanzenergietransfer (FRET) zwischen Eu3+-Kryptat und XL665
gemessen und die Phosphorylierung des Substratpeptids quantifiziert. Die ATP-
Konzentration entsprach dem jeweiligen Ku-Wert (9.5 uM fiir EGFR-WT, 9 uM fiir
EGFR-L858R, 4uM fir EGFR-L858R/T790M und 9.5uM fiir EGFR-
L858R/T790M/C797S) bei einer Substratkonzentration von 1 uM, 225 nM, 200 nM
bzw. 225 nM. Die Kinase und der entsprechende Inhibitor wurden fiir 30 min auf Eis
vorinkubiert bevor die Reaktion durch Zugabe von ATP und Substratpeptid gestartet
wurde. Ein Mikrotiterplatten-Lesegerat (EnVision, Perkin Elmer) wurde verwendet,
um die Fluoreszenz der Proben bei 620 nM (Eu3*-markierter Antikérper) und 665 nm
(XL655-markiertes Streptavidin) 50 us nach Anregung bei 320 nm zu messen. Durch
Quotientenbildung der Emissionswerte (Emess nm/EMes20nm) bei acht verschiedenen
Inhibitorkonzentrationen und graphischer Auftragung gegen die

Inhibitorkonzentrationen in logarithmischem Mafdstab erfolgte mit Hilfe von XLfit
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(IDBS) die Bestimmung der ICso-Werte. Jede Ermittlung eines 1Cso-Werts wurde in

mindestens drei voneinander unabhangigen Messungen in Duplikaten durchgefiihrt.

Zur Bestimmung der Kinetikparameter Ki und kinact wurden die entsprechenden
Verbindungen mit EGFR-WT, -L858R oder -L858R/T790M iiber verschiedene Zeiten
(2-90 min) inkubiert, bei konstanter enzymatischer bzw. Stoppreaktion. Es wurde
eine sechs-fach Verdiinnungsreihe (acht Datenpunkte pro ICso-Kurve) mit 20 uM als
Startkonzentration (finale Inhibitorkonzentration) angewendet. Die
Verdiinnungsreihen wurden mittels eines akustischen Pippettiersystems “ECHO 520
Liquid Handler” von der Firma Labcyte und der dazugehérigen Dosis-Wirkungs-
Software “Echo Dose-Response v1.5.4” erstellt. Die berechneten 1Cso-Werte wurden
gegen die Inkubationszeit aufgetragen und wie in der Literatur beschrieben zur
Bestimmung von Kinact und K; gefittet.124 Die Bestimmung des Ki-Werts der Inhibitoren
gegeniiber EGFR-L858R/T790M/C797S basiert auf dem Modell der kompetitiven
Enzyminhibition. Dafiir wurde der ATP-Km app-Wert in der Gegenwart von
verschiedenen Inhibitorkonzentrationen (20 uM-0.6 x 10-4 uM) bestimmt und die K; -
Werte mit Hilfe der Software Prism (Version 7, GraphPad Software, Inc.) unter

Verwendung des nonlinearen Fits der kompetitiven Inhibition ermittelt.

8.3 Massenspektrometriexxiii

Fiir die massenspektrometrischen Experimente wurde das Protein (52 pM) mit dem
entsprechenden Inhibitor (100 uM) in einem Puffersystem (25 mM TRIS, 250 mM
NaCl, 10% Glycerol, 1mM TCEP, pH8) fir 1h auf Eis inkubiert. Die
massenspektrometrische Analyse der Aliquote erfolgte mit einem 1100 HPLC-System
(Agilent), gekoppelt an ein Massenspektrometer (ThermoFinnigan LTQ Linear Ion
Trap, Thermo Fisher Scientific) mit einer Elektrospray-lonenquelle. Dafiir wurden
5 uL der Probe injiziert und mit einer Vydac 214TP C4 5 um Saule (150 mm x 2.1 mm)
bei 30 °C mit einer Flussgeschwindigkeit von 0.21 mL/min iiber 25 min aufgetrennt.

