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1 Einleitung

Krebs kommt aufgrund der stetig steigenden Anzahl an Neuerkrankungen und Todesféllen
eine immer grofder werdende Bedeutung in der Gesellschaft zu.! Jeder Zweite wird heutzutage
im Laufe seines Lebens mit einer Krebsdiagnose konfrontiert.2 In jlingerer Vergangenheit
wurde die therapeutische Behandlung dieser Erkrankung durch den vielversprechenden
Ansatz der sogenannten Prazisionsmedizin revolutioniert. Die Onkologie erlebt einen Wandel
vom Einsatz Kklassischer unspezifischer Zytostatika hin zu einer Biomarker-adaptierten,

zielgerichteten Adressierung onkogener Zielstrukturen.3

1.1. Prazisionsmedizin in der Krebstherapie

Entscheidend fiir den Erfolg der Prazisionsmedizin in der Krebstherapie ist die Betrachtung
von Krebs als Erkrankung des Genoms.* Dabei geht der Tumorgenese die genetische Lasion
eines Protoonkogens oder Tumorsupressorgens voraus.>¢ Sowohl Protoonkogene als auch
Tumorsupressorgene spielen in der Regulation von Zellwachstum, -Uiberleben und -diffe-
renzierung eine zentrale Rolle.” Mutationen in Protoonkogenen kénnen die Entstehung eines
Onkogens bewirken, dessen kodiertes Onkoprotein durch eine konstitutive Aktivierung oder
Uberexpression eine gesteigerte, unkontrollierte Zellproliferation zur Folge hat.1® Gleicher-
mafien kann durch eine sogenannte loss-of-function Mutation in Tumorsupressorgenen
ebenfalls ein Tumorgeschehen hervorgerufen werden.!! Die so entarteten Krebszellen
entwickeln zu dem konstitutiv aktiven Signal des Onkogens eine Abhangigkeit beziiglich
Zellteilung und Zelltiberleben, die WEINSTEIN als oncogene addiction postulierte und damit eine
Achillesferse des Krebs identifizierte.l2 Diese dient der Prazisionsmedizin als entscheidener
Angriffspunkt, indem die gezielte Inhibition eines bestimmten Treibersignals in einem

Absterben der Tumorzelle, dem sogenannten oncogenic shock, resultiert.!3

OOORES
» ’l“l‘ ) =
FX R

Identifikation

& Diagnose Patienten- Zielgerichtete
Stratifizierung Therapie

Abbildung 1. Konzept der Prazisionsmedizin in der Krebstherapie. Die Identifizierung von pradiktiven
Biomarkern erlaubt die Stratifizierung einer Patientenpopulation und ermdglicht den Einsatz ziel-
gerichteter Therapeutika.
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Der Erfolg dieses alternativen Behandlungsansatzes setzt die genaue Kenntnis des onkogenen
Treibers voraus, um gezielt das Tumorsignal inhibieren zu konnen.14 Entscheidend ist somit
die individuelle Identifikation von Biomarkern, die pradiktiv fiir das Ansprechen des Patienten
auf die Therapie sind.!5 In der postgenomischen Ara kénnen durch entsprechende Diagnostik
genetische Marker identifiziert werden, mit derer Hilfe eine Patientenpopulation in kleinere
Patientengruppen stratifiziert werden kann, fiir die dann eine mafdgeschneiderte Therapie
zum Einsatz kommt (Abb. 1).16-18 Verglichen mit den klassischen Ansatzen der Chemo- oder
Strahlentherapie, die einzig vom histologischen Befund bestimmt wird und deren Wirkung
allein auf zytostatischen Eigenschaften beruht, fiihrte die Prazisionsmedizin zu deutlich
erhohten Uberlebensraten.19-20 Dariiber hinaus kommt es aufgrund der selektiveren Wirkungs-
weise von zielgerichteten Therapeutika zu verringerten Nebenwirkungen und einer damit
verbundenen hoheren Lebensqualitat.21-22

Beispielhaft fiir diesen Erfolg der Prazisionsmedizin steht die Behandlung des nicht-
kleinzelligen Lungenkrebs (NSCLC), die in der letzten Dekade eine grundlegende Veranderung
erfahren hat.?3 Hier konnten Tumor-treibende genetische Ladsionen wie aktivierende
Mutationen im EGFR (epidermaler Wachstumsfaktor-Rezeptor) oder Genfusionen der ALK
(anaplastische Lymphom-Kinase) identifiziert und deren Rolle in der Krebsentstehung
charakterisiert werden, sodass diese pradiktive Biomarker fiir die Behandlung mit ent-
sprechenden Tyrosinkinase-Inhibitoren darstellen.24-26 Die mittlere Gesamtiiberlebenszeit von
NSCLC-Patienten von gerade einmal acht Monaten bei Behandlung mit klassischen chemo-
therapeutischen Methoden konnte durch den Biomarker-adaptierten Einsatz selektiver EGFR-
Inhibitoren wie Erlotinib (Tarceva, Roche), Afatinib (Giotrif, Boehringer Ingelheim) oder
Osimertinib (Tagrisso, AstraZeneca) oder ALK-Inhibitoren wie Crizotinib (Xalkori, Phizer) auf
bis zu 30 Monate gesteigert werden.2l. 27-31 So dramatisch der Effekt der zielgerichteten
Therapeutika die Behandlung von NSCLC verbessert, so deutlich werden an diesem Beispiel
auch die Herausforderungen, vor denen die Prazisionsmedizin steht. Zum einen kénnen nach
Behandlung mit EGFR- oder ALK-Inhibitoren nach wenigen Monaten Resistenzen identifiziert
werden.26.32-3¢ Aufgrund der hohen genetischen Instabilidt von Tumoren sowie des durch den
Inhibitor ausgetlibten Selektionsdrucks ist der Erwerb von Resistenzmutationen unum-
ganglich.35> Zum anderen basiert der Erfolg der EGFR- und ALK-Inhibitoren auf Vorhandensein
solider Biomarker, deren Identifikation und Validierung zentrale Limitationen in der
Krebstherapie ausmachen.3¢ So existiert eine Vielzahl therapeutischer Zielstrukturen, deren
komplexes Netzwerk hochverzweigter molekularer Signalwege mit Interaktions- und Riick-
kopplungsmechanismen verhindert, dass die Diversitdt eines Tumors mit nur einem Bio-
marker beschrieben werden kann.3? Auf der anderen Seite existieren Zielstrukturen, deren
zentrale Rolle im Tumorgeschehen bekannt ist, aber die medizinalchemisch nur schwer zu

adressieren sind.38 In beiden Fallen bedarf es es neuer innovativer, hochselektiver Ansatze.
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Eine dieser Zielstrukturen, die ein hohes therapeutisches Potential aufweist, fiir die jedoch
robuste Marker fehlen und die dartiber hinaus anspruchsvoll in der Adressierung ist, stellt die

Proteinkinase Akt dar.39

1.2. Die Proteinkinase Akt

Bei Akt, auch Proteinkinase B (PKB) genannt, handelt es sich um eine Ser/Thr-Proteinkinase,
von der drei Isoformen bekannt sind (Aktl, Akt2, Akt3), die sich trotz hoher struktureller
Ahnlichkeit in Funktion und gewebespezifischer Expession unterscheiden.#® Proteinkinasen
sind Transferasen, die den Ubertrag des y-Phosphats von ATP auf die Aminosiure-Seitenketten
von Serin, Threonin oder Tyrosin des Substratproteins katalysieren.*! Sie nehmen damit eine
dynamische Rolle in der Signaltransduktion der Zelle ein und sind hochreguliert.#2 Fehl-
regulationen von Kinasen sind haufig mit Krankheiten assoziiert und spielen insbesondere in
der Tumorentstehung eine bedeutsame Rolle.*3 Aus diesem Grund ist die medizinalchemische
Modulation der Aktivitidt von Proteinkinasen von hohem Interesse.#* Die Proteinkinase Akt
weist eine Kinasedomdine auf, die in Proteinkinasen strukturell konserviert ist (Abb. 2).45 Sie
wird in eine N-terminale und eine C-terminale Subdoméane unterteilt, die {iber eine flexible
Schleife, die sogenannte Scharnierregion, miteinander verkniift sind, an welcher sich das

katalytisch aktive Zentrum der Kinase befindet.

Kinase-=
Doméne

DFG-Motiv
Scharnier-
region

Aktivierungs-
schleife

Abbildung 2. Struktureller Aufbau der Proteinkinase Akt. Die Kinasedomdne von Akt (weifd) ist
hochkonserviert und setzt sich aus einer N-terminalen und einer C-terminalen Subdomane zusammen,
die iiber eine Scharnierregion (rot) miteinander verkniipft sind. Zusatzlich weist Akt eine PH-Domane
(griin) auf, die dhnlich wie Aktivierungsschleife (blau) regulatorische Funktionen iibernimmt (PDB:
6HHF).
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Dariiber hinaus schliefst sich N-terminal zu der Kinasedoméine eine sogenannte pleckstrin
homology (PH)-Domadne an. Diese etwa 120 Aminosduren grofée Subdomane ist in {iber 100
verschiedenen Proteinen identifiziert worden, die in wichtigen intrazelluldren Signalwegen
und der cytoskeletalen Organisation beteiligt sind, darunter neben Kinasen auch GTPase-
aktivierende Proteine (GAPs), GTP-Austauschfaktoren (GEFs) oder Phospholipasen.46-47 Die
PH-Domane ist Teil eines komplexen Regulationsmechanismus von Akt, indem die relative
Orientierung der PH-Domdne zur Kinasedomidne den Aktivititszustand der Kinase
entscheidend beeinflusst. Im Jahr 2010 wurde erstmals eine Kristallstruktur der Proteinkinase
Akt in Volllange veroffentlicht, die das Wechselspiel der PH-Domane mit der Kinasedoméne im
inaktiven Zustand verdeutlicht.48 Die PH-Domadne bettet sich zwischen die N- und C-terminale
Subdomanen ein, sodass sie das aktive Zentrum der Kinase unzuginglich macht. Dieser
sogenannte ,,PH-in“-Zustand wird durch eine Salzbriicke zwischen Glu17 der PH- und Arg273
der Kinasedomane, durch polare Interaktionen von Thr81 und Thr82 der PH- und Lys179 und
Asp292 der N-terminalen Domédne sowie durch weitere unpolare Wechselwirkungen stabi-
lisiert.48 Dariiber hinaus verdrangt die PH-Domane die a-Helix C aus der allosterischen Tasche,
sodass das Phe293 des auf der Aktivierungsschleife befindlichen DFG-Motivs die ATP-
Bindetasche blockiert und somit die inaktive DFG-out-Konformation einnimmt.4!

Die Aktivierung von Akt kann tUuber eine Vielzahl von Signalwegen erfolgen.#°® Der
prominenteste Signalweg, in dem Akt eine zentrale Rolle einnimmt, ist der PI3K/Akt/mTOR-

Signalweg (Abb. 3).50

PIP, — PIP,
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Akt Akt B@
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Abbildung 3. Schematischer Ablauf der Akt-Aktivierung iiber den PI3K/Akt/mTOR-Signalweg. Uber
extrazelluldre Stimulation von Rezeptortyrosinkinasen (RTKs) wird PI3K aktiviert, welches PIP2 zu PIP3
phosphoryliert. Akt transloziert durch Bindung der PH-Domane an PIP3 zur Plasmamembran, wodurch
eine konformationelle Anderung zur PH-out-Konformation stattfindet. Die entgiiltige Aktivierung von
Akt erfolgt tiber Phosphorylierungen von PDK1 und mTORC2.
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Durch extrazelluldre Stimulation unterschiedlicher Rezeptoren wie Rezeptortyrosinkinasen
oder G-Protein-gekoppelte Rezeptoren kann tliber verschiedene Mechanismen die Aktivierung
der Lipidkinase Phosphoinositid-3-Kinase (PI3K) erfolgen.5! Diese ist in der Lage, das Phos-
pholipid Phosphatidylinositol-3,4-bisphosphat (PIP;) durch Phosphorylierung zu Phospha-
tidylinositol-3,4,5-triphosphat (PIP3) umzusetzen.52 Durch Bindung der PH-Domadne an das als
second messenger fungierende PIP; wird Akt zur Plasmamembran rekrutiert. Rontgen-
strukturanalysen verdeutlichten, dass fiir die Interaktion von PIP3; und der PH-Domaéne eine
Bindetasche verantwortlich ist, die grofdtenteils von basischen Aminosduren wie Lysin, Arginin
oder Asparagin aufgespannt wird.53 Somit wechselwirken die positiv geladenen Seitenketten
von Lys14, Arg23, Arg25 und Asn53 mit dem 3-Phosphat sowie Lys14, Asn53 und Arg86 mit
dem 4-Phosphat des PIP3.5¢ Der aus der Bindung des Phospholipids resultierende veranderte
Ladungszustand initiiert drastische konformationelle Anderungen, die eine veridnderte
relative Ausrichtung von Kinase- und PH-Domaéne zueinander bewirken, sodass die Kinase in
die offene PH-out Konformation wechselt.#8.55 In diesem Zustand liegt die Aktivierungsschleife
exponiert vor, sodass sie fiir die PIPs-abhangige Proteinkinase 1 (PDK1) zugéanglich ist und an
Thr308 phosphoryliert werden kann.>¢ Die verdnderte Ladungsdichte in der Aktivie-
rungsschleife destabilisiert die DFG-out Konformation, woraufthin die Kinase iiber Inter-
aktionen des pThr308 mit dem DFG-Motiv und der a-Helix C in den aktiven DFG-in-Zustand
Uberfiihrt wird.#! Eine weitere Phosphorylierung an Ser473 durch mechanistic target of
rapamycin (mTOR) complex 2 (mTORC2) im C-terminal zur Kinasedomdne befindlichen
hydrophoben Motiv stabilisiert die pThr308-Modifikation zusatzlich und ist somit fiir eine
maximale Aktivierung der Kinase wichtig.57-58 Das aktive Akt ist in der Lage, zahlreiche
bedeutsame Substrate wie das pro-apoptotische Protein Bcl-2-Antagonist of Cell death (BAD),
die Protein Glykasekinase-3 (GSK3) oder Transkriptionsfaktoren der Forkhead-Familie zu
phosphorylieren und damit in ihrer Aktivitit zu modulieren.5%-61 Das Akt-Signal kann iiber
verschiedene Phosphatasen terminiert werden.#® Die Dephosphorylierung von pThr308 und
pSer473 erfolgt iiber die Protein Phosphatase 2A (PP2A) bzw. iiber die PH-Domanen- und
Leucin-reiche Phosphatasen (PHLPP1/PHLPP2) und bewirkt die Inaktivierung der Protein-
kinase AKkt.62-63 Dariiber hinaus nimmt das Phosphatase- und Tensin-Homolog PTEN eine
wichtige Rolle in der Akt-Regulierung ein, indem es als Antagonist von PI3K fungiert und PIP3;
zu PIP, dephosphoryliert.6* Diese komplexe und fein abgestimmte Regulation des Akt-
vermittelten Signals ist von entscheidener Bedeutung fiir wichtige zelluldre Prozesse wie
Zellproliferation, -apoptose, Metabolismus und Angiogenese.5> Felregulationen der Akt-abhan-
gigen Signaltransduktion werden daher mit der Entwicklung verschiedener Krankheitsbilder
wie Typ 2-Diabetes, kardiovaskularen und neurodegenerativen Erkrankungen sowie Krebs
assoziiert.66-68 Die zielgerichtete Adressierung dieses Signalwegs ist daher von grofdem

Interesse fiir die Wirkstoffforschung.
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1.3. Zielgerichtete Adressierung der Proteinkinase Akt

Die zielgerichtete Adressierung von Akt ist vor allem fiir die Krebsforschung von besonderer
Bedeutung, da genetische Lasionen im Akt-Protoonkogen zu einem unkontrollierten Zell-
wachstum fiihren und somit die Tumorgenese verursachen kénnen.®® So fiihrt die somatische
Punktmutation E17K in der PH-Domane von Aktl zu einer konstitutiven Aktivierung der
Proteinkinase, indem der Austausch vom negativ geladenen Glutamat zum positiv geladenen
Lysin einerseits die Salzbriicke zu Arg273 verhindert und zum anderen die Ladungsumkehr
eine elektrostatische Repulsion zur Folge hat, die das Gleichgewicht zwischen PH-in- und PH-
out-Konformation zugunsten des aktiven PH-out Zustands verschiebt.”? Diese relativ seltene
Mutation ist als treibende Mutation in verschiedenen soliden Tumoren wie Brust- oder Ova-
rialkarzinomen identifiziert worden und ist ursichlich fiir eine angeborene Uberwuchs-
erkrankung, das sogenannte Proteus-Syndrom.71-72 Als weitere aktivierende genetische Lasion
ist die LAMTOR1-Akt1-Genfusion beschrieben, die ebenfalls einen Verlust der autoinhibito-
rischen Funktion der PH-Doméane bewirkt und als treibendes Onkogen in einem padiatrischen
Neoplastom identifiziert wurde.”? Zudem sind Amplifikationen von Akt2 in Pankreas-, Brust-
und Eierstockkrebs zu finden.”476 Dariiber hinaus stehen Akt-Uberexpressionen in Zusammen-
hang mit Resistenzen gegen einige Chemotherapeutika.’” In einer weitaus grofieren Anzahl an
Tumoren wird eine vom Akt-Signal abhdngige Karzinogenese durch genetische Alterationen in
tibergeordneten Effektoren im Akt-Signalweg hervorgerufen.’8 Veranderungen wie loss-of-
function Mutationen im Tumorsupressor PTEN, aktivierende Mutationen in PI3K oder Ras
sowie Uberexpressionen in PDK1 treten in bis zu 40 % aller Tumore auf und sind
gleichermafien therapeutisch schwer zu adressierende Zielstrukturen.”9-82 Die zentrale Rolle
Akt-vermittelter Signalwege in der Krebsentstehung unterstreicht die Bedeutung der
Entwicklung zielgerichteter Inhibitoren der Proteinkinase (Abb. 4A).83

Einen klassischen Ansatz zur Adressierung von Proteinkinasen stellen ATP-kompetitive
Kinaseinhibitoren dar.#¢ Sogenannte Typ I Inhibitoren adressieren dabei direkt das aktive
Zentrum der Kinase, indem sie Interaktionen mit der Scharnierregion eingehen und die
Bindung des Kosubstrats ATP verhindern.4! Einer der ersten entwickelten Akt-Inhibitoren war
GSK690693 (GlaxoSmithKline), der das Wachstum von akuten lymphoblastischen Leuka-
miezellen erfolgreich hemmt, jedoch in der klinischen Entwicklung aufgrund schwerer Neben-
wirkungen wie Hyperglykdmie gescheitert ist.84-85 Zwei Kandidaten der jlingsten Generation
an ATP-kompetitiven Akt-Inhibitoren sind Capivasertib (AstraZeneca) und Ipatasertib
(Genentech), die beide in klinischen Studien der Phase Il evaluiert werden. In einer grofden
mehrarmigen Phase II-Studie wurden Patienten mit soliden Tumoren und Lymphomen auf
143 genetische Marker hin untersucht.8¢ Bei Akt1E17K-positiven Patienten konnte hierbei ein

stagnierendes bis leicht schrumpfenes Tumorwachstum beobachtet werden.87



Zielgerichtete Adressierung der Proteinkinase Akt | 7
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Abbildung 4. Unterschiedliche Angriffspunkte zur Inhibition der Proteinkinase Akt. A Ubersicht iiber
die Adressierungsmoglichkeiten mit ATP-kompetitiven (gelb), PIP3-kompetitiven (rot) und (kova-
lent-)allosterischen (blau) Akt-Inhibitoren (Uberlagerung der PDB-Strukturen 5KCV, 4GV1 und 2UVM).
B Strukturen der ATP-kompetitiven Akt-Inhibitoren Capivasertib und Ipatasertib. C Struktur des PIP3-
kompetitiven Akt-Inhibitors Perifosin. D Struktur der allosterischen Akt-Inhibitoren MK-2206 und
Miransertib. E Struktur des kovalent-allosterischen Akt-Inhibitors Borussertib.

Ipatasertib wurde ebenfalls in Patienten mit verdndertem Akt-Signal untersucht und zeigte in
Kombinationstherapie mit Zytostatikum Paclitaxel eine Verlingerung der Uberlebensrate.88
Die Erfolge dieser beiden ATP-kompetitiven Akt-Inhibitoren unterstreichen die Bedeutung der
zielgerichteten Adressierung von Akt, zeigen jedoch einige Limitationen. Ein grofses Problem
dieser Klasse von Inhibitoren stellt die Selektivitat gegeniiber anderen Kinasen dar. Die von
diesen Wirkstoffen adressierte ATP-Bindetasche von Akt ist strukturell hochkonserviert und

weist insbesondere hohe Ahnlichkeit zu verwandten Proteinkinasen der AGC Subfamilie auf.8?
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So inhibierte Capivasertib in einer biochemischen Kinaseprofilierung von 75 Kinasen nicht nur
alle drei Isoformen von Akt, sondern auch 15 weitere Proteinkinasen, darunter die Protein-
kinase A (PKA), die Ribosomale Protein S6 Kinase -1 (p70S6K) und die Rho-Kinase 2 (ROCK2)
im nanomolaren Bereich.? Diese off-target Aktivititen haben Dosis-limitierende Neben-
wirkungen wie Hautausschldge, Diarrh6 oder Hyperglykdamie zur Folge.9! Einen alternativen
Adressierungsansatz stellen PIP3;-kompetitive Inhibitoren dar.65 Diese binden in die PIP3-
Bindetasche in der PH-Domane von Akt und verhindern so die Rekrutierung der Proteinkinase
zur Plasmamembran und damit eine anschliefSende Aktivierung. Beispielhaft fiir diese
Inhibitorklasse steht das Alkylphospholipid Perifosin, welches zwar in praklinischen Studien
vielversprechende Ergebnisse lieferte, allerdings in klinischen Studien weitestgehend ent-
tauschte.%2 Ein wesentlicher Grund fiir das Scheitern von Perifosin und anderen analogen
Verbindungen ist das schlechte pharmakokinetische Profil, da die hohe Hydrophobizitat und
der amphiphile Charakter des Inhibitors eine schlechte Loslichkeit sowie Permeabilitat zur
Folge haben.65 Dariiber hinaus kann iiber diesen Wirkmechanismus ebenfalls keine hohe
Selektivitat erzielt werden, sodass Substanzen dieser Wirkstoffklasse unter anderem auch mit
dem Phospholipid-Metabolismus der Zelle interferieren, was schwere gastrointestinale
Toxizitdt mit sich bringt.3 Auf der Suche nach selektiven Akt-Inhibitoren wurden im Jahr 2005
im Rahmen eines Hochdurchsatz-Screening Molekiile identifiziert, die allerdings in bio-
chemischen Assays mit Akt-Konstrukten ohne PH-Domine keine Aktivitat aufwiesen.?* Die
Ursache fiir diese zuféllig entdeckte PH-Domdnen-abhdngige Aktivitat konnte fiinf Jahre spater
iber die erstmalig geldste Kristallstruktur eines solchen Inhibitors in Komplex mit dem
Volllangen-Protein geklart werden.8 Es wurde deutlich, dass die Inhibitoren eine in der
Interdoménen-Region zwischen Kinase- und PH-Domaéne entstehenden Tasche binden, die
geschlossene, inaktive PH-in-Konformation stabilisieren und somit Akt allosterisch hemmen
(Abb. 5). Solch allosterische Modulatoren haben entscheidene Vorteile gegeniiber den bisher
gezeigten Wirkmechanismen. Wéhrend orthosterische Inhibitoren funktionelle Regionen
adressieren, die in einer Proteinfamilie zumeist hochkonserviert sind, weist die Adressierung
einer weniger konservierten allosterischen Bindetasche einen deutlichen Selektivitatsvorteil
auf.%s Da allosterische Inhibitoren zudem nicht mit kompetitiven Liganden konkurrieren,
erreichen diese eine im Vergleich zu orthosterischen Inhibitoren erh6hte Verweildauer am
Protein, die pharmakologisch begtinstigt ist.?¢ Der Unterschied zwischen orthosterischen und
allosterischen Inhibitoren wird umso deutlicher, wenn beachtet wird, dass Proteinkinasen
Funktionen in der Signaltransduktion der Zelle besitzen, die weit iiber die katalytische
Funktion hinaus gehen.” VIVANCO et al. verglichen allosterische und ATP-kompetitive Akt-

Inhibitoren hinsichtlich ihrer Wirkung auf EBC1-Lungenkrebszellen.8
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Aktive Konformation Inaktive Konformation

Abbildung 5. Allosterische Interdomdnen-Inhibitoren von Akt (blau) stabilisieren die inaktive PH-in
Konformation der Proteinkinase, widhrend ATP-kompetitive Inhibitoren (gelb) die aktive PH-out Kon-
formation binden. Beide Konformationen weisen vermutlich ein unterschiedliches Interaktom auf und
rufen somit unterschiedliche Zellantworten hervor. Die Darstellung wurde aus WEISNER und GONTLA et
al. adaptiert.??

Obwohl beide Inhibitorklassen die Phosphorylierung von Akt-Substraten hemmen konnten,
wurde lediglich in Anwesenheit eines allosterischen Inhibitors Zelltod induziert. Folglich
scheint die ATP-kompetitive Adressierung von Akt ein Kinase-unabhangiges, aber Konfor-
mations-abhingiges Uberlebenssignal zu induzieren. Allosterische Interdoménen-Inhibitoren
stabilisieren die inaktive PH-in-Konformation, die ein verandertes Interaktom aufweist und
infolgedessen eine veranderte Zellantwort hervorruft.?¢ Aus diesen Eigenschaften alloste-
rischer Akt-Inhibitoren ging ein grofdes Interesse hervor, das zur Entwicklung verschiedener
Wirkstoffe dieser Klasse fiihrte, darunter die klinischen Kandidaten MK-2206 (Merck Sharp &
Dome), Miransertib und Arq751 (beide ArQule, Abb. 4C).100-101 Djese Wirkstoffe zeichnen sich
durch eine potente Inhibition der drei Akt-Isoformen mit hoher Selektivitit gegeniiber anderer
Proteinkinasen aus. Flir MK-2206 sind insgesamt 31 klinische Studien der Phase II sowohl fiir
Mono- als auch fiir Dualtherapien mit anderen Wirkstoffen beschrieben, wobei die Resultate
eher erniichternt sind.102-105 Zwar zeigte sich eine gute Tolerierbarkeit sowie hohe Effizienz in
der Akt-Inhibition, jedoch wurden in der Klinik nur geringe Behandlugserfolge erzielt, da es an
der Identifizierung geeigneter pradiktiver Marker mangelt.106 Gleich zwei allosterische Akt-
Inhibitoren des Pharmaunternehmens ArQule befinden sich derzeit in der klinischen Testung
der Phase I: Das 3H-Imidazo[4,5-b]pyridin-Derivat Miransertib sowie die mit einer N-
Methylacetamid modifizierten Weiterentwicklung Arq751, welche im Vergleich zu Miransertib
eine gesteigerte Potenz aufweist.10?7 Beide Wirkstoffkandidaten werden zum einen fiir die
Behandlung seltender Uberwuchserkrankungen, zum anderen fiir die Therapie solider
Tumore evaluiert.198 Fiir Uberwuchserkrankungen wie das Proteus-Syndrom konnte mit der
Akt1E17K-Aktivierungsmutation ein geeigneter genetischer Marker ausgemacht werden, sodass
in entsprechenden Patientenpopulationen ein vielversprechendes Ansprechen auf eine
Miransertib-Monotherapie beobachtet werden kann.109 Auf der anderen Seite werden Brust-,
Eierstock- und Endometriumkarzinome von Patientenpopulationen mit genetischen
Alterationen in Akt, aktivierenden Mutationen in PI3K sowie PTEN loss-of-function Mutationen

klinisch untersucht.110
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Wahrend bei einer Monotherapie lediglich eine Ansprechrate von 10 % resultierte, konnte fiir
hormonabhingige Ostrogenrezeptor-positive (ER+) Tumore iiber eine Kombinationstherapie
mit Aromatasehemmer Anastrazol die Ansprechrate auf 50 % gesteigert werden.108 Insgesamt
stellen allosterische Interdoméanen-Inhibitoren aufgrund ihrer hohen Selektivitdt und Potenz
die vielversprechendste Wirkstoffklasse in der zielgerichteten Adressierung der Proteinkinase
Akt dar.®® Die bisherigen klinischen Studien zeigen allerdings, dass trotz der wirksamen
Inhibtion von Akt das therapeutische Potential noch nicht ausgeschopft werden konnte. Bei
Betrachtung der zielgerichteten Akt-Inhibitoren wurde deutlich, dass trotz der unbestritten
hohen Revelanz Akt-vermittelter Signalwege im Tumorgeschehen die Adressierung von Akt
schwierig ist, da komplexe allosterische Effekte und Feedback-Mechanismen eine Biomarker-
gestiitze Therapie mit Akt-Inhibitoren erschweren.!1! Das klassische Konzept einer onkogenen
Abhdngigkeit in der Prazisionsmedizin stofst in diesem Fall, mit Ausnahme der aufierst
seltenen Akt1E17K-Mutation, an seine Grenzen, da Abhangigkeiten vom Akt-Signalweg meist
nicht mit nur einem Biomarker beschrieben werden konnen.!12 Die Erfolge der Behandlung
Hormon-abhdngiger Tumore mit Miransertib und Arq751 zeigen jedoch, dass Kombinations-
therapien mit anderen Wirkstoffen durchaus Erfolge zeigt. Um ein genaueres Verstidndnis der
Tumorbiologie Akt-Signal-abhdngiger Tumore zu erlangen, Biomarker zu identifizieren und
eine Biomarker-gestiitzte Therapie voranzutreiben, bedarf es noch innovativerer Ansatze in
der Adressierung von Akt. Einen solchen Ansatz stellen kovalent-allosterische Akt-Inhibitoren

(CAAIs) dar.%?

1.4. Kovalente und Kovalent-Allosterische Inhibitoren

Kovalente Inhibitoren haben bereits eine lange Geschichte in der Wirkstoffentwicklung, ohne
dass diese liberhaupt bekannt waren (Abbildung 6).113 Dass bahnbrechende Wirkstoffe der
ersten Halfte des 20. Jahrhunderts wie Aspirin oder Penicillin einen kovalenten Wirkmechanis-
mus aufweisen, wurde erst deutlich spater in den spaten 1970er Jahren entschliisselt.114-115
Wahrend auch fiir spatere Blockbuster-Medikamente wie Omeprazol (Nexium, AstraZeneca)
oder Clopidogrel (Plavix, Sanofi-Aventis/Bristol-Myers Squibb) der zugrundeliegende kova-
lent-irreversible Wirkmechanismus eine Zufallsentdeckung war, kam es im vergangenen
Jahrzehnt zu einem Wandel hin zu rational-entworfenen kovalenten Wirkstoffen.116-119 Fiir die
Reaktionskinetik kovalenter Liganden kann vereinfacht ein zweistufigerer Verlauf ange-
nommen werden (Abbildung 6). In einem ersten Schritt bildet sich ein nicht-kovalenter
Enzym-Inhibitor-Komplex [E~I], dessen Stabilitit und geometrische Ausrichtung ent-
scheidenden Einfluss auf die kovalente Bindungsbildung hat. Die reversible Praorganisation
des Liganden in der Bindetasche erlaubt im zweiten Schritt die Ausbildung der kovalenten

Bindung zum Protein (E-I).120
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Die Reaktionsgeschwindigkeit der kovalenten Bindungsbildung kinace sowie die freie
Reaktionsenergie AGr sind von den intrinsischen chemischen Eigenschaften der reaktiven
Gruppe des Liganden, dem sogenannten warhead, abhdngig.120-122 Aus diesen unter-
schiedlichen Bindungseigenschaften kovalenter Inhibitoren ergeben sich im Vergleich zu
reversiblen Inhibitoren einige Vorteile. Die verdanderte Kinetik bewirkt durch die Irrever-
sibilitat der kovalenten Bindung eine Verschiebung des Bindungsgleichgewichtes zur Ligand-

gebundenen Seite und resultiert somit in einer hoheren Potenz und Ligandeneffizienz.120
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Abbildung 6. Geschichte und Energiediagramm des Inhibitionsmechanismus kovalenter Inhibitoren in
der Wirkstoffforschung. Zielprotein (E) und Inhibitor (I) bilden zunachst einen reversiblen Komplex
[E-I], woraufhin sich die kovalente Bindung zwischen Zielprotein und Inhibitor ausbildet (E-I). Die
Abbildung wurde von SCHIRRMEISTER et al. adaptiert.120

Gleichzeitig maximiert sich dadurch die Verweildauer des Inhibitors an der Zielstruktur,
wodurch die Wirkungsdauer verlangert und nur durch die Proteinumsatzrate bestimmt
wird.123 Neben der gesteigerten Potenz und verlangerten Wirkungsdauer konnen kovalente
Inhibitoren zudem noch zu einer gesteigerten Selektivitit gegeniiber verwandter Ziel-
strukturen beitragen, indem seltene, nicht konservierte nukleophile Seitenketten im Protein
adressiert werden.!18 Dariiber hinaus eroffnen kovalente Inhibitoren die Moglichkeit der
zielgerichteten Inhibition relevanter Zielproteine, die mit Hilfe reversibler Ansatze als schwer
zu adressierende Strukturen (undruggable targets) galten.38 So gelang iliber irreversible
Modifizierung eines mutierten Cysteins in der Switch II-Region von KRasG12C mit einem
Acrylamid-tragenden Liganden erstmals die zielgerichtete Adressierung des bisher als nicht-
therapierbar geltenen Onkogens und zeigte hohe Effizienz in in vivo-Studien.124-125 Auf der
anderen Seite bestehen bei kovalenten Wirkstoffen einige Risiken, die in der Vergangenheit

immer wieder Bedenken gegeniiber dieser Wirkstoftklasse hervorgerufen haben.



12 | Kovalente und Kovalent-Allosterische Inhibitoren

Eine grundsatzliche Gefahr geht von der Reaktivitdt des verwendeten Elektrophils aus, da die
kovalente Modifikation von unerwiinschten Strukturen off-target-Effekte zur Folge haben
kann. Fiir den irreversiblen Proteasom-Inhibitor Bortezomib sind beispielsweise einige nicht-
proteasomale Strukturen wie die Serinproteasen Cathepsin G und Proteasen der Chymase-
Familie bekannt, die liber die reaktive Boronsaure-Gruppe kovalent modifiziert werden
kénnen und infolgedessen schwere Nebenwirkungen wie periphere Neuropathie verur-
sachen.126 Die Verlangerung der Wirkungsdauer kovalenter Inhibitoren kann neben der be-
schriebenen positiven Folgen ebenfalls eine Toxizitat verursachen, da die Modulation funk-
tionell wichtiger Proteine mit geringer Umsatzrate unerwiinschte on-target-Effekte mit sich

bringen kann.127

Protein Protein Protein

Abbildung 7. Mechanismus der hetero-Michael-Addition eines Liganden mit a,f-ungesattigtem Amid
und einer Cystein-Seitenkette. Die reversible Ligandenbindung bringt den Michaelakzeptor und die
Thiolseitenkette in rdumliche Nihe, sodass die 1,4-Addition erfolgen kann.

Ferner kann die kovalente Bindung eines Inhibitors die Haptenisierung der Zielstruktur
bewirken, sodass daraufthin eine Inmunantwort erzeugt werden kann. Auf eine solche Immun-
reaktion werden beispielsweise allergische Reaktionen auf f3-Lactam-Antibiotika zuriick-
gefiihrt.128 Bei Abwagung der Vorziige irreversibler Inhibitoren gegeniiber den dargestellten
Risiken werden sowohl das enorme Potential als auch die hohen Anforderungen an das Design
dieser Wirkstoffklasse deutlich. Geeignete warheads miuissen so gewahlt werden, dass sie auf
der einen Seite unreaktiv genug sind um off-target-Reaktivititen zu vermeiden, auf der
anderen Seite aber eine effiziente und selektive Modulation nukleophiler Seitenketten des
Zielproteins erlauben. Vorallem auf dem Gebiet der kovalenten Kinaseinhibitoren haben sich
vorallem a,[f-ungesattigte Amide als reaktive Gruppen bewahrt.29 Diese weisen grundsatzlich
eine eher moderate Reaktivitit gegeniiber biologischen Nukleophilen wie Glutathion auf.130
Wird das Elektrophil allerdings im Enzym-Inhibitor-Komplex in rdumlicher Nahe zu Cystein-
Seitenketten gebracht, erlaubt diese Praorganisation eine irreversible hetero-Michael-
Addition an das Thiol (Abbildung 7).13! Zahlreiche Tyrosinkinase-Inhibitoren mit solchen
Michael-Akzeptoren wie Osimertinib oder Crizotinib weisen ein hohes Selektivitatsprofil
sowie potente in vivo Wirksamkeit bei nur geringen Nebenwirkungen auf. 31.132 Diese Beispiele
belegen eindrucksvoll, dass fein abgestimmte kovalente Wirkstoffe in ihren Risiken
kontrollierbar sind und aufgrund der positiven pharmakologischen Eigenschaften einen

grofden Gewinn fir die medizinalchemische Forschung darstellen.
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Angesichts der anspruchsvollen Adressierbarkeit von Akt sind irreversible Modulatoren der
Proteinkinase von grofdem Interesse. Fiir die Entwicklung kovalenter Inhibitoren ist das
Struktur-basierte Wirkstoffdesign ein unerldssliches Werkzeug.'2?” Bei der Analyse ver-
schiedener Volllangen-Kristallstrukturen von Akt konnten in der unmittelbaren Umgebung
kokristallisierter Interdomanen-Inhibitoren zwei nicht-katalytische, auf der Aktivierungs-
schleife befindliche, redoxsensitive Cysteine Cys296 und Cys310 identifiziert werden, die als
Angriffspunkte fiir eine kovalente Adressierung geeignet zu sein schienen.t8 133-134 Auf
Grundlage dieser strukturellen Information gelang es WEISNER und GONTLA et al. Sonden-
molekiile zu entwickeln, die tiber eine Acrylamidgruppe beide Cysteine kovalent modifizieren

konnten (Abb. 8).99

o(EH )

Borussertib

Abbildung 8. Kovalent-allosterische Akt-Inhibitoren wie Borussertib stabilisieren die geschlossene PH-
in-Konformation tiber kovalente Modifikation von Cys297 bzw. Cys310.