Die Proteinlosung wurde mit 80 % Losungsmittel A (0.1 % TFA in Wasser) und 20 %

xiii Dje Nano-LC-MS/MS-Experimente wurden in Zusammenarbeit mit der Arbeitsgruppe um Dr. René
Zahedi am Leipzig-Institut fiir Analytische Wissenschaften - ISAS in Dortmund (siehe Engel et al. 2015
und Engel et al. 2016).119, 152
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Losungsmittel B (0.1 % TFA in Acetonitril) tiber 5 min auf die Sdule geladen und
anschlieffend mit einem linearen Gradienten auf 30 % A iiber 10 min aufgetrennt. Die
Saule wurde mit 10 % A (linearer Gradient tiber 2 min, anschliefend 2 min konstant)
gewaschen und wieder auf die Startbedingung dquilibriert (linearer Gradient auf 80 %
A/20 % B tber 1 min, anschlief3end fiir 5 min konstant). Fir die MS-Experimente
wurde wahrend des gesamten Gradienten der m/z-Massenbereich von 700-2000
gescannt. Die Auswertung und Dekonvolutierung der Massenspektren wurde mit

Xcalibur 2.0.7 und MagTran 1.02172 durchgefiihrt.

Flr die Nano-LC-MS/MS-Messungen wurden die Proben mit 10 mM Iodacetamid fiir
30 min bei RT unter Ausschluss von Licht inkubiert, um alle freien Cysteinseitenketten
zu carbamidomethylieren. Anschlieffend wurde 1ug jeder Probe mit der
breitspezifischen Protease Subtilisin (Sigma Aldrich) verdaut, um eine hohe
Sequenzabdeckung zu gewahrleisten. Dazu wurden die Proben mit Subtilisin in einem
1:10 Verhaltnis (Protease:Protein) fiir 20 min bei 5 °C verdaut. Der Verdau wurde
durch Zugabe von 1 % TFA gestoppt und 2 pmol der Probe mittels Nano-LC-MS/MS (Q
Exactive Massenspektrometer, online-gekoppelt an ein Ultimate 3000 Nano RSLC

System (Beide Thermo Scientific) analysiert.

Die Peptide wurden fiir 5-10 min auf einer 75 um x 2 cm C18 Trap Saule bei 0.1 % TFA
(v/v) und einer Flussgeschwindigkeit von 20 yuL/min aufkonzentriert und mit einer
75 um x 50 cm C18 Saule (beide Pepmap, Thermo Scientific) mit einem 60-miniitigen
LC-Gradienten von 3-43 % B (84 % Acetonitril in 0.1 % Ameisensdure) bei einer
Flussgeschwindigkeit von 250 nL/min. Die MS-Scans wurden von 300 bis 1500 m/z
bei einer Auflésung von 60000-120000 mittels Polysiloxan bei 371.1012 m/z bzw.
445.12003 m/z als lock mass aufgenommen. Die intensivsten Ionen mit einer Ladung
>2 wurden mit einem 1.6 Da Fenster fiir Fragmentierung mittels higher-energy
collisional dissociation (HCD) mit normalisierter Kollisionsenergie von 27 isoliert. Die
MS/MS-Spektren wurden mit einer Auflésung von 15000 aufgenommen. Die Rohdaten
wurden mit Hilfe der Software Proteowizard 2.2173 in ein mgf-Format umgewandelt
und mit einer in-house-generierten Datenbank, welche die Sequenz von EGFR-T790M
(in Hefe exprimiert) (SGD Datenbank, 6879 Zielsequenzen) enthalt, mit Mascot 2.4174
und den folgenden Parametern verglichen: ‘none’ fiir die Protease (undefiniert), MS

und MS/MS Toleranz von 5ppm und 0.02 Da, Carbamidomethylierung des Cys
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(+57.0214 Da), 41x an Cys (+398.1855 Da), 41w an Cys (401.2178 Da), 8b an Cys
(+434.2178 Da) und 9a an Cys (470.2178 Da) als variable Modifikationen.

8.4 Zellkultur und Viabilititsassay*xiv

A431-, H661-, HCC827- und H1975-Zellen wurden von der Firma American Type
Culture Collection (ATCC) bezogen. A431-Zellen wurden in DMEM high glucose
Medium (Life Technologies) und H661-, HCC827- und H1975-Zellen in RPMI Medium
(Life Technologies) mit L-Glutamin und 10 % FBS (PAN-Biotech) und 1 % PenStrep
(Life Technologies) in einem Feuchtigkeitsinkubator bei 37 °C und 5 % CO:2 kultiviert.
Die Zellen wurden am ersten Tag ausgesdht (100-300 Zellen/Kavitat, 25 uL). Nach
Zellaufzucht fiir 24h in serum- und antibiotikahaltigem Medium in einem
Feuchtigkeitsinkubator bei 37 °C und 5 % CO2, wurden die Zellen fiir 96 h mit den
Inhibitoren (14 nM bis 30 uM) und mit DMSO und Staurosporin als Referenzen
inkubiert. Die Verdiinnungsreihen wurden mittels eines akustischen
Pippettiersystems “ECHO 520 Liquid Handler” von der Firma Labcyte und der
dazugehorigen Dosis-Wirkungs-Software “Echo Dose-Response v1.5.4” erstellt.
Viabilitatsstudien wurden am fiinften Tag mit Hilfe des CellTiterGlo Assays (Promega),
einer Methode zur Bestimmung der Lebendzellzahl in Kultur, bestimmt. Dieses System
basiert auf der Quantifizierung von ATP als Indikation fiir metabolisch aktive Zellen.
Fiir diese Studien wurde das CellTiterGlo Reagenz entsprechend der Vorschrift des
Herstellers hergestellt und 1:1 mit dem entsprechenden Medium verdiinnt.
Anschliefend wurden das Reagenz und die Assayplatten bei RT fir 20 min
aquilibriert. 25 uL. des Reagenzes wurden in jede Kavitidt gegeben und die Platten fiir
2 min auf einem Orbitalschiittler zur Lyse der Zellen geschiittelt. Die Mikrotiterplatten
wurden fiir 20 min bei RT inkubiert. Anschlief3end wurde die Lumineszenz mit Hilfe
eines Mikrotiterplatten-Lesegerats (EnVision, Perkin Elmer) mit 500 ms
Integrationszeit visualisiert. Die Daten wurden mit der Quattro Software Suitel7> zur

[Cso-Bestimmung analysiert. Als Qualitatskontrolle wurde der Z’-Faktor von 16

xiv Dje Experimente zur Charakterisierung der Substanzen 8b, 8e, 8h, 8j, 9a-e und 38 in Krebszelllinien
erfolgte in Zusammenarbeit mit der Arbeitsgruppe um Prof. Dr. Roman Thomas am Max-Planck-Institut
fiir neurologische Forschung in Kéln (siehe Engel et al. 2015).119
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Positiv- und Negativkontrollen berechnet. Es wurden ausschlief3lich die Assaydaten
mit einem Z’-Faktor 2 0.5 fiir weitere Analysen verwendet. Alle Datenpunkte wurden

fir jede Platte in Duplikaten bestimmt und mindestens in zwei Platten repliziert.

8.5 Western-Blot-Analysexxv

Die Zellen wurden am ersten Tag in einer 6er Mikrotiterplatte ausplattiert (H1975,
400000 Zellen/Kavitat und A431, 500000 Zellen/Kavitat) und bei 37 °C und 5 % CO2
in einem Feuchtigkeitsinkubator inkubiert. Am zweiten Tag wurden die Zellen iiber
Nacht mit 0.5 % FBS-haltigem Medium ausgehungert, bevor diese am dritten Tag mit
den Inhibitoren fiir 1 h inkubiert und anschliefdend fiir 30 min mit EGF (50 ng/mL)
stimuliert wurden. Danach wurde das Medium entfernt und die Zellen einmal mit
DPBS (1x) gewaschen. Die Zellen wurden anschlieffend mit 100 uL Lysepuffer pro
Kavitidt von der Mikrotiterplatte abgeldst, darauthin abgeschabt und anschliefdend fiir

1 h bei 4 °C rotiert (Stuart Scientific).

Lysepuffer: 1% (v/v) NP-40, 50 mM (v/v) TRIS-HClI pH8.0, 100 mM (m/v)
Natriumfluorid, 30 mM (m/v) Natriumpyrophosphat, 2 mM (m/v) Natriummolybdat,
5mM (v/v) EDTA und 2 mM (m/v) Natriumvanadat; 1 % 10 mg/mL Aprotinin und
Leupeptin sowie 10 % 100 mM PMSF und 200 mM Natriumvanadat wurden kurz vor
Gebrauch hinzugegeben. Die Zellen wurden bei 4 °C fir 30 min und 14000 rpm
zentrifugiert, der Uberstand in ein neues GefifR transferiert und die
Proteinkonzentration mit dem Bio-Rad Protein Assay (Bio-Rad Laboratories)
bestimmt. Der Ladepuffer mit 0.5 M (v/v) TRIS-HCl pH 6.7, 10 % (v/v) SDS, (w/v) DTT,
(v/v) Glycerol und 0.05 % (w/v) Bromphenolblau wurde hinzugefiigt und die Lysate
fiir 5 min bei 95 °C inkubiert. Die Proteine wurden mittels SDS-PAGE aufgetrennt und
auf NC-Membranen (GE Healthcare/Amersham-Biosciences) mit X Cell 11 Blot module
entsprechend der Vorschrift des Herstellers (Thermo Fisher Scientific) geblottet. Nach
Blocken mit 1x Net-G Puffer (10x Puffer mit 1.5 M (w/v) NaCl, 50 mM (w/v) EDTA,
500 mM (w/v) TRIS 0.5% (v/v) Tween 20 und 0.4 % (w/v) Gelatin) wurden die