Diese kovalent-allosterischen Akt-Inhibitoren (covalent-allosteric Akt inhibitors, CAAls) kom-
binieren damit die herausragenden Selektivitatseigenschaften allosterischer Inhibitoren mit
den vorteilhaften pharmakologischen Eigenschaften eines kovalenten Inhibitors. Aus diesem
Design-Ansatz ging die 1,6-Naphthyridinon-basierte Verbindung Borussertib hervor, die in
biochemischen Aktivitatsassays im Vergleich zum klinischen Kandidaten MK-2206 eine signi-
fikant gesteigerte Inhibition von Akt bewirkte.9® Eine Aktivitatsprofilierung verdeutlichte die
selektive Inhibition aller drei Akt-Isoformen gegeniiber 100 Kinasen, die auch in zellularen
Systemen belegt werden konnte.? Die enorme Potenz und die hohe Selektivitdt machen CAAls
zu vielversprechenden Kandidaten fiir eine tiefergehende praklinische Untersuchung. In ihrer
Funktion als ,molekularer Klebstoff* stabilisieren sie die inaktive Konformation irreversibel
stabilisieren und dienen zudem als wichtige molekulare Sonden, um ein tieferes Verstandnis

in die konformationsabhangigen Signalwege der Proteinkinase gewinnen zu kénnen.
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2 Motivation und Zielsetzung

In den vergangenen zwei Jahrzehnten haben sich Wissen und Errungenschaften der
Prazisionsmedizin geradezu explosionsartig vermehrt. Onkogene Zielstrukturen wie die
Proteinkinase Akt verdeutlichen allerdings, dass diese Therapieform in vielen Fallen noch vor
grofden Herausforderungen steht. So bedarf es weiterhin innovativer Ansdtze wie es die

kovalent-allosterische Inhibition von Akt darstellt.
i i 5:( C o)

] préklinische in vivo-
Charakterisierung
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N™ "NH
9 @
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Abbildung 9. Ubersicht einiger Interessensfelder fiir weitere Untersuchungen und Entwicklungen der
CAAls. Die in WEISNER und GONTLA et al. beschriebene Synthese von Borussertib soll hinsichtlich ihrer
Skalierbarkeit im Gramm-Mafistab optimiert werden (A), um eine praklinische Evaluierung in
Patientenmaterial-abgeleiteten Xenograft-Modellen (patient-derived xenografts, PDX) zu ermoglichen
(B).?? Dariiber hinaus sollten iiber Derivatisierung und Strukturaufklarung die Struktur-Aktivitats-
beziehung untersucht werden (C). Darauf aufbauend sollte iiber chemische Derivatisierung sowie
pharmakokinetische in vitro-Evaluierung eine Optimierung hinsichtlich der PK-Eigenschaften voran-
getrieben werden (D). Letztlich istdie Entwicklung molekularer Sonden (E), die eine Interaktom-
Analyse erlauben oder iiber Entwicklung Isoform-selektiver Akt-Inhibitoren zur Aufklarung der nicht-
redundanten Isoform-Funktionen beitragen (F), von grofiem Interesse.
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Die von WEISNER und GONTLA et al. beschriebene hohe biochemische Potenz von Borussertib
versinnbildlicht das enorme Potential von kovalent-allosterischen Inhibitoren hinsichtlich der
Adressierung von Akt. Fiir eine tiefergehende Validierung der Wirksamkeit dieses Wirkstoff-
kandidaten ist jedoch die Evaluation in komplexeren Modellsystemen wie zelluldren Systemen
oder Tiermodellen von Noten. Hierzu bedarf es entsprechend grofder Mengen der Ziel-
verbindung, die in einem akademischen Umfeld haufig einen Geschwindigkeits-bestimmenden
Schritt in der Wirkstoffentwicklung darstellen.13> Vor diesem Hintergrund sollte im Rahmen
dieser Arbeit die literaturbekannte Synthesestrategie fiir die Darstellung von Borussertib in
Kleinstmengen dahingehend optimiert werden, dass diese einen robusten Zugang zu be-
deutend grofieren Mengen fiir eine Skalierbarkeit im Gramm-Mafdstab erlaubt (Abb. 9A).
Borussertib sollte infolgedessen die Untersuchung der pharmakodynamischen sowie pharma-
kokinetischen Eigenschaften in verschiedenen Patientenmaterial-abgeleiteten Xenograft-
Modellen (patient-derived xenografts, PDX) fiir eine proof-of-concept Wirksamkeitsstudie von
CAAls in Mono- und Kombinationstherapie in unterschiedlichen Krebsarten zu erméglichen
(Abb. 9B). Dariiber hinaus sollte auf Grundlage von Rontgenstrukturanalysen von Akt eine
Struktur-basierte Derivatisierung von Borussertib erfolgen (Abb.9C). Mithilfe diverser
Variationen im molekularen Grundgeriist sollte der chemische Raum erweitert werden. Uber
eine biochemische, zellulare sowie pharmakokinetische Evaluierung der dargestellten
Derivate sollten Einblicke in die Struktur-Aktivitats-Beziehungen (SAR) von kovalent-
allosterischen Akt-Inhibitoren gewonnen werden. Darauf aufbauend sollte eine weiter-
fiihrende Optimierung hinsichtlich der pharmakokinetischen Eigenschaften erfolgen, um die
Weiterentwicklung von Borussertib hin zu einer oral bioverfiigbaren Leitstruktur voran-
zutreiben (Abb. 9D).

Aufgrund der irreversiblen Stabilisierung des inaktiven PH-in-Zustandes eignen sich CAAls
ferner zu einer tiefergehenden Untersuchung der Kinase-unabhingigen, jedoch Konfor-
mations-abhdngigen Eigenschaften von Akt, wie sie in Kapitel 1.3 beschrieben wurden. Daher
sollten basierend auf den SAR-Informationen molekulare Sonden entworfen und charak-
terisiert werden, die eine chemisch-biologische Profilierung des Interaktoms der
Proteinkinase erlauben (Abb.9E). Solche Sondenmolekiile sind dariiber hinaus fiir die
Erforschung der nicht-redundanten Funktionen der drei Akt-Isoformen von hoher Bedeutung.
Infolgedessen sollten zudem Isoform-selektive kovalent-allosterische Inhibitoren entwickelt
werden, um die unterschiedlichen Aufgaben der Isozyme charakterisieren zu konnen

(Abb. 9F).
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In einem weiteren Teil dieser Arbeit sollte eine mogliche Adressierung Entzlindungs-
induzierter Resistenzen maligner Melanome genauer untersucht werden. RNA-Sequen-
zierungen wahrend einer Immunotherapie verdeutlichten hierbei eine Veranderung des
Transkriptoms als Reaktion auf die Behandlung. So wurde eine Aktivierung des Glucocorticoid-
Stoffwechsels infolge einer erhdhten Expression der 11f-Hydroxysteroid-Dehydrogenase 1
(HSD11B1) identifiziert, die somit als moglicher negativer Immun-Checkpoint infrage kommt.t
Erste Studien mit dem HSD11B1-hemmenden Glycyrrhizinsaure-Derivat Carbenoxolon zeigte
bereits synergistische Effekte mit anti-PD-1-Antikérpern in Xenograft-Modellen, jedoch ist
dieser Wirkstoff aufgrund seiner moderaten Potenz und geringen Selektivitit fiir diese Studien
nur bedingt geeignet. Um eine Beteiligung von HSD11B1 in der Immunresistenz gezielt
validieren zu konnen, ist die Evaluation von hochpotenten und selektiven HSD11B1-
Inhibitoren hinsichtlich synergistischer Effekte wichtig. Daher sollten Literatur-bekannte
HSD11B1-Inhibitoren als geeignete Kandidaten identifiziert und in ausreichenden Mengen
synthetisiert werden. Nach in vitro-Charakterisierung der inhibitorischen Aktivitit sollte
schliefdlich untersucht werden, inwiefern HSD11B1-Inhibitoren in der Lage sind, in einer

Kombinationstherapie mit Checkpoint-Inhibitoren eine Immunsensitivitat zu regenerieren.

* Prof. Dr. Michael Holzel (Universitatsklinikum Bonn), unpubliziert.
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3 Ergebnisse und Diskussion

3.1. Hochskalierung der Borussertib-Synthese

Fir die bisherigen biochemischen und zelluldren in vitro-Studien zu Borussertib waren
Inhibitormengen im unteren Milligramm-Bereich ausreichend. Im weiteren Entwicklungs-
prozess hin zu einem neu-zugelassenen Wirkstoff nehmen nicht nur die Anzahl der Unter-
suchungen und die Komplexitat der Modellsysteme, sondern gleichermafden die Anspriiche an
die synthetische Zugénglichkeit des Kandidaten zu, da die erforderlichen Mengen an Substanz
exponentiell ansteigen (Abb. 10).13¢ Es ist daher von grofder Bedeutung, bestehende Synthese-
routen fiir den Milligramm-Mafdstab in Gramm-Mafdstibe oder hdoher zu skalieren und

hinsichtlich ihrer Effizienz und Robustheit, aber auch ihrer Okénomie oder Okologie zu

optimieren.

HN > @

0 O &ﬁ
Borussertib

: - s . . . . —>
Hit-ID und Leitstruktur- Préaklinische Klinische Markt-
-Validierung | entwicklung Entwicklung Phase I-llI zulassung

1-10 mg 10 - 100 mg 10-100g 5-100 kg > 100 kg

Abbildung 10. Steigerung des Bedarfs an aktiver Substanz im Entwicklungsprozess eines Wirkstoffes.
Abbildung angelehnt an SUNJIC und PARNHAM.136

Die von WEISNER und GONTLA et al. sowie FANG et al. beschriebene Synthese zur Darstellung von
Borussertib im Kleinstmafistab diente infolgedessen als Startpunkt fiir die Entwicklung einer
fiir den Gramm-Maf3stab optimierten Synthesestrategie.?® 137 Bei Betrachtung der Molekiil-
struktur lasst sich hierbei die Zielverbindung retrosynthetisch in den 1,6-Naphthyridinon-
basierten Aldehyd-Baustein 1 sowie das Benzo[d]imidazolon-Derivat 2 unterteilen, die im
Rahmen einer konvergenten Synthesestrategie dargestellt werden sollen (Schema 1). Eine
solche konvergente Strategie, bei der eine Verzweigung der Syntheseroute und letztliche
Zusammenfiithrung der verkiirzten Sequenzen erfolgt, weist verglichen mit linearen Synthese-
strategien trotz gleicher Anzahl Synthone aufgrund einer Verkiirzung der langsten linearen
Sequenz eine hohere Effizienz auf.138 Infolgedessen sollte Benzaldehyd-Derivat 1 in einer
Friedlander-Chinolin-Synthese aus dem Pyridin-Synthon 3 sowie dem Phenon 4 gewonnen
werden, welches in einem ebenfalls konvergenten Ansatz aus dem kommerziell verfiigbaren
Aminopyridin-Baustein 5 sowie 4-Cyanobenzaldehyd (6) dargestellt wurde. In einem zweiten,
linearen Synthesestrang sollte Synthon 2 ausgehend vom 5-Chlor-sustituierten Benzo[d]-

imidazolon 7 synthetisiert werden.
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Schema 1. Retrosynthetische Analyse von Borussertib.

Zur Darstellung des Aldehyds 1 wurde in einem ersten Synthesestrang ausgehend vom Edukt
5 eine tert-Butyloxycarbonyl (Boc)-Schutzgruppe am primaren Amin in 4-Position eingefiihrt.
Die Schiitzung erfolgte mit dem Saureanhydrid der Schutzgruppe unter basischen Be-
dingungen und Zuhilfenahme des nukleophilen Katalysators DMAP.139 Trotz unvollstandigen
Umsatzes konnte eine Ausbeute von 53 % erzielt werden, wobei grofde Teile des Startmaterials
zurliickgewonnen wurden. In einem zweiten Schritt wurde das Boc-geschiitzte Produkt 8 in 3-
Position formyliert, indem es in einer Ortho-Metallierung zunachst mit tert-Butyllithium an
dieser Position lithiiert wurde. Infolgedessen wurde das Organolithium-Intermediat mit DMF
als Elektrophil umgesetzt, um das formylierte Produt 3 zu erhalten. Trotz hoher Sensitivitat
der Reaktion gegeniiber Wasser und Luftsauerstoff konnte unter inerten Bedingungen ein

sauberer Reaktionsverlauf beobachtet werden, der in einer Ausbeute von 86 % resultierte.

H H
X NH, ; T “Boc N X N"Boc
N = —_— N ;» N = H
Cl Cl Cl O
5 8 3

Schema 2. Darstellung des Pyridin-basierten Intermediats 3. i Boc20, DMAP, TEA, DCM, rt, 2 h, 53 %. ii
tert-BuLi, DMF, dTHF, -78 °C - rt, ovn, 86 %."

* In Zusammenarbeit mit Dr. Steven Smith (TU Dortmund).140
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In einem zweiten Synthesestrang wurde zunachst ausgehend von 4-Cyanobenzaldehyd 6 die
Aldehydfunktion in Form eines zyklischen Acetals geschiitzt, indem es unter Sdurekatalyse mit
Ethylenglykol am Wasserabscheider refluxiert wurde, was in einer Ausbeute von 76 %
resultierte. Daraufhin wurde 9 in einer Grignardreaktion zum gewiinschten Phenon 4 um-
gesetzt. Dabei wird das Edukt durch Zugabe von Benzylmagnesiumchlorid zunachst in ein
entsprechendes Metallalkoxid tberfiihrt, welches iiber Quenching mit einer wassrigsauren
NH4Cl-Losung in einer Ausbeute von 64 % zu dem gewiinschten Produkt hydrolysiert werden

konnte.

oy O}
O e O g

6 9 4

Schema 3. Darstellung des Phenons 4. i Ethylenglykol, p-TsOH, Toluol, reflux, ovn, 76 %. ii BnMgCl],
dTHF, 0 °C - rt, 2 h, dann NH4Clag, rt, 10 min, 64 %."

Die beiden Bausteine 3 und 4 wurden daraufhin in einer Friedlander-Chinolin-Synthese
umgesetzt, um das 1,6-Naphthyridinon-Grundgeriist zu erhalten (Schema 4). Diese Zykli-
sierungsreaktion kann sowohl saure- als auch basenkatalysiert ablaufen.14! In der bisher
beschriebenen Synthese wurde das Pyridin-Derivat 3 zunachst entschiitzt und infolgedessen
eine basenkatalysierte Zyklisierung durchgefiihrt.137 Diese Zweistufen-Synthese konnte in eine
einstufige Synthese zusammengefiihrt werden, indem die Boc-Schutzgruppe mithilfe von
Natriummethanolat als starke Base in situ abgespalten und gleichermafien eine Ringschluss-
synthese vorgenommen wurde, was mit einer Ausbeute von 63 % resultierte.142 Somit konnte
das initiale Syntheseschema um einen Schritt verkiirzt werden, was mit einer Erh6hung der

Effizienz sowie Zeitersparnis einherging.
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Schema 4. Friedldnder-Synthese zur Darstellung des 1,6-Naphthyridinon-Grundgeriists. i NaOMe (30 %
in MeOH), 65 °C, 4 h, 63 %. ii 37 % HClag, rt, 3h, 91 %."

* In Zusammenarbeit mit Dr. Steven Smith (TU Dortmund).140
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Die Darstellung des Benzo[d]imidazolons 2 erfolgte in einem parallelen Synthesestrang.
Ausgehend vom kommerziell verfiigbaren Baustein 7 wurde in einer Nitrierung zunachst
Verbindung 11 dargestellt, indem konzentrierte Salpetersdure in der Hitze hinzugetropft
wurde. Der ortho-dirigierende Chlor-Substituent bewirkte die literaturbeschriebene Regio-
selektivitdt der Nitrierung in 6-Position.143 Die Isolierung von Produkt 11 konnte dahingehend
optimiert werden, dass das Rohprodukt in Methanol als Salz der Salpetersdure in quantitativen

Ausbeuten gefallt werden konnte.

HI\O\ o HN HO\ o) HI\O\ o)
= HNO - N AR R

NH NH NH NH
i: i i: iii ij

H-N Boc-pN
Cl 2 H

7 12 2

Schema 5. Lineare Syntheseroute zur Darstellung des Benzo[d]imidazolon-Baustein 2.1 69 % HNOs, o-
Xylol, 60 °C, 2 h, quant.. ii Pd/C, NH4sHCOO, MeOH, reflux, ovn. iii Boc20, 10 % Essigsaure/H20, 1,4-
Dioxan, rt, ovn, 51 % liber zwei Schritte.

Nitro-Verbindung 11 konnte in einer Pd-katalysierten Hydrierung zum Amin 12 umgesetzt
werden. Hierbei erfolgten die Reduktion der Nitrogruppe zum Amin sowie die reduktive
Dehalogenierung in einem Schritt. Im Zuge der Hochskalierung konnte liber LCMS festgestellt
werden, dass in der von WEISNER und GONTLA et al. beschriebenen Reaktionszeit von 30 min
die Reduktion der Nitro-Gruppe zwar abgeschlossen, die reduktive Dehalogenierung jedoch
unvollstindig war.? Uber Erhohung der Katalysatormenge sowie Verldngerung der
Reaktionszeit konnte dies hinsichtlich eines vollstindigen Umsatzes optimiert werden. Die
hohe Polaritat von 12 sorgte jedoch fiir eine extrem anspruchsvolle Reinigung der Zielsubstanz
iber Extraktion oder Saulenchromatographie. Daher wurde in diesem Schritt auf eine
Isolierung verzichtet und 12 ohne weitere Aufarbeitung in einer Boc-Schiitzung umgesetzt. Bei
diesem Reaktionsschritt musste beachtet werden, dass potentiell zwei nukleophile Amine fiir
die Schiitzung vorlagen, wobei jedoch nur das anilinische Amin in Gegenwart des aliphatischen
Amin geschiitzt werden sollte. Dies gelang aufgrund der unterschiedlichen Basizitdt der Amine
in essigsaurem Milieu, indem durch Protonierung des Piperidin-Amins die Nukleophilie
herabgesetzt wurde.'44 Uber die zwei Schritte der Reduktion sowie Boc-Schiitzung konnte eine
Ausbeute von insgesamt 51 % erzielt werden. Mit Auslassen der Reinigung nach der Reduktion
konnte somit nicht nur ein zeitaufwendiger Schritt vermieden werden, sondern zugleich die
Ausbeute im Vergleich zu den in der Literatur beschriebenen Angaben (49 % iiber beide
Schritte) leicht erhoht werden.?® Wird die Nitrierung mit einbezogen, so konnte die
Gesamtausbeute der Darstellung des Benzo[d]imidazolons 2 von 30 % auf 51 % gesteigert

werden.
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Die zwei Synthesestrange sollten daraufhin zusammengefiihrt werden, indem der Aldehyd-
Baustein 1 und der Amin-Baustein 2 in einer reduktiven Aminierung miteinander verkntipft
werden. Es wurde zunachst versucht, die fiir den Kleinstmafdstab beschriebenen Bedingungen
auf eine Synthese in grofderen Mafdstiaben zu adaptieren. Die reduktive Aminierung ent-
sprechend der literaturbeschriebenen Bedingung konnte im Gramm-Maf3stab nicht repro-
duziert werden, da liber eine LCMS-Analyse lediglich Spuren des gewiinschten Produkts fest-

gestellt werden konnten (Tabelle 1, 1.1).

Tabelle 1. Reduktive Aminierung zur Darstellung des 1,6-Napthyridinon-Derivates 13.

HN 0
O™ M SR OW;
z lN\ z N\ NJ(NH z lN\
HN |/ + HN —
\ ®
H O B O
13

OH

HN Z +
O oI ®

0C=N
1 2 : 14
#  Reduktionsmittel Kat. Sdure/Base Reaktionsbedingung Ausbeute
1.1 2 Aq. NaCNBH3 kat. AcOH/TEA dMeOH, 75 °C, ovn Spuren?
1.2 2 Aq. NaCNBH3 kat. AcOH/TEA dMeOH, 60 °C - rt, ovn 22 %" + Alkohol 14«
1.3 2 Aq. NaCNBH3 1 Aq. AcOH/TEA dMeOH, 60 °C - rt, ovn Spuren®
1.4 2 Aq. NaCNBH3 1 Aq. AcOH/TEA dMeOH, 60 °C-rt, 4 d 33 %P
1.5 2 Aq. NaCNBH3 kat. AcOH dTHF, 60 °C - rt, ovn Spuren? + Alkohol 14
1.6 2 Aq. NaCNBH3 kat. AcOH DMF, 60 °C - rt, ovn Spuren? + Alkohol 14
1.7 2 Aq. NaCNBH3 kat. AcOH DME/EtOH, 2 h, 130 °C, pw  Spuren? + Alkohol 14¢

1.8 2 Aq.NaBH(0Ac)3 kat. AcOH/TEA dMeOH, 60 °C - rt, ovn Spuren¢
1.9 2Aq.NaBH(OAc)s 1 Aq.AcOH/TEA dMeOH, 60 °C - rt, ovn Spuren®
1.10 2 Aq.NaBH(OAc)3 kat. AcOH DME/EtOH, rt, on Spuren¢
1.11 2 Ag.NaBH(OAc)s3 kat. AcOH dMeOH, 60 °C - rt, ovn, Spuren?

Molekularsieb

a{iber LCMS-Analyse bestimmt. ?isolierte Ausbeute.

Reduktive Aminierungen laufen in einem zweistufigen Mechanismus ab. In einem ersten
reversiblen Schritt reagiert das Amin mit dem Aldehyd in einer sdurekatalysierten Konden-
sationsreaktion zum Imin, welches in einem zweiten irreversiblen Reaktionsschritt zum
ensprechenden Amin reduziert wird. Folglich ergeben sich einige Parameter, die Einfluss auf
den Reaktionserfolg haben und somit im Rahmen einer Reaktionsoptimierung variiert wurden

(Tabelle 1).

* In Zusammenarbeit mit Dr. Steven Smith (TU Dortmund).140
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Zunachst wurde tiber Reduzierung der Temperatur versucht, eine moglicherweise zu schnelle
Hydrolyse des Reduktionsmittels Natriumcyanoborhydrid zu vermeiden (1.2). Dies fiihrte
zwar zu einer Erh6hung der Ausbeute auf 22 %, jedoch wurde eine gesteigerte Nebenprodukt-
Bildung von Alkohol 14 beobachtet. Weiterhin wurde die Menge der katalytisch wirkenden
Essigsdure bis zu einem Aquivalent erhdht (1.3), was bei zusitzlicher Verlingerung der
Reaktionszeit auf vier Tage zu einer moderaten Steigerung der Ausbeute auf 33 % fiihrte. Ein
weiterer entscheidener Faktor stellt das Losungsmittel dar, da in den Reaktionsbedingungen
1.1-1.3 eine schlechte Loslichkeit der Edukte festgestellt werden konnte. Jedoch resultierte die
Variation von verschiedenen Losungsmitteln (1.5, 1.6, 1.10) in keiner Verbesserung des
Umsatzes. Auch eine Erhohung der Warmezufuhr in einer Mikrowelle fiithrte nicht zu der
erhofften Optimierung (1.7). Eine entscheidene Limitation scheint die unerwiinschte
Reduktion des Aldehyds zu sein. Durch Bildung des Alkohols 14 wird hierbei Aldehyd 1 dem
Gleichgewicht der Iminbildung irreversibel entzogen. Aus diesem Grund wurde Natrium-
cyanoborhydrid durch das mildere Natiumtriacetoxyborhydrid ersetzt.145 Durch diese
Verdanderung konnte zwar die Bildung des Nebenprodukts 14 verhindert werden, allerdings
fiihrte sie lediglich zu minimaler Umsetzung zum gewiinschten Produkt. Auch der Einsatz eines
Molekularsiebs, welches das in der Iminbildung entstehende Wasser aus der Reaktions-
mischung entfernen und so das Gleichgewicht der Reaktion auf Seite des Imins verschieben
sollte, verlief erfolglos. Insgesamt konnte iiber eine klassische reduktive Aminierung keine
Bedingung gefunden werden, die flir die Synthese im Gramm-Maf3stab benotigte Robustheit
aufwies. Ein plausibles Hindernis konnte die geringe Reaktivitit des hochkonjugierten
Aldehyds sowie die mangelhafte Nukleophilie des Amins darstellen, sodass der initiale Schritt
der Iminbildung sehr langsam verlauft und das Gleichgewicht der Reaktion auf Seiten der
Edukte liegt. Infolgedessen konnten Konkurrenzreaktionen wie die Reduktion des Aldehyds
zum Amin auftreten sein. Zusammenfassend stellt diese Form der reduktiven Aminierung

keine geeignete Methode fiir die Aminierung zum gewiinschten Produkt 13 dar.

15

Schema 6. Alternative Moglichkeiten der Aminierung zu Produkt 13. i NaBHs4, EtOH, 90 °C, 1 h, quant.
ii 2, PPhs, DDQ, DCM, rt, ovn. iii MsCl, TEA, DCM, 0 °C - rt, 2 h, dann 2, rt ovn.
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Als alternativer Ansatz wurde der Aldehyd 1 zunachst gezielt zum Alkohol 14 reduziert
(Schema 6). Dies erfolgte liber das Hydrierungsreagenz Natriumborhydrid und verlief mit
quantitativen Ausbeuten. Ausgehend von 14 konnten zwei verschiedene Bedingungen fiir eine
anschlieflende Aminierung getestet werden. Zum einen sollte diese liber eine Mitsunobu-
Reaktion erfolgen, die sich durch besonders milde Reaktionsbedingungen wie dem Einsatz von
Triphenylphosphin (PPh3) auszeichnet.146 Allerdings zeigte sich kein Umsatz zum ge-
wiinschten Produkt, was darin begriindet sein konnte, dass in dieser Klasse von Reaktionen
saure Pronukleophile als Substrate bevorzugt sind und basische Pronukleophile wie das
Piperidin von 2 eine Limitation darstellen konnten.147 Zum anderen sollte daher der Alkohol
durch Mesylierung in eine gute Abgangsgruppe iiberfiihrt werden, sodass eine nukleophile
Substitution durch 2 mdoglich ist. Auch bei dieser Reaktion konnte nicht das gewiinschte
Produkt dargestellt werden. Die LCMS-Analyse verdeutlichte, dass bereits die Bildung des
Mesylats scheiterte. Somit stellten weder die Mitsunobu-Aminierung noch die nukleophile
Substitution des Mesylats eine geeignete Alternative zur reduktiven Aminierung dar.

Eine weitere Variante der reduktiven Aminierung ist die sogenannte Leuckart-Wallach-
Reaktion. Hierbei wird zur Umsetzung einer Amin- und einer Aldehydspezies Ameisensdure
anstelle von Borhydriden als Reduktionsmittel eingesetzt. Mechanistisch wird fiir diesen Fall
angenommen, dass der Piperidin-Stickstoff von 2 das Carbonyl-Kohlenstoffatom nukleophil
angreifen kann, sodass Alkohol 16 entsteht (Schema 7). Uber saure Wasserabspaltung wird
das Carbokation 17 gebildet, welches resonanzstabilisiert ist. In einen sechsgliedriger
Ubergangszustand wird Ameisenséure so orientiert, dass im Zuge einer Decarboxylierung das
benzylische Amin 13 entsteht. Die irreversible Freisetzung von Kohlendioxid stellt die

Triebkraft der Reaktion dar.
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Schema 7. Vorgeschlagener Mechanismus der Aminierung nach LEUCKART und WALLACH.148
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Vor diesem Hintergrund wurde die Anwendbarkeit der Leuckart-Wallach-Reaktion auf die
vorliegende Aminierung untersucht (Tab. 2). Zusatzlich zu der Verwendung von Ameisensaure
als Reduktionsmittel wurde der moglicherweise positive Einfluss von Orthoameisensadure-
triethylester als Additiv tberpriift, fiir welches angenommen wird, dass es mit dem in der
Kondesationsreaktion freigesetzten Wasser reagiert und es so dem Gleichgewicht entzieht, um

eine weitere Triebkraft zu generieren.149

Tabelle 2. Testung verschiedener Reaktionsbedingungen der Leuckart-Wallach-Aminierung von 1 und
2 zum 1,6-Naphthyridinon-Derivat 13.

N O ° H,\lij\sz 25 O "O\sz

| S NH | NH
HN Z + @ — 3 HN Z
O A
Boc~H Boc-pN
1 2 13 H
# Reaktionsbedingungen Additiv Ausbeute?

2.1 MeCN, Ameisensaure, 80 °C, ovn Orthoameisensaduretriethylester 27 %
2.2 MeCN, Ameisensaure, 80 °C, ovn / 54 %

ajsolierte Ausbeute.

Die Leuckart-Wallach-Reaktion mit Ameisensdaure und dem Additiv Orthoameisensdure-
triethylester zeigte in der LCMS-Analyse verglichen mit den vorherigen Bedingungen zur
reduktiven Aminierung eine deutliche Steigerung des Umsatzes der Edukte, jedoch auch die
Bildung eines sehr prominenten unbekannten Nebenprodukts, sodass lediglich eine Ausbeute
von 27 % erzielt werden konnte (Tabelle 2). Ohne Verwendung dieses Additivs konnte die
Bildung des Produkts gesteigert und die Entstehung des Nebenprodukts minimiert werden,
was eine Erhohung der Ausbeute auf 54 % zur Folge hatte. Dariiber hinaus zeigte sich, dass
unter diesen Reaktionsbedingungen eine Skalierbarkeit im Gramm-Maf3stab ohne Ausbeute-
verluste moglich war, was flir eine besonders gute Eignung dieser Reaktion beziiglich der
Darstellung grofier Mengen spricht. Ein weiterer wichtiger Vorteil im Vergleich zu den
alternativen reduktiven Aminierungen ist der saubere Reaktionsverlauf der Reaktion sowie
aus 6konomischer und 6kologischer Sicht das Aussparen der dufderst toxischen Borhydride.150
Nach erfolgreicher Optimierung der Aminierung und Darstellung des Zwischenprodukts 13
konnte schliefdlich iiber Boc-Entschiitzung und Acrylamid-Kupplung Borussertib dargestellt
werden. Die Abspaltung der Boc-Schutzgruppe wurde unter Zugabe einer 4 N Chlorwasser-
stoff-Losung in 1,4-Dioxan vorgenommen (Schema 8). Obwohl die Reaktion relativ langsam

verlief, konnte nach einer Reaktion iiber Nacht eine Ausbeute von 75 % erzielt werden.
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Boc~N H,N
H

13 19
Schema 8. Saure Abspaltung der Boc-Schutzgruppe zur Darstellung des Amins 19. i 4 N HCI in

1,4-Dioxan, rt, ovn, 75 %.

Die Einfithrung der Acrylamid-Gruppe erfolgte liber eine Additions-Eliminierungsreaktion
nach Schotten-Baumann-dhnlichen Bedingungen unter Einsatz von Acryl-Carbonséaurechlorid
(Acryloylchlorid). Zur Optimierung dieses Reaktionsschrittes wurden die Aquivalente an
Acryloylchlorid sowie Reaktionszeit und Losungsmittel variiert. Eine dquivalenteVerwendung
der von WEISNER und GONTLA et al. beschriebenen Bedingungen fiihrte bei hoherer Skalierung
zu moderaten Ausbeuten (Tabelle 3, 3.1).99 Ein Grund hierfiir war ein unvollstandiger Umsatz
der Reaktanden sowie der aufwendigen chromatographischen Trennung von Edukt und
Produkt, was signifikante Ausbeuteverluste zur Folge hatte. Um einer moglichen limitierenden
Loslichkeit entgegenzuwirken, wurden polarere Losungsmittel wie DMF (3.2) oder 1,4-Dioxan
(3.3) verwendet, wobei jedoch keine Produktbildung beobachtet werden konnte, was mit den
nicht-inerten Eigenschaften der Losungsmittel und der hohen Reaktivitit des Saurechlorids
zusammenhdngen konnte. Die Wahl einer alternativen Aktivierung der Acrylsdure iiber

Peptid-Kupplungsreagenzien brachte ebenfalls keinen Erfolg (3.4).

Tabelle 3. Einfiihrung der Acrylamid-Gruppe zur Darstellung von Borussertib.

o IO VORASW;

A
| N™ NH “i NH
HN P — 3 HN P
o) © o) O Q
H,N J*N

H
19 Borussertib
# Reaktionsbedingungen Ausbeute

3.1 1.1 Aq. Acryloylchlorid, DIPEA, DCM, 0°C - rt, 2h 16 %«
3.2 1.1 Aq. Acryloylchlorid, DIPEA, DMF, rt, 2h n.d.
3.3 1.1 Aq. Acryloylchlorid, DIPEA, 1,4-Dioxan, rt, 2h n.d.
3.4 Acrylsaure, HOBt, EDC, DCM, rt, 2h Spuren?
3.5 3x1 Aq. Acryloylchlorid, DIPEA, dTHF, rt, ovn 82 %pa

n.d. nicht detektierbar. ¢isolierte Ausbeute. *liber LCMS-Analyse.
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Letztlich wurden die initialen Bedingungen von 3.1 insofern optimiert, als dass die
Reaktionszeit verldngert und schrittweise zwei weitere Aquivalente des Sdurechlorids
zugegeben wurden, um iiberschiissiges Edukt aus der Reaktionsmischung zu titrieren, was
tiber Dinnschichtchromatographie verfolgt werden konnte. Diese Vorgehensweise (3.5)
resultierte schliefdlich in einer Ausbeute von 82 %. Insgesamt konnte eine robuste Synthese-
route entwickelt und optimiert werden, die fiir die Darstellung von Borussertib in grofien
Mengen geeignet ist. Uber eine konvergente Synthesestrategie konnte die Darstellung des
zentralen 1,6-Naphthyridinon-Bausteins 1 um einen Schritt verkiirzt werden, was mit einer
Erhohung der Effizienz und einer Zeitersparnis einherging. Fiir den Benzo[d]imidazolon-
Baustein 2 wurde die Synthese dahingehend optimiert, dass iliber eine Anpassung der
Reinigungsmethoden hohere Ausbeuten erzielt werden konnten. Die Zusammenfiihrung der
beiden Synthesestrange zu 13 liber eine Aminierung stellte sich als kritischer Schritt der
Syntheseroute heraus, welcher jedoch iiber eine Leuckart-Wallach-Reaktion mit guten
Ausbeuten bewaltigt werden konnte. Nach finaler Entschiitzung und Acrylamid-Kupplung
konnte Borussertib mit einer Gesamtausbeute von 9 % dargestellt werden. Damit konnte die
Effizienz der optimierten Syntheseroute im Vergleich zu der publizierten Syntheseroute
(Gesamtausbeute: 3 %) verdreifacht werden. Dariiber hinaus ist die Verwendung einer
Leuckart-Wallach-Reaktion anstelle einer klassischen reduktiven Aminierung in Hinblick auf
Okonomie und Okologie bei der Synthese grofer Mengen an Zielsubstanz von Vorteil. Uber
diese optimierte Synthesestrategie konnten im Rahmen dieser Arbeit 2 g der angestrebten
Verbindung Borussertib dargestellt werden, die somit fiir eine tiefergehende praklinische

Profilierung zur Verfligung standen.$

$ Unter Mithilfe von Dr. Steven Smith und M. Sc. Marius Lindemann.
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3.2. Prdklinische Charakterisierung von Borussertib

Die hohe Potenz sowie die wirksame Inhibition des Akt-Signals in zelluliren Systemen
unterstreicht das grofle Potential von Borussertib als CAAL? Uber die Entwicklung einer
robusten Syntheseroute konnten ausreichende Mengen an Inhibitor dargestellt werden, um
weiterfiihrende Studien durchfiihren zu koénnen. Infolgedessen war es im Zuge einer pra-
klinischen Evaluierung von Bedeutung, die Wirksamkeit von CAAls in vivo im Rahmen einer

proof-of-concept-Tiermodellstudie zu untersuchen.

3.2.1. Pharmakokinetische Profilierung von Borussertib

Neben der Pharmakodynamik, die die Wirkung einer Substanz auf den Organismus beschreibt,
spielen auch pharmakokinetische Faktoren eine entscheidene Rolle.!5! Diese beschreiben die
Gesamtheit aller Vorgange einschliefdlich der Aufnahme, der Verteilung, des Metabolismus
sowie der Ausscheidung des Wirkstoffs und damit die sogenannten ADME-Parameter (von
engl. absorption, distribution, metabolism, excretion) umfassen. Da limitierende pharmako-
kinetische Eigenschaften immer noch einen nicht unerheblichen Grund fiir das Scheitern von
Wirkstoffkandidaten in der klinischen Entwicklung darstellt, ist eine Einbeziehung dieser
Parameter zu einem moglichst frithen Zeitpunkt der Wirkstoffentwicklung von hoher
Bedeutung.152 Daher wurde fiir Borussertib zunéchst eine in vitro Profilierung verschiedener
wichtiger pharmakokinetischer Kenngrofden von Borussertib durchgefiihrt (Tabelle 4). So
wurde mithilfe des SolRank-Assays eine geringe kinetische Loslichkeit von 14,1 uM ermittelt.
Diese liegt wahrscheinlich in der hohen Lipophilie der Verbindung begriindet, welche unter
Beriicksichtigung des hohen berechneten Oktanol-Wasser-Verteilungskoeffizienten clogP
untermauert wird. Neben der Loslichkeit wurde auch die Permeabilitdt untersucht, indem in
einem parallel artificial membrane permeability-Assay (PAMPA) die Permeabilitit von
Borussertib liber eine kiinstliche Doppelmembran evaluiert wurde, die sich mit unter 5 % als
sehr gering einstufen lief3. Um komplexere Einblicke in die Mdglichkeit einer oralen Absorption
zu erlangen, wurde die Permeabilitat iiber ein Diinndarmepithel mithilfe eines Caco-2 Assays
analysiert. Die apparente Permeabilitdt vom apikalen zum basolateralen Kompartiment wies
eine dufderst geringe Absorption von Borussertib auf. Um die Mechanismen der Auf- und
Abgabe an der Caco-2-Monoschicht genauer untersuchen zu kénnen, wurde zusatzlich die
Permeabilitdt von basolateral nach apikal untersucht und daraufthin der Quotient beider Werte
gebildet. Das hohe Verhéltnis beider apparenten Permeabilidten von 105 verdeutlichte, dass
ein vielfach hoherer Efflux im Vergleich zur Absorption stattfand und somit neben der geringen
passiven Permeabilitdt auch auf einen aktiven Efflux geschlossen werden kann. In weiteren
Versuchen wurde fortfithrend die Stabilitit und Verteilung von Borussertib in Blutplasma

untersucht.
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Tabelle 4. Pharmakokinetische in vitro Profilierung von Borussertib. Die Bestimmung der kinetischen
Loslichkeit erfolgte iiber den SolRank-Assay. Zur Bestimmung der Permeabilitit wurde der Parallel
Artificial Membrane Permeability-Assay (PAMPA) sowie der Caco-2 Assay durchgefiihrt. Des Weiteren
wurden Plasmastabilitat, Plasmaprotein-Bindung und die mikrosomale Phase I-Stabilitat untersucht.

PK-Parameter Borussertib
Loslichkeit
Kinetische Loslichkeit pH 7.4 [uM]¢ 14,1
cLogP? 4,1
Permeabilitat
PAMPA [%]® <5
Caco-2 (pH 6.5/7.4) Papp[10-6cm/s] A — B*¢ 0,04
Caco-2 (pH 6.5/7.4) Papp[10-°cm/s] B — A*.a 4,03
Verhiltnis Caco-2 B— A/A — B¢ 105
Plasmastabilitat
Plasmastabilitat [%] murin/human¢ 100/99
Plasmaprotein-Bindung [%] murin/human? 98,65/99,90

Mikrosomale Stabilitat Phase I
t1/2 [min] murin/humanc¢ 46/99

Clint [pL/min/mg] murin/humane¢ 30/5

*A: apikal, B: basolateral. gemessen von Dr. Matthias Baumann und Anke Unger (Lead Discovery Center, LDC). *berechnet mit
ChemDraw Professional, Version 15. cgemessen von M. Sc. Julia Hardick, TU Dortmund.

Es zeigte sich sowohl in murinen als auch humanen Blutplasma eine hervorragende Stabilitat.
Dartiber hinaus konnte festgestellt werden, dass in den Plasmaproben beider untersuchter
Spezies eine sehr hohe Plasmaprotein-Bindung beobachtet werden konnte. Um die metabo-
lische Stabilitat von Borussertib evaluieren zu koénnen, wurde die Stabilitit im Phase I-
Metabolismus durch Koinkubation mit murinen und humanen Lebermikrosomen untersucht.
Hierbei zeigte sich zwar eine vergleichsweise leicht hohere Stabilitdt in humanen Mikrosomen,
jedoch konnte insgesamt relativ geringe Clin-Werte ermittelt werden, die somit auf eine gute
Stabilitat im Phase I Metabolismus hindeuten.

Zusammenfassend ergab die in vitro-Profilierung der pharmakokinetischen Eigenschaften von
Borussertib, dass der Wirkstoffkandidat hohen Optimierungsbedarf hinsichtlich der
Loslichkeits- sowie Permeabilititseigenschaften aufweist. Sowohl in Blutplasma als auch in
Lebermikrosomen konnte hingegen eine ausreichende Stabilitat festgestellt werden. Die hohe
Plasmaprotein-Bindung wird fiir kovalente Inhibitoren haufig beobachtet und wurde daher als

nicht besonders nachteilig betrachtet.153
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Vor dem Hintergrund der in vitro-Profilierung wurde die Bioverfiigbarkeit von Borussertib in
Mausen bei intravendser (i.v.), intraperitonealer (i.p.) sowie peroraler (p.o.) Applikation
untersucht (Abb. 11). Aus den entsprechenden Konzentrations-Zeit-Diagrammen konnte bei
intravenoser Verabreichung das erwartete sofortige Anfluten der Wirkstoffkonzentration
beobachtet werden, die mit einer Halbwertszeit von 51 min abfiel. Eine intraperitoneale Appli-
kation resultierte in einem langsameren Anfluten, sodass nach 45 min (Tmax) bei einer Dosis
von 20 mg/kg eine maximale Plasmakonzentration von 1,14 uM erreicht werden konnte.
Mithilfe der ermittelten Flache unter der Plasmakonzentrations-Zeit-Kurve (AUCo.¢) bei intra-
venoser und intraperitonealer Applikation konnte eine ordentliche Bioverfiigbarkeit nach i.p.

Verabreichung von 39,6 % berechnet werden.