Membranen iiber Nacht bei 4 °C mit den entsprechenden primaren Antikérpern

xvDije Experimente wurden in Zusammenarbeit mit der Arbeitsgruppe um Prof. Dr. Sebastian Bauer am
Universitatsklinikum in Essen durchgefiihrt (siehe Engel et al. 2016).152
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inkubiert (1:5000 fiir (-Aktin, 1:1000 fiir die anderen Antikérper). Nach dem
Waschschritt wurden die Membranen fiir 2 h bei RT mit dem sekundaren Antikorper
(anti-IgG-HRP 1:2000, CST) inkubiert und anschliefiend erneut gewaschen.
Veranderungen in Proteinexpressions- und Phosphorylierungsleveln wurden durch
Chemilumineszenz mit Hilfe des FUJI LAS3000 Systems und der Science Lab 2001
ImageGauge 2.0 Software (Fujifilm Medial Systems) visualisiert und quantifiziert. Die
verwendeten Antikorper gegen pEGFR (Tyr1068 und Tyr1045), EGFR, Akt, pAkt
(Ser473), p42/44 MAPK, phospho-p42/44 MAPK (Thr202/Tyr204), rpS6, phospho-
rpS6 (Ser235/236) stammten von der Firma Cell Signaling.

8.6 Bestimmung der ADME/DMPK Parameterxxvixxvii

Zur Bestimmung der kinetischen Loslichkeit wurde die jeweilige Substanz aus einer
10 mM Stammlésung in DMSO auf eine Konzentration von 500 uM in 50 mM HEPES-
Puffer, pH 7.4 verdlinnt. Nach anschlieffender 90-mintitiger Inkubation bei RT auf
einem Schiittler wurde die wassrige Losung durch einen 0.2 um PVDF-Filter gefiltert
und die optische Dichte zwischen 250 und 500 nm in einem Intervall von 10 nm
gemessen. Die kinetische Loslichkeit wurde iiber die Flache unter der Kurve (area
under the curve, AUC) ermittelt und mit Bezug auf die Absorption der in Acetonitril

verdinnten Substanz normalisiert.

Die Zellgangigkeit der Substanzen wurde mit Hilfe des artifiziellen Membran-
Assaysystems (artificial membrane permeation assay (PAMPA) und Caco-2-Zellen
untersucht. Fiir die PAMPA-Messung wurde eine 10 mM Stammldsung der jeweiligen
Verbindung in DMSO mit einem 50 mM HEPES-Puffer pH 7.4 auf eine Konzentration
von 500 uM verdiinnt und auf eine Transwell-Membran transferiert, die mit einer
membranbildenden Losung aus 10 % 1,2-Dioleyl-sn-glycero-3-phosphocholin (Sigma-
Aldrich) und 0.5 % (w/v) Cholesterol (Sigma-Aldrich) in Dodecan beschichtet wurde.

Nach 20-stiindiger Inkubation bei RT in einer Feuchtekammer wurde die optische

xvi Die in vitro ADME/DMPK-Experimente sowie die Analytik der in vivo Studie wurden in Kooperation
mit der Lead Discovery Center GmbH, Dortmund durchgefiihrt (siehe Engel et al. 2015, Engel et al. 2016
und Engel et al. 2017).119,152,153

xvit Dje Mausexperimente erfolgten in Kooperation mit der Arbeitsgruppe um Prof. Dr. Hengstler am
Leibnitz-Institut fiir Arbeitsforschung an der TU Dortmund (siehe Engel et al. 2017).152
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Dichte der Losung in der receiver-Kavitat zwischen 250 und 500 nm mit einem
Intervall von 10 nm bestimmt. Die Durchflussmenge (% Flux) wurde liber die AUC
zwischen 250 und 500 nm ermittelt und mit Bezug auf die Absorption der Verbindung
nach 20-stiindiger Inkubation bei RT in einem parallelen Transwell mit einer mit 50 %

Methanol in 50 mM HEPES-Puffer pH 7.4 iibergezogenen Membran normalisiert.