800
- Parameter 2 mglkg 20 |_'ng/kg 20 mg/kg
= iv. i.p. p.o.
2 600
s c 623,37 682,53 77,92 ng/mL
8 max 1,04 1,14 013 M
£ 400
g s 0,85 c : h
£ 200- Toax 0,08 0,75 225 h
[}
E AUC, 303,65 1201,25 84,57 h*ng/mL
7 cL 577 - - Lih/kg
0 20 40 60 8 100 120 140 Vi 4,94 - - L/kg
Zeit [min]
E 39,6 2,8 %

—a— 2 mg/kg i.v.=—e— 20 mg/kg i.p. =+ 20 mg/kg p.o.

Abbildung 11. Pharmakokinetische in vivo-Profilierung von Borussertib bei unterschiedlicher Appli-
kation in RjOrl:SWISS Mausen. Es wurde die Bioverfiigbarkeit bei intravenéser (i.v.), intraperitonealer
(i.p.) sowie peroraler (p.o.) Administation untersucht, indem nach 5, 15, 45 und 135 Minuten Blutproben
entnommen wurden und die Wirkstoffkonzentration iiber LCMS/MS-Analyse ermittelt wurde. Aus der
Auftragung gegen die Zeit konnte die maximale Plasmakonzentration cmax, die Plasmahalbwertszeit t1,2,
die Flache unter der Plasmakonzentrations-Zeit-Kurve AUCo+, die apparente Clearance CL, das
apparente Verteilungsvolumen Vs sowie die Bioverfiigbarkeit F berechnet werden.?

Fiir eine perorale Applikation konnte hingegen eine maximale Plasmakonzentration von
lediglich 0,13 uM und eine Bioverfligbarkeit von 2,8 % erreicht werden. Diese Ergebnisse sind
in guter Ubereinstimmung mit den in vitro ermittelten Caco-2 Permeabilititsparametern, die
bereits eine schwache Absorption sowie einen aktiven Efflux indizierten. Wahrend folglich die
perorale Bioverfiigbarkeit streng limitiert ist und weiterer Optimierung bedarf, konnte eine
intraperitoneale Bioverfiigbarkeit festgestellt werden, die fiir pharmakodynamische Unter-

suchungen in Maus-Xenograft-Modellen ausreichend war.

¢ Die in vivo-PK-Studien wurden von Georgia Giinther (Arbeitskreis Prof. Dr. Hengstler, IfADo) durch-
gefiihrt. Die LCMS/MS-Analyse erfolgte durch das Lead Discovery Center (LDC).
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3.2.2. Evaluierung von Borussertib in PDX-Modellen

Um Erkenntnisse dariiber gewinnen zu konnen, inwiefern sich die iiberlegenen Eigenschaften
der CAAIs auch in komplexeren Systemen bestdtigen lassen, wurde eine in vivo-proof-of-
concept-Studie durchgefiihrt. Die Verwendung konventioneller Krebszelllinien ist hierbei mit
einigen Limitationen verbunden, da die entsprechenden Zellen an ein optimales Wachstum
unter in vitro Bedingungen angepasst sind, nicht die komplexe Tumorheterogenitat abbilden
und infolgedessen eine eingeschrankte pradiktive Aussagekraft fiir die klinische Entwicklung
haben.15¢ Um eine moglichst hohe Relevanz der in vivo Studie zu erlangen, wurden daher PDX-
Modelle verwendet. Diese enstehen durch direkte Implantation von Tumorgewebe eines
Patienten in Xenograft-Mause.155 Dadurch behalten die Modelle im hohen Mafd die histolo-
gischen und genetischen Eigenschaften des Spendertumors und reprasentieren somit dessen

charakteristische Heterogenitat und anatomische Mikroumgebung.156
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Abbildung 12. Rational der Kombinationstherapie von Borussertib und Trametinib zur Behandlung
KRas-abhadngiger Tumore. Die Tumore weisen eine konstitutionelle Aktivierung des Onkogens KRas auf,
sodass unabhingig von Rezeptorsignalen eine Uberaktivierung sowohl des Akt- als auch des MAP-
Kinase-Signalwegs erfolgt. Die zielgerichtete Inhibition von Mek und Akt soll beide Signalwege
inhibieren und infolgedessen Apoptose ausldsen.

Fiir die Validierung der in vivo Wirksamkeit von CAAIs ist neben der Wahl des Tiermodells
auch die Wahl einer geeigneten Tumorentitit entscheidend. Im Rahmen dieser Arbeit wurden
KRas-abhdngige Tumormodelle abgeleitet von primadren Pankreas- und Darmtumoren ver-

wendet.
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Das kleine G-Protein KRas ist einer der bedeutsamsten Schalter der Signaltransduktion.
Aktivierende Mutationen in KRas werden in 25 % aller humanen Karzinome identifiziert,
sodass das Onkogen eines der attraktivsten Ziele der Krebsforschung darstellt.157-158 Bis auf
wenige Ausnahmen fiithrte die zielgerichtete Adressierung von KRas trotz intensiver
Forschung nicht zu bahnbrechenden Erfolgen, sodass das Patienten mit KRas-abhangigen
Tumoren lange als nicht-therapierbar galten.!>® KRas ist der Schliisselspieler in der Akti-
vierung des MAP-Kinase-Signalwegs, tiber den durch eine Kaskade der MAP-Kinasen Raf, Mek
und Erk wichtige zelluldare Prozesse wie Proliferation gesteuert werden (Abb. 12).160 Allerdings
zeigten gezielt gegen die KRas-nachgeschalteten MAP-Kinasen eingesetzte Inhibitoren kein
dauerhaftes Ansprechen auf eine Behandlung, was mit einer redundanten Aktivierung des
PI3K/Akt/mTOR-Signalwegs zusammenhangt.4? Dariiber hinaus weist ein signifikanter Anteil
KRas-mutierter Tumore weitere aktivierende Mutationen im Akt-Signalweg auf.161 Aus dieser
redundanten Verzweigung des MAP-Kinase- und des Akt-Signalwegs ergibt sich das Rational
fir eine Kombinationstherapie mit MAP-Kinaseinhibitoren und Inhibitoren des Akt-
Signalwegs (Abb. 12). Aus diesem Grund wurden die KRas-abhiangigen PDX-Modelle hin-
sichtlich eines Ansprechens auf eine Kombination aus dem CAAI Borussertib und dem Mek-

Inhibitor Trametinib (Mekinist, GlaxoSmithKline) untersucht.162
A O HN
N NZNT
Ao

s

Trametinib
Schema 9. Struktur des Mek-Inhibitors Trametinib (Mekinist, GlaxoSmithKline).

A

N
H

Basierend auf den Ergebnissen der PK-Profilierung wurde Borussertib einmal taglich tiber eine
intraperitoneale Applikation von 20 mg/kg verabreicht und sowohl in Monotherapie als auch
in Kombinationstherapie mit Trametinib (peroral, 0,5 mg/kg, 5 Tage/Woche) iiber vier
Wochen untersucht. Es wurden insgesamt acht verschiedene KRas-abhdngige Pankreas- und
Colorektalkarzinome behandelt.> Das relative Tumorwachstum wurde daraufhin gegen die Zeit
der Behandlung aufgetragen. Hierbei konnte beobachtet werden, dass die Monotherapie mit
Borussertib teilweise zu einer Verringerung des Tumorwachstums fiihrte, wie bei der Be-

handlung des Colorektal-Karzinoms BoC105 besonders deutlich wurde (Abb. 13C).

& Die Durchfiihrung der PDX-Xenograft-Studien erfolgte durch die Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Stephan
Hahn (Christoph Reintjes, Ruhr-Universitdt Bochum).
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Abbildung 13. In vivo Effizienz von Borussertib, Trametinib und der Kombination aus beiden
Inhibitoren in KRas-abhdngigen Pankreas- (A, E, F) und Kolorektal (B-D, G, H) PDX-Modellen. PD:
Progressives Wachstum (+20 % der Basislinie), PR: Partielles Ansprechen (-30 % der Basislinie) nach
RECIST 1.1 Kriterien. ns, nicht signifikant. *, p < 0.05; **, p < 0.01; ***, p < 0.001; ****, p < 0.0001,

Zweistichproben-t-Test.5

¢ Die Durchfithrung der PDX-Xenograft-Studien erfolgte durch die Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Stephan

Hahn (Christoph Reintjes, Ruhr-Universitdt Bochum).
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Fiir die Monotherapie mit Trametinib konnte in allen getesteten Pankreas- und Kolo-
rektalkarzinomen eine signifikante Verlangsamung des Tumorwachstums festgestellt werden.
Allerdings konnte nur in Kombination mit Borussertib und Trametinib eine partial response
(PR), ein partieller Riickgang des Tumorvolumens von mindestens 30 %, in den colorektalen
Tumormodellen BoC105 (Abb. 13C) und BoC137 (Abb. 13H) erzielt werden.163 In den vier
Tumormodellen Bo103 (Abb. 13A), BoC78 (Abb. 13B), BoC147 (Abb. 13D) und BoC14
(Abb. 13G) konnte eine Stabilisierung des Tumorvolumens erreicht werden. Damit zeigte die
Kombinationstherapie mit Borussertib und Trametinib in Summe signifikante Vorteile
beziiglich eines Ansprechens der KRas-abhdngigen Tumormodelle gegentiber der Mono-
therapie mit einer der beiden Inhibitoren. Durch Aufzeigen der synergistischen Aktivitat von
Borussertib in dieser relevanten in vivo-Studien konnte somit die in vivo-Wirksamkeit der
CAAlIs validiert werden. Das hohe Potential dieser Inhibitorklasse wurde umso mehr dadurch
unterstrichen, dass dieser Effekt trotz der limitierenden pharmakokinetischen Eigenschaften
von Borussertib erzielt wurde. Fiir tiefergehende Validierungsstudien und eine perorale
Applikation ist es notwendig, diese Eigenschaften zu optimieren. Um dies voranzutreiben, ist
es essentiell, ein hohes Verstandnis liber die Struktur-Aktivitiats-Beziehungen der CAAls zu

generieren.



36 | SAR-Untersuchungen von CAAIs

3.3. SAR-Untersuchungen von CAAIs

Unter Struktur-Aktivitats-Beziehungen wird die Assoziation spezifischer Aspekte molekularer
Strukturen mit einer definierten biologischen Wirkung verstanden.1¢* Ein rationaler Ansatz
zur Aufklarung dieser Beziehungen sowie zur gezielten Optimierung der CAAls stellt das
Struktur-basierte Wirkstoffdesign dar, im Rahmen dessen gezielte Veranderungen der
chemischen Struktur auf Basis struktureller Informationen vorgenommen werden.165 Als
Grundlage hierfiir wurde mittels Rontgenstrukturanalyse die Struktur von Borussertib in
Komplex mit der Vollldngen-Struktur von Aktl im Komplex mit Borussertib gelost, die im

Folgenden genauer analysiert wird.’

3.3.1. Struktur-basierter Design-Ansatz

Mit Hilfe struktureller Informationen, die iiber eine Rontgenstrukturanalyse generiert werden,
konnen tiefe Einblicke in die Wechselwirkung eines Inhibitors mit der Zielstruktur gewonnen
werden, die wichtige Startpunkte flr eine weitere Optimierung der inhibitorischen Eigen-
schaften liefern. Die erste Kristallstruktur eines kovalent-allosterischen Inhibitors in Komplex
mit Volllingen-Akt war daher von grofRer Bedeutung fiir die weitere Entwicklung.® Es konnte
der kovalent-allosterische Bindungsmodus von Borussertib bestatigt werden, wobei der
Inhibitor im Interdomanen-Bereich zwischen der Kinase- und PH-Domdne gebunden vorlag
und die kovalente Modifikation des Cys296 iliber den Acrylamid-Michaelakzeptor anhand der
Elektronendichte deutlich gezeigt werden konnte (Abb. 14).

Abbildung 14. Die Kristallstruktur des Volllaingen-Konstrukts von Akt im Komplex mit Borussertib
(PDB: 6HHF) belegt den kovalent-allosterischen Bindungsmodus in der Interdoméanen-Region zwischen
der Kinasedoméne (weif3) und der PH-Domaéne (griin). Ein detailierterer Blick auf die Protein-Ligand-
Interaktionen zeigt die kovalente Modifikation von Cys296 sowie zahlreiche nicht-kovalente
Wechselwirkungen (Wasserstoffbriicken sind als gepunktete Linien dargestellt). Die dargestellte 2Fo-F.-
Karte wurde bei 0.8c konturiert.

% Kristallisation und Verfeinerung der Kristallstruktur wurden von M. Sc. Ina Landel, M. Sc. Rebekka
Scheinpflug und Dr. Matthias Miiller, TU Dortmund, durchgefiihrt.
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In vorangegangenen qualitativen MS/MS-Studien konnte neben der Modifikation von Cys296
auch eine Adressierung des sich rdumlich in der Nadhe befindenden Cys310 beobachtet
werden.?® Die Ursachen fiir die in der Rontgenstrukturanalyse veranschaulichte klare Pra-
ferenz von Cys296 wird in Kapitel 3.3.4 naher diskutiert. Die Ausbildung der kovalenten
Bindung wird durch eine Vielzahl nicht-kovalenter Wechselwirkungen des Liganden mit
verschiedenen Aminosduren in der Kinase- und der PH-Domane stabilisiert. Als zentrale
Interaktion, die auch fiir andere allosterische Akt-Liganden beschrieben ist, bildet das 1,6-
Naphthyridinon-Grundgertist m-m-Stapelwechselwirkungen mit Trp80 in der PH-Domadane
aus.*8 133,166 Dje Phenylsubstitution in 4-Position wird in einer kleinen hydrophoben Tasche
von den Aminosiure-Seitenketten von Leu210, Leu264 und I1e290 flankiert. Dariber hinaus
interagieren die Phenylreste in 3- und 4-Position liber eine weitere m-m-Stapelinteraktion mit
der Seitenkette von Tyr272. Der basische Piperidin-Stickstoff ist hingegen in einer polaren
Region der Bindetasche positioniert. Hervorzuheben ist zudem die Ausrichtung des nicht-
substituierten N1-Stickstofs des Benzo[d]imidazolons zu einer engen hydrophoben Tasche, die
von einem konservierten Wassermolekiil besetzt wird, welches ein Wasserstoffbriicken-Netz
zu den Aminosaureseitenketten von Glul7 der PH- und Tyr326 und Arg273 der Kinase-
Domane aufspannt. Die optimale Orientierung des Michael-Akzeptors zur Thiolseitenkette von
Cys296 wird zusatzlich durch eine Wasserstoffbriicke des Amid-Carbonyls zum Stickstoff des

Amidriickgrats von Glu85 stabilisiert.

Glusg5 | zentrales
—NH 1,6-Naphthyridinon-Geriist Michael-Akzeptor
Liisungsmlttel exponlert A A

Cys-reaktives
Trp80 Acrylamid
Richtung HN/Z{?
N /ﬁ Cys296 f«
N A y ' \} g
//\NN'." Arg273

SN Tyr272 © Enge Tasche v~ UN
PIS O-H | Richtung ‘
<1 lle290 oo, PH-Domine
Leu264 Tyr326 \ H .
Leu210 Glut? Variation des Grundgeriists

Abbildung 15. Schematische Darstellung der wichtigsten Interaktionen von Borussertib zum
Zielprotein Akt1. Die Analyse der Bindetasche inspiriert die Struktur-basierte Entwicklung neuer CAAI-
Derivate.

Inspiriert von dieser Analyse der Protein-Ligand-Wechselwirkungen konnten infolgedessen
verschiedene, neuartige CAAIs entworfen werden, um Einblicke in die SAR erhalten zu konnen
(Abb. 15). Hierbei sollte das zentrale Naphthyridinon-Grundgeriist zunédchst bestehen bleiben,
wahrend der Benzo[d]imidazolon-basierte Molekiilteil auf Grundlage der Strukturinforma-

tionen gezielt derivatisiert wurde.



38 | SAR-Untersuchungen von CAAIs

Arg273

verkiizter
Linker

Abbildung 16. Modelle der Zielmolekiile fiir die Struktur-basierte Derivatisierung der CAAls
(Modellierung erfolgte mit dem Programm Discovery Studio 3.1 Client, Accelrys). A Gezielte
Derivatisierung des Benzo[d]imidazolon-Grundgerists. B Erhohte Flexibilitat und Linkerldnge durch
Offnung des Imidazolrings zum Phenylharnstoff. C Verkiirzung des Linkers zum Phenylpiperazin-
Grundgeriist. D Erh6hung der Flexibilitdt von Phenylamid-basierten Inhibitoren durch Substitution des
Phenylamids durch ein Benzylamin.

Im Detail wurde das Substitutionsmuster des Benzo[d]imidazolons so verdndert, dass unter
anderem durch Modifikation in N1-Position die Bedeutung der identifizierten Wasser-
vermittelten Wasserstoffbriicke genauer untersucht werden konnte (Abb. 16A). Dartiber
hinaus wurde genauer betrachtet, inwiefern eine Verdnderung dieses Bausteins hinsichtlich
Lange und Flexibilitdt sich auf die Praorganisation des Acrylamid-Michaelakzeptors zu den zu
adressierenden Cystein-Seitenketten Cys296 und Cys310 auswirkt. Hierzu wurde zum einen
der Effekt einer Ringdffnung des Benzo[d]imidazolons zu Phenylharnstoff-Derivaten
untersucht, welche eine hohere Flexibilitit sowie eine gestrecktere, verlangerte Molekiil-
struktur mit sich bringt (Abb. 16B). Weiterfiihrend wurde der Effekt einer Verkiirzung des
Harnstoff-basierten Linkerelements hin zu phenylamidischen® und Phenylpiperazin-basierten
Grundgertsten naher beleuchtet (Abb. 16C). Letztlich wurde die Flexibilitat zusatzlich erhoht,

indem das Phenylamid durch Benzylamin-Struktur substituiert wurde (Abb. 16D).

© Darstellung der Phenylamid-basierten Derivate erfolgte von Dr. Steven Smith (Dissertation, 2017, TU
Dortmund).
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Um diese gezielten Veranderungen vornehmen und eine Serie von neuartigen CAAls darstellen
zu konnen, wurde die bereits etablierte Syntheseroute von Borussertib modifiziert und

erweitert.

3.3.2. Struktur-basierte Derivatisierung

Basierend auf der in 3.1. beschriebenen optimierten Syntheseroute von Borussertib wurde
zunachst das Substitutionsmuster des Benzo[d]imidazolon-Geriists gezielt verandert. In
diesem Zusammenhang wurde der Einfluss der Wasserstoftbriicken-Donoreigenschaften des
Imidazolons auf die Bindungseigenschaften untersucht, indem in N1-Position substituiert
wurde. Dazu sollte die Synthese der Benzo[d]imidazolone (Schema 5) insofern modifiziert
werden, dass ausgehend vom Chlor-substituierten Derivat 7 zunachst eine Boc-Schiitzung des
sekunddren Amins im Piperidin-Ring vorgenommen werden sollte (Schema 10). Das Boc-
geschiitzte Derivat 20 ermoglichte daraufthin die selektive Modifikation des Imidazolon-
Stickstoffs (21), welche durch eine nukleophile Substitution mit entsprechenden Alkyl-
halogeniden (R-X) erfolgen sollte. Daraufhin sollte in einem Schritt die Boc-Schutzgruppe
abgespalten sowie die Nitierung in ortho-Position zum Chlor-Substituenten durchgefiihrt
werden, woraufhin das Boc-geschiitzte Anilin 24 analog zur bereits etablierten Route {iber die

Reduktion von 22 und anschliefSender Boc-Schiitzung erhalten werden sollte.

H"O\NJC() Bocsr\O\ J(() BOC\’\O\NJ?

NH N™ NH N-R
Q R-X Q
—_— —_—
Cl

Cl Cl
7 20 21

*
NJ(N—R NJ(N-R NO3 NJ(N-R
. —

BocHN HoN O,N
24 23 22

Schema 10. Syntheseroute zur Darstellung verschiedener Derivate der Benzo[d]imidazolon-basierten
CAAIs.

Cl

Im Gegensatz zu der Boc-Schiitzung des anilinischen Amins in 2 (Schema 5) wurden fiir die
selektive Schiitzung von 7 basische Bedingungen verwendet. Es wurde dariiber hinaus ein
moglicherweise positiver Effekt des nukleophilen Katalysators DMAP auf die Einfithrung der
Boc-Schutzgruppe untersucht (Tabelle 4).139
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Tabelle 4. Einfithrung der Boc-Schutzgruppe zur Darstellung von 20.

o8

Bocsho\ J?
N™ N N™ NH
—_— >
Cl Cl
7 20
# Reaktionsbedingungen Ausbeute
4.1 2 Aq. Boc20, DIPEA, DCM, rt, 2h 83 %¢
4.2 2 Aq. Boc20, 0.3 Aq. DMAP, DIPEA, DCM, rt, 2h Zweifach-Schiitzung?

aisolierte Ausbeute. Piiber tH-NMR nachgewiesen.

Es zeigte sich, dass die Zugabe des Katalysators eine unselektive Boc-Schiitzung zur Folge
hatte, sodass hauptsachlich ein Produkt mit einer Disubstitution sowohl am piperidinischen
als auch am N1-Stickstoff des Benzo[d]imidazolons erhalten werden konnte. Ohne den Einsatz
von DMAP konnte die Substitution am amidischen Stickstoff auf ein Minimum reduziert
werden, sodass eine Ausbeute von 83 % erzielt werden konnte. Als Substitution in N1-Position
wurde folglich eine Methylierung tiber eine nukleophile Substitution mit Methyliodid vor-

genommen (Schema 11).

Bocsr\O\ J(E Bocsl\O\ Ji)

Cl Cl
20 25

Schema 11. Nukleophile Substitution der N1-Position des Benzo[d]imidazolons. Reaktionsbedin-
gungen: Mel, NaH, DMF, 0 °C - rt, 4 h, 85 %.

Aufgrund der Harnstoff-dhnlichen Struktur des Benzo[d]imidazolons weist der N1-Stickstoff
eine lediglich geringe Nukleophilie auf, sodass mit Natriumhydrid eine starke Base notig war,
um eine nukleophile Substitution zu ermdéglichen. Schliefilich konnte die Methylierung tiber
Methyliodid mit einer Ausbeute von 85 % erfolgen. Ausgehend von 25 wurde daraufhin die
Nitrierung in 5-Position vorgenommen, wobei unter den salpetersauren Bedingungen die Boc-

Schutzgruppe parallel abgespalten werden sollte (Schema 12).
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Schema 12. Darstellung des methylierten Benzo[d]imidazolon-Derivats 28. i HNOs, ortho-Xylol, 60 °C,
2h,90 %.ii Pd/C, NHsHCOO, MeOH, 80 °C, ovn. iii Bocz20, 10 % AcOH/H20, 1,4-Dioxan, rt, ovn, 44 % liber
zwei Schritte.

Wie bereits fiir das unsubstituierte Benzo[d]imidazolon beobachtet konnte auch das
methylierte Derivat 26 mit Methanol als Reinstoff gefallt werden, womit eine Ausbeute von
90 % erzielt werden konnte. Letztlich konnte die Nitrogruppe analog zur zuvor beschriebenen
Syntheseroute bei gleichzeitiger Dehalogenierung reduziert werden, woraufhin erneut eine
selektive Boc-Schiitzung des anilinischen Amins erfolgte. Somit stand mit 27 ein Baustein zu
Verfligung, der mit dem Naphthyridinon-Grundgeriist 1 tiber eine reduktive Aminierung unter
Leuckart-Wallach-Bedingungen umgesetzt werden konnte. In dieser Reaktion konnte eine

verglichen mit dem unsubstuierten Derivat verbesserten Ausbeute von 73 % erzielt werden.

e ROW Ao I

N—

Boc-N
H
1 27 28 :

Schema 13. Leuckart-Wallach-Reaktion zur Darstellung des Methyl-substituierten Vorldufermolekiils
28. Reaktionsbedingungen: MeCN, Ameisenséure, 80 °C, ovn.

Diese hohere Ausbeute konnte zum einen mit einer beobachteten besseren Loslichkeit des
methylierten Derivats 27 im Losungsmittel Acetonitril zusammenhangen, zum anderen aber
auch damit begriindet werden, dass mogliche storende Einfliisse des Imidazolons in der
Reaktion durch den zusatzlichen Substituenten abgeschirmt werden. Das Boc-geschiitzte
Zwischenprodukt 28 konnte schliefRlich unter HCl-sauren Bedingungen quantitativ entschiitzt
werden, woraufhin analog zur Borussertib-Synthese die Kupplung des Acrylamid-Michael-
akzeptors liber das entsprechende Sdurechlorid vorgenommen wurde, bei der mit einer

Ausbeute von 52 % das finale Produkt erzielt werden konnte (Schema 14).
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I
29, -NH,

Schema 14. Darstellung des finalen Produkts 30a durch Boc-Entschiitzung und Kupplung des
Acrylamid-Michaelakzeptors. i 4 N HCl in 1,4-Dioxan, rt, 2 h, 98 %. ii Acryloylchlorid, DIPEA, THF, rt,
52 %.

Die Darstellung des Methyl-substituierten Derivats 30a verdeutliche die Moglichkeit einer
Substitution in N1-Position. Neben der aliphatischen Methylgruppe sind vorallem polare
Substituenten wie eine Nitrilgruppe von grofiem Interesse. Diese sollten das konservierte
Wasser in der beschriebenen polaren Bindungstasche verdrangen, damit der Inhibitor selbst
das Wasserstoffbriickennetzwerk zu Glul7, Arg273 und Tyr326 aufbauen kann und die
Bindung des Inhibitors durch Verdrangung des Wassers zusatzlich entropisch begiinstigt wird

(Abb. 17).

Abbildung 17. Darstellung des méglichen positiven Einflusses polarer Substituenten in N1-Position des
Benzo[d]imidazolons, beispielsweise durch eine Nitril-Funktion.

Die Anwendbarkeit der Syntheseroute von 30a auf weitere in N1-Position substituierte
Derivate ist in Tabelle 5 beispielhaft aufgefiihrt. Es wurde anhand der Substitution mit
Methyliodid und Ethyliodid deutlich, dass aliphatische Substitutionen problemlos moglich
sind. Allerdings sind aliphatische Gruppen, die die Grofde einer Methylgruppe tlibersteigen,
sowohl aus struktureller Sicht fiir die Adressierung der kleinen polaren Bindetasche als auch
aus Loslichkeitsgriinden weniger interessant, weshalb diese nicht weiterverfolgt wurden. Die
Einfithrung polarerer Gruppen wie das diskutierte Nitril oder eine Acetylgruppe verliefen
hingegen ohne Erfolg. Dies konnte daran liegen, dass harsche Bedingungen notwendig waren,

um die notwendige Nukleophilie des Harnstoff-dhnlichen Amids zu erh6hen.
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Tabelle 5. Beispielhafte Auswahl moglicher Derivatisierungen in N1-Position des Benzo[d]imidazolons.

Bocsr\O\ j{) Bocsr\O\ Ji)
N™ NH N"\-R
R-X
—
Cl Cl
20 21

# R-X Reaktionsbedingungen Ausbeute
5.1 Mel NaH, DMF, 0 °C - rt, 4h 83 %
5.2 Etl NaH, DMF, 0 °C - rt, 4h 88 %
5.3 CNBr NaH, DMF, 0 °C - rt, 4h n.d.
5.4 AcO; Pyridin, rt, ovn n.d.

n.d. nicht detektierbar. ¢isolierte Ausbeute.

Unter diesen Bedingungen sind verschiedene Nebenreaktionen wie eine Reduktion des Nitrils
denkbar.16’Zum anderen lief} die geringe Nukleophilie des Amins eine Substitution unter
milderen Bedingungen wie bei einer Acetylierung liber Essigsdureanhydrid nicht zu. Folglich
sind Substitutionsmoglichkeiten an dieser Position hinsichtlich ihrer Abdeckung des che-
mischen Raums sehr beschrankt. Eine weitere Moglichkeit der Derivatisierung der Benzo[d]-
imidazolone ergab sich aus dem eingesetzten Edukt 7, da der Chlor-Substituent in 5-Position
als Ausgangspunkt fiir eine weitere Modifikationen dienen konnte. Da die Substitution in
dieser Position im Zuge der Synthese beibehalten werden sollte, mussten die Reduktions-
bedingungen angepasst werden, um die reduktive Dehalogenierung zu umgehen (Schema 15).
Ausgehend von 11 wurde anstelle einer Palladium-katalysierten Reaktion Eisen als
Reduktionsmittel eingesetzt, in dessen Gegenwart es im Gegensatz zu Palladium keine

reduktive Dehalogenierung erfolgte.
HNO3 - NJ( ’l( N’I(NH
cl
33

N™ NH NH N™ NH
i i i
O,N HoN Boc~-N
2 2 C H

Cl
7 1" 32

Schema 15. Alternative Syntheseroute zur Darstellung des Chlor-substituierten Benzo[d]imidazolon-
Baustein 33. i 69 % HNOs, o-Xylol, 60 °C, 2 h, quant.. ii Fe, NH4Cl, MeOH/H20 5:1, reflux, 2 h, ohne
Aufarbeitung weitergearbeitet. iii Boc20, 10 % Essigsdaure/H20, 1,4-Dioxan, rt, ovn, 34 % iiber zwei
Schritte.

Die anschliefdende selektive Schiitzung des anilinischen Amins zeigte zwar verglichen mit der
Schiitzung des dehalogenierten Derivats einen geringeren Umsatz, der mit einer sterischen
Hinderung durch das Chlor begriindet werden konnte, erbrachte aber iiber die zwei Schritte

der Reduktion und Schiitzung eine Ausbeute von 34 % des gewiinschten Produkts.
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Boc~-N

Schema 16. Darstellung des finalen Produkts 30b durch Leuckart-Wallach-Reaktion, Entschiitzung und
Kupplung des Acrylamid-Michaelakzeptors. i 1, Ameisensaure, MeCN, 80 °C, ovn, 54 %. ii 4 N HCl in 1,4-
Dioxan, rt, 2 h, 78 %. iii Acryloylchlorid, DIPEA, THF, rt, 75 %.

Ausgehend von 33 konnte analog das finale Chlor-substituierte Produkt 30b erhalten werden
(Schema 16). Die Leuckart-Wallach-Reaktion mit dem 1,6-Naphthyridinon-Grundgeriist 1 wies
eine zur Synthese von Borussertib vergleichbare Ausbeute von 54 % auf. Die finale Ent-
schiitzung sowie Acrylamid-Kupplung waren ebenfalls erfolgreich, auch wenn geringe
Ausbeuteverluste aufgrund der hohen Unldslichkeit des Amin-Intermediats 35 zu beobachten
waren. Um zu testen, inwiefern die Substitution in 5-Position weitergehende Derivati-
sierungen iiber Kreuzkupplungen erlaubt, wurden als Testreaktionen zwei Suzuki-Kupp-
lungen ausgehend von 20 durchgefiihrt (Tabelle 6). In beiden Reaktionen konnte jedoch kein
Umsatz zum gewiinschten Produkt detektiert werden. Hierflir ursdchlich koénnte die
Eigenschaft des Benzo[d]imidazolons als elektronenarmer Aromat sein, da solche Aromaten
den Transmetallierungs-Schritt der Suzuki-Kupplung nur sehr langsam durchlaufen kdnnen
und somit eine sehr geringe Reaktivitat aufweisen.168 Sowohl die Derivatisierungen in N1- als
auch in 5-Position verdeutlichten, dass die Benzo[d]imidazolon-basierten Sondenmolekiile

hinsichtlich ihrer chemischen Modifizierbarkeit gewisse Limitationen aufweisen.

Tabelle 6. Suzuki-Testreaktionen zur Substitution in 5-Position des Benzo[d]imidazolons.

Bocsr\O\ J? Bocsr\O\ J?
N™ NH N™ NH
R-B(OH),
é

Cl R
20 21
# R-B(OH)2 Reaktionsbedingungen Ausbeute
6.1 Me-B(OH): Pd(PPH3s)4, K2CO3, DME/EtOH 3:1, 150 °C, pw n.d.
6.2 Cyclopropyl-B(OH): Pd(PPH3)4, K2C0O3, DME/EtOH 3:1, 150 °C, pw n.d.

n.d. nicht detektierbar.
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Um einen grofderen chemischen Raum abdecken zu kénnen, ist es notwendig, die Darstellung
alternativer Molekiilgeriiste zu etablieren, die in Bezug auf eine weiterfithrende chemische
Optimierung geeigneter als die beschriebenen Benzo[d]imidazolone sind. Eine Méglichkeit zur
Veranderung dieses Grundgeriists ergab sich aus der Offnung des Imidazolon-Rings zu
Phenylharnstoff-basierten Derivaten. Diese sollten mittels einer linearen Synthesestrategie
dargestellt werden, wobei Nitroanilin 36 zunichst mit einer Carboxybenzyl (Cbz)-Gruppe
versehen werden sollte, welche die Umwandlung des Carbamats zum Harnstoff ermdglichte

(Schema 17).

cl cl HN o) cl
| O Q. — hiy
HoN NO, H NO; ” H NO,

36 37 38

Schema 17. Syntheseschema zur linearen Synthese des Harnstoff-basierten Bausteins 38.

Die Einfilhrung der Cbz-Schutzgruppe erfolgte liber Chlorameisensdurebenzylester unter
schwach-basischen Bedingungen. Diese Reaktion zeigte aufgrund der geringen Nukleophilie
des Nitroanilin-Derivates 36 keinen vollstandigen Umsatz, sodass 37 mit einer Ausbeute von

70 % dargestellt werden konnte.

—_— Cbz. /@
H,N NO, N NO,

H

36 37
Schema 18. Cbz-Schiitzung des Nitroanilin-Derivates 36 zu 37. Reaktionsbedingungen: Cbz-Cl, NaHCOs,

THF, rt, 4 h, 70 %.

Ausgehend vom Carbamat-geschiitzen Intermediat 36 erfolgte in einem Schritt die
Umwandlung zum unsymmetrischen Harnstoff 40. Mechanistisch wird hierbei unter basischen
Bedingungen aus dem Carbamat in situ ein Isocyanat gebildet, welches durch Reaktion mit dem
Boc-geschiitzten 4-Aminopiperidin 39 {iiber eine nukleophile Substitution in den ent-

sprechenden Harnstoff tiberfiihrt wurde (Tabelle 7).

Tabelle 7. Umwandlung des Carbamats zum Harnstoffderivat 40.

Cbz. * - > NJLN NO,
H H H

NO; NH,
37 39 40
# Reaktionsbedingungen Ausbeute
7.1 K2C0s, DMF, 130 °C, 30 min, pw 34 %
7.2 K2CO03, DMF, 130 °C, 90 min im Autoklavengefaf3 30 %

ajsolierte Ausbeute.
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Aufgrund der geringen Reaktivitdt der Carbamat-Gruppe ist hierbei eine hohe Energiezufuhr
notwendig, welche sowohl unter Mikrowellen-Bedingungen (7.1, Tab. 7) als auch unter Druck
im Autoklavengefaf? (7.2) gewahrleistet war. Jedoch konnte die Ausbeute nicht héher als 40 %
gesteigert werden, sodass hier weiterer Optimierungsraum besteht.Nach saurer Entschiitzung
von 40 wurde Baustein 38 in einer Leuckart-Wallach-Reaktion mit dem 1,6-Naphthyridinon-
Grundgertst 1 verkniipft (Schema 19). Im Gegensatz zu den Benzo[d]imidazolonen konnte in
diesem Schritt mit Harnstoff 42 eine Ausbeute von lediglich 17 % erreicht werden. Hierfiir
konnte vor allem die hohe Unldslichkeit von 39 eine Ursache sein, wobei auch die Variation zu

anderen Losungsmitteln wie Methanol oder 1,4-Dioxan keine Verbesserung zeigte.

Boc. cl O
- NK/:L it J@[ B S HJLH NO2
N” N NO, HN Z O
H H
o}
41

40
40, -NRBoc 41, -NO,
i ‘ iii|
38, -NRH 42 -NH,
l iv
N

SN NOEP
i A H H H
e

43

Schema 19. Darstellung des Harnstoff-basierten Derivats 43. i 4N HCl in 1,4-Dioxan, rt, 2 h, 68 %, ii 1,
Ameisensdure, MeCN, 80 °C, ovn, 17 %. iii Fe, NH4Cl, MeOH/H20 5:1, 80 °C, 2 h, quant.. iv Acryloylchlorid,
DIPEA, THF, rt, 2 h, 58 %.

Die erhaltene Nitro-Verbindung 41 wurde letztlich zum Amin 42 reduziert, woraufhin analog
zu den bisher gezeigten Derivaten die Kupplung mit Acryloylchlorid erfolgte. Somit wurde mit
dem Phenylharnstoff-basierten Derivat 43 ein weiteres Sondenmolekiil erhalten. Die ent-
wickelte Syntheseroute eroffnete den synthetischen Zugang zu einer neuen Molekiilklasse
potentieller Akt-Inhibitoren, die aufgrund der hohen kommerziellen Verfiigbarkeit anili-
nischer Edukte wie 36 im Vergleich zu den chemisch stark eingeschriankten Benzo[d]-
imidazolonen einen grofderen chemischen Raum abdecken konnen. Verglichen mit Borussertib
bewirkt die Ring6ffung zum Phenylharnstoff durch die Verdnderung des Linkerbereichs
zudem eine vorzugsweise gestrecktere Molekulstruktur. Die aus der Lange und Struktur dieser
Linkerregion resultierende Ausrichtung des Michaelakzeptors ist entscheidend fiir die
Ausbildung der kovalenten Bindung. Daher sollten weitere Molekiile unterschiedlicher Linker-

struktur dargestellt werden.



SAR-Untersuchungen von CAAls | 47

In vorangegangenen Studien wurde bereits der Phenylharnstoff um einen Stickstoff verkiirzt,
um eine Serie von Phenylamid-basierten Inhibitoren wie 44 zu erhalten. Um den Einfluss der
Rigiditdt der amidischen Grundstruktur zu untersuchen, sollte das Phenylamid-Geriist zu
einem Benzylamin-Gerust geandert werden. Um diese Molekiilklasse darstellen zu kdénnen,

musste die bisherige Syntheseroute modifiziert werden (Schema 17).*

SROW:
’ IN\ N
HN P H
0 O HN
B
44 \n/\

(6]
Abbildung 19: Struktur des Phenylamid-verbriickten CAAI 44.®

In einer konvergenten Synthesestrategie sollte der 1,6-Naphthyridinon-Baustein zunachst
iber eine reduktive Aminierung mit 4-Aminopiperidin 45 umgesetzt werden, um an-
schliefdend nach Entschiitzung das Vorlaufermolekiil 47 zu erhalten. Parallel sollte Nitro-
benzaldehyd in das entsprechende Acrylamid iiberfiihrt werden, woraufthin der Amin-Baustein
47 und der Benzaldehyd-Baustein 49 erneut in einer reduktiven Aminierung zum finalen

Benzylamin 50 umgesetzt werden sollten.

HN
O <o N,Boc

N H o
z | \ 45 A i N\ N,Boc
HN =z — HN _ H
0 j o) O

46
|: 46, -NHBoc
47, -NH,
o o |
—_—
NO,

(6]

:
48 49 N, O 'O\N
95

O NH
J

-

Schema 20. Syntheseschema zur Darstellung des Benzylamin-Derivats 50.

" In Zusammenarbeit mit Dr. Steven Smith (TU Dortmund).140
® Darstellung der Phenylamid-basierten Derivate erfolgte von Dr. Steven Smith (Dissertation, 2017, TU
Dortmund).
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Zur reduktiven Aminierung des 1,6-Naphthyridinon-Grundgeriists mit 4-Aminopiperidin 45
wurde die zuvor etablierte Leuckart-Wallach-Reaktion verwendet, die in einer Ausbeute von
42 % resultierte (Schema 18). Anschlief3end wurde nach HCl-saurer Entschiitzung das primare

Amin 47 erhalten.

S SASN SRS
z I N\ i z | N\ N'BOC ii z | N\ NH,
HN =z —> N Z H  — N P
(o] O (e} O ¢} O
1

46 47

Schema 21. Reduktive Aminierung und Entschiitzung zur Darstellung des Vorlaufermolekiils 47. i 45,
Ameisensaure, MeCN, 80 °C, ovn, 42 %.1i 4 N HCl in 1,4-Dioxan, rt, 2h, 92 %.

Zur Darstellung des zweiten Vorlaufermolekiils 49 wurde ausgehend von Nitrobenzaldehyd
48 zundchst eine Reduktion der Nitrogruppe zum Amin vorgenommen. Wahrend mit
Reduktionsmitteln wie Palladium und Eisen die Reduktion scheiterte, konnte schliefilich das
gewiinschte Amin 51 durch Reduktion mit Zinn(II)chlorid erhalten werden. Nach Aufarbeitung
wurde dieses Amin mit Acryloylchlorid versetzt, um das gewiinschte Acrylamid-Intermediat
49 mit einer Gesamtausbeute von 87 % tliber beide Schritte darzustellen. Der Aldehyd-
Baustein 49 wurde in einer Leuckart-Wallach-Reaktion mit Amin-Baustein 47 zu dem finalen
Produkt 50 umgesetzt. Hierbei konnte eine Ausbeute von lediglich 13 % erreicht werden, wo-
bei ein nur teilweiser Umsatz zum Produkt beobachtet wurde und grofse Mengen der Edukte
reisoliert werden konnten. Dies konnte in der geringen Nukleophilie des primdren Amins
begriindet sein. Auch wenn beim Umsatz der Reaktion Optimierungsbedarf besteht, konnte
jedoch positiv vermerkt werden, dass unter den milden Leuckart-Wallach-Bedingungen keine

doppelte Substitution am reaktiven benzylischen sekundaren Amin von 50 erfolgte.

Sa N ool e
e _—
N02 NH» HN\IA
O

48 51 49

ool
0 50 o/j,NH

Schema 22. Darstellung des Acrylamid-Derivats 49. i Sn(II)Clz, MeOH, 1 h, reflux. ii Acryloylchlorid,
DIPEA, THF, rt, 2 h, 87 %. iii 47,Ameisensaure, MeCN, 80 °C, ovn, 13 %.
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Neben den Phenylharnstoff-, Phenylamid- und Benzylamin-basierten Sondenmolekiilen sollte
der Effekt einer weiteren Verkiirzung der Linkerregion untersucht werden. Hierzu wurde eine
weitere Verbindung mit einem Phenylpiperazin-Grundgeriist synthetisiert. Basierend auf der
entwickelten Route konnte in einer dreistufigen Synthese Derivat 54 dargestellt werden

(Schema 23).%

So N
H g Yo
T O ) O NO,

1 52
52, -NO,
i ‘
53, -NH,

VoAS
oL LS.
:

54

Schema 23. Darstellung der Phenylpiperazin-basierten Verbindung 54. i 4-(para-Nitrophenyl)pipe-
razin, Ameisensaure, MeCN, 80 °C, ovn, ohne Aufarbeitung weitergearbeitet. ii Fe, NH4Cl, MeOH/Hz20 5:1,
80 °C, 2 h, 40 % tliber zwei Schritte. iii Acryloylchlorid, DIPEA, THF, rt, 2 h, 42 %.

Dazu wurde zundchst das 1,6-Naphthyridinon-Grundgeriist 1 unter Leuckart-Wallach-
Bedingungen mit 4-(para-Nitrophenyl)piperazin umgesetzt. Die Reaktion verlief unvoll-
standig, sodass sich infolgedessen die chromatographische Trennung von Edukt 1 und Produkt
52 als sehr anspruchsvoll herausstellte. Daher wurde die Reduktion der Nitro-Gruppe mittels
Eisen ohne weitere Aufarbeitung vorgenommen, wodurch das polarere Amin 53 chroma-
tographisch trennen lies. Diese zwei Schritte lieferten zusammen eine Ausbeute von 40 %.
Daraufhin konnte der Acrylamid-Michaelakzeptor liber das korrespondierende Saurechlorid
eingebracht werden. Hierbei wurden einige Nebenprodukte beobachtet, die die chroma-
tographische Isolierung erschwerten und zu Ausbeuteverlusten fithrten. Dennoch konnte das
finale Produkt 54 mit einer Ausbeute von 42 % erhalten werden.

Insgesamt konnten im Rahnen der Struktur-basierten Synthese eine Reihe von chemisch-
diversen potenziellen CAAls dargestellt werden. Um den Einfluss der chemischen Anderungen
auf die inhibitorische Wirksamkeit zu untersuchen und so einen Einblick in die SAR erlangen

zu konnen, wurden diese Sondenmolekiile biochemisch genauer analysiert.

¥ Erstsynthese von 54 erfolgte iiber eine alternative Syntheseroute von Dr. Rajesh Gontla, TU Dortmund.
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3.3.3. Biochemische Charakterisierung und SAR Analyse

Zur Charakterisierung der inhibitorischen Aktivitat der dargestellten Verbindungen wurde der
Aktivitats-basierte homogenious time-resolved fluoresence (HTRF®) KinEASE™ Assay ver-
wendet. Dieser beruht der Phosphorylierung eines biotinylierten Substratpeptids, welches mit
der Kinase Akt, ATP und zwei verschiedenen Fluorophoren koinkubiert wurde. Der erste
Fluorophor ist dabei mit Streptavidin konjugiert wodurch eine Bindung an das biotinylierte
Substratpeptid ermdoglicht wird. Der zweite Fluorophor ist an einen Antikérper gebunden, der
eine Spezifitat gegeniiber der Phosphorylierung am Substratpeptid aufweist. Aktives Akt kann
das Substratpeptid phosphorylieren, woraufhin der Antikorper ebenfalls an das Testsubstrat
assoziieren kann. Zwischen den beiden auf diese Weise in raumliche Nahe gebrachten
Fluorophoren kann es nun zu einem Forster-Resonanz-Energie-Transfer (FRET)-Signal
kommen, welches mit dem Phosphorylierungslevel des Testsubstrates korreliert und demnach
proportional zur Kinaseaktivitat ist. Akt-Inhibitoren verhindern die Phosphorylierung des
Substratpeptids, wodurch das FRET-Signal unterbunden wird. Uber konzentrationsabhingige
Messung der Fluoreszenzemission kann folglich die halbmaximale inhibitorische Konzen-
tration [Cso bestimmt werden.

Hierbei konnte fiir Borussertib die hohe Potenz im sub-nanomolaren Bereich (0,8 nM)
bestdtigt werden, welches somit den klinischen Kandidaten Capivasertib, Ipatasertib und
MK-2206 gegeniiber hinsichtlich der inhibitorischen Aktivitat entsprach bzw. iiberlegen war
(Tabelle 8).9° Fiir die dargestellten Derivate konnten unterschiedliche Aktivitatsprofile festge-
stellt werden, die Aufschluss tiber die SAR geben konnten. So zeigte sich fiir das in N1-Position
des Benzo[d]imidazolons 30a ein im Vergleich zu Borussertib dreifach hoherer 1Cso-Wert
(3,0 nM). Dieser Verlust an inhibitorischer Aktivitat deutete darauf hin, dass die identifizierte
Interaktion mit dem konservierten Wassermolekiil, die durch bei 30a durch die Methylierung
nicht mehr moglich ist, energetisch vorteilhaft ist, jedoch nicht essentiell zu sein schien, da der
Inhibitor dennoch eine niedrig-nanomolare Aktivitiat aufwies. Derivat 30b mit einer Chlor-
Substitution in 5-Position wies eine nur geringfiigig schwachere inhibitorische Potenz auf
(1,2 nM). Damit wurde deutlich, dass kleine Substituenten an dieser Position toleriert werden,
wenn gleich hydrophobe Substituenten wie Halogenide keinen positiven Effekt erzielten.
Neben den Benzo[d]imidazolon-basierten Inhibitoren waren Verbindungen mit alternativen
Grundgeriisten von besonderem Interesse. Dabei wies Phenylharnstoff-basierte Verbindung
43 zwar einen in Vergleich zu Borussertib eine zehnfach schwachere Aktivitat auf (9,1 nM),
wobei sich dieses Derivat durch einen einfach nanomolaren ICso-Wert auszeichnete, sodass
Phenyl-Harnstoffe ein attraktives neuartiges Grundgeriist fiir CAAIs mit hohen Entwicklungs-
potential darstellen. In vorangegangenen Studien konnte bereits gezeigt werden, dass
phenylamidische Strukturen ebenfalls ein vielversprechendes neues Grundgeriist mit hohen

Diversifizierungsmoglichkeiten abbilden, wie hier beispielhaft an Verbindung 44 belegt.140
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Tabelle 8. Biochemische Charakterisierung der dargestellten kovalent-allosterischen Akt-Inhibitoren
durch Bestimmung der ICso-Werte sowie kinetischer Parameter durch den HTRF® KinEASE™ Assay.

z IN\ O O(’R

AKkt1wt
kinac I(l
# R X ICso [nM] Ki[nM] Kinact [min-1] [pM'I/S'l]
’ O
/\N’[(NH
Borussertib o @ c 0803 2,2+0,3 0,111 £ 0,020 0,853 +0,038
%)LN
H
/ O
¥ \N,QN_
30a o @ C 3003 10,7 £ 0,5 0,121 +£0,016 0,190 + 0,025
Q/\LN
H
/ O
AN 4
N NH
30b o C 1,2+03 4,1+0,7 0,110 £ 0,023 0,447 £ 0,074
§)LN
H Cl
O CIO
43 ’/\NJLN NJV C 9115 17,5+ 3,6 0,081 +£0,019 0,080 £ 0,008
H H H
, (0]
/I\H
44° C 3608 6,8+0,3 0,083 £0,016 0,202 +£ 0,035
ArNH
(0]
A
H
50 C 192+45 327 £ 27 0,071 £ 0,004 0,004 £ 0,001
ArNH
(0]

/.
‘ O
54 \©\ N 126+31 67,1+5,5 0,054 +0,006 0,013 +£0,001
NJJ\%

H
“Capivaserib 09+01 - - -
Ipatasertib 35+0,6 - - -
MK-2206 10,0+ 2,1 - - -

* Die Messungen der inhibitorischen Aktivitidt sowie der kinetischen Parameter wurden von M. Sc. Jérn
Weisner, TU Dortmund, durchgefiihrt.
© Synthese des Phenylamid-Derivats durch Dr. Steven Smith, TU Dortmund.140
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Um die Bedeutung der Rigiditit des Amids zu untersuchen, wurde das korrespondierende
Benzylamin-Derivat 50 dargestellt, welches im Vergleich zu 44 einen 50-fachen Aktivitéts-
verlust aufwies (192 nM). Dadurch wurde deutlich, dass die Rigiditdt von Phenylamid 44
entscheidenen Einfluss auf die Bindung des Inhibitors nimmt, da der Austausch des Amids zum
benzylischen Amin und somit der Verlust der molekularen Integritit einen hohen
Potenzverlust verursachte. Dies liefde sich damit begriinden, dass das Molekiil 50 durch die
hinzugewonnenen Freiheitsgrade in Losung einen deutlich grofleren konformationellen Raum
einnehmen kann, wodurch die mit der Ligandenbindung verbundene Rigidisierung einen
grofieren energetisch unglinstigen Entropieverlust zur Folge hat als bei dem rigideren
Phenylamid 44. Somit ware die Bindung von 50 mit einer grofieren entropischen Strafe
verbunden. Zur Untersuchung des Einflusses der Lange des Linkerelements wurde neben dem
Phenylharnstoff-Derivat 43 und den Phenylamid-Derivaten auch das verkiirzte Phenyl-
piperazin-Derivat 54 analysiert. Fiir diese Verbindung konnte im Vergleich zu den anderen
Grundgeriisten ebenfalls eine deutliche Abnahme der inhibitorischen Potenz beobachtet wer-
den (126 nM), woraus folgte, dass die Verkiirzung des Linkerfragments nachteilig fiir die
Bindung des Liganden war. Uber zeitabhingige Messung des ICso konnten zudem kinetische
Parameter wie die Dissoziationskonstante des reversiblen Protein-Inhibitor-Komplexes K;
sowie die Geschwindigkeitskonstante der kovalenten Bindungsbildung kinacc bestimmt werden,
die Aufschliisse tiber den reversiblen und kovalenten Bindungscharakter geben konnten (vgl.
Abb. 6, Kapitel 1.4.). Dass fiir alle getesteten Verbindungen mit Ausnahme der reversiblen
Referenzverbindungen ein kinacc messbar war, lief3 die Schlussfolgerung zu, dass alle diese
Inhibitoren einem kovalenten Inhibitionsmechanismus zugrunde liegen. Fiir die Benzo[d]-
imidazolon-basierten Derivate zeigte sich eine gleichbleibende Reaktionsgeschwindigkeit
Kinac, wodurch sich die Unterschiede in der inhibitorischen Aktivitdt vorallem auf die
reversiblen Bindungscharakteristika zuriickfiihren liefden. So indiziert der erh6hte Ki-Wert des
N1-methylierten Derivats 31a, dass der Verlust der Wasserstoftbriicken-Donorfunktion einen
durchaus negativen Einfluss auf die Bindungsaffinitat hat, wenngleich dieser gering ausfallt.
Ein dhnlicher Effekt zeigte sich beim Vergleich des Phenylamids 44 mit Benzylamin 50. Auch
hier macht der erhohte Ki-Wert bei gleichbleibenden kinaci-Wert deutlich, dass die Ursache fir
den Aktivitatsverlust in der reversiblen Bindungsbildung liegt, was die Hypothese des
entropiebedingten Verlustes der Bindungsaffinitit unterstreichen wiirde. Fiir das verkiirzte
Phenylpiperazin-Derivat 54 konnte eine verringerte Reaktionsgeschwindigkeit Kinacc beob-
achtet werden, wodurch deutlich wurde, dass die weniger optimale Ausbildung der kovalenten
Bindung einen Beitrag zum Aktivitatsverlust leistet. Dies lief? den Schluss zu, dass das
verkiirzte Phenylpiperazin-Grundgerust eine schlechtere Praorganisation des Acrylamids zu

den reaktiven Cysteinen ermoglichte.
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Um einen orthogonalen Nachweis der kovalenten Bindungsbildung zu gewdahrleisten, wurden
massenspektrometische Untersuchungen durchgefiihrt, indem die CAAIs mit Akt1 koinkubiert
und tiber LCMS analysiert wurden (Abb. 18). Obwohl die Auflésung der dekonvolutierten
Massenspektren aufgrund der unterschiedlichen Phosphorylierungsspezies von Aktl gering
war, konnte in Gegenwart aller getesteten Inhibitoren eine Verschiebung des Massen-
spektrums im Vergleich zur Masse des Apo-Proteins beobachtet werden, dessen Massen-

differenz einer einfachen Modifikation mit dem jeweiligen Inhibitor entsprach.
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Abbildung 18. Dekonvolutierte Massenspektren von Akt1%t nach Inkubation mit DMSO (Apo, A) und
einer Serie von CAAls. B Massenspektren von Benzo[d]imidazolon-basierten Inhibitoren. C
Massenspektrum des Phenylharnstoffs 43. D Massenspektren der Inhibitoren 50 und 54. Die
Massenspektren wurden unter denaturierenden Bedingungen aufgenommen.”

Ferner konnte festgestellt werden, dass eine gute Korrelation zur inhibitorischen Aktivitat
bestand, da Inhibitoren mit hoher Potenz wie Borussertib eine vollstindige Modifikation
aufwiesen, wahrend weniger potente Inhibitoren wie 50 oder 54 nach einer Stunde noch keine
vollstindige Markierung zeigten. In Summe lieferten die massenspektrometrischen Analysen

einen weiteren qualitativen Beleg fiir eine selektive kovalente Adressierung von Akt.

* Aufnahme und Auswertung der Massenspektren in Zusammenarbeit mit M. Sc. Jorn Weisner und M. Sc.
Marius Lindemann, TU Dortmund.
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Es sollte weiterfiihrend untersucht werden, inwiefern die vorgenommenen chemischen
Anderungen von Borussertib nicht nur auf die inhibitorische Aktivitit Einfluss nehmen,
sondern auch auf die Selektivitat gegeniiber anderen Kinasen beeinflussen. Vorangegangende
Studien zeigten ein exzellentes Selektivitdtsprofil gegeniiber anderer Kinasen, indem in einer
Profilierungsstudie gegeniiber 100 Kinasen ausschlief}lich die Akt-Isoformen inhibiert
wurden.? Um tiefere Einblicke in die Inhibitorselektivitdit anderer Derivate zu erlangen,
wurden das Benzo[d]imidazolon-Derivat 30a, das Phenylharnstoff-Derivat 43 sowie das
Phenylamid-Derivat 44 in einer Profilierungsstudie untersucht, in der die Inhibitoren auf ihre
Aktivitit gegeniiber 100 ausgewdhlten Kinasen mit dhnlichen Eigenschaften, darunter
Mitglieder der AGC-Kinasefamilie, Kinasen mit PH-Domdne und Kinasen mit analogen
Cysteinen auf der Aktivierungsschleife, analysiert wurden (Abb. 19). Bei 1 uM wiesen alle
getesteten Verbindungen eine potente Inhibition der drei Akt-Isoformen auf, wobei eine
signifikante Praferenz der Isoformen Aktl und Akt2 vorlag. Im Allgemeinen zeigten 30a und
44 ein mit Borussertib vergleichbares Profil bei geringer Inhibition von MELK (48 % mit 30a,
52 % mit 44). Fir 44 konnte zusatzliche inhibitorische Aktivitit gegenliber der AMP-
aktivieten Proteinkinasen A1/B1/G1 (46 %), und A2/B1/G1 (40 %) sowie der nicht-RTK BMX
(44 %) beobachtet werden. Interessanterweise konnten feine Unterschiede im Selektivitats-
profil des Phenylharnstoffs 43 identifiziert werden. So zeigte sich hier eine deutlich héhere
Potenz gegeniiber MELK (83 %), AMPK A1/B1/G1 (77 %) und A2/B1/G1 (77 %), wahrend
eine moderate Inhibition der Kinasen PASK (61 %) und ROCK1 (54 %) festgestellt wurde. Die
Tatsache, dass fiir alle anderen Kinasen eine Inhibition von unter 40 % beobachtet werden

konnte, unterstreicht die vielversprechende Kinaseselektivitat von CAAIs.
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Abbildung 19. Selektivititsprofil der kovalent-allosterischen Akt-Inhibitoren 31a (A), 43 (B) und 44
(C) liber 100 Kinasen bei 1 uM, dargestellt in einem Kinom-Dendogramm adaptiert von KinMap.1¢ Die
Darstellung ist grof3ziigigerweise reproduziert von Cell Signaling Technology, Inc. (http:/www.cell-

signal.com).
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3.3.4. Strukturanalyse der CAAls

Die Struktur-basierte Entwicklung, Synthese und biochemische Evaluation einer kleinen
fokussierten Bibliothek von CAAIs brachte eine Serie von Sondenmolekiillen hervor, die
Aufschluss tiber die SAR geliefert und den chemischen Raum fiir weitere Optimierungen er-
weitert haben. Um einen tieferen Einblick in die strukturellen Ursachen der unterschiedlichen
Aktivititen zu erhalten, wurde iliber Rontgenstrukturanalyse die Bindungsmodi einiger
vielversprechender Kandidaten untersucht. So konnten die Volllangen-Strukturen von Akt1 in
Komplex mit dem Benzo[d]imidazolon-Derivat 30a, dem Phenylharnstoff 43, dem Benzylamin
50 sowie dem Phenylpiperazin 54 iiber Kokristallisationsexperimente aufgeklart werden
(Abb. 20).° Alle gelosten Kristallstrukturen zeigten hierbei den erwarteten kovalent-
allosterischen Bindungs-modus. Fiir das Benzo[d]imidazolon-Derivat 30a konnte aufgrund
der N1-Methylierung der fiir Borussertib beobachtete polare Kontakt zu einem konservierten
Wasser nicht ausgebaut werden. Uberraschenderweise sorgte diese kleine chemische Modi-
fikation fiir eine drastische Anderung im Interaktionsprofil des Inhibitors (Abb. 20A). So
konnte beobachtet werden, dass anstelle des von Borussertib bevorzugtem Cys296 das in
raumlicher Nachbarschaft befindliche Cys310 kovalent modifiziert wurde. Dieser alternative
Bindungsmodus wurde durch nicht-kovalente Wechselwirkungen wie einer Wasser-ver-
mittelten Wasserstoffbriicke des Imidazolon-Carbonyls zu Asn79 und einer Wasserstoffbriicke
des Acrylamid-Carbonyls zum Proteinriickgrat von Lys297 stabilisiert. Es hatte den Anschein,
dass durch den fehlenden polaren Kontakt, der flir Borussertib ausgehend von der N1-Position
beschrieben wurde, eine vorzugsweise eine verdanderte Konformation des Piperidin-Rings
induziert wird, wodurch infolgedessen das alternative Cys310 vorzugsweise modifiziert wird.
Dieses divergente Interaktionsprofil konnte erklaren, wieso der Verlust der Wechselwirkung
mit dem konservierten Wasser keinen drastischen Effekt auf die inhibitorische Aktivitat des N-
methylierten Inhibitors 30a zeigte, folglich der Inhibitor ebenfalls eine hohe Potenz im
einstellig-nanomolaren Bereich aufwies. Im Falle des Phenylharnstoff-Derivats 43 wurde
Borussertib durch Ring6ffnung des Imidazolons in eine verldngerte Molekiilstruktur tiber-
fithrt. Diese gestreckte Struktur bewirkte eine leichte Verschiebung in der Ligandenkonfor-
mation, die ebenfalls eine Adressierung des alternativen Cys310 zur Folge hatte (Abb. 20B).
Weiterhin konnte eine Wasserstoffbriicke zwischen dem Amin des Acrylamids und dem Amid-
Rickgrat von Glul7 identifiziert werden. Dass die Lange der Linkerregion des Molekiils eine
bedeutsame Rolle fiir den Bindungsmodus der CAAIs spielt, wurde auch durch das um eine
Stickstoffeinheit verkiirzte Phenylamid-Derivat 44 deutlich, welches einen zu Borussertib

analogen Bindungsmodus mit kovalenter Modifikation des Cys296 einnimmt (Abb. 20C).

9 Kristallisation und Verfeinerung der Kristallstrukturen wurden von M. Sc. Ina Landel, M. Sc. Rebekka
Scheinpflug und Dr. Matthias Miiller, TU Dortmund, durchgefiihrt.
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Abbildung 20. Ko-Kristallstruktur von Volllingen-Akt1 im Komplex mit verschiedenen CAAls sowie
eine detaillierte Darstellung der Protein-Ligand-Wechselwirkungen. A 30a in Komplex mit Akt (PDB:
6HH]). B 43 (PDB: 6HHG) in Komplex mit Akt. C 44 in Komplex mit Akt (PDB: 6HHI). D 50 in Komplex
mit Akt (nicht publiziert).™ E 54 in Komplex mit Akt (PDB: 6HHH). Die 2F,-F.-Karte wurde bei 0.8
konturiert.

™ Die Kristallstruktur wurde von M. Sc. Ina Landel, TU Dortmund, geldst (unpubliziert).
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Das Phenylamin 50 zeigte einen zum Phenylamid-Derivat 44 vergleichbaren Bindungsmodus,
indem der Acrylamid-Michaelakzeptor ebenfalls eine Wasserstoffbriicke zum Riickgrat von
Glu17 ausbildete (Abb. 20D). Dieser Aspekt bekraftigte die Hypothese, dass die Unterschiede
in der Aktivitat der beiden Inhibitoren nicht in einem veranderten Interaktom, sondern im
Wesentlichen in der entropisch nachteiligen Flexibilitdit des Inhibitors begriindet zu sein
scheinen. Eine weitere Verkiirzung der Molekiilstruktur wie von Phenylpiperazin-Derivat 54
fiihrte ebenfalls zu einer favorisierten Adressierung von Cys296 anstelle von Cys310
(Abb. 20E). Die verkiirzte Struktur bewirkte zudem, dass eine Wasserstoftbriicke ausgehend
vom Carbonyl-Sauerstoff des Acrylamids nicht, wie fir Borussertib und 44 beobachtet, zu
Glu85, sondern alternativ zum Proteinriickgrat von Lys297 ausgebildet wurde. Insgesamt
zeigte die Kristallstrukturanalyse eine unterschiedliche Priorisierung der kovalenten
Adressierung von Cys296 bzw. Cys310 in Abhangigkeit der eingesetzten Inhibitoren. Voran-
gegangene MS/MS-Studien liefien jedoch sowohl fiir Borussertib als auch fiir das Phenyl-
harnstoff-Derivat 43 den Schluss zu, dass fiir beide Inhibitoren die kovalente Adressierung
beider Cysteine moglich ist.9

Die Fragestellung, welches Cystein in Abhangigkeit des Grundgeriistes der CAAls bevorzugt
modifiziert wird, ist fiir eine weitere Struktur-basierte Entwicklung von entscheidener
Bedeutung. Daher wurde die Wahrscheinlichkeit, welche der beiden Cysteine bevorzugt von
den verschiedenen Inhibitoren modifiziert wird, iiber Molekulardynamik (MD)-Simulationen
untersucht.170.* Basierend auf den Kristallstrukturen von Borussertib, 30b und 44 wurden
nicht-kovalente Enzym-Inhibitor-Komplexe simuliert und die Distanz des Acrylamid-Elektro-
phils zu den Schwefelatomen von Cys296 und Cys310 iiber die Simulationsdauer analysiert.120.
171173 Es konnten flir Borussertib iiber den gesamten Simulationszeitraum deutlich kiirzere
Distanzen zu Cys296 im Vergleich zu Cys310 beobachtet werden, was somit gut mit den
Resultaten der Strukturanalyse sowie der MS/MS-Studien korrelierte. Im Fall von 30b konnten
im Vergleich zur MD-Simulation von Borussertib geringere Distanzen zu Cys310 wahrend der
Simulation beobachtet werden, wohingegen die Distanzen von 30b zu Cys296 im Vergleich zu
Borussertib grofier waren. Somit bestdtigten die MD-Simulationen auch hier die kontrare
Praferenz von 30b zu Cys310. Dieser Trend war fiir das Phenylharnstoff-Derivat 44 bedeutend
ausgepragter. was sich darin wiederspiegelte, dass liber die Zeitdauer der Simulation zu
keinem Zeitpunkt eine Distanz zwischen Acrylamid-Elektrophil und Cys296 detektiert wurde,

die eine Reaktion mit der Seitenkette erlaubt.

* Die MD-Simulationen wurden von Dr. Thien-Anh Le und Prof. Dr. Bernd Engels, Julius-Maximilians-
Universitat Wiirzburg, durchgefiihrt.
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Auch wenn in MS/MS-Studien eine Cys296-gebundene Spezies identifiziert werden konnte,
sind die Ergebnisse in guter Ubereinstimmung mit denen der Kristallstrukturanalyse, sodass

davon ausgegangen werden kann, dass die kovalente Modifikation von Cys310 in Gegenwart

von Phenylharnstoff 44 bevorzugt ist.
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3.3.5. Zellulire Charakterisierung

Uber die biochemische und strukturbiologische Analyse der dargestellten CAAls konnte eine
Reihe vielversprechender Sondenmolekiile identifiziert werden, die dariiber hinaus auch in
komplexeren, zelluliren Systemen hinsichtlich ihrer antiproliferativen Aktivitit auf ver-
schiedenen Krebszelllinien untersucht wurden. Hierzu wurde der Effekt auf die Viabilitat der
Krebszelllinen AN3CA (Endometrialkarzinom), T47D (Brustkrebs), ZR-75-1 (Brustkrebs), BT-
474 (Brustkrebs) und KU-19-19 (Blasenkrebs) in einem Lumineszenz-basierten Zellassay
analysiert. Diese Zelllinien weisen genetische Alterationen in den relevanten PI3K/Akt- sowie
Ras/MAP-Kinase-Signalwegen auf, darunter aktivierende Deletionen in PIK3R1, loss-of-
function oder herabregulierende genetische Lasionen in den Tumorsuppressorgenen PTEN

oder TP53 sowie aktivierende Punktmutationen in PI3KCA, Akt1 oder NRas.

Tabelle 9. Zellulare Evaluierung der dargestellten CAAIs zur Ermittlung der halbmaximalen effektiven
Konzentration (ECso).

Zellviabilitats-Assay ECso [nM]

AN3CA T47D ZR-75-1 MCF-7 BT-474 KU-19-19
PIK3R12 R557_K561>Q
PIK3CA2 H1047R E545K K111N R1023Q
PTEN= R130fs L108R
AKT12 E17K/E49K
NRASa Q61R
TP532 L194F E285K
Capivasertib 869 * 278 475 + 92 191 + 68 2653 £ 555 1605 + 450 20866 + 7603
Ipatasertib 925 + 457 443 £ 6 219 £ 83 5036 + 1830 2371 £ 745 24037 £ 9491
MK2206 972322 5834245 63421 571+111 1682316 70545421
Doxorubicin 309 127440 100426 153s9  e23:134 728
Borussertib 191 + 90 48 + 15 51 277 £90 373 £54 7770 + 641
30a 230 £ 75 112 20 32+8 109 + 16 7157 £ 2112
30b 159+ 70 257 20 138 + 81 259 + 68 2313 £908
44 2063 + 438 336 =25 39+3 1111+ 117 1785 + 458 1660 + 46
45® 382 +31 95+ 20 11+3 336 £ 113 464 + 31 14942 + 5541
50 3288 + 298 1897 + 578 384 62 2196 £ 125 4019 £ 912 6755 * 1462
54 3614 +1292 832+ 81 116 £ 16 1218 £ 58 4617 + 1059 17119 + 6379

aGenetische Alterationen der Krebszelllinien nach COMSIC-Datenbank.

? Die zelluldre Evaluierung wurde von M. Sc. Ina Landel und M. Sc. Jérn Weinser, TU Dortmund,
vorgenommen.
® Synthese des Phenylamid-Derivats durch Dr. Steven Smith, TU Dortmund.140
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Die Zelllinien sind literaturbekannt und wurden bereits als sensitiv gegentiber Akt-Inhibition
beschrieben.1¢6 174 Diese Sensitivitdt konnte bestatigt werden, indem sowohl die Referenz-
verbindungen Capivasertib, Ipatasertib und MK-2206 als auch die CAAls in der Lage waren, die
Zellproliferation potent zu inhibieren. Genauer betrachtet wies ein Grofdteil der CAAls in
Vergleich zu den klinischen Kandidaten eine tiberlegene zellulare Aktivitat auf, was das hohe
Potential dieser neuartigen Wirkungsweise zusatzlich unterstreicht. Als besonders sensitiv
stellte sich die Brustkrebs-Zelllinie ZR-75-1 heraus, bei der fiir Borussertib (5nM) eine
zellulare Inhibition im einstelligen nanomolaren Bereich detektiert werden konnten, welches
somit eine zwolffach potentere Inhibition im Vergleich zu dem allosterischen Akt-Inhibitor
MK-2206 (63 nM) sowie eine 40-fach hohere Aktivitat im Vergleich zu den ATP-kompetitiven
Referenzverbindungen Capivasertib (191 nM) und Ipatasertib (219 nM) aufwies.Die zellulare
Aktivitat der verschiedenen Derivate zeigte eine gute Korrelation der ECso-Werte zu den zuvor
biochemisch ermittelten [Cso-Werten. Fiir die Benzo[d]imidazolon-basierten Derivate 30a und
30b konnte auffilligerweise eine verglichen mit Borussertib zwei- bis fiinffach hohere
inhibitorische Aktivitat festgestellt werden konnte. Angesichts der geringfligig kleineren bio-
chemischen Potenz konnte dies mit einer besseren Zellgangigkeit zusammenhangen. Fiir das
Phenylharnstoff-Derivat 44 bestétigte sich hingegen der Trend aus den biochemischen Ana-
lysen, indem analog zur inhibitorischen Aktivitat auch eine geringere zelluldre Aktivitiat zu
sehen war. Ebenso konnte die hohere Aktivitit des Phenylamids 44 im Vergleich zum
Benzylamin 50 bestatigt werden. Dariiber hinaus wies das verkiirzte Phenylpiperazin-Derivat
54 eine vergleichsweise geringe zelluldre Inhibition auf, was ebenfalls im Einklang mit der

biochemischen Charakterisierung ist.
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3.3.6. Schlussfolgerungen der SAR-Untersuchungen

Aus der Struktur-basierten Synthese sowie der biochemischen, strukturbiologischen und
zellularen Evaluation konnten wichtige Erkenntnisse fiir eine SAR abgeleitet werden (Abb. 21).
Es wurde deutlich, dass unter Beibehaltung des zentralen 1,6-Naphthyridinon-Grundgertistes
eine hohe strukturelle Diversitdt im Ostlichen Molekiilteil erlaubt ist. Dies duferte sich zum
einen darin, dass kleine Substitutionen am Benzo[d]imidazolon-Grundgeriist toleriert werden
und eine N1-Methylierung oder Chlor-Substitution in 5-Position positiv auf die zelluldre
Wirksamkeit auswirkten. Erstaunlicherweise konnte gezeigt werden, dass die NI1-
Methylierung von 31a zudem zu einer drastischen Anderung des Bindungsmodus fiihrte,
sodass Cys310 anstelle von Cys296 adressiert wurde. Zum anderen verdeutlichte die Variation
verschiedener Grundgeriste die hohe chemische Flexibilitat fiir die Adressierung dieses

Bereichs der Bindetasche.
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Abbildung 21. Schematische Darstellung der SAR von CAAlIs.

Durch Offnung des Benzo[d]imidazolon-Rings ergab sich Phenylharnstoff-Derivat 44 mit
hoher biochemischer und zelluldrer Potenz. Phenylharnstoffe stellen aufgrund der Mog-
lichkeit, einen grofien chemischen Raum abdecken zu konnen, ein attraktives neues Grund-
geriist dar. Es wurde aufderdem ersichtlich, dass durch die gestreckte Molekiilstruktur eine
kovalente Modifikation von Cys310 bevorzugt wird, was Einfluss auf die Protein-Ligand-Inter-
aktionen nimmt. Weiterfithrende Untersuchungen mit Phenylamid 45 und Benzylamin 50
zeigten zudem, dass sich eine zu hohe Flexibilitat offenbar negativ auf die Potenz der CAAIls
auswirkt. Weiterhin wurde deutlich, dass die Wahl eines Linkerfragments mit geeigneter
Lange entscheidend fiir eine optimale Praorganisation des Michaelakzeptors ist, sodass zu
kurze Molekiilfragmente eine kinetisch bedingte verringerte biochemische Potenz aufwiesen.
Diese Erkenntnisse sind fiir die weitere Entwicklung von CAAls sowie fiir eine pharmako-

kinetische Optimierung dieser Inhibitorklasse von essentiellem Wert.
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3.4. Medizinalchemische Optimierung

Wie in Kapitel 3.2.1. festgestellt wurde, wies Borussertib aufgrund der hohen Unlédslichkeit
sowie geringen Permeabilitit einen grofden Optimierungsbedarf hinsichtlich der phar-
makokinetischen Eigenschaften des Inhibitors auf. Um diesbeziiglich einen genaueren Einblick
in die Struktur-Eigenschafts-Beziehungen der CAAls zu bekommen, wurden weitere Derivate

in einer in vitro-PK-Studie untersucht.

3.4.1. invitro-PK-Studie von CAAls

Flir eine tiefergehende Analyse der pharmakokinetischen Eigenschaften der CAAIs wurden
neben Borussertib reprasentativ das Benzo[d]imidazolon-Derivat 30b, das Phenylharnstoft-
Derivat 44 sowie das Phenylamid-Derivat 45 hinsichtlich ihrer Loslichkeit und Permeabilitat
untersucht (Tabelle 10). Es wurde deutlich, dass das Benzo[d]imidazolon 30b eine vergleich-
bar schlechte Loslichkeit wie Borussertib aufwies, was mit der hohen strukturellen Ahnlichkeit
begriindet werden kdnnte.

Tabelle 10. in vitro PK-Studie tiber Loslichkeit (SolRank-Assay) und Permeabilitdt (PAMPA- und Caco2-
Assay) verschiedener kovalent-allosterischer Akt-Inhibitoren.” Uber ein Ampel-Farbsystem wurden die

Werte auf Grundlage von Erfahrungswerten klassifiziert (rot: schlechte Loslichkeit/Permeabilitat, griin:
gute Loslichkeit/Permeabilitat).

SolRank PAMPA lf chﬁ 4 I-f ch}i 4 Caco-2
# pH 7.4 pH 7.4 P polt P po Ratio
[nM] % Flux rp rp B—>A/A—B

A—>B[10¢%cm/s] A—>B[10%cm/s]

. <20 <5 <2 >5

O 20-120 5-25 2-20 2-5
O >120 > 25 > 20 <2
Borussertib 14,1 <5 0,038 4,03 105
30b 20,3 n.a.a 0,058 10,7 185
44 77,4 3,6 0,220 12,9 58,6
450 109,0 17,5 0,040 9,8 243

an.a.: nicht auswertbar.

Die Anderung des Grundgeriistes zu Phenylharnstoffen oder Phenylamiden fiihrte zwar zu
einer leichten Verbesserung der Loslichkeit, die jedoch mit etwa 100 uM bei pH 7.4 als eher
gering einzustufen war. Fiir 30b konnte kein Wert im PAMPA-Assay erhalten werden, was

vermutlich auf die geringe Loslichkeit zuriickzufithren war.

* SolRank-, PAMPA- und Caco-2-Messungen wurden von Anke Unger und Dr. Matthias Baumann, LDC
Dortmund, durchgefiihrt.
© Synthese des Phenylamid-Derivats durch Dr. Steven Smith, TU Dortmund.140
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Phenylharnstoff-Verbindung 44 zeigte ahnlich wie Borussertib eine sehr geringe Permea-
bilitdt, wahrend Phenylamid 45 eine geringfiigig verbesserte Permeabilitit aufwies. Der
zellbasierte Caco-2 Assay ist fiir eine orale Bioverfiigbarkeit von hoher Relevanz. Wie zuvor fir
Borussertib konnte fir alle getesteten Verbindungen unabhdngig vom Substitutionsmuster
oder Grundgertist eine sehr geringe Absorption der Inhibitoren festgestellt werden. Dariiber
hinaus lief? das Verhaltnis von Influx und Efflux darauf schlief3en, dass in allen Fallen von einem

aktiven Effluxprozess der CAAls ausgegangen werden konnte.

Tabelle 11. Metabolische Stabilitats-Untersuchungen ausgewahlter CAAls in humanen und murinen
Lebermikrosomen zur Simulation des Phase [-Metabolismus.*

Mikrosomale Stabilitat Phase I

# t1/2 [min] (He/MP) Clint [uL/min/mg] (He/MPb)
Capivasertib 33/87 14/16
MK-2206 347/693 1/2
Borussertib 99/46 5/30
30a 25/23 19/60
30b 87/41 5/34
44 19/20 24/68
45 58/173 8/8

aHumane Lebermikrosomen. PMurine Lebermikrosomen.

Neben der Loslichkeits- und Permeabilitats-Eigenschaften ist auch die metabolische Stabilitat
von grofer Bedeutung fiir die Pharmakokinetik eines Wirkstoffes. Daher wurden ausgewahlte
Derivate zudem hinsichtlich ihrer metabolischen Phase [-Stabilitdt in einem Mikrosomen-
stabilitiats-Assay analysiert (Tabelle 11). Wahrend das Chlor-substituierte Benzo[d]imida-
zolon-Derivate 30b mit Borussertib vergleichbare hohe Stabilitat auwies, konnte fiir das N1-
methylierte Derivat 30a eine etwa vierfach schlechtere Stabilitat festgestellt werden. Der
Methyl-Substituent schien somit ein metabolischer Hotspot im Phase I-Metabolismus darzu-
stellen. Auch fiir Phenylharnstoff fiir 44 konnte eine verringerte Stabilitdt bestimmt werden.
Folglich ist der offenkettige Phenylharnstoff dem bizyklischen Benzo[d]imidazolon hin-
sichtlich der metabolischen Stabilitdt von Nachteil. Fiir Phenylamid 45 fiel eine im Vergleich
zu Borussertib um Faktor 3 verbesserte Stabilitat in murinen Mikrosomen auf. Insgesamt ist
fiir die metabolische Stabilitit zu bemerken, dass alle getesteten Kandidaten eine vielver-
sprechende Stabilitat zeigten, was vor allem im Vergleich zu den Referenzverbindungen

Capivasertib und MK-2206 deutlich wurde.