Fiir die Caco-2-Kultur wurde eine 10 mM Stammloésung der jeweiligen Verbindung in
DMSO mit einem HBSS-Puffer pH 7.4 auf eine Konzentration von 5 uM verdiinnt und
fiir 2 h bei 37 °C und 5 % CO2 auf einer Caco-2-Monoschicht (ATCC) inkubiert, die fiir
21 Tage auf einer Transwell-Membran (Millipore) gewachsen sind. Die Konzentration
der Substanz wurde sowohl in der receiver-Kavitat, als auch in der Donor-Kavitiat
gemessen. Die scheinbare Konzentration (Papp) der apikalen zur basolateralen Seite
(A-B) bzw. der basolateralen zur apikalen Seite (B-A) wurde iiber die Gleichung
Papp = 1/ACo (dQ/dt) bestimmt, wobei A die Membranflache, Co die Donor-
Substanzkonzentration bei t=0 und dQ/dt die Menge an transportierter Substanz

innerhalb der 2 Stunden ist.

Die Plasmastabilitit wurde mittels LC-MS gemessen. Dabei wurde die jeweilige
Verbindung bei einer Konzentration von 5uM mit 100 % Plasma verschiedener
Spezies fiir 1 h bei 37 °C inkubiert und anschliefend die noch vorhandene Substanz

(in %) per LC-MS bestimmt.

Die Plasmaproteinbindung wurde mittels Gleichgewichtsdialyse durch Inkubation der
Substanz bei einer Konzentration von 5 uM fiir 6 h bei 37 °C in 50 % Plasma in Puffer
(v/v) und anschliefdender Konzentrationsbestimmung der Substanz durch LC-MS
ermittelt. Die resultierenden free fraction-Werte bei 50 % Plasma (fuso %) wurden zur
Ermittlung von 100 % Plasma (fu1oo %) mittels der Gleichung fu1io0 % = fuso %/ (2-fuso %)

extrapoliert.

Die metabolische Stabilitdt unter oxidativen Bedingungen wurde in Lebermikrosomen
verschiedener Spezies mit Hilfe von LC-MS ermittelt. Dabei wurde der Abbau der
Substanz bei einer Konzentration von 3 uM tliber einen Zeitraum von 50 min bei 37 °C
gemessen. Anhand der Halbwertszeit (ti/2) der Substanz wurde die intrinsische

Elimination (clearance, Clint) bestimmt.
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Zur Bestimmung der Pharmakokinetik von 41w wurden insgesamt 24 mannliche
RjOrl:SWISS (CD1) Mause im Alter von 8-10 Wochen und einem Korpergewicht
(bodyweight, bw) zwischen 29 und 31 g von der Firma Janvier Labs. verwendet. Die
Mause wurden ad libitum mit Alleinfutter fiir Ratten-/Mausehaltung von der Firma
Sniff Spezialdidten erndhrt. Die Mause hatten freien Zugang zu Wasser und wurden in
einem 12 h Tag/Nacht-Rhythmus gehalten. Alle Experimente wurden mit einer
Genehmigung der ortlichen Behorden durchgefiihrt. Die Pharmakokinetik der
Substanz 41w wurde fiir die orale (PO), die intraperitoneale (IP) und die intravendse
(IV) Applikation untersucht. Fiir die orale und intraperitoneale Gabe wurde eine
Stammloésung von 41w aus 8 mg in 4 mL einer Losung aus 10 % DMSO und 90 % einer
wassrigen Losung aus 30 % 2-Hydroxypropyl-f-cyclodextrin hergestellt. Um eine
Dosis von 20 mg/kg Korpergewicht zu erreichen wurden 300uL pro 30g
Korpergewicht der Maus appliziert. Fiir die intravendse Applikation wurde eine
2 mg/mL DMSO-Loésung hergestellt und 30 uL appliziert, um eine Konzentration von
2 mg/kg Korpergewicht zu erzielen. Die Mduse wurden nach 5, 15, 45 und 135 min
nach Applikation der Substanz euthanasiert und es wurde ca. 100 uL Blut aus der
linken Herzkammer entnommen. Es wurden drei Mause pro Zeitpunkt und
Darreichungsform (PO, IP und IV) analysiert. Nach der Blutentnahme wurden die
Blutproben bei 16200 g fiir 10 min bei 4 °C zentrifugiert und das Plasma bei - 80 °C bis
zur LC-MS-Analyse gelagert. Der LC-MS-Analyse vorausgehend, wurden die
Plasmaproteine mit Acetonitril (inklusive eines internen Standards) prazipitiert und
die Proben gefiltert. Eine Kalibrationskurve wurde durch angereicherte Leerproben
des Plasmas erstellt. 41w wurde mit einem Shimadzu UPLC System, gekoppelt mit
einem QTrap 4000 Hybrid Triple Quadrupole/linear Ion Trap Massenspektrometer
(AB Sciex) vermessen. Zur Berechnung der Plasmakonzentrationen wurde die
Regressionsgleichung der Kalibrationskurve verwendet. Die pharmakokinetischen