* Die mikrosomale Mikrosomenstabilitit wurde von M. Sc. Julia Hardick untersucht.
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Bei Betrachtung der gesamten PK-Profilierung konnten die bisher dargestellten CAAls als
Wirkstoffkandidaten charakterisiert werden, die sich durch eine geringe Loslichkeit und
Permeabilitit sowie eine schlechte Permeabilitit auszeichnen, wihrend eine vielver-
sprechende metabolische Stabilitdat identifiziert werden konnte. Dieses PK-Profil spiegelt
damit sehr treffend die limitierte Bioverfiigbarkeit wieder, die in den in vivo-PK-Studien von
Borussertib deutlich wurde. Um diese Eigenschaften gezielt optimieren zu konnen, wurden die
molekularen Eigenschaften der kovalent-allosterischen Akt-Inhibitoren untersucht, die
ursdchlich fiir die moderaten PK-Eigenschaften zu sein scheinen (Abb. 22).

Basizitat
pKs = 8.32

Hydrophobizitit

i
N
. O @\ fR potaritat
~Y S N NH

clogP = 4,12 NG @
o O R
MW = 600 g/mol <~ N

Abbildung 22. Molekulare Analyse der strukturellen Eigenschaften, die Einfluss auf die pharmako-
kinetischen Eigenschaften zu haben scheinen. Die clogP- und pKs-Werte wurden mit ChemDraw
Professional, Version 15.0, ermittelt.

Einen Anhaltspunkt fiir Eigenschaften eines Molekiils, die als ,drug-like" beschrieben werden
konnen, bieten Lipinskis rule-of-five, wonach Molekiile mit einem Molekulargewicht unter
500 g/mol, einen logP unter 5, maximal fiinf Wasserstoffbriicken-Donoren und maximal zehn
Wasserstoffbriicken-Akzeptoren als vielversprechend hinsichtlich einer oralen Bioverfiigbar-
keit gelten.17s Unter Bertiicksichtigung dieser Werte konnte das relativ hohe Molekulargewicht
von knapp 600 g/mol als ein Anhaltspunkt fiir die Unldslichkeit sowie niedrige Permeabilitat
festgemacht werden. Dariiber hinaus beeinflusst die Hydrophobizitiat die Loslichkeit einer
Verbindung. Mit einem clogP von 4,1 als Maf? flir Lipophilie lag diese zwar noch an der oberen
Grenze der rule-of-five, konnte jedoch einen weiteren Faktor fiir die moderaten Loslichkeits-
eigenschaften der CAAIs darstellen. Bei Betrachtung der Molekiilstruktur nahm wahr-
scheinlich das aromatische 1,6-Naphthyridinon-Grundgertist den bedeutsamsten Einfluss auf
die Hydrophobizitat. Als ein weiterer Faktor, der die Permeabililtdt der Verbindungen negativ
beeinflussen konnte, ist die Basizitdt zu nennen (pKs= 8.3), die im Wesentlichen auf dem
basischen Amin des Piperidins beruht. Dazu fiel eine hohe Polaritit ausgehend vom
Benzo[d]imidazolon-Grundgeriist auf. Basierend auf der Analyse der Molekiilstruktur wurde
somit deutlich, dass die wesentlichen Limitationen in Loslichkeit und Permeabilitit wahr-
scheinlich auf dem disubstituierten 1,6-Naphthyridinon-Grundgertist beruhen. Aus diesem
Grund sollte infolgedessen im Rahmen einer medizinalchemischen Optimierung eine Variation

dieses Strukturelements mit Grundgeriisten verbesserter Eigenschaften erfolgen.



66 | Medizinalchemische Optimierung

Hierzu sollte der Ansatz des sogenannten scaffold hopping auf zwei verschiedene Weisen
verwirklicht werden.176 Einerseits wurde eine neue Syntheseroute entwickelt, die eine schnelle
Variation des westlichen Molekiilteils ermdéglicht. Andererseits wurde basierend auf dem

klinischen Kandidaten Miransertib ein Hybridansatz verfolgt.

3.4.2. Grundgeriist-Derivatisierung der CAAIs

Die in 3.1. und 3.3.2. beschriebene Syntheseroute eignete sich fiir eine schnelle Variation des
Benzo[d]imidazolon-Grundgertists. Um eine Derivatisierung des 1,6-Naphthyridinon-Grund-
geriists voranzutreiben, musste allerdings eine alternative Synthesestrategie entwickelt
werden. Diese sollte entsprechend dem Konzept der Diversitdts-orientierten Synthese
gestaltet werden, indem der Derivatisierungsschritt in einem moglichst spaten Schritt der
Syntheseroute erfolgen sollte.l’? In einer retrosynthetischen Analyse wurde daher das 1,6-
Naphthyridinon-Grundgeriist entfernt und das leicht zu modifizierende Bromphenyl-Derivat

55 als moglicher Startpunkt weiterer Synthesen definiert (Abb. 23).

Borussertib 55

Abbildung 23. Syntheseansatz der Derivatisierung von CAAIs. Aus einer retrosynthetischen Analyse
wurde Bromphenyl-Derivat 55 als Startpunkt weiterer Synthese definiert.

Ausgehend von diesem zentralen Intermediat sollten in einem letzten Schritt verschiedene
Grundgeriiste Uber eine Suzuki-Kreuzkupplungsreaktion eingebracht werden, welche die
wichtige m-m-Stapelwechselwirkung mit Trp80 ermdglichen. Die Suzuki-Reaktion eignete sich
besonders fiir eine gezielte Derivatisierung, da einerseits schnell und einfach die gewiinschte
Aryl-Aryl-Bindung geknlipft werden konnte und andererseits viele interessante Boronsaure-
Bausteine kommerziell verfiigbar sind.1’8 Die Synthese erfolgte ausgehend vom Benzo[d]-
imidazolon-Grundgeriist 2 in einer linearen dreischrittigen Syntheseroute, indem 2 zunachst
in einer Leuckart-Wallach-Reaktion mit 4-Brombenzaldehyd umgesetzt wurde (Schema 24).

Anschliefend wurde die Boc-Schutzgruppe von 56 unter sauren Bedingungen abgespalten und
der Acrylamid-Michaelakzeptor unter Schotten-Baumann-dhnlichen Bedingungen mit dem
korrespondierenden Sdurechlorid in 57 eingebracht. Auf diese Weise konnte das zentrale

Zwischenprodukt 55 mit einer guten Gesamtausbeute von 36 % dargestellt werden.
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Schema 24. Darstellung des zentralen Intermediates 55. i 4-Brombenzaldehyd, Ameisensdure, MeCN,
80 °C, ovn, 56 %. ii 4 N HCl in 1,4-Dioxan, rt, 2 h, 75 %. iii Acryloylchlorid, DIPEA, THF, rt, 2 h, 86 %.

Zur finalen Derivatisierung wurde 55 in Suzuki-Reaktionen mit einer Vielzahl von Boronsaure-
Derivaten umgesetzt. Diese Arylboronsauren wurden nach verschiedenen Kriterien ausge-
wahlt. Sie sollten entweder kleiner als das bestehende 1,6-Naphthyridinon-Grundgertist sein,
eine geringere Hydrophobizitat aufweisen oder aber ein alternatives Grundgeriist darstellen,
welches im Gegensatz zum 1,6-Naphthyridinon chemisch leicht modifizierbar ist. Gleicher-
mafien sollte eine moglichst hohe Diversitdt geschaffen werden, um Einblicke in die SAR
beziiglich dieses Molekiilabschnitts gewinnen zu konnen. Ferner wurde untersucht, inwiefern
der Phenyl-Substituent in 3-Position verzichtbar fiir die Bindung des Inhibitors ist, da ebenfalls
Molekulargewicht eingespart und der hydrophobe Charakter herabgesetzt werden konnte. Die
Suzuki-Kupplung wurde mit dem Ferrocen-basierten Palladium-Komplex Pd(dppf)Cl. als
Katalysator im Mikrowellenreaktor durchgefiihrt und fiihrte in Abhdngigkeit von der
jeweiligen Boronsdure zu moderaten bis guten Ausbeuten von 24 - 88 %. Im Wesentlichen
konnte fiir elektronendrmere Aromaten eine geringere Ausbeute beobachtet werden, was mit
einer verringerten Reaktivitat begriindet werden konnte.168 Dariiber hinaus besitzen Stick-
stoff-reiche Derivate wie Indazol 58b die Fahigkeit, Palladium zu komplexieren und so wohl-

moglich zu einer Inaktivierung des Katalysators beizutragen.
Br NJ(NH R NJ(NH
O o 1

55 58a-0

Schema 25. Darstellung einer fokussierten Bibliothek potenzieller CAAls. Reaktionsbedingungen:
Boronsaure-Derivat, Pd(dppf)Clz, K3POs, 1,4-Dioxan/H20 5:1, 130 °C, uw, 30 min, 24 - 88 %.
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Tabelle 12. Biochemische Charakterisierung der dargestellten fokussierten Molekiilbibliothek durch
Bestimmung der ICso-Werte durch den HTRF® KinEASE™ Assay. ™

Fegev)
382

AKt1WT AKt1WwT
# R ICso [uM] # R ICso [1M]
N-NH '
) 0,0008 4
Borussertib +£0,0003 58h O O 18,5+5,4
\O > N
55 B >20 58i A > 20
N/

58a Nﬁ ® <98 16566 | 58 OTE \ 92+38
. oy
58b U 2,6+0,5 58k (@,g/@/ > 20
O

58¢ > 20 581 o > 20
» ©)LN ®

H,N" N N

58d O >20 58m B > 20
o peey
O N
Ne .

58e B >20 58n HN 7,0+2,8

\Iil N O

58f _(/N‘ 194 +6,9 580 51+1,7
58g @\l‘ > 20

* Die Messungen der inhibitorischen Aktivitit wurde von M. Sc. Jérn Weisner, TU Dortmund, durch-
gefiihrt.

¥ Die Boronsaure-Derivate wurden freundlicherweise von Dr. Carsten Schultz-Fademrecht, Lead Disco-
very Center Dortmund, zu Verfiigung gestellt.
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Uber diese Reaktion konnte eine kleine fokussierte Bibliothek von 16 potenziellen CAAls mit
diversen Grundgeriisten erstellt werden, die im Folgenden hinsichtlich ihrer inhibitorischen
Aktivitat untersucht wurden (Tabelle 12). Bei Betrachtung der biochemischen Evaluation fiel
zunachst auf, dass alle hier dargestellten Verbindungen einen starken Aktivitatsverlust
gegeniiber den 1,6-Naphthyridinon-basierten Inhibitoren wie Borussertib aufwiesen. Dies
konnte darin begriindet sein, dass eine Phenylsubstitution analog jener in 3-Position des
Naphthyridinons bei allen Derivaten fehlt. Somit schien diese Substitution einen sehr grofden
Beitrag zur Ligandenbindung zu haben. Dies hebt die in der Strukturanalyse detektierte m-m-
Stapel-Wechselwirkung mit Tyr272 als eine essentielle Interaktion der allosterischen Akt-
Inhibitoren hervor. Dennoch konnten fiir einige Derivate mikromolare Aktivitaten identifiziert
werden, die Riickschliisse auf die SAR geben und gleichermafien interessante Startpunkte fiir
eine weitere Entwicklung darstellen. Neben bizyklischen Grundgeriisten wie Indol 580 oder
Indazol 58n war Benzamid-Derivat 58b besonders vielversprechend, welches das aktivste
Derivat der Serie darstellte. Ein struktureller Vergleich zu den 1,6-Naphthyridinon-basierten

Inhibitoren zeigte, dass 58b ein vergleichbares Pharmakophor aufwies (Abb. 24).

P L

Abbildung 24. Modell des Inhibitors 58b in der Volllingen-Struktur von Akt (PDB: 6HHF) und
Uberlagerung dieser Verbindung mit der Kleinmolekiil-Struktur von Borussertib. Es konnte ein

vergleichbares Pharmakophor zwischen 58b und Borussertib festgestellt werden, wahrend sich die
Verbindungen um eine Phenyl-Substitution in 3-Position unterschieden (rot markiert). Das Modell
wurde mit dem Programm Accelrys Discovery Studio 3.1generiert.

Das Amidgertist des Benzamids von 58b korreliert hierbei sehr gut mit der Lactam-Struktur
des 1,6-Naphthyridinons, wenngleich das aromatische System um einen Ring verkiirzt wurde.
Anstelle dessen besitzt 58b eine Methylpiperazin-Einheit, welche besonders interessant hin-
sichtlich einer PK-Optimierung war, da dieses Losungsmittel-exponiert vorlag und somit
potenziell Loslichkeit vermittelt. In Bezug auf die Hydrophobizitat zeigte sich, dass fiir 58b ein
clogP von 3,8 bestimmt werden konnte und somit signifikant geringer war als fiir Borussertib

(4,1).

# Die clogP-Werte wurden mit ChemDraw Professional, Version 15, bestimmt.
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Schema 26. Struktur-basierte Weiterentwicklung des Benzamids 58b zu dem Derivat 59.

Basierend auf der Modellanalyse wurde 58b weiter optimiert, indem der zuvor ausgesparte
Phenylring in 2‘-Position eingefiihrt wurde, um die Bedeutung der aromatischen Wechsel-
wirkungen zu Tyr272 eingehender zu untersuchen und moglicherweise Aktivitit zu gewinnen.
Dariiber hinaus wurde der Methylpiperazin-Ring durch ein Methylamin-Rest ersetzt, um
Molekulargewicht einzusparen und die Wasserstoffbriicken-Donorfunktion der 1,6-Naph-
thyridinone zuriickzugewinnen (Schema 26). Die Darstellung des 2‘-Phenyl-substituierten
Benzamid-Derivats 59 erfolgte ausgehend von der 3-Brom- sowie 4-Chlor-substituierten
Benzoesauremethylester 60, welcher iiber eine Suzuki-Kupplung in 3-Position mit dem
Phenylsubstituenten versehen wurde (Schema 27). Die Reaktion verlief mit hoher Chemo-
selektivitit an der Brom-substituierten Position, sodass eine Ausbeute von 91 % erreicht
wurde. Infolgedessen wurde ausgehend von 61 in einem Schritt eine Esterhydrolyse sowie
Amidkupplung mit Methylamin durchgefiihrt, was in nahezu quantitativen Ausbeuten resul-
tierte. Eine zweite Suzuki-Kupplung zur Einbringung des Formylphenyl-Substituenten in 4-

Position stellte den kritischen Schritt der Syntheseroute dar.
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60 62 63

60 -Br
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61, -Ph
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59 64
64 -NHBoc
64-NH,, -NH,
Schema 27. Darstellung des 2‘-Phenyl-substituierten Benzamid-Derivats 59. i Phenylboronsaure,
Pd(dppf)Clz, K3PO4, 1,4-Dioxan/H20 5:1, 130 °C, puw, 30 min, 91 % ii LiOH, MeOH/H20 1:1, reflux, 1 h,
dann MeNH3, HATU, DIPEA, MeCN, rt, 70 min, 95 %. iii 4-Formylphenylboronsaure, Pd(dppf)Clz, K3POs,

1,4-Dioxan/H20 5:1, 130 °C, uw, 120 min. iv Aldehyd 2, Ameisensaure, MeCN, 80 °C, ovn, 36 % liber zwei
Schritte. v4 N HCl in 1,4-Dioxan, rt, 2 h, 73 %. vi Acryloylchlorid, DIPEA, THF, rt, 2 h, 49 %.
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Durch Verldngerung der Reaktionszeit auf zwei Stunden konnte der Umsatz der Suzuki-
Kupplung gesteigert werden, wenn auch kein voller Umsatz erzielt werden konnte. Das
zuriickgebliebene Edukt konnte zudem erst nach der folgenden reduktiven Aminierung unter
Leuckart-Wallach-Bedingungen entfernt werden, wodurch sich eine Gesamtausbeute von
36 % Uber beide Schritte ergab. Schlielich konnte das gewilinschte Produkt 59 iiber saure
Entschiitzung sowie Einbringung des Acrylamid-Michaelakzeptors erhalten werden. Dieses
wurde wiederum biochemisch charakterisiert, um den Einfluss der vorgenommenen Modi-

fikationen genauer zu untersuchen.

Tabelle 13. Biochemische Charakterisierung der dargestellten Verbindung 59 durch Bestimmung der
ICso-Werte durch den HTRF® KinEASE™-Assay.*

R1 R! R2 AKRt1WT ICso [uM]
N
4 N
58b Ny I\/:I\j\’, 2,6+0,5
[
59 \© HN 1,6+0,5
Borussertib 0,0008 £ 0,0003

Es wurde deutlich, dass die vorgenommenen Modifikationen zu einer Steigerung der
inhibitorischen Aktivitdt von 59 im Vergleich zu 58b fiihrten, was den positiven Beitrag des
Phenylsubstituenten unterstrich, wenngleich die Potenz verglichen mit anderen CAAIs wie
Borussertib ebenfalls deutlich geringer war. Es ist jedoch zu berticksichtigen, dass sich die
zweite vorgenommene Modifikation unter Umstidnden negativ auf die Potenz des Inhibitors
ausgewirkt haben konnte. Der Austausch des Methylpiperazins zu dem deutlich kleineren
Methylamin kénnte deshalb beungilinstigt sein, da der kleine Substituent deutlich weniger
Wasser verdrangen kann und somit der entropische Anteil der Bindungsenergie im Vergleich
zum Methylpiperazin 58b verringert ist. Dennoch konnte mit der Struktur-basierten Entwick-
lung von 59 ausgehend von 58b gezeigt werden, dass die Benzamin-basierten Inhibitoren ein
grofdes Potential fiir die Entwicklung oral-bioverfiigbarer CAAls bieten, da diese ein neuartiges,
chemisch leicht modifizierbares Grundgeriist aufweisen, tiber welches in weiterfithrenden
Entwicklungszyklen potente Inhibitoren mit einem besseren PK-Profil erhalten werden

konnten.

* Die ICso-Messungen wurden von M. Sc. Jorn Weisner, TU Dortmund, durchgefiihrt.
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3.4.3. Struktur-basierte Hybridisierung

Das Konzept des scaffold hopping wurde in einem weiteren Ansatz aus der einer Uberlagerung
der Rontgen-Kristallstrukturen von Miransertib und Borussertib angewendet (Abb. 25A und
25C). Es wurde deutlich, dass das 1,6-Naphthyridinon-Grundgeriist von Borussertib ideal mit
dem Imidazopyridin-Grundgeriist von Miransertib lberlappte. Davon inspiriert wurden
Hybridmolekiile konzipiert, in denen das Imidazopyridin-Grundgeriist von Miransertib mit
dem Benzo[d]imidazolon-Grundgeriist von Borussertib verkniipft wurde (Abb. 25B und 25D).
Mithilfe dieser Struktur-basierten Hybridisierung sollten die hervorragenden pharmakodyna-
mischen Eigenschaften eines CAAls mit den guten pharmakokinetischen Eigenschaften des

klinischen Kandidaten Miransertib kombiniert werden, um somit Hybridmolekiile mit mog-

lichst bevorzugtem PK- und PD-Profil zu erhalten.

Abbildung 25. Struktur-basiertes Design der Hybridisierung von Borussertib und Miransertib. A/C Die
Uberlagerung der Komplex-Strukturen von Borussertib (PDB: 6HHF) und Miransertib (unpubliziert)¥
zeigt die Uberlappung des 1,6-Naphthyridinon-Grungeriist von Borussertib mit dem Imidazopyridin-
Grundgeriist von Miransertib. B/D Modell und Struktur des Hybridmolekiils 65.

Im Rahmen einer Masterarbeit konnte eine Syntheseroute entwickelt werden, mit deren Hilfe
die Darstellung einer Serie von Hybridmolekilen mit unterschiedlichem Substitutionsmuster

in 5-Position des Imidazopyridins bewerkstelligt werden konnte.17? Eine Auswahl der darge-

stellten Verbindungen und deren Aktivitaten ist in Abbildung 26 dargestellt.

V Kristallisation und Verfeinerung der Kristallstrukturen wurden von M. Sc. Ina Landel und Dr. Matthias
Miiller, TU Dortmund, durchgefiihrt.

“ Die Synthese und Evaluation der Hybridmolekiile erfolgte im Rahmen der Masterarbeit von M. Sc. Sven
Brandherm, TU Dortmund.79
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H,N >—NH >\-—N
65 66 67 68
Akt1Wt IC50 [NM] 1,9£0,2 1,1+0,1 24+£03 212+28

AKt1E17KICs [NM] 1214+£28,9 355+08  225+79 1195 + 107

Abbildung 26. Im Rahmen einer Masterarbeit dargestellte Hybridmolekiile basierend auf dem Struktur-
basiertem Design der Hybridisierung von Borussertib und Miransertib. Es erfolgte eine biochemische
Charakterisierung hinsichtlich der inhibitorischen Aktivitdt gegeniiber Akt1"t und der Aktivierungs-

mutante Akt1E17K 1799

Die Hybridmolekiile wurden in einem aktivitatsbasierten Assay hinsichtlich ihrer inhibito-
rischen Aktivitat iiberpriift. Hierbei wurde nicht nur die Potenz gegeniiber Akt1vt, sondern
auch gegeniiber der Aktivierungsmutante Akt1E17K untersucht, da Miransertib in Patienten-
gruppen mit dieser relevanten Mutation klinisch evaluiert wird.108 Die biochemische
Charakterisierung des Akt1wt zeigte, dass der Struktur-basierte Hybridisierungsansatz erfolg-
reich war, da alle dargestellten Verbindungen eine nanomolare Potenz aufwiesen und somit in
derselben Grofienordnung wie die Referenzverbindungen Borussertib (0,9 nM) und Miran-
sertib (1,3 nM) lagen.17 Dariiber hinaus wurden polare Substituenten in para-Position des
Aromaten in 5-Position toleriert oder wirkten sich wie bei Anilin-Derivat 66 oder Amino-
pyridin-Derivat 67 sogar positiv auf die inhibitorische Aktivitit aus. Interessanterweise
bewirkte eine Methylierung am Acetamid von 68, das somit ein Analogon zu dem Zweit-
generations-Inhibitor Arq751 darstellte, einen etwa 10-fachen Aktivitatsverlust. Von enormer
Bedeutung ist zudem das Aktivitatsprofil gegeniiber der Aktivierungsmutante Akt1E17K, In
dieser klinisch relevanten Mutante hat der Austausch der sauren Aminosaure Glutamat zur
basischen Aminosdure Lysin eine Ladungsumkehr zur Folge, die eine Ladungsrepulsion
zwischen PH- und Kinasedomane bewirkt, sodass das Gleichgewicht zwischen offener PH-out-
und geschlossener PH-in-Konformation auf die Seite der aktiven PH-out-Konformation ver-
schoben wird. Es ist daher offensichtlich, dass fiir allosterische Liganden, die an die Kinase im
inaktiven PH-in Zustand binden, ein Aktivitatsverlust zu erwarten war.180 Bei Betrachtung der
CAAIs fiel auf, dass durch den irreversiblen Bindungsmodus der Aktivitatsverlust ein Stiick

weit kompensiert werden konnte, wie insbesondere Verbindung 67 zeigte.

“ Die Synthese und Evaluation der Hybridmolekiile erfolgte im Rahmen der Masterarbeit von M. Sc. Sven
Brandherm, TU Dortmund.!79
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Die Rontgenstrukturanalyse einiger Derivate in Akt1vt zeigte, dass die zusatzliche Besetzung
der Bindetasche durch Substituenten in 5-Position urséchlich fiir die hohe Potenz der Inhi-
bitoren sein konnte und dartiiber hinaus attraktive Wechselwirkungen der polaren Gruppe in
para-Position dieses Aryls mit dem Proteinriickgrat bestehen.17® Inwiefern sich die Anderung
des Grundgertists auf das pharmakokinetische Profil ausgewirkt hat, wurde zudem analog zu
Kapitel 3.4.1. eine in vitro PK-Profilierung durchgefiihrt. Es zeigte sich in Summe trotz beste-
hender geringer Loslichkeit ein besseres PK-Profil im Vergleich zu den 1,6-Naphthyridinon-
basierten CAAls, da die Imidazopyridin-basierten Hybridmolekiile eine verbesserte Permea-
bilitdt aufwiesen und dariiber hinaus weniger anfillig gegeniiber eines aktiven Effluxes im
Caco2-Assay zu sein schienen.!7? Insgesamt unterstreichen diese Ergebnisse, dass die durch
Hybridisierung neu erhaltenen Imidazopyridin-basierten CAAls neuartige Molekiilklasse mit
grofem Potenzial darstellen, die durch gezielte Optimierung sowie Verkleinerung zu oral-

bioverfiigbaren Akt-Inhibitoren weiterentwickelt werden konnten.
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3.5. Entwicklung molekularer Akt-Sonden

Wie in Kapitel 1.3. beschrieben, iibernimmt die Proteinkinase Akt Funktionen in der Signal-
transduktion der Zelle, die weit iiber die Enzymaktivitit hinausgehen. Es konnte bereits
gezeigt werden, dass von Akt offenbar Kinase-unabhdngige, aber Konformations-abhangige
Uberlebenssignale ausgehen kénnen. Auch in der in Kapitel 3.3.5. dargestellten zelluliren
Evaluation konnten signifikante Unterschiede zwischen ATP-kompetitiven und allosterischen
Inhibitoren hinsichtlich ihres Einflusses auf die Zellviabilitat festgestellt werden, die ein
weiteres Indiz fiir Konformations-abhangige Funktionen darstellen. Um diese tiefergehend
untersuchen zu koénnen, sind die kovalent-allosterischen Sondenmolekiile hervorragend ge-
eignet, da sie die inaktive PH-in-Konformation irreversibel stabilisieren. Aus diesem Grund
sollten die CAAIs auf Grundlage von Borussertib zu funktionalen Sondenmolekiilen weiter-
entwicklet werden, um in einer sogenannten Aktivitats-basierten Protein-Profilierung (ABBP)
das Interaktom von Akt studieren zu kdnnen.181-162

Solche Sonden zeichnet neben einer warhead-Gruppe zur kovalenten Modifikation Reporter-
gruppen mit funktionalen Eigenschaften wie Fluorophore, Affinitdts-Tags oder Proteasom-
rekrutierende Gruppen aus (Abb. 27). Durch Fluorophor-Markierung ist es moglich, In-Gel-
Fluoroszenz und Lokalisationsstudien durchzufithren, wahrend mit Affinitats-Tags sowie
photo-induzierbare Gruppen zur molekularen Quervernetzung pull-down-Experimente er-
moglicht werden, um Bindungs- und Interaktionpartner identifizieren zu konnen.183-185 Ver-
schiedene Reportergruppen erlauben zudem eine Rektrutierung zum Proteasom, um so einen
proteolytischen Abbau und damit einen Sonden-induzierten knock-down des Proteins zu er-
moglichen.186 Mithilfe solcher Sonden ist es nicht nur interessant, die Konformations-abhan-
gigen Mechanismen von Akt zu untersuchen, sondern auch die unterschiedlichen Funktiona-
litaten der Akt-Isoformen zu studieren. Um eine molekulare Akt-Sonde méglichst funktional zu
gestalten, sollten diese Reportergruppen nicht direkt eingefiihrt, sondern eine chemisch
modifizierbare Alkin-Gruppe eingebracht werden. Diese erlaubt eine flexible in situ-Ver-
kniifung des gewiinschten Reporters iiber eine bioorthogonale, Kupfer-katalysierte Alkin-
Azid-Cycloaddition (CuAAC).187 Bei Einbringung einer solchen funktionellen Gruppe ist es von
hoher Bedeutung, dass diese Losungsmittel-exponiert positioniert wird, um die Modifikation
mit den Reporter sterisch zu ermdéglichen. Auf Grundlage der gewonnenen Strukturinfor-
mationen und Kenntnissen iiber die SAR der CAAls wurden solche funktionellen Sonden

entworfen und synthetisiert.
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Abbildung 27. Funktionale Sonden fiir die Proteinkinase Akt erlauben verschiedene Moglichkeiten,
dessen Interaktom untersuchen zu konnen. Eine Fluorophor-Markierung erlaubt die Analyse durch In-
Gel-Fluoreszenz und Lokalisationsstudien. Gleichermaf3en konnen mit Hilfe von Sonden iiber Affinitats-
vermittelnde oder Licht-induzierbare Gruppen pull-down-Experimente vorgenommen werden. Weiter-
hin kdnnen Isoform-selektive Funktionen untersucht werden oder iiber Proteasom-rekrutierende
Gruppen ein knock-down induziert werden.

Das Design der molekularen Akt-Sonden erfolgte auf Grundlage der Kristallstruktur der Kinase
in Komplex mit Borussertib (Abb.28). Aus der Strukturanalyse gingen zwei mogliche
Positionen hervor, die potenziell eine Losungsmittel-exponierte Einbringung der Alkin-Funk-
tionalitdt ermdglichen. Zum einen offenbarte sich eine Méglichkeit, in 7-Position des 1,6-Naph-
thyridinons eine zugangliche Alkin-Gruppe einzufiigen. Zum anderen kdnnte am Benzo[d]-
imidazolon der Acrylamid-Michaelakzeptor so modifiziert werden, dass durch Verlangerung

des Acrylamids die Alkin-Gruppe Losungsmittel-exponiert eingebracht wird.

Click-
NH Reaktion

Abbildung 28. Struktur ba51ertes Design moglicher der Akt-Sondenmolekiile. Als mogliche
Losungsmittel-exponierte Position kamen die 7-Position des 1,6-Naphthyridinon und eine Verldngerung
des Michael-Akzeptors infrage.
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Auf Grundlage dieses Design-Ansatzes wurde im Rahmen einer Masterarbeit die fiir
Borussertib bestehende Syntheseroute dahingehend verandert, dass durch Verlangerung des
Michael-Akzeptorsystems zwei Alkin-tragende Sondenmolekiile mit unterschiedlicher Linker-
lange dargestellt werden konnten (Abb. 29).188* Die biochemische Charakterisierung der
Sondenmolekiile 69a (0,7 nM) und 69b (0,4 nM) machte deutlich, dass diese die Proteinkinase
mit [Cso-Werten im subnanomolaren Bereich inhibierten und somit eine vergleichbare
inhibitorische Potenz zu Borussertib (0,8 nM) aufwiesen. Damit konnte die aus dem struktu-
rellen Design identifizierte Position am Michaelakzeptor insofern als geeignet fiir eine
erweiterte Modifikation mit den Alkin-Reportergruppen angenommen werden, als dass sie

gentigend sterischen Raum bietet, um die Ligandenbindung nicht negativ zu beeinflussen.
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Abbildung 29. Im Rahmen einer Masterarbeit dargestellte Sondenmolekiile 69a und 69b. Es erfolgte
eine biochemische und kinetische Charakterisierung hinsichtlich der inhibitorischen Aktivitat gegen-

iiber Akt1wt, 188*

Bei Betrachtung des kinetischen Profils der dargestellten Fumaramid-Derivate fiel allerdings
auf, dass die kovalente Bindungsbildung zu einem der beiden adressierten Cysteine bedeutsam
langsamer verlief, was anhand der kleineren Reaktionsgeschwindigkeit kinac: aller dieser
Derivate deutlich wurde (69b: 0,055 min'!, Borussertib: 0,111 min't). Ursdchlich hierfiir
konnte sein, dass Elektron-defiziente Olefine wie diese Fumarate bzw Fumaramide zwar als
dufderst reaktiv beschrieben sind, jedoch einen kovalent-reversiblen Charakter aufweisen
konnen.!89 Neben der biochemischen Charakterisierung konnte die Reportermodifizierung der
Sonden 69a und 69b iiber in situ-CuAAC durch Verwendung eines Systems aus Kupfersulfat
als Katalysator, Tris(carboxyethyl)phosphin (TCEP) als Redutionsmittel und Tris[(1-benzyl-
1H-1,2,3-triazol-4-yl)methyl]amin (TBTA) als Redox-Stabilisator etabliert werden.188 190.* Um
die funktionelle Vielfalt der Sonden zu unterstreichen, wurde darauf aufbauend in einem

kompetitiven Ansatz die Irreversibilitdt der CAAls untersucht (Abb. 30).

* Die Synthese der Sondenmolekiile, die biochemische Charakterisierung sowie die Etablierung der in
situ-CuAAC entstand im Rahmen der Masterarbeit von M. Sc. Marius Lindemann, TU Dortmund.188
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Hierzu wurde Akt zunachst mit Borussertib in verschiedenen Konzentrationen inkubiert,
woraufhin in einem zweiten Schritt die Markierung der Kinase mit 69b erfolgte. Es konnte
beobachtet werden, dass auch bei einem maximalen Uberschuss von 5 Aq. keine vollstindige
Modifikation stattgefunden hat, da fiir alle Proben eine In-Gel-Fluoreszenz auf Hohe der Akt-
Bande beobachtet werden konnte. Dennoch war als Trend zu erkennen, dass die steigende
Konzentration an Borussertib in einer Abnahme in der Fluoreszenz-Intensitit resultierte.
Durch den irreversiblen Inhibitionsmechanismus von Borussertib konnte folglich nur solches
Protein Fluoreszenz-markiert werden, welches nicht zuvor kovalent von Borussertib modi-
fiziert wurde, sodass die Fluoreszenz-Intensitat mit der Effizienz der kovalenten Bindungs-

bildung von Borussertib korrelierte.

__4 _4
Akt - + + + + + + + -+ + 4+ + o+ + +
Borussertib[Aq] - - 01 02 05 2 5 - - - 010205 2 5 -
6% - + + + + + + + -+ + 4+ + + + +
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Abbildung 30. Kompetitive Untersuchung der Irreversibilitit von Borussertib mithilfe der molekularen
Akt-Sonde 69b. Akt1 (10 pM) wurde zunichst fiir eine Stunde bei rt koinkubiert, woraufhin schrittweise
zundchst 69b und daraufhin CuSOs+ (0,5 mM), TCEP (0,5 mM) sowie TBTA (50 uM) hinzugegeben
wurden und tber ein 12 %-iges SDS-Gel getrennt wurden. Linkes Gel: Fluoreszenz-Aufnahme bei einer
Anregungswellenlange von 565 nm. Rechtes Gel: Coomassie-Brilliant-Blau-Farbung. M: Protein-Grofien-
standard PageRuler™ Plus Prestained Protein Ladder 10-250 kDa von ThermoScientific.

Um diesen Effekt besser quantifizieren zu kdnnen, wurde die Fluoreszenz-Intensitat iiber die
Intensitat der Fluoreszenz ohne Borussertib-Zugabe (Abb. 30, Bahn 7) normiert und gegen die
Aquivalente an Borussertib aufgetragen (Abb. 31). Mit Ausnahme der Fluoreszenz-Intensitit
bei 0.2 Aq., die als Ausreifier zu werten ist, konnte mit steigenden Aquivalenten an Borussertib
eine Abnahme der Fluoreszenz-Intensitit beobachtet werden. Auch wenn weitere Opti-
mierungen hinsichtlich Reaktionszeit und -bedingungen notig sind, um eine bessere Sensi-
tivitdt und Genauigkeit zu erlangen, machte dieses Experiment das enorme Potenzial der dar-
gestellten Sondenmolekiile deutlich, da diese chemoselektiv iiber eine in situ-CuAAC mit
Reportergruppen versehen werden konnen und mit deren Hilfe nicht nur qualitative, sondern
auch quantitative Untersuchungen hinsichtlich der Biologie der Proteinkinase Akt vorge-

nommen werden kénnen.
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Abbildung 31. Auftragung der mit Image | ermittelten relativen Fluoreszenz-Intensititen gegen die
Aquivalente an Borussertib aus dem kompetitiven In-Gel-Fluoreszenz-Versuch in Akt1.
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3.5.1. Isoform-selektive Akt-Sondenmolekiile

Die Sondenmolekiile 69a und 69b zeigten neben einer hohen biochemischen Potenz eine
breite Funktionalitdt, da liber die bioorthogonale CuAAC verschiedenste Reportergruppen in
situ eingebracht werden kénnen. Damit stellen diese Sonden ein wertvolles Werkzeug fur die
weitere Erforschung der Kinase-unabhidngigen Mechanismen sowie des Konformations-
abhingigen Interaktoms von Akt dar. Gleichzeitig erdffnet sich hiermit der Raum fiir die
Untersuchung weiterer interessanter wissenschaftlicher Fragestellungen. Im Falle von Akt ist
hierbei insbesondere die Funktion der drei Isoformen von Bedeutung. Mit Ausnahme der
wenig konservierten Linkerregion zwischen PH- und Kinasedoméne weisen diese drei Iso-
formen eine Sequenzidentitit von 80 % und eine hochkonservierte Struktur auf.!°* Dennoch
konnte in vorangegangenen Studien bereits gezeigt werden, dass diese Isoformen eine Vielzahl
nicht-redundanter Funktionen sowie Unterschiede in der Lokalisation aufweisen.#0 Wahrend
Akt1 mit Prozessen der Zellproliferation und -wachstum in Verbindung gebracht wird, wird
Akt2 mit der Glukose-Homoostase assoziiert, wohingegen Akt3 die neuronale Entwicklung

beeinflusst (Abb. 32).192-194
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Abbildung 32. Die drei Isoformen der Proteinkinase Akt weisen sowohl redundante als auch nicht-
redundante Funktionen auf. Zur Untersuchung dieser Funktionen eignen sich insbesondere Isoform-
selektive Akt-Sondenmolekiile (Darstellung angelehnt an GONZALEZ et al.).40

Neuronale
Entw

Zum tiefergehenden Verstandnis dieser Funktionen ist die gezielte und selektive Pertubation
der Isozyme iiber molekulare Sondern ein vielversprechendes Mitte. Wahrend fiir Borussertib
eine dquipotente Inhibition aller drei Isoformen aufwies, konnte im Rahmen der Kinase-
profilierung gezeigt werden, dass Anderungen in der chemischen Struktur durchaus auf die
Selektivitdt Einfluss nehmen kénnen, da hier signifikante Unterschiede in der inhibitorischen
Potenz gegeniiber den Isoformen festgestellt werden konnten (Kapitel 3.3.3.). Diese Tatsache
motivierte daher die Entwicklung Isoform-selektiver CAAls. Die Firma Merck Sharp & Dome
verodffentlichte verschiedene Derivate mit Pyrazinon- und Chinoxalin-Grundgeriist anstelle des
in Borussertib befindlichen 1,6-Naphthyridinon-Elements. Uber verschiedene Substitutions-
muster konnten dabei unterschiedliche Selektivitatsprofile erhalten wurden.?% 195 Eine
Sequenzanalyse gab Aufschliisse iiber feine Unterschiede in den addressierten Bereich der

Bindetasche, die diesen Effekt bewirken konnten (Abb. 33).
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Abbildung 33. Eine Sequenz-Uberlagerung der drei Akt-Isoformen offenbarte Unterschiede in Be-
reichen der allosterischen Bindetasche.” Fiir allosterische Interdominen-Inhibitoren konnte iiber die
gezielte Adressierung dieser Bereiche Selektivitdt generiert werden.

Auf dieser Grundlage sollte untersucht werden, inwiefern sich diese interessanten Selek-
tivitats-Profile der von LINDSLEY et al. publizierten Sondenmolekiile liber einen kovalent-
allosterischen Inhibitions-Mechanismus bestatigen oder gar optimieren lassen. Dazu wurde im
Rahmen einer Masterarbeit eine neue Syntheseroute entwickelt, die die Darstellung von
potenziellen CAAIs mit neuartigen Grundgeriisten und Substitutionsmustern erlaubt und eine
effiziente Derivatisierung in diesem Molekiilteil méglich macht.%4 196" Es enstand dabei unter
anderem eine Serie von Chinoxalin- und Pyrazinon-Derivaten, bei denen ein variierendes
Substitutionsmuster deutliche Unterschiede im Selektionsprofil bewirkten (Abb. 34). So
wiesen 70 und 71 eine nanomolare Aktivitit gegeniiber Aktl auf, wahrend diese gegeniiber

der anderen beiden Isoformen eine deutlich geringere Potenz zeigten.
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70 71 72 73
Akt1IC5 [nM]  15:8 39+5 1140 + 576 813+ 159
Akt2 IC5, [nM] 2536+ 1107 > 10.000 1199 5033+ 1061
Akt3 ICSO [nM] > 10.000 > 10.000 > 10.000 1277 + 233

Abbildung 34. Im Rahmen einer Masterarbeit entstandene Chinoxalin- und Pyrazon-Derivate zeigten
signifikante Unterschiede im Selektivititsprofil gegeniiber der Akt-Isoformen.196."

Y Die Sequenz-Analyse sowie die Derivatisierung wurde im Rahmen der Masterarbeit von M. Sc. Lena
Quambusch, TU Dortmund, durchgefiihrt.19
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Eindrucksvolle Unterschiede ergaben sich fiir Pyrazinon-Derivat 72, welches eine Selektivitat
gegeniiber der Akt2-Isoform aufwies. Es wurde also deutlich, dass liber sterisch anspruchs-
volle Substitutienten in 3-Position die Selektivitit gegeniiber der Isoformen mafdgeblich
beeinflusst werden konnte. Dies wurde auch bei Betrachtung des Hydroxybenzyl-Derivats 73
deutlich, fiir welches eine mikromolare Aktivitdt (1277 nM) gegentiber der Akt3-Isoform
detektiert wurde. Insgesamt bestdtigten diese Ergebnisse der Isoform-Selektivitit die von
Merck Sharp & Dome dargestellten Trends, wobei der irreversible Inhibitionsmechanismus zu
einer deutlichen Aktivitatssteigerung fiihrte. Somit konnten erstmalig hochpotente kovalent-
allosterische Aktl- sowie Akt2-Inhibitoren mit herausragender Selektivitit identifiziert
werden, die bedeutsame Sondenmolekiile flir die Untersuchung der nicht-redundanden

Fuktionen der beiden Isoformen darstellen.
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3.6. HSD11B1-Inhibitoren fiir die Inmunoonkologie

3.6.1. Immunoonkologie

Die bereits beschriebenen Herausforderungen und Limitationen der Therapie mit ziel-
gerichteten Inhibitoren Tumor-treibender Onkogene verdeutlichen die Notwendigkeit der
Entwicklung neuer innovativer Behandlungsansatze, wie das Design kovalent-allosterischer
Akt-Inhibitoren unterstreicht. Eine weitere innovative Behandlungsstrategie beruht auf Unter-
suchungen der Mechanismen protektiver Tumorimmunitat. In ihrer Erweiterung der allge-
meinen Beschreibung des Tumor-Organisationsprinzips, den sogenannten ,hallmarks of
cancer”, definierten HANAHAN und WEINBERG als zentrales Merkmal von Tumorzellen, sich einer
Zerstorung durch das Immunsystem entziehen zu konnen.10 Seit Ende des 19. Jahrhunderts
gab es daher das Bestreben, dass korpereigene Immunsystem so zu stimulieren, dass die
Immunresistenz von Krebszellen umgangen werden kann.197

Fiir eine zielgerichtete und therapeutisch nutzbare Aktivierung von Immunzellen war jedoch
erst das zusammengetragene Verstindnis jahrzehntelanger Grundlagenforschung nétig, wie
ein Tumor der Immunantwort entkommt.198 Zum einen schiitten Tumorzellen parakrine
Mediatoren wie Adenosine, Prostaglanine oder TGF-f aus, die in der Tumor-Mikroumgebung
eine Immunsuppression hervorrufen.199-200 Zum anderen wird das bestehende Kommuni-
kationsnetzwerk aus aktivierenden und inhibierenden Rezeptor-Rezeptor-Wechselwirkungen
im Zell-Zell-Kontakt von Immunzelle und Krebszelle entscheidend gestort.201 So wurde eine
Herabregulierung des Expressionslevels vom MHC-Klasse-I-Komplex in einer Reihe von
Tumoren beobachtet.!98 Dieser Proteinkomplex dient der Antigen-Prasentation auf der
Zelloberflaiche und wechselwirkt unter anderem mit zytotoxischen T-Lymphozyten, indem
durch Erkennung korperfremder Antigene abberanter Zellen wie Krebszellen die T-Zellen
aktiviert werden.202 Die Verringerung der MHC-Klasse-I-Expression induziert somit in
Tumorzellen eine fehlerhafte Selbsttoleranz.203 Auf der anderen Seite kommt es auf der
Zelloberfliche von Krebszellen zu einer Uberexpression inhibierender T-Zellrezeptor-
Liganden, die entscheidend zur Maskierung des Tumors gegeniiber des adaptiven Immun-
systems beitragen. Diese wechselwirken mit sogenannten Immun-Checkpointrezeptoren wie
das zytotoxische T-Lymphozyten-assoziierte Protein 4 (CTLA-4) und das programmed cell
death-Protein 1 (PD-1), fiir deren Entdeckung und Charakterisierung ALLISON und HONJjO im

Jahr 2018 der Nobelpreis fiir Physiologie und Medizin zuerkannt wurde.204-205
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Abbildung 35. Schematische Darstellung der Rezeoptor-vermittelten Kommunikation zwischen
T-Lymphozyten und Krebszellen. CTLA-4 und PD-1 senden nach Wechselwirkung mit entsprechenden
Liganden auf der Tumorzelle ein inhibitorisches Signal aus. Verschiedene Antikérper-basierte CTLA-4-,
PD-1- und PD-L1-Inhibitoren sind in der Lage, diese Interaktion zu perturbieren und eine Immun-
reaktion zu induzieren.

Diese Immun-Checkpoints sind inhibitorische Schliisselspieler in der Regulation der physio-
logischen Immunantwort von T-Zellen und von entscheidener Bedeutung fir die
Aufrechterhaltung der Selbsttoleranz korpereigener Zellen.206 Krebszellen bedienen sich
dieser regulatorischen Struktur, indem sie Liganden dieser Rezeptoren iiberexprimieren, ein
gesteigertes inhibitorisches Signal in der T-Zelle induzieren und sich so gegeniiber einer
Immunreaktion maskieren.20? Diese Erkenntnisse waren Grundlage eines neuen Angriffs-
punkts der Prazisionsmedizin: Sogenannte Checkpoint-Inhibitoren, die die Interaktion zwi-
schen den T-Zellrezeptoren CTLA-4 und PD-1 mit den entsprechenden Oberfladchenrezeptoren
der Krebszelle unterbinden, sind in der Lage, diese Maskierung der Krebszelle aufzuheben und
die T-Lymphozyten-vermittelte Immunantwort gegeniiber des Tumors zu reaktivieren
(Abb. 35). Auf diesem Prinzip basierend wurden in den vergangenen zwei Jahrzehnten eine
Reihe von therapeutischen Antikoérpern gegen CTLA-4 (Ipilimumab, Tremelimumab), PD-1
(Nivolumab, Pembrolizumab) und den PD-1-Liganden PD-L1 (Atezolizumab, Durvalumab)
entwickelt und in tiber 2000 klinischen Studien evaluiert.208 Diese zeigten zum Teil bahn-
brechende Erfolge in der Behandlung verschiedener Tumore, insbesondere bei malignen
Melanomen, NSCLC oder Urothelialkarzinomen, und weckten daher grofde Hoffnungen.209

Allerdings blieben die Ansprechraten mit 15-40 % unter den Erwartungen.210
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Dies liegt vor allem in der hohen Heterogenitit sowie in einem noch ungeniigenden Ver-
stdndnis der molekularen, zelluldren und physiologischen Mechanismen der T-Zellaktivierung
sowie der Komplexitidt der Tumormikroumgebung begriindet.20 Dies hat zur Folge, dass die
Identifizierung robuster Biomarker schwierig ist und eine Reihe von Resistenzmechanismen
bestehen.2! So konnte fiir maligne Melanome eine phanotypische Plastizitat infolge einer T-
Zellaktivierung gezeigt werden, die eine Entziindungs-induzierte Dedifferenzierung des
Tumors und somit eine Immuntherapie-resistente Rezidivierung zur Folge hatte.212-213 Ein
tiefergehendes Verstandnis dieser Prozesse auf molekularer Ebene wird entscheidend dafir
sein, die Ansprechraten auf Immun-Checkpoint-Inhibitoren erhohen, pradiktive Biomarker
identifizieren und iiber den gezielten Einsatz von Kombinationstherapien Resistenzen

umgehen zu kénnen.214

3.6.2. Zielgerichtete Adressierung der 113-Hydroxysteroid-Dehydrogenase 1

In Kapitel 3.6.1. wurden die grofien Chancen, aber auch die Limitationen der Immun-
Checkpoint-Therapie beleuchtet. Ein wichtiger Aspekt diesbeziiglich sind rasch auftretende
Resistenzen gegen eingesetzte Therapeutika, sodass die Erforschung dieser Resistenz-
mechanismen von enormen Interesse fiir die Tumorforschung ist, um Maoglichkeiten zu
identifizieren, diese umgehen zu koénnen.2!! Ein Mechanismus, der die Resistenz gegen
Checkpoint-Inhibitoren zur Folge hat, ist die phanotypische Plastizitat, die sich als Reaktion auf
die T-Zellaktivierung entwickeln kann und eine Entziindungs-induzierte Dedifferenzierung
des Tumors bewirkt und so in einer Inmuntherapie-resistenten Rezidivierung resultiert.212-213
HOLZEL et al. untersuchte diesen Dedifferenzierungs-Prozess tiber RNA-Sequenzierung und
identifizierte signifikante Veranderungen des Transkriptoms als Reaktion auf eine Behandlung
mit Checkpoint-Therapeutika. Hier zeigte sich eine Aktivierung des Glucocorticoid-Stoft-
wechsels, die sich in einer erhohten Expression der 115-Hydroxysteroid-Dehydrogenase 1
(HSD11B1) aufderte.” Damit kommt diese Stoffwechsel-Aktivierung als potentieller negativer
Immun-Checkpoint infrage. Erste Untersuchungen mit dem Glycyrrhizinsaure-Derivat Carbe-
noxolon unterstreichen das Rational, die Immun-Checkpoint-Therapie mit der zielgerichteten
Inhibition von HSD11B1 zu kombinieren und so synergistische Effekte zu erzielen, indem die
Immunsensitivitat gegeniiber Checkpoint-Inhibitoren regeneriert wird. Um die Méglichkeiten
der Kombinationstherapie ausschépfen zu kénnen, wurden zundchst das Zielprotein sowie

vielversprechende Inhibitoren beleuchtet.

* Prof. Dr. Michael Holzel (Universitdtsklinikum Bonn), unpubliziert.
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Die HSD11B1 gehort zur Familie der Oxidoreduktasen und ist ein Schliisselspieler im
Glucocorticoid-Haushalt des Menschen, indem es die Nicotinamidadenindinukleotidphosphat
(NADPH)-abhangige Reduktion von Corticosteronen in 11-Position katalysiert, wie anhand der
Umsetzung des Steroidhormons Cortison zu Cortisol beispielhaft gezeigt (Abb. 36).215
HSD11B1 ist damit Teil eines Netzwerks von Enzymen, dass dafiir sorgt, dass der Gehalt an
diesen Glucocorticoiden zwischen niedrig-nanomolaren und mikromolaren Konzentrationen
variieren kann.216 Diese konnen iiber Steroid-Rezeptor-Komplexe die Genregulation von bis zu
2 % des menschlichen Genoms beeinflussen.2l? Es ist daher nicht iberraschend, dass
Fehlregulationen im Glucocorticoid-Stoffwechsel mit einer Vielzahl von Erkrankungen
assoziiert sind. So steht eine Uberaktivierung von HSD11B1 im Zusammenhang mit dem
sogenannten metabolischen Syndrom, welches mit Fettleibigkeit, Insulinresistenz, Typ-2-

Diabetes und kardiovaskularen Komplikationen einhergeht.218

oH  11B8-HSD1
NADPH NADP
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Abbildung 36. Die HSD11B1 katalysiert die NADPH-abhangige Reduktion von Cortison zu Cortisol.

Auf dieser Grundlage besteht ein grofdes Potential in der zielgerichteten Inhibition der
Oxidoreduktase, sodass eine Vielzahl von HSD11B1-Inhibitoren entwickelt wurde (Abb. 37).
Bereits Ende der 1980er Jahre konnte mit dem Naturstoff-Derivat Carbenoxolon ein Inhibitor
der HSD11B1 identifiziert werden, der jedoch eine eher moderate Aktivitit sowie geringe
Selektivitat aufwies. Infolgedessen resultierten zahlreiche Hochdurchsatz-Screenings und
Struktur-basierte Entwicklung von Wirkstoffen in einer Reihe niedermolekularer Inhibitoren,
darunter die Wirkstoff-Kandidaten BVT-3498 (Biovitrum), PF-915275 (Pfizer), MK-0736
(Merck Sharp & Dome) und AZD4017 (AstraZeneca), die jedoch allesamt aufgrund mangelnder
Wirksamkeit in der klinischen Studie zur Behandlung des metabolischen Syndroms oder von

Typ-2-Diabetes gescheitert sind.21?
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Abbildung 37. Ubersicht verschiedener HSD11B1-Inhibitoren.

SKI2852 ist ein HSD1B1-Inhibitor der neuesten Generation, der sich durch eine sehr hohe
Potenz sowie ein gutes pharmakokinetisches Profil auszeichnet.220 Um einen tieferen Einblick
in die Wirkungsweise dieses Inhibitors zu erhalten, wurde iiber ein Pharmakophor-basiertes
Docking, das auf der Kristallstruktur eines strukturverwandten Inhibitors in Komplex mit
HSD1B1 (PDB: 4BB5) beruht, der Bindungsmodus von SKI2852 untersucht (Abb. 38).221 Es
wurde deutlich, dass der Inhibitor einen Cortison-kompetitiven Inhibitionsmechanismus
aufweist, indem dieser im aktiven Zentrum des Enzyms in direkter Nahe zum Kofaktor NADPH
bindet. Eine zentrale Wechselwirkung konnte iiber das Amid-Element ausgemacht werden,
welches Wasserstoff-Briicken zu Ser170 und Tyr183 der katalytischen Triade (Ser170,
Tyr183, Lys187) ausbildet und damit ein Mimetikum zum im Cortison befindlichen Carbonyl-
Sauerstoff darstellt. Fiir das Pyridin-Grundgertist waren zudem aromatische Wechsel-
wirkungen mit Tyr177 zu beobachten. Dariliber hinaus besetzt der Adamantyl-Rest die soge-
nannte hydrophobe Tasche I, an deren Ende die Hydroxyl-Gruppe am Adamantan eine
Wasserstoff-Briicke zum Proteinriickgrat von Thr124 ausbildet. Die strukturelle Analyse gab
Anhaltspunkte fiir die hohe Potenz von SKI2852 als HSD11B1-Inhibitor. Unter Beriick-
sichtigung der zudem vielversprechenden pharmakokinetischen und Selektivitits-Eigen-
schaften stellte dieser Inhibitor somit eine spannende Modellverbindung dar, um mdgliche
Synergismus-Effekte in der Immun-Checkpoint-Therapie zu untersuchen. Hierzu war die Syn-

these ausreichender Mengen an Wirkstoff von Noten.
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Abbildung 38. Auf der Kristallstruktur eines strukturverwandten HSD11B1-Inhibitors in Komplex mit
dem Protein (PDB: 4BB5) beruhendes Pharmakophor-basiertes Docking. Es konnte mit LigandScout 4.3
ein moglicher Bindungsmodus von SKI2852 (weifd) generiert werden, der mittels PyMOL genauer
untersucht wurde.?21

3.6.3. Synthese von SKI12852

Fiir den HSD1B1-Inhibitor SKI2852 ist eine Syntheseroute literaturbekannt, die allerdings von
Startmaterialien ausgeht, die kommerziell nicht verfiigbar waren.222 Somit musste eine neue
Syntheseroute entwickelt werden, deren Grundlage zuniachst eine retrosynthetische Analyse
des Inhibitors voraussetzte (Schema 28). Darauf aufbauend sollte die 2-Fluoro-4-Methylsul-
fonylphenyl-Gruppe ausgehend vom korrespondierenden Arylbromid 75 tiber eine Buchwald-
Hartwig-Kupplung in 3-Methylpiperazin-Derivat 74 eingebracht werden. Dariiber hinaus
sollte das trans-4-Aminoadamantol 77 iiber eine Amidkupplung mit der Carbonséure-
Funktion des Pyridin-Derivates 76 dargestellt werden. Letztlich sollte das in 1-Position Boc-
geschiitzte (R)-3-Methylpiperazin 79 tliber eine nukleophile aromatische Substitution mit dem

kommerziell erhaltlichen Pyrimidin 78 umgesetzt werden.
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Schema 28. Retrosynthetische Analyse des HSD11B1-Inhibitors SKI2852.
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Grundsatzlich ist eine nukleophile aromatische Substitution von Chlor-substituierten Pyri-
midinen in 2-, 4- und 6-Position moglich, wobei die 4- und die 6-Position im Vergleich zur 2-
Position hinsichtlich ihrer Reaktivitat iberlegen sind.?23 Als Nukleophil wurde (R)-3-Methyl-
piperazin 79 verwendet, welches tiber das ungeschiitzte sekundidre Amin am Piperazin in 2-
Position des Chloropyrimidin-Derivates nukleophil angreifen konnte. Die moderate Reaktivitat
des 2-Chloropyrimidins sowie die geringe Nukleophilie des Piperazins machten neben dem
Einsatz einer starken organischen Base auch eine hohe Energiezufuhr notwendig, um einen
Substratumsatz zu erzielen. So konnte unter Refluxbedingungen in Acetonitril bei Zugabe von
DIPEA als Base nur eine spurenhafte Produktbildung in der LCMS-Analyse beobachtet werden
(Tab. 14, 14.1). Daher wurden harschere Bedingungen in Form einer Mikrowellen-unter-
stiitzten Reaktion gewahlt (14.2), die zu einer deutlichen Steigerung des Umsatzes fiihrten,

jedoch in relativ viele Nebenprodukte resultierten.

Tabelle 14. Nukleophile aromatische Substitution zur Darstellung des Pyrimidin-Derivates 103.

B
cl BN - ’\(,\ll\l N
Y\J)L NH : \,l\jf /\

79 80
# Reaktionsbedingungen Ausbeute
14.1 DIPEA, MeCN, reflux, ovn Spuren?
14.2 DIPEA, MeCN, 150 °C, pw, 90 min 36 %P

aiiber LCMS ermittelt. tisolierte Ausbeute.

Dies erschwerte die chromatographische Isolation des Produkts 80, was sich in der Aubeute
von 36 % wiederspiegelte. Eine weitere Optimierung der Reaktions- und Isolationsbedingun-
gen konnte zu hoheren Ausbeuten in der nukleophilen aromatischen Substitution fithren. Im
darauf folgendem Schritt wurde die freie Carbonsaure von 80 iiber eine Kupplungsreagenz-
vermittelte Amidierung mit trans-4-Aminoadamantol 77 verkniipft (Schema 29). Es zeigte sich

ein sauberer Reaktionsverlauf, auch wenn kein vollstandiger Umsatz erzielt werden konnte.

BOC‘N/\| BOC‘N/\|
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Schema 29. Amidkupplung und Entschiitzung zur Darstellung des Pyrimidin-Derivates 101. i HATU,
EDC- HC], DIPEA, DMF, rt, on, 51 %. ii 25 % TFA/DCM, rt, 1 h.
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Dies konnte darin begriindet sein, dass durch die Positionierung der Carbonsaure in 4-Position
eines m-Mangelaromaten die Reaktivitdt der Carbonsdure gegeniiber der Aktivierung durch
HATU und EDC erschwert und gleichermafien das nukleophile Amin durch den raumlichen
Anspruch des Adamantyl-Restes sterisch gehindert wurde. Dennoch konnte fiir Produkt 74
eine ordentliche Ausbeute von 51 % erreicht werden. Dieses konnte schliefdlich unter Ver-

wendung von TFA entschiitzt werden, sodass das Intermediat 101 erhalten wurde.
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Schema 30. Buchwald-Hartwig-Aminierung zur Darstellung des finalen Produkts SKI2852. Reaktions-
bedingungen: Pd(Ac0)z, XantPhos, CsCOs, Toluol, reflux, ovn, 69 %.

Im finalen Schritt der Synthese wurde die 2-Fluoro-4-Methylsulfonylphenyl-Gruppe als
korrespondierendes Bromid eingebracht (Schema 30). Eine geeignete Methode fiir die Bildung
von Arylaminen stellt die Buchwald-Hartwig-Kreuzkupplung dar, die Ubergangsmetall-
katalysiert die C-N-Verkniipfung von Arylhalogeniden mit Aminen erlaubt.22¢ Mithilfe dieser
Reaktion wurde ausgehend von Arylbromid 75 und Methylpiperazin 74 das finale Produkt
SKI2852 dargestellt.225 Die Reaktion verlief unter Verwendung von Palladium(II)acetat als
Katalysator, dem Liganden XantPhos sowie Caesiumcarbonat als Base mit einem hohen Umsatz
und einer guten Ausbeute von 69 %. Insgesamt konnte der HSD1B1-Inhibitor in einer linearen
Syntheseroute mit einer Gesamtausbeute von 13% iiber vier Syntheseschritte erhalten
werden. Damit konnten im Vergleich zur literaturbekannten Syntheseroute die Reaktions-
schritte von sechs auf vier Stufen verkiirzt werden, wahrend fiir die hier gezeigte Synthese
trotz einiger Optimierungsmoglichkeiten die Gesamtausbeute der beschriebenen Synthese-
strategie mit 16 % in einem vergleichbaren Rahmen lag.222 Die neu entwickelte Syntheseroute
stellte somit eine neuartige, effiziente Methode fiir die Darstellung von SKI2852 dar. Um die
Wirksamkeit des Inhibitors zu untersuchen, wurde dieser hinsichtlich der inhibitorischen

Potenz gegeniiber HSD11B1 genauer untersucht.
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3.6.4. invitro Evaluation von SKI2852

Zur in vitro Evaluation des dargestellten HSD11B1-Inhibitors SKI2852 wurde ein zellbasierter
Enzyme-linked Immunosorbent Assay (ELISA) durchgefiihrt, iiber welchen die Aktivitat der
HSD11B1 dartiber bestimmt werden konnte, dass die von HSD11B1 katalysierte Konversion
von 11-dehydro-Corticosteron zu Corticosteron untersucht wurde. Uber diesen Assay wurde
die Menge an gebildeten Corticosteron detektiert, wobei HSD11B1-exprimierende Zelllinien in
Mikrotiterplatten inkubiert werden, in deren Kavititen ein anti-Corticosteron-Antikérper
immobilisiert wurde, welcher das Produkt der enzymatischen Reaktion spezifisch bindet.
Durch Zugabe von biotinyliertem Corticosteron wird eine Kompetition von HSD11B1-
gebildeten und dem modifizierten Steroid bewirkt. Je weniger Antigen von den untersuchten
Zellen produziert wurde, desto mehr des kompetitiven modifizierten Corticosterons wird tiber
Antikorper-Bindung immobilisiert. Daraufthin wird das Streptavidin-gekoppelte Enzym HRP
(horseradish peroxidase) hinzugegeben, welches wiederum an das biotinylierte Antigen
assoziiert. Letztlich kann tiber eine HRP-katalysierte Farbreaktion der Anteil des biotinylierten
Antigens bestimmt werden, welcher umgekehrt proportional zur Menge an produziertem
Corticosteron ist. Auf diese Weise kann die Aktivitit von HSD11B1 sowie der Effekt von
Inhibitoren iiber Konzentrations-abhdngige Messungen in zelluldaren Systemen untersucht
werden. Es wurden die Inhibitoren Carbenoxolon und SKI2852 in zwei verschiedenen
relevanten Krebszelllinien untersucht. Hierbei handelte es sich um 7,12-Dimethylbenz-
anthrazen (DMBA)-induzierte, murine Melanomzelllinien, die unterschiedliche Expessions-
level von HSD11B1 enthalten.226-227 Wahrend die Primérzelllinie HCmel12 ein hohes Ex-
pressionslevel aufwies, zeichnete die Zelllinie CM/MtRet eine relativ geringe Expression des
Enzyms aus. Bei der Behandlung beider Zelllinien mit den jeweiligen HSD11B1-Inhibitoren
wurde eine konzentrationsabhingige Abnahme der Corticosteron-Konzentration beobachtet
(Abb. 39). Somit konnte bestatigt werden, dass beide Verbindungen in der Lage waren, die
Oxidoreduktase zu inhibieren. Dariiber hinaus konnte sowohl fiir die HCmel12- als auch fiir
die CM/MtRet-Zelllinie gezeigt werden, dass SKI2852 dem Glycyrrhizinsaure-Derivat Carbe-
noxolon hinsichtlich seiner inhibitorischen Potenz gegeniiber der HSD11B1 iiberlegen war. So
lag die halbmaximale inhibitorische Konzentration ECso fiir SKI2852 im einstelligen nano-
molaren Bereich fiir CM/MtRet sowie im dreistelligen nanomolaren Bereich fiir HCmel12,
wahrend fiir Carbenoxolon eine jeweils etwa zehnfach geringere Wirksamkeit festgestellt

werden konnte.
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Abbildung 39. in vitro-Evaluation der HSD11B1-Inhibitoren Carbenoxolon und SKI2852 in den Mela-
nomzelllinien HCmel12 und CM/MtRet iiber einen Corticosteron-basierten ELISA-Assay.*

Damit konnte die in der Literatur beschriebene, hervorragende Potenz von SKI2852 tiber die-
sen kompetitiven ELISA-Assay validiert werden. Die Unterschiede in der inhibitorischen
Aktivitait der beiden Zelllinien untereinander lieflen sich mit den unterschiedlichen
Expressionsleveln an HSD11B1 erkldren. So waren fiir den HSD11B1-hoch-exprimierenden
Stamm HCmel12 grofiere Konzentrationen an Inhibitor fiir einen inhibitorischen Effekt notig
als fiir die gering-exprimierende CM/MtRet-Zelllinie. Insgesamt konnte fiir den HSD11B1-
Inhibitor SKI2852 eine effiziente Syntheseroute entwickelt werden, die eine Zuganglichkeit
der Verbindung in ausreichend grofien Mengen sicherstellt. Die in vitro-Evaluierung von
SKI2852 in einem zellbasierten, kompetitiven ELISA-Assay konnte die dem Carbenoxolon
tiberlegende Potenz des Inhibitors eindrucksvoll bestatigen. Damit konnte der Grundstein fir
eine tiefergehende Untersuchung dieses vielversprechenden Kandidaten in Maus-Xenograft-
Modellen hinsichtlich méoglicher synergistischer Effekte mit einer Immun-Checkpoint-
Therapie gelegt werden, um zu testen, inwiefern die Regeneration der Immunsensitivitat, die
fiir Carbenoxolon bereits gezeigt werden konnte, durch eine gezieltere und potentere

Inhibition bestétigt oder gar verstarkt werden konnte.

¢ Der ELISA wurde von Daniel Hinze, Arbeitsgruppe Prof. Dr. Michael Holzel, Universitatsklinikum
Bonn, durchgefiihrt.
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4 Zusammenfassung und Ausblick

In dieser Dissertation stand die Proteinkinase Akt, die einen medizinisch relevanten
Schliisselspieler der zellularen Signaltransduktion darstellt, im Fokus zahlreicher Unter-
suchungen. Basierend auf der Entdeckung des CAAI Borussertib wurde zunachst dessen
Synthese dahingehend optimiert, dass diese die Darstellung des Inhibitors im Gramm-Maf3stab
erlaubte, um Substanz-intensive weiterfithrende Studien umsetzen zu konnen. Sowohl die
Syntheseroute als auch die Handhabung und Reinigung wurden an eine Durchfiihrung im
erweiterten Mafdstab angepasst. Der erfolgslimitierende Schritt stellte eine reduktive
Aminierung im Rahmen der konvergenten Synthesestrategie dar. Nach intensiver Optimierung
konnte eine Leuckart-Wallach-Reaktion als zielfiihrende Bedingung fiir diesen Reaktions-
schritt identifiziert werden, wenn auch weiterer Raum fiir Verbesserungen offen blieb. Auf
Grundlage des im Rahmen der medizinalchemischen Optimierung dargestellten Bausteins 69
konnte weiterfithrend die reduktive Aminierung in den letzten Schritt der Synthesestrategie
verschoben werden. Die deutlich polareren Eigenschaften von 69 im Vergleich zum Boc-
geschiitzten Analogon 2 wiirden die Loslichkeitseigenschaften verbessern, was sich positiv auf
den Reaktionsumsatz auswirken konnte. Zudem konnte der Einfluss verschiedener Metallsalze
wie Indium(III)chlorid auf den Reaktionserfolg untersucht werden, welches tiber eine in situ
Bildung von Indiumhydrid die Reduktion der Imin-Zwischenstufe fordern konnte.228 [n Summe
konnten 2 g der gewiinschten Verbindung iiber die optimierte Syntheseroute dargestellt
werden, die eine praklinische Charakterisierung ermdoglichte. In einer pharmakokinetischen
Profilierung von Borussertib konnte gezeigt werden, dass trotz einiger limitierender Eigen-
schaften wie geringer Loslichkeit und Permeabilitit sowie aktiven Efflux eine ordentliche
Bioverfiigharkeit bei intraperentonealer Applikation vorlag, sodass tiefergehende pharmako-
dynamische Untersuchungen ermdéglicht wurden. In KRas-ahangigen PDX-Modellen wurde
daraufhin der Effekt von Borussertib in Kombinationstherapie mit dem Mek-Inhibitor
Trametinib evaluiert. In einigen Modellsystemen konnte fiir die Dualtherapie eine Stabi-
lisierung oder ein teilweiser Riickgang des Tumors beobachtet werden, wahrend Mono-
therapien keinen Erfolg brachten. Damit konnte die in vivo Wirksamkeit des CAAI eindrucks-
voll validiert werden, was das hohe Potenzial dieser neuartigen Inhibitorklasse unterstreicht.
Gleichermafien qualifizieren diese Ergebnisse Borussertib damit flir eine Untersuchung in
tiefergehenden in vivo-Experimenten. Von besonderem Interesse ware hierbei die Weiter-
entwicklung von Borussertib zu einer radioaktiven Sonde, die den Einsatz in der bildgebenden

Positronen-Emissions-Tomographie (PET) erlaubt (Abb. 40).229-230
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Nach gezielter Einbringung eines radioaktiven Markers wie 18F ermoglicht eine solche
kovalent-allosterische PET-Sonde die Untersuchung unterschiedlicher Aspekte wie biolo-
gischer Verteilung, Metastasen-Visualisierung, Metabolismus- oder Biomarker-Studien. So
kénnten Tumore, in denen eine Akt-Uberexpression beobachtet wurde, mit Hilfe solcher

Sonden gezielt markiert und visualisiert werden.231-232

Abbildung 40. Borussertib kann tiber radioaktive Markierung mit 8F zu einer PET-Sonde entwickelt
werden.

Um eine weitere Entwicklung der CAAIs zu ermdglichen, wurden tiefere Einblicke in die
Struktur-Aktivitats-Beziehungen gewonnen. Dies gelang durch eine Struktur-basierte Deriva-
tisierung auf Grundlage auf der Komplexstruktur von Borussertib mit Akt. Es wurden verschie-
dene Benzo[d]imidazolon-Derivate mit hoher inhibitorischer Potenz dargestellt, die allerdings
hinsichtlich ihrer chemischen Diversifizierung streng limitiert waren. Daher wurden ver-
schiedene andere Phenylharnstoff-, Phenylamin und Phenylpiperazin-Grundgeriiste syn-
thetisiert und evaluiert, die den chemischen Raum fiir CAAls erweiterten. Uber Struktur-
analyse verschiedener Derivate in Komplex mit der Proteinkinase konnten verschiedene
Praferenzen fiir die kovalente Adressierung von Cys296 und Cys310 identifiziert werden,
deren mogliche strukturellen Ursachen tiber MD-Simulationen visualisiert werden konnten.
Um eine quantitative Aussage liber das Verhalntis der Modifikation dieser Cysteine durch die
verschiedenen Inhibitoren treffen zu kénnen, sind detailiertere MS/MS-Experimente notwen-
dig. Eine Moglichkeit ware hierbei die iTRAQ-Methode (isobaric Tags for Relative and Absoulute
Quantitation), bei der liber Isobarenmarkierung und anschliefRender MS/MS-Analyse eine
Quantifizierung der Modifikation von Cys296 oder Cys310 ermdoglicht wird.233 Eine zellulare
Charakterisierung der dargestellten Verbindungen zeigte fiir die kovalent-allosterischen Akt-
Inhibitoren, dass nahezu alle Derivate hinsichtlich ihrer Potenz gegentiber einer Reihe von
relevanten Krebszelllinien den klinischen Kandidaten Capivasertib, Ipatasertib und MK-2206
tiberlegen waren. Fiir die Benzo[d]imidazolon-Derivate 30a und 30b konnte eine im Vergleich
zu Borussertib gesteigerte zellulire Wirksamkeit detektiert werden, somit kleine Sub-
stitutionen sich positiv auf die zelluldre Aktivitat auswirken kénnen. Als besonders sensitiv
gegeniiber einer Inhibition der Proteinkinase Akt stellten sich die Brustkrebs-Zelllinien T47D
und ZR-75-1 heraus. Diese Zelllinien stellen somit ein attraktives System filir eine in vivo-
Evaluierung in Xenograft-Modellen dar, die vielversprechend hinsichtlich einer Sensitivitat

gegeniiber einer Monotherapie mit CAAls sind.
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Diese Modelle sollen im weiteren Verlauf dazu beitragen, robuste Biomarker zu identifizieren,
die pradiktiv fiir ein Ansprechen auf eine Therapie mit CAAls sind. Eine weitere in vitro-PK-
Studie der dargestellten Derivate zeigte Korrelationen mit den zuvor fiir Borussertib
identifizierten Limitationen hinsichtlich Loslichkeit, Permeabilitit und Absorption, dessen
Ursachen detailierter untersucht werden konnten. So konnte der Einfluss prominenter aktiver
Transporter wie der permeability glycoprotein (P-GP)-Transporter tiber Durchfiihrung des
Caco-2-Assays in Anwesenheit von P-GP-Inhibitoren. Da die Loslichkeits- und Permeabilitats-
eigenschaften wahrscheinlich mafdgeblich vom hydrophoben 1,6-Naphthyridinon-Grund-
geriist beeinflusst werden, wurde infolgedessen dieses iiber scaffold hopping in zwei ver-
schiedenen Ansitzen derivatisiert. In einem ersten Ansatz erfolgte ausgehend von dem
zentralen Brombenzol-basierten Baustein 55, der mittels Suzuki-Kupplungen effizient im
Rahmen einer Durchmusterung von verschiedenen Boronsduren zu einer Vielzahl von alter-
nativen Grundgeriisten umgesetzt wurde. Es wurden benzamidische Strukturen (58b, 59)
identifiziert, die weiterer Optimierung hinsichtlich ihrer Potenz bediirfen. So kénnte der zen-
trale Phenylbaustein durch ein Pyridin ersetzt werden, um mogliche positive Einfliisse des He-

teroaromaten analog zum Pyridin-Element im 1,6-Naphthyridinon zu untersuchen (Abb. 41).

58b 82
Abbildung 41. Mogliche Weiterentwicklung der aus dem scaffold hopping identifizierten Verbindung
58b zu Pyridin-Derivat 109.

In einem zweiten Struktur-basierten Ansatz wurde eine Hybridisierung von Borussertib und
Miransertib vorgenommen, indem das 1,6-Naphthyridinon-Grundgeriist durch das Imidazo-
pyridin-Grundgeriist ausgetauscht wurde. Hierbei entstanden hochpotente Hybridmolekiile,
die zwar eine geringe Loslichkeit aufwiesen, jedoch vielversprechende Resultate im PAMPA
und im Caco-2-Assay zeigten. Die Aryl-Substitution in 5-Position bei 55 resultierte in einer
deutlichen Reduktion des aktiven Efflux. Diese neuartigen Inhibitoren offenbaren damit ein
grofdes Potenzial, welches perspektivisch in in vivo-PK-Studien genauer beleuchtet werden
sollte. Weiterhin sollte eine gezielte Optimierung der Loslichkeit, beispielsweise durch

Verkleinerung der Molekiilstruktur, vorgenommen werden.
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Zur Untersuchung der Konformations-abhangigen Funktionen der Proteinkinase Akt wurden
dariiber hinaus funktionale Sonden in einem Struktur-basierten Ansatz entworfen und synthe-
tisiert. Die Funktionalitat dieser Sonden, das endstdndige Alkin iiber eine bioorthogonale
CuAAC in situ mit Reportergruppen versehen zu koénnen, konnte in In-Gel-Fluoreszenz-
Experimenten validiert werden. Diese Sondenmolekiile eréffnen den Raum fiir eine Vielzahl
moglicher chemisch-biologischer Untersuchungen der Proteinfunktionen von Akt. So konnte
tiber Pull-down-Experimente das Interaktom von Akt in der geschlossenen PH-in Konformation
genauer analysiert werden, indem tiber anschliefende MS/MS-Experimente potenzielle Bin-
dungspartner von Akt identifiziert werden kénnen. Dariiber hinaus ist ein Sonden-induzierter
knockdown der Proteinkinase durch Vermittlung des proteasomalen Abbaus iiber hydrophobe
Motive wie Adamantan oder andere charakterisierte Gruppen wie PROTACs (Von Hippel-
Lindau-Recruiting Proteolysis Targeting Chimeras) denkbar.23¢ Dariiber kdnnte beispielsweise
nach induzierten Abbau die protein turnover-Geschwindigkeit der Proteinkinase untersucht
werden, die entscheidenen Einfluss auf die Wirkdauer irreversibler Inhibitoren hat.235 Um
weiterhin auch die Isoform-spezifischen Eigenschaften untersuchen zu kénnen, konnten auf
Grundlage literaturbekannter Akt-Isoform-selektiver Inhibitoren neuartige CAAls mit einem
vielversprechendem Selektivitatsprofil dargestellt werden. Fiir tiefergehende Analysen der
nicht-redundanten Isoformen ist eine Ubertragung der Erkenntnisse aus der beschriebenen
Sondenentwicklung auf die dargestellten Isoform-selektiven Inhibitoren zukiinftig ein attrak-
tiver Anhaltspunkt. So ware die Darstellung Pyrazinon-basierter Akt1- beziehungsweise Akt2-
selektiver Sondenmolekiile denkbar, die eine tiefergehende Profilierung der Isoform-Spezifi-
taten erlauben wiirden (Schema 31). Im Rahmen dessen konnten zudem die fiir die
Sondenmolekiile 69a und 69b Elektron-defizienten Fumaramide durch alternative Elek-
tronen-reichere Michaelakzeptorsysteme ersetzt werden, beispielsweise durch Einfiihrung

der in den Verbindungen 83 und 84 gezeigten Butenamid-Derivate.
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Schema 31. Potenzielle Akt1- beziehungsweise Akt2-spezifische Sondenmolekiile basierend auf dem
Akt1-selektiven Inhibitor 71 und dem Akt2-selektiven Inhibitor 72.
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Um die Moglichkeiten der Regeneration der Immunsensitivitat von Checkpoint-Inhibitor-re-
sistenten Tumoren durch Inhibition der HSD11B1 genauer untersuchen zu kénnen, wurde fiir
den vielversprechenden HSD11B1-Inhibitor SKI2852 eine Syntheseroute entwickelt und eine
ausreichende Menge an Wirkstoff fiir eine Evaluation in einem zellbasierten ELISA-Assay dar-
gestellt. Die hohe Potenz dieses Inhibitors konnte im Vergleich zum Glycyrrhizinsaure-Derivat
Carbenoxolon eindrucksvoll belegt werden. Weiterfiihrend ist es nun notwendig, in geeigneten
Melanom-Xenograft-Modellen zu untersuchen, inwiefern durch zielgerichtete Inhibition von
HSD11B1 die tiber phanotypische Plastizitdt vermittelte Resistenz gegentiber der Checkpoint-
Immuntherapie umgangen werden kann und somit ein synergistischer Effekt entsteht, der als

Rational fiir eine Kombinationstherapie dient.23¢
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5 Kurzfassung

Krebs kommt aufgrund der stetig steigenden Anzahl an Neuerkrankungen und Todesfillen
eine immer grofier werdende Bedeutung in der Gesellschaft zu.! In jiingerer Vergangenheit
wurde die therapeutische Behandlung dieser Erkrankung durch den vielversprechenden
Ansatz der sogenannten Prazisionsmedizin revolutioniert. Die Onkologie erlebt einen Wandel
vom Einsatz klassischer unspezifischer Zytostatika hin zu einer Biomarker-adaptierten,
zielgerichteten Adressierung onkogener Zielstrukturen.3 Die Proteinkinase Akt stellt eine
dieser Zielstrukturen dar, die im Rahmen dieser Dissertation mithilfe kovalent-allosterischer
Akt-Inhibitoren (CAAls) adressiert wurde. Basierend auf der Entdeckung des CAAI Borussertib
wurde zundchst dessen Synthese dahingehend optimiert, dass diese die Darstellung des
Inhibitors im Gramm-Mafistab erlaubte, um Substanz-intensive weiterfithrende Studien
umsetzen zu konnen. Sowohl die Syntheseroute als auch die Handhabung und Reinigung
wurden an eine Durchfiihrung im erweiterten Mafdstab angepasst. Der erfolgslimitierende
Schritt stellte eine reduktive Aminierung im Rahmen der konvergenten Synthesestrategie dar.
Nach intensiver Optimierung konnte eine Leuckart-Wallach-Reaktion als zielfiihrende
Bedingung fiir diesen Reaktionsschritt identifiziert werden, wenn auch weiterer Raum fiir
Verbesserungen offen blieb. In Summe konnten 2 g der gewiinschten Verbindung iiber die
optimierte Syntheseroute dargestellt werden, die eine praklinische Charakterisierung
ermoglichte. In einer pharmakokinetischen Profilierung von Borussertib konnte gezeigt
werden, dass trotz einiger limitierender Eigenschaften wie geringer Loslichkeit und
Permeabilitdt sowie aktiven Efflux eine ordentliche Bioverfligbarkeit bei intraperentonealer
Applikation vorlag, sodass tiefergehende pharmakodynamische Untersuchungen ermoglicht
wurden. In KRas-ahdngigen PDX-Modellen wurde daraufhin der Effekt von Borussertib in
Kombinationstherapie mit dem Mek-Inhibitor Trametinib evaluiert. In einigen Modell-
systemen konnte fiir die Dualtherapie eine Stabilisierung oder ein teilweiser Riickgang des
Tumors beobachtet werden, wiahrend Monotherapien keinen Erfolg brachten. Damit konnte
die in vivo Wirksamkeit des CAAI eindrucksvoll validiert werden, was das hohe Potenzial dieser
neuartigen Inhibitorklasse unterstreicht.