Parameter wurden mit Hilfe der PKSolver Software2176¢ ermittelt.

8.7 CovC(Click-Screen

Fiir den primaren CovClick-Screen wurde das Protein MKK7 (1 mg/mL, 0.03 mM)
zunichst fiir 2 Stunden mit drei Aquivalenten der CovClick-Sonde 47 (0.09 mM) in
Puffer (25 mM TRIS, 150 mM NacCl, 10 %(v/v) Glycerol, pH 7.0) auf Eis inkubiert und
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anschliefdend separat mit dem jeweiligen Azidfragment (3 mM) fiir 20 Stunden bei
Raumtemperatur behandelt. Anschlief3end wurden die Proben bei 16000 g fiir 10 min
zentrifugiert. Die Proteinproben wurden anschlief3end wie in Kapitel 8.3 beschrieben

mittels ESI-MS analysiert.

8.8 Dockingstudien

Die dreidimensionale Struktur der Verbindungen 51 und 52 wurde mit Hilfe von
Spartan 14 (Wavefunction Inc.) unter Verwendung der semi-empirischen Methode
PM6177 erstellt und energieminimiert. Die energieminimierten Strukturen wurden fiir
das semi-flexible kovalente Docking mit MKK7 (in-house Kristallstruktur) mit Hilfe
der Software GOLD 5.2 (CCDC)179 als mol2-Dateien eingeladen. Als Bindungstasche
wurden alle Aminosauren innerhalb von 12 A ausgehend von Leu266 beriicksichtigt.
Zur Bewertung der generierten Konformationen wurde die Standardoption fiir
Ligandenflexibilitdt und die Standardscorefunktion ChemPLP16% ausgewahlt. Durch
den bekannten Bindungsmodus der CovClick-Sonde 47 in MKK7 wurden der
Hauptkontakt des Liganden, die Wasserstoftbriickenbindungen des
Aminopyrazolopyrimidins zur Scharnierregion sowie die kovalente Bindung zwischen
dem Elektrophil und Cys218 als Kriterien (constraints) fiir die Dockingstudien
festgelegt. Die Sucheffizienz des Algorithmus wurde auf 100 % gesetzt. Die Bewertung
der 10 best-ranked Bindungsmodi fiir die entsprechende Verbindung erfolgte durch

visuelle Analyse der Interaktionen zwischen Protein und Liganden.
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Abbildung 10.1:

Azidbibliothek bestehend aus 64 Azidfragmenten. AF1 und AF2 wurden von der

Firma VWR, AF3, AF4 und AF78 von Sigma-Aldrich, AF5 und AF6 von Key Organics, AF7-AF15 von
Enamine, AF16-AF30, AF32-AF40, AF42-AF46, AF48, AF49, AF51, AF52, AF54, AF55, AF58, AF61-
AF63, AF66 und AF69 von Vitas-M Laboratory bezogen. Die Azide AF71-AF77 stammten aus der

internen AK Rauh Substanzbibliothek.
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10.2 Massenspektrometrie
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Abbildung 10.2: Fragment-lon-Spektrum des Peptids GC797LLDYVR nach Subtilisin-Verdau von EGFR-

T790M nach Inkubation mit 9a. Die Cys797 beinhaltenden Peptidfragmente (z.B. b3) zeigen eine

Massendifferenz, die dem Inhibitor 9a entspricht, wohingegen die Fragmente ohne Cys797 (z. B. y5 und

y6) die gleiche Masse verglichen mit der carbamidomethylierten Kontrolle aufweisen. Das

Fragmentierungsmuster des Peptids GCLLDYVR bestitigt eindeutig die Modifikation des Cys797 mit 9a.
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