Um eine weitere Entwicklung der CAAls zu ermdéglichen, wurden tiefere Einblicke in die
Struktur-Aktivitats-Beziehungen gewonnen. Dies gelang durch eine Struktur-basierte Deriva-
tisierung auf Grundlage auf der Komplexstruktur von Borussertib mit Akt. Es wurden verschie-
dene Benzo[d]imidazolon-Derivate mit hoher inhibitorischer Potenz dargestellt, die allerdings
hinsichtlich ihrer chemischen Diversifizierung streng limitiert waren. Daher wurden ver-
schiedene andere Phenylharnstoff-, Phenylamin und Phenylpiperazin-Grundgeriiste syn-

thetisiert und evaluiert, die den chemischen Raum fiir CAAIs erweiterten.
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Uber Strukturanalyse verschiedener Derivate in Komplex mit der Proteinkinase konnten
verschiedene Préferenzen fiir die kovalente Adressierung von Cys296 und Cys310 identifiziert
werden. Darliber hinaus zeigte zellulare Charakterisierung der dargestellten Verbindungen fiir
die kovalent-allosterischen Akt-Inhibitoren, dass nahezu alle Derivate hinsichtlich ihrer Potenz
gegeniiber einer Reihe von relevanten Krebszelllinien den klinischen Kandidaten Capivasertib,
Ipatasertib und MK-2206 iiberlegen waren. Fiir die Benzo[d]imidazolon-Derivate 30a und 30b
konnte eine im Vergleich zu Borussertib gesteigerte zellulare Wirksamkeit detektiert werden,
somit kleine Substitutionen sich positiv auf die zellulare Aktivitdt auswirken kénnen. Eine
weitere in vitro-PK-Studie der dargestellten Derivate zeigte Korrelationen mit den zuvor fiir
Borussertib identifizierten Limitationen hinsichtlich Loslichkeit, Permeabilitit und Absorp-
tion. Da die Loslichkeits- und Permeabilitatseigenschaften wahrscheinlich mafdgeblich vom
hydrophoben 1,6-Naphthyridinon-Grundgeriist beeinflusst werden, wurde infolgedessen
dieses Uber scaffold hopping in zwei verschiedenen Ansatzen derivatisiert.

Zur Untersuchung der Konformations-abhédngigen Funktionen der Proteinkinase Akt wurden
dariiber hinaus funktionale Sonden in einem Struktur-basierten Ansatz entworfen und synthe-
tisiert. Die Funktionalitat dieser Sonden, das endstdndige Alkin iiber eine bioorthogonale
CuAAC in situ mit Reportergruppen versehen zu konnen, konnte in In-Gel-Fluoreszenz-
Experimenten validiert werden. Um weiterhin auch die Isoform-spezifischen Eigenschaften
untersuchen zu konnen, konnten zudem auf Grundlage literaturbekannter Akt-Isoform-
selektiver Inhibitoren neuartige CAAIs mit einem vielversprechendem Selektivitatsprofil
dargestellt werden.

Um die Moglichkeiten der Regeneration der Immunsensitivitat von Checkpoint-Inhibitor-re-
sistenten Tumoren durch Inhibition der HSD11B1 genauer untersuchen zu kénnen, wurde fiir
den vielversprechenden HSD11B1-Inhibitor SKI2852 eine Syntheseroute entwickelt und eine
ausreichende Menge an Wirkstoff fiir eine Evaluation in einem zellbasierten ELISA-Assay dar-
gestellt. Die hohe Potenz dieses Inhibitors konnte im Vergleich zum Glycyrrhizinsaure-Derivat
Carbenoxolon eindrucksvoll belegt werden. Weiterfiithrend ist es nun notwendig, in geeigneten
Melanom-Xenograft-Modellen zu untersuchen, inwiefern durch zielgerichtete Inhibition von
HSD11B1 die iiber phdnotypische Plastizitat vermittelte Resistenz gegeniiber der Checkpoint-
Immuntherapie umgangen werden kann und somit ein synergistischer Effekt entsteht, der als

Rational fiir eine Kombinationstherapie dient.236
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6 Abstract

Given the increasing number of new cases and the fact that nowadays one of two Germans will
be faced with a diagnosis during lifetime, cancer takes on more and more increasing impor-
tance.2 However, since two decades of precision medicine revolutionized the treatment of
cancer: the therapy undergoes a change from classical therapeutic cytostatic agents to a
biomarker-driven treatment of oncogenic target structures.3 Even though, this novel thera-
peutic options increased survival rates and life quality of patients dramatically, a number of
limitations such as resistance mechanisms and a lack of robust predictive biomarkers still
restrict the success story of targeted therapy in cancer. Against this background, the
development of novel innovative strategies is essential to overcome these limiting factors.

As a key player in the PI3K/Akt/mTOR-pathway, the protein kinase Akt reflects the signi-
ficance of protein kinases in cellular processes. Alterations and dysregulation in this pathway
have been identified as disease drivers in solid tumors and are related to resistance against
chemo- and radiotherapy, rendering Akt a prominent drug target. The unique activation
mechanism of Akt involves a change of the relative orientation of its N-terminal pleckstrin
homology (PH) and the kinase domain and makes this kinase suitable for highly specific
allosteric modulation. In view of this, WEISNER and GONTLA et al.%¢ recently combined the
characteristics of allosteric Akt modulators with the beneficial properties of irreversible
inhibitors to result in covalent-allosteric Akt inhibitors (CAAls). The first-in-class CAAI
borussertib high selectivity and superior potency against the clinical candidate MK-2206.
Based on the high potential of this novel inhibitor class, it was necessary to further validate the
efficacy of this type of inhibitors in an in vivo proof-of-concept study. This required a robust
synthetic strategy suitable for compound scales that go beyond usually used scales in
academia. Within this work, the synthesis of borussertib was optimized regarding the
suitability of synthesis in bulk scale. A central reductive amination was identified to be the
limiting step of the synthetic route but could be dramatically improved by using the Leuckart-
Wallach reaction. Although there is still room for improvement, about 2 g of borussertib could
be synthesized with the developed synthetic strategy. With this in hand, an initial preclinical
evaluation was performed in mouse-xenograft models. Despite limiting characteristics of
borussertib with respect to its pharmacokinetic properties, a sufficient bioavailability could be
identified by intraperitoneal administration and enabled pharmacodynamics investigations. In
KRas-dependent xenograft-models (PDX), the effect of borussertib in combination therapy
with Mek inhibitor trametinib was evaluated and showed partial response and stable disease
in colorectal and pancreas carcinomas, while monotherapy led to progressive disease. These

results validated the in vivo efficacy and underlined the high potential of the CAAI borussertib.
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For further development of improved CAAls, deeper insights into the structure-activity
relationships were gained. Based on the crystal structure of borussertib in complex with Akt, a
structure-based design-driven synthesis led to novel inhibitors of high inhibitory potency.
Beside benzo[d]imidazolones that were restricted regarding chemical modifications,
phenylurea-, phenylamine- and phenylpiperazine-based structures could be identified as novel
scaffolds opened higher chemical space. The structural analysis of a set of novel inhibitors
revealed different preferences for the labeling of Cys296 or Cys310 which were further
investigated via MD simulations. A cellular evaluation of the novel inhibitors implied cellular
potency and identified the breast cancer cell lines T47D and ZR-75-1 as attractive systems for
further xenograft studies. In an in vitro PK-study of the synthesized derivatives, the pharma-
cokinetic limitations regarding solubility, permeability, and absorption were confirmed. Thus,
we replaced the hydrophobic 1,6-naphthyridinone scaffold using two different scaffold
hopping strategies. To further investigate the conformation-dependent functions of the protein
kinase Akt, functional probes on the basis of the gained structural information were developed.
These probes were functionalized with an alkyne group making them suitable for the in situ
introduction of reporter groups via bioorthogonal CuAAC reaction which was validated via In-
Gel fluorescence. The probe molecules are a useful chemical biology tool not only for
investigating conformation-dependent functions of Akt but also to further analyze the non-
redundant roles of the Akt isoforms in cellular processes. For this purpose, based on published
isoform-selective inhibitors we developed novel CAAls with an interesting selectivity profile.
By combining these isoform-selective inhibitors with the knowledge of Akt probe design,
deeper insights into isoform-specific functions could be gained in future work.

An additional novel modern strategy in cancer therapy is based on the treatment with immune
checkpoint inhibitors. The promising clinical results were limited by rapidly occurred
resistance mechanisms. One of these mechanisms is based on phenotypic plasticity as a
reaction to checkpoint inhibitor treatment leading to a loss of immune sensitivity. In order to
investigate the possibility of regeneration of the immune sensitivity in checkpoint inhibitor-
resistant tumors by inhibition of 11f-hydroxysteroid dehydrogenase 1, the HSD11B1-
inhibitor SKI2852 was synthesized and evaluated in a cell-based ELISA assay. High inhibitory
potency with superior characteristics in comparison to glycyrrhizic acid derivative carbe-
noxolone could be confirmed for this promising compound. Future experiments should be
performed in meaningful melanoma xenograft models to analyze if targeted inhibition of
HSD11B1 is able to overcome phenotypic plasticity-based resistance in combination therapy

with immune checkpoint inhibitors.236
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7 Experimenteller Teil

7.1. Organische Synthese

7.1.1. Allgemeine Anmerkungen

Alle Reagenzien und Losungsmittel wurden bei Acros, Activate Scientific, Alfa Aesar, Apollo
Scientific, Merck, Sigma-Aldrich, TCI Chemicals oder VWR gekauft und ohne weitere Reinigung
verwendet. Trockene Losungsmittel wurden als wasserfreie Reagenzien von kommerziellen
Anbietern bezogen. Hydrolyse- und Redox-sensitive Reaktionen wurden nach Ausheizen der
Glasapparaturen unter Argon-Schutzgasatmosphare durchgefiihrt. Fiir Mikrowellen-unter-
stiitzte Reaktionen wurden in einem Microwave 300 Reaktor der Firma Anton Paar verwendet.
Lyophylisierungen wurden an einer Gefriertrocknungsanlage Alpha 2-4 Dy der Firma Christ
vorgenommen.

1H und 13C NMR-Spektren wurden auf Bruker Avance DRX AV400 (400 MHz and 101 MHz),
AV500 (500 MHz and 125 MHz), AV600 (600 MHz and 151 MHz) und AV700 (700 MHz and
176 MHz) Spektrometern aufgenommen. !H chemische Verschiebungen sind in 6 ppm als
singulett (s), dublett (d), dublett vom dublett (dd), triplett (t), quartett (q), multiplett (m) oder
breites singulett (b) angegeben und beziehen sich auf den internen Standard fiir die
Losungsmittel CDCl3 (7.26), DMSO-ds (2.50) oder MeOD-d; (4.78, 3.34). Die Auswertung der
NMR-Spektren erfolgte tiber MestReNova (MestreLab Research, Version 6.0.2-5475).

Flir hochauflosende Massenspektrometrie (HRMS) ein Thermo LTQ Orbitrap hochauflésendes
Massenspektrometer der Firma Thermo Electron mit einem Accela HPLC-System und einer
Hypersil GOLD-Saule (Thermo Electron). LCMS (ESI-MS) Analysen wurden mit einem Agilent
HPLC-System (1100er Serie) mit CC 125/4 Nucleodur C18 gravity Saule (3 um) von Macherey-
Nagel verbunden mit einem Thermo Scientific Finnigan LCQ Advantage Max lonenfallen-
Massenspektrometer mit ESA Corona Detector. Die Auswertung erfolgte liber das Programm
Xcalibur (Thermo Scientific, Version 2.2). Analytische Diinnschicht-Chromatographie wurde
auf Merck 60 F254 Kieselgelplatten (Aluminium) durchgefiihrt. Diinnschicht-Chromato-
graphie-gekoppelte Massenspektrometrie erfolgte liber ein expressiont CMS-System mit Plate
Express der Firma Advion.

Die dargestellten Verbindungen wurden tiber Sdulenchromatographie an Kieselgel von VWR
(Partikelgrofie: 40-63 um) oder iiber ein Biotage Isolera One System mit Biichi Reveleris
Kieselgel-Kartuschen (4 g - 330 g) gereinigt. Die Isolierung liber praparative HPLC erfolgte mit
einem Agilent HPLC-System (1200er Serie) mit einer VP 125/21 Nucleodur C18 Saule
(Macherey-Nagel) mittels UV-Absorption bei 210 nm und 254 nm. Alle finalen Verbindungen

wiesen eine Reinheit von > 95 % auf.
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7.1.2. Allgemeine Synthesevorschriften

Allgemeine Synthesevorschrift A: Nitrierung von Benzo[d]imidazolon-Derivaten

1 Aq. des Benzo[d]imidazolons wurden bei 60 °C in 100 mL o-Xylol geriihrt. Daraufhin wurden
6 Aq. konzentrierter Salpetersdure (69 %) iiber einen Tropftrichter hinzugegeben und die
Reaktionsmischung wurde fiir zwei weitere Stunden erhitzt. Das Losungsmittel wurde
dekantiert und das zuriickgebliebene Rohprodukt mit MeOH gewaschen, woraufhin das reine

Produkt durch Filtration erhalten wurde.

Allgemeine Synthesevorschrift B: Selektive Boc-Schiitzung anilinischer Amine

1 Aq. des Amins wurde in 60 mL 10 %-iger wissriger Essigsdure gelost. 2 Aq. Boc,0 geldst in
10 mL 1,4-Dioxan wurden tropfenweise hinzugegeben und die Reaktionsmischung tiber Nacht
bei Raumtemperatur geriihrt. Die Reaktionsmischung wurde mittels 10 M NaOH basifiziert
und mit 10 % MeOH in DCM extrahiert. Die organischen Fraktionen wurden vereinigt, iiber
Na,S04 getrocknet und am Rotationsverdampfer eingeengt. Sdulenchromatographische

Isolierung (7 - 10 % MeOH in DCM + 1 % NH3) lieferte das gewiinsche Produkt.

Allgemeine Synthesevorschrift C: Reduktion einer Nitro-Gruppe mit Eisen

Zu einer Losung von 1Aq. des Nitro-Derivates in MeOH/Wasser (9:1) wurden 6 Aq.
Eisenpulver und 9 Aq. NH4Cl wurden 1 Aq. HATU sowie 3 Aq. DIPEA hinzugegeben und die
Reaktionsmischung fiir 2 h bei 80 °C geriihrt. Die Suspension wurde tiber Celite gefiltert, das
Losungsmittel verdampft und das Rohprodukt iiber Saulenchromatographie gereinigt

(7 - 10 % MeOH/DCM + 1 % NHs).

Allgemeine Synthesevorschrift D: Leuckart-Wallach-Reaktion

Zu einer Losung von 1 Aq. Aldehyd und 1,1 Aq. des sekundiren Amins in 10 mL MeCN wurden
4 Aq. Ameisensiure hinzugegeben und die Reaktionsmischung wurde bei 80 °C iiber Nacht
geriihrt. Nach Abkiihlen wurde das Losungsmittel in vacuo entfernt und das Produkt iiber

Saulenchromatographie isoliert (1 - 10 % MeOH/DCM + 1 % NH3).

Allgemeine Synthesevorschrift E: Entschiitzung der Boc-Gruppe

1 Aq. des Boc-geschiitzten Amins wurden in 10 mL HCl in 1,4-Dioxan (4 N) fiir zwei Stunden
bei Raumtemperatur geriihrt. Die Reaktionsmischung wurde daraufhin mit 10 M NaOH
basifiziert und das erhaltene Prazipitat mit DCM extrahiert. Die vereinigten organischen
Fraktionen wurden iliber Na,SO. getrocknet und das Losungsmittel evaporiert. Das
gewlinschte Produkt wurde iiber Sdulenchromatographie gereinigt (7 - 10 % MeOH/DCM +
1 % NHz).
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Allgemeine Synthesevorschrift F: Acrylamid-Kupplung

1 Aq. Amin wurden in 4 mL THF und 10 Aq. DIPEA gelést und 15 min bei 0 °C in einem Eisbad
gerithrt. Eine Lésung von 1,1 Aq. Acryloylchlorid in 1 mL THF wurde tropfenweise
hinzugegeben. Das Eisbad wurde entfernt und die Reaktionsmischung bei Raumtemperatur
geriihrt, bis ein voller Umsatz detektiert wurde. Daraufhin wurde die Reaktionsmischung mit
einer gesattigten NaHCOs-Losung gewaschen und mittels Ethylacetat extrahiert. Die
vereinigten organischen Phasen wurden iiber Na,SOs getrocknet, das Losungsmittel am
Vakuum entfernt und das Rohprodukt saulenchromatographisch gereinigt (7 -10 %
MeOH/DCM + 1 % NH3).

Allgemeine Synthesevorschrift G: Suzuki-Kupplung

1 Aq. des Halogenids wurden mit 1,3 Aqg. Boronsiure und 2 Aq. K3PO4 in 3 mL eines 1,4-
Dioxan/H,0-Gemischs (5:1) gelost und fiir fiinf Minuten iiber einen Argon-Strom entgast.
Daraufhin wurden 0,1 Aq. [1,1’-Bis(diphenylphosphino)ferrocen]palladiumdichlorid und die
Reaktionsmischung fiir zwei Stunden in der Mikrowelle auf 130 °C erhitzt. Die Reaktionslosung
wurde mit gesattigter wassriger NaHCOz-Losung gewaschen und das Produkt mit DCM
extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden iiber Na,SO; getrocknet, das
Losungsmittel am Rotationsverdampfer entfernt und das finale Produkt iiber Saulen-

chromatographie (1-10 % MeOH/DCM + 1 % NH3) isoliert.



106 | Organische Synthese




Organische Synthese | 107

7.1.3. Synthese und Analytik

Hochskalierung von Borussertib

XY" ‘Boc

Darstellung von tert-Butyl(2-chlorpyridin-4-yl)carbamat (8). Zu einer Losung von 2-
Chlorpydirin-4-amin (5, 25 g, 0,19 mol), DMAP (7,1 g, 0,06 mol) und Triethylamin (67 mL,
0,49 mol) in 200 mL DCM wurde Boc20 (44,7 mL, 0,19 mol) hinzugegeben. Die Reaktions-
mischung wurde fiir zwei Stunden bei Raumtemperatur geriithrt und anschlieffend mit
gesattigter NH4Cl-Losung gequencht. Nach Extraktion mit Ethylacetat wurden die vereinigten
organischen Phasen iiber Na;SOs4 getrocknet und am Rotationsverdampfer eingeengt. Die
sdulenchromatographische Reinigung ergab 23,7 g (0,10 mol, 53 %) des gewiinschten
Produkts. TH-NMR (500 MHz, DMSO-ds) 6 10.12 (s, 1H), 8.17 (d, J = 5.7 Hz, 1H), 7.55 (d, ] =
1.5 Hz, 1H), 7.36 (dd, /] = 5.7 Hz, 1.6 Hz, 1H), 1.48 (s, 9H). 13C-NMR (126 MHz, DMSO-dp)
6 152.63, 151.37, 150.55, 149.52, 112.16, 111.69, 81.22, 28.33. LCMS (m/z): berechnet fiir
C10H13CIN20, [M+H]+, 229,07; gefunden: 228,80.

ZT

I\ “Boc
N = H

Cl O
3

Darstellung von tert-Butyl(2-chloro-3-formylpyridin-4-yl)carbamat (3). 8 (4g
17,5 mmol) wurde in trockenem THF gelost und mit Trockeneis auf -78 °C gekiihlt. Unter
Argonatmosphdre wurde tert-Butyllithium (29,8 mL, 50,7 mmol) liber einen Zeitraum von
einer Stunde hinzugetropft und das Reaktionsgemisch fiir zwei Stunden unter Trockeneis-
Kiihlung geriihrt. Daraufhin wurde DMF (8,1 mL, 105 mmol) hinzugetropft und tiber Nacht die
Temperatur langsam auf Raumtemperatur erhoht. Die Reaktionsmischung wurde mit einer
gesattigten NH4Cl-Losung gequencht und mit einer wassrigen NaHCO3-Losung gewaschen. Die
Extraktion erfolgte mit Ethylacetat. Nach Vereinigung und Evaporation der organischen
Fraktionen lieferte Sdulenchromatographie (25 % EtOAc/PEt) das finale Produkt (3,9 g,
15,1 mmol, 86 %). TH-NMR (400 MHz, DMSO-ds) 6 10.93 (s, 1H), 10.33 (s, 1H), 8.42 (d,/ = 6 Hz,
1H),8.23 (d,J = 6 Hz, 1H), 1.51 (s, 9H). 13C-NMR (101 MHz, DMSO-ds) 6 194.78, 155.75, 154.43,
151.59,113.65,112.35, 82.85, 28.11. LCMS (m/z) berechnet fiir C11H13CIN203 [M+H]*, 257,06;
gefunden: 256,82.
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Darstellung von 4-(1,3-Dioxolan-2-yl)benzonitril (9). Eine Suspension aus 6 (30g,
0,23 mol), Ethylenglykol (51,6 mL, 0,92 mmol) und p-TsOH (1,3 g 0,01 mmol) in 300 mL
Toluol wurde mit einem Wasserabscheider tiber Nacht refluxiert. Die Reaktionslésung wurde
mit gesattigter NaCl-Losung gewaschen und das Produkt mit Ethylacetat extrahiert. Die
vereinigten organischen Phasen wurden iiber Na;SO4 getrocknet und das Losungsmittel in
vacuo entfernt. Aus dem verbliebenen Ol konnte das Rohprodukt bei 4 °C gefillt werden. Durch
Waschen mit n-Hexan wurde 30,4 g des gewiinschten Produkts erhalten (0,17 mol, 76 %). H
NMR (500 MHz, CDCl3) 6 7.68 (d,] = 8.4 Hz, 2H), 7.59 (d, /] = 8.2 Hz, 2H), 5.85 (s, 1H), 4.13 - 4.02
(m, 4H). 13C NMR (126 MHz, CDCl3): 6 143.26, 132.37,127.32, 118.73, 113.10, 102.61, 65.60.
LCMS (m/z) berechnet fiir C1oHoNO2 [M+H]*, 176,07; nicht ionisierbar.

>
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&
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Darstellung von 1-(4-(1,3-Dioxolan-2-yl)phenyl)-2-phenylethan-1-on (4). Zu einer
Losung von 9 (4,0 g, 22,8 mmol) in trockenem THF wurde unter Kithlung mit einem Eisbad
Benzylmagnesiumchlorid (40 mL, 79,9 mmol) hinzugetropft. Nach einstiindigem Riihren
wurde das Eisbad entfernt und die Reaktionslosung flir vier weitere Stunden geriihrt. Diese
wurde mit einer gesattigten NH4Cl-Losung gequencht und das prazipitierende Salz abfiltriert.
Nach Extraktion mit DCM und Entfernen des Losungsmittels in vacuo wurden 3,9 g des
gewlinschten Produkts (14,5 mmol, 64 %) iliber Sdulenchromatographie (30 % EtOAc/Pet)
erhalten. tH-NMR (400 MHz, DMSO-ds) 6 8.07 (d, ] = 8.3 Hz, 2H), 7.58 (d, / = 8.3 Hz, 2H), 7.21-
7.33 (m, 5H), 5.82 (s, 1H), 4.40 (s, 2H), 4.01-4.07 (m, 2H), 3.95-4.01 (m, 2H). 13C-NMR
(101 MHz, DMSO-ds) 6 197.88, 143.52, 137.34, 135.5, 130.18, 128.86, 127.31, 126.98, 102.52,
65.42,45.28. LCMS (m/z) berechnet fiir C17H1603 [M+H]*, 269,12; gefunden: 269,05.
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Darstellung von 2-(4-(1,3-Dioxolan-2-yl)phenyl)-5-methoxy-3-phenyl-1,6-naphthy-
ridin (10). Zu einer Losung von 3 (4,0 g, 15,6 mmol) und 4 (4,3 g 16,1 mmol) in 60 mL
trockenem MeOH wurden 4,7 mL Natriummethanolat (30% in MeOH, 23,4 mmol)
tropfenweise hinzugegeben und die Reaktionsmischung fiir vier Stunden bei 65 °C gertihrt. Das
Losungsmittel wurde am Vakuum entfernt, das Rohprodukt in Ethylacetat aufgenommen und
mit einer gesattigten NaHCO3-Losung gewaschen. Nach Extraktion mit Ethylacetat wurden die
vereinigten organischen Phasen tber Na;SO4 getrocknet, das Losungsmittel am Rotations-
verdampfer entfernt und 3,8 g des gewlinschten Produkts (9,9 mmol, 63 %) mittels
Sdulenchromatographie (10 % MeOH/DCM) isoliert. tH NMR (500 MHz, DMSO-ds) & 8.41 (s,
1H),8.27 (t,J=5.4 Hz, 1H), 7.51 (t,/ = 5.1 Hz, 1H), 7.43 - 7.38 (m, 2H), 7.37 - 7.31 (m, 5H), 7.26
(dd,J=6.9 Hz, 2.5 Hz, 2H), 5.71 (s, 1H), 4.10 (s, 3H), 4.04 (dd, / = 8.7 Hz, 5.1 Hz, 2H), 3.95 - 3.90
(m, 2H). 13C NMR (126 MHz, DMSO-ds) 6 161.72, 161.10, 151.51, 144.42, 140.65, 139.35,
138.77,135.33,134.18,130.22, 129.94, 128.96, 128.11, 126.60, 116.28, 113.53, 102.91, 65.33,
54.60. LCMS (m/z) berechnet fiir C24H20N203 [M+H]+, 385,15; gefunden: 385,24.

Darstellung von 4-(5-0Oxo-3-phenyl-5,6-dihydro-1,6-naphthyridin-2-yl)benzaldehyd
(1).10 (3,0 g, 7,8 mmol) wurde mit 200 mL Salzsaure (37 %) versetzt und fiir drei Stunden auf
90 °C erhitzt. Nach Abkiihlen wurde die Reaktionslosung mit 10 M NaOH neutralisiert. Das
resultierende Prazipitat wurde abgefiltert und mit kaltem Wasser gewaschen, um 2,3 g des
gewtinschten Produkts (7,1 mmol, 91 %) zu erhalten. tH NMR (600 MHz, DMSO-ds) & 11.66 (s,
1H), 10.00 (s, 1H), 8.44 (s, 1H), 7.83 (d,/ = 8.2 Hz, 2H), 7.57 (d,/ = 8.2 Hz, 2H), 7.52 (d,/ = 7.3 Hz,
1H),7.35-7.31 (m, 3H),7.27 - 7.23 (m, 2H), 6.71 (d,/ = 7.3 Hz, 1H). 13CNMR (151 MHz, DMSO-
ds) 8 192.86, 161.91, 160.11, 152.96, 145.23, 138.43, 137.04, 135.58, 133.93, 133.82, 130.52,
129.48,128.96,128.57,127.69,120.72,105.79. HRMS (m/z) berechnet fiir C21H14N20, [M+H]*,
327,1128; gefunden: 327,1129.
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Darstellung von 5-Chlor-6-nitro-1-(piperidin-4-yl)-1,3-dihydro-2H-benzo[d]imidazol-
2-on (11). 7 (2,5 g, 9,9 mmol) wurde gemafi der allgemeinen Synthesevorschrift A umgesetzt
und ergab 2,8 g des gewlinschten Produkts (9,4 mmol, 95 %). 1H NMR (400 MHz, DMSO-ds):
87.99 (s, 1H), 7.19 (s, 1H), 4.33 (dd, J = 16.4, 8.2 Hz, 1H), 3.14 (d,J = 12.5 Hz, 2H), 2.68 (t,] =
11.9 Hz, 2H), 2.24 (tt,/ = 12.3, 6.2 Hz, 2H), 1.66 (d, / = 11.0 Hz, 2H). 13C NMR (100 MHz, DMSO-
ds) 6 156.9, 140.2, 137.2, 129.5, 119.6, 111.3, 106.2, 51.0, 46.0, 29.7. HRMS (m/z) berechnet
fiir C12H14CIN4O3 [M+H]*, 297,0748; gefunden 297,0756.
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Darstellung von 6-Amino-1-(piperidin-4-yl)-1,3-dihydro-2H-benzo[d]imidazol-2-on
(12).11 (2 g, 6,7 mmol) wurde in 60 mL MeOH resuspendiert und auf 80 °C erhitzt. 5 % Pd/C
(0,2 g) und Ammoniumformiat (4,0 g, 67 mmol) wurden in der Hitze hinzugegeben und die
Reaktionsmischung tiber Nacht refluxiert. Daraufhin wurde das Gemisch iiber Celite filtriert,
das Losungsmittel am Rotationsverdampfer entfernt und das Rohprodukt ohne weitere
Aufarbeitung weiter verwendet. HRMS (m/z) berechnet fiir C12H17N4O [M+H]*, 233,1396;
gefunden 233,1396.
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Darstellung von tert-Butyl(2-oxo-3-(piperidin-4-yl)-2,3-dihydro-1H-benzo[d]imidazol-
5-yl)-carbamat (2). 12 (1,5 g, 6,46 mmol) wurde gemaf3 der allgemeinen Synthesevorschrift
B umgesetzt und ergab 1,1 g des gewtinschten Produkts (3,3 mmol, 51 % iiber zwei Schritte).
1H NMR (500 MHz, MeOD-d4): 6 7.52 (s, 1H), 7.02 (dd, / = 8.4, 1.8 Hz, 1H), 6.97 (d, ] = 8.4 Hz,
1H), 4.39 (tt,J = 12.4, 4.1 Hz, 1H), 3.26 (d, J = 12.5 Hz, 2H), 2.81 (td, / = 12.3, 1.7 Hz, 2H), 2.41
(qd,J=12.7,4.1 Hz, 2H), 1.82 (dd,/ = 12.1, 1.8 Hz, 2H), 1.55 (s, 9H). 13C NMR (125 MHz, MeOD-
ds): & 155.6, 154.7, 133.4, 129.6, 124.3, 109.4, 79.8, 50.8, 45.5, 29.3, 27.4. HRMS (m/z)
berechnet fiir C17H25N403 [M+H]*, 333,1921; gefunden 333,1923.
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Darstellung von tert-Butyl(2-o0xo0-3-(1-(4-(5-0x0-3-phenyl-5,6-dihydro-1,6-naphthy-
ridin-2-yl)benzyl)piperidin-4-yl)-2,3-dihydro-1H-benzo[d]imidazol-5-yl)carbamat

(13). 1 (300 mg, 0,9 mmol) und 2 (336 mg, 1,0 mmol) wurden gemafd der allgemeinen
Synthesevorschrift D umgesetzt und ergaben 318 mg des gewilinschten Produkts (0,5 mmol,
54 %).1H NMR (500 MHz, MeOD-d4) 6 8.64 (s, 1H), 7.43 - 7.38 (m, 3H), 7.35 (d,/ = 7.4 Hz, 1H),
7.31(d,J=8.1 Hz, 2H), 7.28 - 7.22 (m, 4H), 7.22 - 7.13 (m, 3H), 6.93 (d, / = 8.5 Hz, 1H), 6.89 (d,
J=7.4Hz, 1H), 4.29 (tt,/ = 16.3, 8.5 Hz, 1H), 3.63 (s, 2H), 3.07 (d,/ = 11.0 Hz, 2H), 2.46 (dd, ] =
23.3, 10.9 Hz, 2H), 2.26 (t, / = 11.0, 2H), 1.77 (d, J = 12.0 Hz, 2H), 1.51 (s, 9H). 13C NMR
(125 MHz, MeOD-d4) 6 163.9, 162.7, 155.8, 154.4, 153.5, 139.1, 138.1, 135.5, 132.2, 130.4,
130.3, 129.9, 129.7, 129.66, 129.6, 129.4, 128.6, 127.9, 124.3, 121.1, 109.7, 107.9, 77.7, 62.5,
53.2,50.6,28.6. HRMS (m/z) berechnet fiir C3gH39N¢O04 [M+H]*, 643,3027; gefunden. 643,3039.

5
HNO P O @
HoN
19

Darstellung von 2-(4-((4-(6-Amino-2-0x0-2,3-dihydro-1H-benzo[d]imidazol-1-yl)-
piperidin-1-yl)methyl)phenyl)-3-phenyl-1,6-naphthyridin-5(6H)-on (19). 13 (200 mg,
0,3 mmol) wurde gemaf3 der allgemeinen Synthesevorschrift E umgesetzt und ergab 120 mg
des gewtlinschten Produkts (0,2 mmol, 75 %). tH NMR (500 MHz, MeOD-d,) 6 8.65 (s, 1H), 7.71
(s, 2H), 7.48 - 7.40 (m, 3H), 7.37 (d,J = 8.1 Hz, 2H), 7.32 - 7.27 (m, 3H), 7.26 - 7.19 (m, 2H),
6.89 (d, / = 7.4 Hz, 1H), 6.84 (m, 1H), 6.52 (dd, ] = 8.2, 1.9 Hz, 1H), 4.42 (br, 2H), 4.32 (dd, J =
14.5,10.2 Hz, 1H), 3.74 (s, 2H), 3.15 (d,/ = 12.0 Hz, 2H), 2.54 (dt, /] = 21.9, 11.1 Hz, 2H), 2.37 (t,
J=11.8Hz, 2H), 1.81 (d,J = 11.5 Hz, 2H). 13C NMR (125 MHz, MeOD-ds4) 6 162.8, 161.7, 155.5,
149.8, 145.3, 141.8, 139.3, 139.0, 138.0, 135.5, 132.6, 130.4, 130.3, 129.8, 129.7, 128.6, 127.9,
127.8,114.2,112.4,109.9, 107.4, 66.0, 60.6, 53.1, 28.1. HRMS (m/z) berechnet fiir C33H31Ns0:
[M+H]*, 543,2503; gefunden 543,2495.
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Darstellung von N-(2-0xo0-3-(1-(4-(5-ox0-3-phenyl-5,6-dihydro-1,6-naphthyridin-2-yl)-
benzyl)piperidin-4-yl)-2,3-dihydro-1H-benzo[d]imidazol-1-yl)piperidin-1-yl)acryl-
amid (Borussertib). 19 (50 mg, 0,1 mmol) wurde gemaf3 der allgemeinen Synthesevorschrift
Fumgesetzt und ergab 45 mg des gewiinschten Produkts (0,1 mmol, 82 %).1H NMR (600 MHz,
MeOD-d4) 6 8.60 (s, 1H), 7.77 (s, 1H), 7.48 (d, ] = 7.4 Hz, 1H), 7.39 (dd, ] = 26.4, 8.1 Hz, 4H), 7.31
-7.28 (m, 3H), 7.25 - 7.20 (m, 3H), 7.02 (d, / = 8.4 Hz, 1H), 6.87 (d, ] = 7.4 Hz, 1H), 6.44 (dd, ] =
16.9,9.9 Hz, 1H), 6.37 (dd,/=16.9, 1.6 Hz, 1H), 5.78 (dd,/ = 10.0, 1.6 Hz, 1H), 4.30 (t,/ = 12.3 Hz,
1H), 3.72 (s, 2H), 3.13 (d,J/ = 10.5 Hz, 2H), 2.56 (dt,J = 22.1, 11.0 Hz, 2H), 2.36 (s, 2H), 1.81 (d, J
=11.3 Hz, 2H). 13CNMR (151 MHz, MeOD-d4) 6 166.05, 164.74,163.81, 156.58,154.52, 140.23,
138.69, 136.55, 133.80, 133.74, 132.48, 131.23, 130.81, 130.50, 129.53, 128.79, 127.60,
126.59, 121.93, 115.44, 110.41, 108.15, 103.93, 62.91, 53.93, 51.91, 29.37. HRMS (m/z)
berechnet fiir C36H33Ns03 [M+H]*, 597,2608; gefunden, 597,2614.

Struktur-basierte Derivatisierung

BOC\I\Q o
nA

NH

Cl
20

Darstellung von tert-Butyl-4-(5-Chlor-2-0x0-2,3-dihydro-1H-benzo[d]imidazol-1-yl)-
piperidin-1-carboxylat (20). 2,0 g 7 (8,0 mmol) wurden in DCM suspendiert. DIPEA (4,1 g,
31,8 mmol) und Boc;0 (3,5 g, 15,9 mmol) wurden hinzugegeben und die Reaktionsmischung
fiir zwei Stunden bei Raumtemperatur geriihrt. Die Reaktionsmischung wurde mit einer
gesattigten NH4Cl-Losung gewaschen und das Produkt mit DCM extrahiert. Die organischen
Fraktionen wurden vereinigt und am Rotationsverdampfer eingeengt. Sdulenchromatographie
(25 % EtOAc/PEt) liefert 2,32 g des gewiinschten Produkts (13,2 mmol, 83 %). 1H NMR
(500 MHz, DMSO-de) 6 11.06 (s, 1H), 7.22 (d, J = 8.4 Hz, 1H), 7.05 - 6.96 (m, 2H), 4.31 (tt, ] =
12.1, 3.7 Hz, 1H), 4.08 (s, 2H), 2.87 (s, 2H), 2.15 (qd, J = 12.5, 4.3 Hz, 2H), 1.67 (d, ] = 10.8 Hz,
2H), 1.42 (s, 9H).13C NMR (126 MHz, DMSO-ds) 6 154.00, 153.83, 129.69, 128.42, 125.04,
120.24, 109.86, 108.86, 79.01, 50.31, 43.57, 42.69, 28.68, 28.29. LCMS (m/z) berechnet fiir
C17H22CIN303 [M+H]*, 352,13; nicht ionisierbar.
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Darstellung von tert-Butyl-4-(5-Chlor-3-methyl-2-0x0-2,3-dihydro-1H-benzo[d]imida-
zol-1-yl)piperidin-1-carboxylat (25). Eine Losung von 20 (1,0 g, 2,84 mmol) in 5 mL DMF
wurde mit einem Eisbad auf 0 °C gekiihlt. Nach Zugabe von NaH (136,4 mg, 5,68 mmol) wurde
die Suspension fiir 30 Minuten geriihrt. Daraufhin wurde Methyliodid (806,8 mg, 5,68 mmol)
zugetropft, das Eisbad entfernt und die Reaktionsmischung fiir weitere zwei Stunden geriihrt.
Der Reaktionsansatz wurde mit einer gesattigten NH4Cl-Losung gewaschen und das Produkt
mit DCM extrahiert. Das Losungsmittel der vereinigten organischen Phasen wurde in vacuo
entfernt und 882 mg des gewiinschten Produkts (2,4 mmol, 85 %) tber Siulenchroma-
tographie (25 % EtOAc/PEt) isoliert. tH NMR (500 MHz, DMSO-ds) 6 7.29 (dd, J = 14.5, 5.2 Hz,
1H), 7.06 (dd, J = 8.4, 2.0 Hz, 2H), 4.37 (tt, ] = 12.1, 3.8 Hz, 1H), 4.08 (s, 3H), 3.35 (s, 2H), 2.86
(d,J=26.5Hz, 2H), 2.16 (qd,J = 12.5, 4.3 Hz, 2H), 1.68 (d,/ = 10.6 Hz, 2H), 1.42 (s, 9H). 3CNMR
(126 MHz, DMSO-ds) 6 153.86, 153.05, 130.93, 126.94, 125.20, 120.35, 109.65, 108.19, 78.87,
50.66, 28.13, 27.04. LCMS (m/z) berechnet fiir C1sH24CIN303 [M+H]*, 366,15; nicht ionisierbar.
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Darstellung von 5-Chlor-3-methyl-6-nitro-1-(piperidin-4-yl)-1,3-dihydro-2H-benzo-
[d]limidazol-2-on (26). 25 (1,0g, 2,7 mmol) wurde gemifd der allgemeinen Synthese-
vorschrift A umgesetzt und ergab 768 mg des gewilinschten Produkts (2,4 mmol, 90 %).
1H NMR (500 MHz, DMSO0-ds) 6 8.11 (s, 1H), 7.65 (s, 1H), 4.63 (tt,J = 12.2, 3.9 Hz, 1H), 3.46 (d,
J = 12.3 Hz, 2H), 3.37 (s, 3H), 3.08 (q, J = 12.3 Hz, 2H), 1.92 (d, ] = 12.5 Hz, 2H). 13C NMR
(126 MHz, DMSO-de) 6 153.72, 141.13, 134.58, 127.20, 120.01, 110.64, 106.57, 48.64, 43.48,
28.01, 25.74. LCMS (m/z) berechnet fiir C13H15CIN4O3 [M+H]*, 311,08; gefunden, 311,35.
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Darstellung von 5-Amino-1-methyl-3-(piperidin-4-yl)-1,3-dihydro-2H-benzo[d]imida-
zol-2-on (26-NHz). 25 (747 mg, 2,4 mmol) wurde in 60 mL MeOH resuspendiert und auf 80 °C
erhitzt. 5% Pd/C (0,1 g) und Ammoniumformiat (1,5g, 24 mmol) wurden in der Hitze
hinzugegeben und die Reaktionsmischung iiber Nacht refluxiert. Darauthin wurde das Gemisch
tiber Celite filtriert, das Losungsmittel am Rotationsverdampfer entfernt und das Rohprodukt
ohne weitere Aufarbeitung weiter verwendet. LCMS (m/z) berechnet fiir C13H1sN4+O [M+H]*,
247,15; gefunden, 247,29.
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Darstellung von tert-Butyl(1-methyl-2-o0x0-3-(piperidin-4-yl)-2,3-dihydro-1H-benzo-
[d]limidazol-5-yl)carbamat (27). 26-NH; (591 mg, 2,4 mmol) wurde gemaf3 der allgemeinen
Synthesevorschrift Bumgesetzt und ergab 363 mg des gewiinschten Produkts (1,1 mmol, 44 %
tiber zwei Schritte). tH NMR (500 MHz, DMSO-d¢) 6 9.23 (s, 1H), 7.57 (s, 1H), 7.04 (s, 1H), 7.02
-6.97 (m,] =8.4 Hz, 1H), 4.20 - 4.11 (m, 1H), 3.38 (b, 1H), 3.26 (s, 3H), 3.06 (d, ] = 11.9 Hz, 2H),
2.57 (t,] =11.5 Hz, 2H), 2.14 (qd, ] = 12.2, 3.8 Hz, 2H), 1.59 (d, ] = 9.5 Hz, 2H), 1.47 (s, 9H). 13C
NMR (126 MHz, DMSO-ds) 6 158.41, 158.18, 138.67, 133.02, 130.20, 116.34, 112.78, 105.29,
83.94,56.36,51.05, 35.29, 33.41, 32.02. LCMS (m/z) berechnet fiir C1sH26N403 [M+H]*, 347,20;
gefunden, 347,23.
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Darstellung von tert-Butyl(1-methyl-2-0x0-3-(1-(4-(5-0x0-3-phenyl-5,6-dihydro-1,6-
naphthyridin-2-yl)benzyl)piperidin-4-yl)-2,3-dihydro-1H-benzo[d]imidazol-5-yl)-car-
bamat (28).1 (152 mg, 0,5 mmol) und 27 (178 mg, 0,5 mmol) wurden gemaéf der allgemeinen
Synthesevorschrift D umgesetzt und ergaben 223 mg des gewilinschten Produkts (0,3 mmol,
73 %).tH NMR (400 MHz, DMSO-ds) 6 9.21 (s, 1H), 8.38 (s, 1H), 7.54 - 7.46 (m, 2H), 7.37 - 7.30
(m, 6H), 7.29 (d, / = 5.3 Hz, 1H), 7.27 - 7.22 (m, 3H), 7.11 (s, 1H), 7.00 (d, J = 8.5 Hz, 1H), 6.68
(d,J =7.3 Hz, 1H), 4.21 - 4.08 (m, 1H), 3.54 (s, 2H), 3.26 (s, 3H), 2.92 (d,J = 11.0 Hz, 2H), 2.31
(td,J=12.1,9.4 Hz, 2H), 2.10 (t,/ = 11.3 Hz, 2H), 1.63 (d, / = 9.5 Hz, 2H), 1.47 (s, 9H).13C NMR
(151 MHz, DMSO0-de) 6 161.99,161.16,153.22,152.93,139.03, 138.85, 138.16, 136.79, 133.70,
133.47,129.66,129.36,128.41, 128.16, 127.76, 127.45, 124.99, 120.24, 107.56, 105.91, 78.75,
61.23, 52.45, 50.56, 28.47, 28.19. LCMS (m/z) berechnet fiir C39H4oNsO4 [M+H]*, 657,31;
gefunden, 654,34.
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Darstellung von 2-(4-((4-(6-Amino-3-methyl-2-0xo0-2,3-dihydro-1H-benzo[d]imidazol-
1-yl)piperidin-1-yl)methyl)phenyl)-3-phenyl-1,6-naphthyridin-5(6H)-on  (29). 28
(220 mg, 0,3 mmol) wurde gemaf3 der allgemeinen Synthesevorschrift E umgesetzt und ergab
182 mg (0,3 mmol, 98 %) des gewlinschten Produkts. tH-NMR (500 MHz, DMSO0-ds) 6 8.38 (s,
1H), 7.53 - 7.46 (m, 1H), 7.36 - 7.28 (m, 6H), 7.25 (t,/ = 7.7 Hz, 4H), 6.78 (d, / = 8.2 Hz, 1H), 6.68
(d,J=7.3 Hz, 1H), 6.60 (s, 1H), 6.29 (d,]/ = 8.2 Hz, 1H), 4.87 (b, 2H), 4.09 (t,/ = 12.2 Hz, 1H), 3.51
(s, 2H), 3.20 (s, 3H), 2.91 (d,/ = 10.6 Hz, 2H), 2.29 (dd, /= 21.5, 11.9 Hz, 2H), 2.06 (t,/ = 11.3 Hz,
2H), 1.60 (d, /= 10.4 Hz, 2H). 13C NMR (126 MHz, DMSO-ds) 6 167.22, 166.39, 158.30, 158.13,
148.87, 144.24, 144.00, 143.39, 141.98, 138.92, 138.77, 134.88, 134.60, 133.83, 133.65,
133.48, 132.69, 126.04, 125.46, 113.34, 111.87, 111.14, 101.06, 66.70, 57.85, 55.59, 33.88,
31.92. LCMS (m/z) berechnet fiir C39H4Ne¢O4 [M+H]*, 557,26; gefunden, 557,32.
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Darstellung von N-(1-Methyl-2-0x0-3-(1-(4-(5-0x0-3-phenyl-5,6-dihydro-1,6-naphthy-
ridin-2-yl)-benzyl)piperidin-4-yl)-2,3-dihydro-1H-benzo[d]imidazol-1-yl)piperidin-1-
yl)acrylamid (30a). 29 (40 mg, 0,1 mmol) wurde gemaf der allgemeinen Synthesevorschrift
F umgesetzt und ergab 23 mg des gewiinschten Produkts (0,04 mol, 52 %). tH-NMR (600 MHz,
DMSO0-ds) 6 11.58 (d, ] = 5.4 Hz, 1H), 10.12 (s, 1H), 8.39 (s, 1H), 7.73 (s, 1H), 7.49 (t,] = 6.6 Hz,
1H), 7.42 - 7.30 (m, 6H), 7.31 - 7.23 (m, 4H), 7.09 (d, J = 8.4 Hz, 1H), 6.69 (d, J = 7.3 Hz, 1H),
6.41 (dt, J = 24.2, 12.1 Hz, 1H), 6.25 (d, ] = 16.7 Hz, 1H), 5.74 (t, ] = 10.5 Hz, 1H), 4.14 (q,] =
12.3 Hz, 1H), 3.54 (s, 2H), 3.29 (s, 3H), 2.94 (d,] = 10.3 Hz, 2H), 2.31 (dd, J = 22.0, 11.2 Hz, 2H),
2.10 (t, / = 11.3 Hz, 2H), 1.66 (d, J = 10.6 Hz, 2H). 13C-NMR (151 MHz, DMSO-d¢) 6 162.82,
161.99, 161.19, 153.26, 152.92, 139.02, 138.70, 138.20, 136.79, 133.73, 133.50, 133.03,
132.00, 129.67, 129.38, 128.43, 128.33, 127.71, 127.48, 126.44, 126.00, 120.25, 112.09,
107.69, 105.92, 100.91, 61.45, 52.53, 50.76, 28.70, 26.87. HRMS (m/z) berechnet fiir
C37H3sN6O3 [M+H]*, 611,2765; gefunden, 611,2759.
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Darstellung von 6-Amino-5-chlor-1-(piperidin-4-yl)-1,3-dihydro-2H-benzo[d]imidazol-
2-on (32). 11 (1,5g, 5,06 mmol) wurde gemafd der allgemeinen Synthesevorschrift C
umgesetzt. Das Rohprodukt wurde ohne weitere Aufreinigung weiterverarbeitet. HRMS (m/z)

berechnet fiir C12H16N4OCl [M+H]*, 267,1007; gefunden 267,1009.
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Darstellung von tert-Butyl(6-chlor-2-o0xo0-3-(piperidin-4-yl)-2,3-dihydro-1H-benzo[d]-
imidazol-5-yl)carbamat (33). 32 (899 mg, 3,37 mmol) wurde gemifd der allgemeinen
Synthesevorschrift Bumgesetzt und ergab 415 mg des gewiinschten Produkts (1,1 mmol, 34 %
iiber zwei Schritte). tH NMR (600 MHz, DMSO-d¢) 6 8.54 (s, 1H), 7.32 (s, 1H), 7.01 (s, 1H), 4.22
-4.15 (m, 1H), 3.04 (d,/ = 11.7 Hz, 1H), 2.56 (t,/ = 11.8 Hz, 1H), 2.13 (qt,/ = 12.1, 5.8 Hz, 1H),
1.57 (t,J = 11.0 Hz, 1H), 1.44 (s, 9H). 13C NMR (151 MHz, DMSO-d¢) 6 153.86, 129.58, 128.23,
128.10, 127.87, 126.89, 121.43, 108.85, 78.88, 50.57, 45.69, 29.98, 28.14. LCMS (m/z)
berechnet fiir C17H23CIN4O3 [M+H]+, 367,15; gefunden, 367,08.
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Darstellung von tert-Butyl(6-Chlor-2-ox0-3-(1-(4-(5-0x0-3-phenyl-5,6-dihydro-1,6-
naphthyridin-2-yl)benzyl)piperidin-4-yl)-2,3-dihydro-1H-benzo[d]imidazol-5-yl)-car-
bamat (34). 1 (89 mg, 0,3 mmol) und 33 (110 mg, 0,3 mmol) wurden gemafi der allgemeinen
Synthesevorschrift D umgesetzt und ergaben 99 mg des gewiinschten Produkts (0,1 mmol,
54 %). 1H NMR (600 MHz, DMSO0-ds) 6 11.58 (s, 1H), 10.97 (s, 1H), 8.52 (s, 1H), 8.38 (s, 1H),
7.49 (d,J = 3.2 Hz, 1H), 7.36 - 7.29 (m, 6H), 7.28 - 7.21 (m, 4H), 7.00 (s, 1H), 6.68 (d,/ = 7.3 Hz,
1H), 4.16 - 4.08 (m, 1H), 3.51 (s, 2H), 2.89 (d, J = 11.0 Hz, 2H), 2.30 (td, / = 12.0, 8.7 Hz, 2H),
2.09 (t,/=11.2 Hz, 2H), 1.63 (d, / = 10.1 Hz, 2H), 1.44 (s, 9H).13C NMR (151 MHz, DMSO-dg): &
162.47, 161.64, 154.36, 154.04, 153.39, 139.51, 139.44, 138.60, 137.27, 134.17, 133.94,
130.13, 130.01, 129.84, 128.87, 128.73, 128.64, 128.56, 128.46, 127.91, 127.09, 125.21,
121.19,120.71, 109.35, 108.06, 106.39, 79.51, 61.79, 52.83, 50.65, 49.07, 28.95, 28.58. LC-MS
(m/z) berechnet fiir C3gH37CINsO4 [M+H]*, 677,26, gefunden 677,28.
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Darstellung von 2-(4-((4-(6-Amino-2-0xo0-2,3-dihydro-1H-benzo[d]imidazol-1-yl)pi-
peridin-1-yl)methyl)phenyl)-3-phenyl-1,6-naphthyridin-5(6H)-on (35). 34 (200 mg,
0,3 mmol) wurde gemaf3 der allgemeinen Synthesevorschrift E umgesetzt und ergab 120 mg
des gewiinschten Produkts (0,2 mmol, 75 %).1H NMR (500 MHz, MeOD-d,4) 6 8.65 (s, 1H), 7.71
(s, 2H), 7.48 - 7.40 (m, 3H), 7.37 (d, ] = 8.1 Hz, 2H), 7.32 - 7.27 (m, 3H), 7.26 - 7.19 (m, 2H),
6.89 (d, /] = 7.4 Hz, 1H), 6.84 (m, 1H), 6.52 (dd, J = 8.2, 1.9 Hz, 1H), 4.42 (br, 2H), 4.32 (dd, ] =
14.5,10.2 Hz, 1H), 3.74 (s, 2H), 3.15 (d, / = 12.0 Hz, 2H), 2.54 (dt,J = 21.9, 11.1 Hz, 2H), 2.37 (t,
J=11.8 Hz, 2H), 1.81 (d, J = 11.5 Hz, 2H). 133C NMR (125 MHz, MeOD-d4) 6 162.8, 161.7, 155.5,
149.8, 145.3, 141.8, 139.3, 139.0, 138.0, 135.5, 132.6, 130.4, 130.3, 129.8, 129.7, 128.6, 127.9,
127.8,114.2,112.4,109.9, 107.4, 66.0, 60.6, 53.1, 28.1. HRMS (m/z) berechnet fiir C33H31Ns0:
[M+H]*, 543,2503; gefunden 543,2495.

QJ(
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Darstellung von N-(6-Chlor-2-0x0-3-(1-(4-(5-0x0-3-phenyl-5,6-dihydro-1,6-naphthy-
ridin-2-yl)-benzyl)piperidin-4-yl)-2,3-dihydro-1H-benzo[d]imidazol-1-yl)piperidin-1-
yl)acrylamid (30b). 35 (40 mg, 0,1 mmol) wurde gemaf3 der allgemeinen Synthesevorschrift
F umgesetzt und ergab 33 mg des gewilinschten Produkts (0,1 mmol, 82 %). tH-NMR
(600 MHz, DMSO-ds) 6 11.58 (d,/ = 4.1 Hz, 1H), 11.02 (s, 1H), 9.68 (s, 1H), 8.38 (s, 1H), 7.55 (s,
1H), 7.49 (t, ] = 6.4 Hz, 1H), 7.36 - 7.29 (m, 5H), 7.27 - 7.22 (m, 4H), 7.06 (s, 1H), 6.68 (d, ] =
7.2 Hz, 1H), 6.58 (dd, / = 17.0, 10.3 Hz, 1H), 6.27 (d, / = 17.0 Hz, 1H), 5.77 (d, / = 10.3 Hz, 1H),
411 (t,J=12.1 Hz, 1H), 3.51 (s, 2H), 2.90 (d,/ = 9.6 Hz, 2H), 2.29 (dd, J = 21.3, 11.8 Hz, 2H), 2.07
(t,/ =11.6 Hz, 2H), 1.64 (d, J = 10.2 Hz, 2H). 13C-NMR (151 MHz, DMSO0-d¢) 8 163.62, 162.00,
161.20, 153.91, 152.92, 139.03, 138.77, 138.15, 136.78, 133.72, 133.47, 131.50, 129.66,
129.38, 129.12, 128.41, 128.27, 127.45, 127.35, 127.01, 126.94, 120.24, 120.02, 119.74,
109.76, 108.91, 107.44, 105.94, 61.46, 52.43, 50.41, 28.57. HRMS (m/z) berechnet fiir
C36H32N603CI[M+H]*, 631,2218; gefunden, 631,2218.
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Darstellung von Benzyl(4-chlor-3-nitrophenyl)carbamat (37). 2,0 g 36 (11,5 mmol) und
1,0 gNaHCO3 (12,7 mmol) wurden in 20 mL THF gelost. 1,8 mL Chlorameisensaurebenzylester
(12,7 mmol) wurden hinzugetropft und die Reaktionsmischung fiir fiinf Stunden bei Raum-
temperatur geriihrt. Daraufhin wurde die Reaktionslosung mit einer gesattigten NaHCOs-
Losung gewaschen und das Produkt mit Ethylacetat extrahiert. Die organischen Phasen
wurden vereinigt und iiber Na;SO. getrocknet. Nach Entfernen des Losungsmittels am
Rotationsverdampfer wurden 2,5g des gewiinschten Produkts (8,0 mmol, 70 %) fiber
Saulenchromatographie erhalten (20 % EtOAc/PEt). tH-NMR (500 MHz, DMSO-ds) & 10.4 (s,
1H), 8.23 (s, 1H), 7.71-7.65 (m, 2H), 7.29-7.46 (m, 6H), 5.19 (s, 1H). 13C-NMR (126 MHz, DMSO-
ds) & 153.7, 147.86, 139.71, 136.54, 132.56, 129.32, 129.05, 128.76, 128.5, 126.87, 123.48.
LCMS (m/z) berechnet fiir C14H11CIN204 [M+H]*, 347,20; nicht ionisierbar.
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Darstellung von tert-Butyl-4-(3-(4-chlor-3-nitrophenyl)ureido)piperidin-1-carboxylat
(40).1,4g37,1,1 g 1-Boc-4-aminopiperidin (5,5 mmol), 943 mg K,CO3 (6,8 mmol) wurden in
15 mL DMF suspendiert und fiir 90 min bei 130 °C in einem Autoklavengefafd erhitzt. Die
Reaktionsmischung wurde mit Wasser und gesattigter NaHCO3-Losung gewaschen und das
Produkt mit Ethylacetat extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden tiber Na;SO4
getrocknet, im Vakuum eingeengt und tiiber Saulenchromatographie (1% MeOH/DCM)
gereinigt. Es wurden 737 mg des gewlinschten Produkts (1,8 mmol, 40 %) erhalten. tH-NMR
(400 MHz, DMSO-ds) & 8.95 (s, 1H), 8.25 (d, J = 2.4 Hz, 1H), 7.6 - 7.56 (m, 1H), 7.56 - 7.52 (m,
1H), 6.44 (s, 1H), 3.82 (d, J = 13.2, 2H), 3.69-3.59 (m, 1H), 3.32 (s, 2H), 1.78 (dd, J = 12.7 Hz,
3.3 Hz, 2H), 1.39 (s, 9H), 1.28 (dd, J = 14.8 Hz,12.3 Hz, 2H). 13C-NMR (101 MHz, DMSO-ds) &
154.40, 147.93, 141.04, 132.13, 122.95, 116.25, 114.07, 79.12, 55.38, 46.83, 32.16, 28.55.
HRMS (m/z) berechnet fiir C17H24N405Cl [M+H]+, 399,1428; gefunden, 399,1429.
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Darstellung von 1-(4-Chlor-3-Nitrophenyl)-3-piperidin-4-yl)harnstoff (38). 1,2g 40
wurden mit 15 mL HCl in 1,4-Dioxan (4 N) versetzt und fiir zwei Stunden bei Raumtemperatur
geriihrt. Die Reaktionsmischung wurde mit einer gesattigten NaHCO3-Losung gewaschen und
das Produkt mit Ethylacetat extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden tiber
Na,S04 getrocknet und das Losungsmittel am Rotationsverdampfer entfernt. 595 mg des
gewlinschten Produkts (2,0 mmol, 68 %) wurden ohne weitere Reinigung erhalten. tH-NMR
(500 MHz, DMSO0-d¢) & 9.93 (s, 1H), 8.28 (s, 1H), 7.56 (s, 1H), 7.46 (s, 1H), 3.78-3.37 (m, 2H),
3.23-3.15 (m, 2H), 2.91 (dd, /= 17.1, 6.6 Hz, 2H), 1.96- 1.87 (m, 2H), 1.85 (s, 1H), 1.61-1.51 (m,
2H). 13C-NMR (126 MHz, DMSO-ds) & 154.84, 147.9, 141.37, 132.1, 122.74, 115.94, 113.75,
44.58, 42.6, 29.65. HRMS (m/z) berechnet fiir C12H16N403Cl [M+H]*, 299,0909; gefunden,

299,0905.
OO Q0
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HN Z
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Darstellung von 1-(4-Chlor-3-nitrophenyl)-3-(1-(4-(5-0x0-3-phenyl-5,6-dihydro-1,6-
naphthyridin-2-yl)benzyl)piperidin-4-yl)harnstoff (41). 1 (300 mg, 0,9 mmol) und 38
(348 mg, 1,2 mmol) wurden gemafd der allgemeinen Synthesevorschrift D umgesetzt und
ergaben 95 mg des gewiinschten Produkts (0,2 mmol, 17 %). tH-NMR (500 MHz, DMSO-ds) o
11.60 (d, 1H,/ = 4.3 Hz), 8.96 (s, 1H), 8.37 (d, 1H,/ = 5.4 Hz), 8.25 (d, 1H,J = 2.5 Hz), 7.58 (d, 1H,
J=8.9Hz),7.54-7.47 (m, 2H), 7.36-7.27 (m, 5H), 7.26-7.18 (m, 4H), 6.68 (d, 1H, /= 7.3 Hz), 6.39
(d, 1H,J = 7.6 Hz), 3.51-3.41 (m, 3H), 2.68 (d, 2H, /] = 9.9 Hz), 2.04 (t, 2H, J = 10.2 Hz), 1.78 (d,
2H, J=10.1 Hz), 1.46-1.35 (m, 2H). 13C-NMR (126 MHz, DMSO-ds) 6 161.66, 154.49, 147.92,
141.06, 139.39, 138.56, 137.27, 133.98, 132.12, 130.10, 129.84, 128.89, 128.67, 127.92,
122.85, 116.16, 113.96, 106.37, 62.18, 52.16, 49.07, 32.28. HRMS (m/z) berechnet fiir
C33H30N604CI [M+H]*, 609,2011; gefunden, 609,2026.
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Darstellung von 1-(3-Amino-4-Chlorphenyl)-3-(1-(4-(5-0x0-3-phenyl-5,6-dihydro-1,6-
naphthyridin-2-yl)benzyl)piperidin-4-yl)harnstoff (42). 41 (93 mg, 0,2 mmol) wurde
gemaf? der allgemeinen Synthesevorschrift C umgesetzt und ergab 88 mg des gewiinschten
Produkts (0,2 mmol, quantitativ). tH-NMR (500 MHz, DMSO-de) 6 11.61 (d,J = 5.0 Hz, 1H), 8.39
(s, 1H), 7.53-7.47 (m, 1H), 7.36-7.28 (m, 6H), 7.28-7.20 (m, 4H), 6.97 (d, ] = 8.6 Hz, 1H), 6.9 (d,
1H, J= 2.3 Hz), 6.68 (d, 1H, J = 7.3 Hz), 6.55 (dd, ] = 8.7, 2.3 Hz, 1H), 6.15 (s, 1H), 5.21 (s, 2H),
3.56 (s, 1H), 3.46 (m, 2H), 2.75 (s, 2H), 1.81 (d,/ = 10.1 Hz, 2H), 1.42 (m, 2H), 1.24 (m, 2H). 13C-
NMR (126 MHz, DMSO-d¢) 6 162.46, 154.85, 153.42, 145.09, 140.47, 139.44, 138.01, 138.43,
137.35, 134.19, 134.04, 130.17, 129.89, 129.23. 128.9, 128.31, 120.7, 110.09, 107.42, 106.45,
104.82, 74, 70.04, 64.38, 25.67. HRMS (m/z) berechnet fiir for Cs33H3:CIN¢O2 [M+H]*
579.22698; gefunden: 579,22680.
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Darstellung von N-(2-chlor-5-(3-(1-(4-(5-0x0-3-phenyl-5,6-dihydro-1,6-naphthyridin-
2-yl)benzyl)piperidin-4-yl)ureido)phenyl)acrylamid (43). 42 (75 mg, 0,1 mmol) wurde
gemaf? der allgemeinen Synthesevorschrift F umgesetzt und ergab 48 mg des gewiinschten
Produkts (0,1 mol, 58 %). tH-NMR (700 MHz, DMSO-ds) 6 11.57 (s, 1H), 9.59 (s, 1H), 8.57 (s,
1H), 8.38 (s, 1H), 7.83 (s, 1H), 7.51 - 7.48 (m, 1H), 7.34 - 7.29 (m, 8H), 7.26 - 7.20 (m, 4H), 6.68
(d,] = 6.0 Hz, 1H), 6.59 (dt, ] = 17.2, 8.7 Hz, 1H), 6.26 (dd, J = 17.0, 1.9 Hz, 1H), 3.45 (b, 3H), 2.65
(dd,J=17.1,9.9 Hz, 2H), 2.09 - 2.00 (b, 2H), 1.77 (d, / = 20.7 Hz, 2H), 1.42 - 1.35 (b, 2H). 13C-
NMR (176 MHz, DMSO-ds) 6 163.37, 161.99, 161.20, 154.27, 152.92, 139.69, 139.02, 138.12,
136.79, 134.62, 133.72, 133.51, 131.45, 129.65, 129.38, 129.26, 128.42, 128.21, 127.46,
127.31, 120.26, 117.98, 115.54, 114.90, 105.90, 61.72, 51.67, 46.16, 32.06. HRMS (m/z)
berechnet fiir C36H3.4CINsO3 [M+H]*, 633,2375; gefunden, 633,2375.
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Darstellung von tert-Butyl(1-(4-(5-0xo-3-phenyl-5,6-dihydro-1,6-naphthyridin-2-
yl)benzyl)piperidin-4-yl)carbamat (46). 1 (413 mg, 1,3 mmol) und 45 (329 mg, 1,6 mmol)
wurden gemadf der allgemeinen Synthesevorschrift D umgesetzt und ergaben 277 mg des
gewlinschten Produkts (0,5 mmol, 43 %). tH NMR (500 MHz, DMSO-ds) 6 11.62 (d, ] = 5.6 Hz,
1H), 8.39 (s, 1H), 7.50 (dt,J = 14.3, 7.2 Hz, 1H), 7.37 - 7.29 (m, 5H), 7.29 - 7.20 (m, 4H), 6.68 (d,
J = 7.3 Hz, 2H), 3.65 (b, 1H), 3.39 - 3.26 (m, 4H), 2.85 (b, 2H), 1.73 - 1.69 (m, 2H), 1.44 (d, ] =
9.9 Hz, 2H), 1.37 (s, 9H). 13C NMR (151 MHz, DMSO-ds) 6 163.67, 162.46, 161.64, 155.29,
153.37, 139.47, 138.62, 137.26, 134.16, 133.98, 130.10, 129.84, 128.88, 128.72, 127.92,
120.70,106.37,77.90, 62.04, 52.51, 47.84, 32.18, 28.73. LCMS (m/z) berechnet fiir C31H34N403
[M+H]+, 511,26; gefunden, 511,17.
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Darstellung von 2-(4-((4-Aminopiperidin-1-yl)methyl)phenyl)-3-phenyl-1,6-naphthy-
ridin-5(6H)-on (46). 46 (313 mg, 0,6 mmol) wurde gemafd der allgemeinen Synthese-
vorschrift E umgesetzt und ergab 231 mg des gewiinschten Produkts (0,6 mmol, 92 %). 1H
NMR (700 MHz, DMSO-d¢) 6 11.75 (s, 1H), 8.44 (s, 1H), 7.57 (d, J = 8.1 Hz, 2H), 7.55 - 7.53 (m,
1H), 7.42 (t,] = 7.6 Hz, 2H), 7.35 - 7.32 (m, 3H), 7.26 - 7.23 (m, 2H), 6.75 - 6.71 (m, 1H), 6.13
(b, 2H), 4.25 (d,] = 4.8 Hz, 2H), 3.31 (d, /] = 11.7 Hz, 2H), 3.26 - 3.20 (m, 1H), 3.00 (dd, J = 22.8,
10.7 Hz, 2H), 2.12 (d, J = 11.9 Hz, 2H), 2.05 - 1.97 (m, 2H).13C NMR (176 MHz, DMSO-ds) &
161.85, 160.32, 152.58, 140.06, 138.54, 137.59, 134.30, 134.00, 131.12, 130.62, 130.36,
130.17,130.13,129.59,128.62,127.79,120.76,105.28, 66.47,49.55,45.38, 26.83. LCMS (m/z)
berechnet fiir C26H26N40 [M+H]*, 511,21; gefunden, 411,20.
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Darstellung von N-(3-formylphenyl)acrylamid (49). 300 mg 3-Nitrobenzaldehyd (48,
2,0 mmol) wurde in 20 mL MeOH gel6st und Zinn(II)chlorid (1,5 g, 7,9 mmol) hinzugegeben.
Daraufhin wurde die Reaktionsmischung fiir eine Stunde refluxiert. Nach Abkiihlen wurde die
Reaktionsmischung mit gesattigter NaHCO3-Losung neutralisiert, das Prazipitat abgefiltert und
das Produkt mit DCM aus dem Filtrat extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden
iiber Na;SO. getrocknet und am Rotationsverdampfer auf ein Volumen von etwa 20 mL
eingeengt. DIPEA (1,0 mL, 6,0 mmol) und Acryloylchlorid (178 pL, 2,3 mmol) wurden
hinzugegeben und das Gemisch fiir weitere zwei Stunden bei Raumtemperatur geriihrt. Nach
Waschen mit NH4Cl-Losung und Extraktion mit DCM wurde das Losungsmittel der vereinigten
organischen Phasen entfernt und das gewiinschte Produkt (302 mg, 1,7 mmol, 87 %) tiber
Saulenchromatographie erhalten (1-10 % MeOH/DCM + 1 % NH3). tH NMR (500 MHz, DMSO-
ds) 5 10.44 (s, 1H),9.98 (s, 1H), 8.26 (s, 1H), 7.92 (d,/ = 8.0 Hz, 1H), 7.64 (d,/ = 7.6 Hz, 1H), 7.57
(t,/ = 7.8 Hz, 1H), 6.45 (dd, / = 17.0, 10.1 Hz, 1H), 6.30 (dd, J = 17.0, 1.7 Hz, 1H), 5.80 (dd, ] =
10.1, 1.7 Hz, 1H). 13C NMR (126 MHz, DMSO-ds) & 193.11, 163.50, 139.83, 136.79, 131.58,
129.80, 127.60, 125.27, 125.07, 119.11. LCMS (m/z) berechnet fiir C1o0HoNO; [M+H]*, 176,06;
gefunden, 176,02.
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Darstellung von N-(3-(((1-(4-(5-Ox0-3-phenyl-5,6-dihydro-1,6-naphthyridin-2-yl)ben-

50

zyl)-piperidin-4-yl)amino)methyl)phenyl)acrylamid (50). 46 (200 mg, 0,5 mmol) und 49
(97 mg, 0,5 mmol) wurden gemafd der allgemeinen Synthesevorschrift D umgesetzt und
ergaben 37 mg des gewlinschten Produkts (0,06 mmol, 13 %). tH NMR (400 MHz, DMSO-ds) o
11.60 (b, 1H), 10.10 (s, 1H), 8.38 (s, 1H), 7.61 - 7.56 (m, 2H), 7.49 (d,] = 7.3 Hz, 1H), 7.33 - 7.27
(m, 5H), 7.26 - 7.16 (m, 6H), 7.02 (d, J = 7.5 Hz, 1H), 6.68 (d, ] = 7.3 Hz, 1H), 6.44 (dd, ] = 17.0,
10.1 Hz, 1H), 6.24 (dd,J = 17.0, 1.8 Hz, 1H), 5.73 (dd, / = 10.1, 1.8 Hz, 1H), 3.70 (s, 2H), 3.29 (b,
2H),2.71 (d,J=11.1 Hz, 2H), 2.38 (t,/ = 9.9 Hz, 1H), 1.90 (t,/ = 10.7 Hz, 2H), 1.79 (d,/ = 10.6 Hz,
2H), 1.28 (dd, J = 20.5, 10.2 Hz, 2H). 13C NMR (101 MHz, DMSO-ds) 6 163.04, 161.99, 161.20,
15291, 141.85, 139.11, 139.03, 138.87, 138.00, 136.77, 133.69, 133.48, 131.96, 129.57,
129.36, 128.39, 128.14, 127.43, 126.68, 123.08, 120.22, 118.82, 117.58, 105.90, 61.77, 53.75,
51.85, 49.82, 32.02. HRMS (m/z) berechnet fiir C3¢H3sNsO, [M+H]+, 570,2864; gefunden,
570,2861.
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Darstellung von 2-(4-((4-(4-Nitrophenyl)piperazin-1-yl)methyl)phenyl)-3-phenyl-1,6-
naphthyridin-5(6H)-on (52).1 (100 mg, 0,3 mmol) und 1-(4-Nitrophenyl)piperazin (96 mg,
0,4 mmol) wurden gemafd der allgemeinen Synthesevorschrift D umgesetzt. Das Rohprodukt
wurde ohne weitere Aufarbeitung weiter verwendet. . LCMS (m/z) berechnet fiir C32H29N403

[M+H]* 518,21; gefunden, 518,12.
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Darstellung von 2-(4-((4-(4-Aminophenyl)piperazin-1-yl)methyl)phenyl)-3-phenyl-
1,6-naphthyridin-5(6H)-on (53). 52 (147 mg, 0,3 mmol) wurde gemafs der allgemeinen
Synthesevorschrift C umgesetzt und ergab 60 mg des gewilinschten Produkts (0,1 mmol, 40 %
uiber zwei Schritte). TH NMR (500 MHz, MeOD-d,) 6 8.64 (s, 1H), 7.39 (dd, / = 9.6, 7.8Hz, 4H),
7.28 (dt, J = 12.8, 8.5Hz, 5H), 7.21 (dd, J = 6.4, 2.8Hz, 2H), 6.89 (d, ] = 7.4Hz, 1H), 6.84 (d, ] =
7.9Hz, 2H), 6.72 (d, ] = 7.9Hz, 2H), 4.64 (s, 2H), 3.60 (s, 2H), 3.06 (s, 4H), 2.64 (s, 4H).13C NMR
(126 MHz, MeOD-d4) 163.90, 162.85, 153.52, 139.12, 138.94, 138.07, 137.96, 135.58, 132.45,
130.24, 129.89, 129.56, 128.63, 127.87, 121.15, 119.16, 117.12, 107.66, 62.75, 53.23, 51.12.
HRMS (m/z) berechnet fiir C31H30NsO [M+H]+, 488,2444; gefunden, 488,2446.
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Darstellung von N-(4-(4-(4-(5-0Oxo-3-phenyl-5,6-dihydro-1,6-naphthyridin-2-yl)ben-
zyl)piperazin-1-yl)phenyl)acrylamid (54). 53 (45mg, 0,1 mmol) wurde gemafd der
allgemeinen Synthesevorschrift F umgesetzt und ergab 21 mg des gewiinschten Produkts
(0,04 mmol, 42 %). tH NMR (500 MHz, MeOD-d,4) 6 8.62 (s, 1H), 7.72 (s, 1H), 7.49 (d, ] = 9.0Hz,
2H),7.42 (d,] = 7.4Hz, 1H), 7.37 (d, ] = 8.1Hz, 2H), 7.32 -7.24 (m, 5H), 7.23 -7.18 (m, 2H), 6.92
(d,J=9.1Hz, 2H), 6.86 (d, ] = 7.2Hz, 1H), 6.37 (dd, /] = 17.0, 9.7Hz, 1H), 6.31 (dd, ] = 16.9, 2.1Hz,
1H), 5.70 (dd, J = 9.7, 2.1Hz, 1H), 3.59 (s, 2H), 3.16 (s, 4H), 2.62 (s, 4H).).13C NMR (126 MHz,
MeOD-ds, CDCl3) & 164.95, 163.92, 153.54, 140.32,139.17, 138.94,137.96, 135.60, 132.64,
132.59, 131.56, 130.19, 129.86, 129.47, 128.59, 127.84, 127.09, 126.49, 121.67, 121.10,
116.89,107.45, 62.66, 53.89, 49.58. HRMS (m/z) berechnet fiir C34H32N50, [M+H]+, 542,2550;
gefunden, 542,2551.
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56

Darstellung von tert-Butyl(3-(1-(4-brombenzyl)piperidin-4-yl)-2-o0x0-2,3-dihydro-1H-
benzo[d]imidazol-5-yl)carbamat (56). 2 (1,0 g, 3,0 mmol) wurde gemafd der allgemeinen
Synthesevorschrift D umgesetzt und ergab 850 mg des gewiinschten Produkts (1,7 mmol,
56 %).1H NMR (500 MHz, DMSO-ds) 6 10.68 (s, 1H), 9.16 (s, 1H), 8.16 - 8.05 (m, 1H), 7.53 (d,
J=8.3 Hz, 2H), 7.47 (s, 1H), 7.32 (d, ] = 8.3 Hz, 2H), 7.06 - 7.00 (m, 1H), 6.84 (d, ] = 8.4 Hz, 1H),
4.14 - 4.06 (m, 1H), 3.85 (d,J = 13.2 Hz, 1H), 3.53 (s,/ = 11.3 Hz, 2H), 3.17 (s, 1H), 294 (d, ] =
11.3 Hz, 2H), 2.32 (qd,J = 12.3, 3.5 Hz, 2H), 2.13 (t,/ = 11.2 Hz, 2H), 1.63 (d, ] = 9.8 Hz, 2H), 1.48
(s, 8H). 13C NMR (125 MHz, DMSO-d¢) 6 163.05, 160.75, 153.98, 152.95, 133.07, 131.06,
130.93, 129.04, 123.43, 119.97, 108.52, 78.68, 60.79, 54.89, 49.89, 28.45, 28.20. LCMS (m/z)
berechnet fiir C24H20N403Br [M+H]*, 501,09; gefunden, 501,14.
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Darstellung von 6-Amino-1-(1-(4-brombenzyl)piperidin-4-yl)-1,3-dihydro-2H-benzo-
[d]limidazol-2-on (57). 56 (850 mg, 1,7 mmol) wurde gemaf} der allgemeinen Synthese-
vorschrift E umgesetzt und ergab 510 mg des gewtlinschten Produkts (1.3 mmol, 75 %). 1H
NMR (500 MHz, DMSO-ds) 6 10.31 (s, 1H), 7.54 (d, /] = 8.3 Hz, 2H), 7.31 (d, / = 8.3 Hz, 2H), 6.63
(d,J=8.2 Hz, 1H), 6.54 (d,/ = 1.4 Hz, 1H), 6.21 (dd, ] = 8.2, 1.8 Hz, 1H), 4.74 (b, 2H), 4.09 - 4.01
(m, 1H), 3.49 (s, 2H), 2.92 (d,/ = 11.3 Hz, 2H), 2.28 (qt, / = 16.0, 7.9 Hz, 2H), 2.06 (t,/ = 11.4 Hz,
2H), 1.59 (d, ] = 9.7 Hz, 2H). 13C NMR (125 MHz, DMSO0-de) & 153.97, 143.16, 138.01, 131.12,
130.99,129.92,119.97,119.08, 109.15, 106.78, 95.85, 61.11, 54.97, 52.69, 49.77, 28.66. LCMS
(m/z) berechnet fiir C19H2:N4OBr [M+H]*, 401,09; gefunden, 401,15.
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Darstellung von N-(3-(1-(4-Brombenzyl)piperidin-4-yl)-2-0xo0-2,3-dihydro-1H-benzo-
[d]limidazol-5-yl)acrylamid (55). 57 (500 mg, 1,2 mmol) wurde gemafd der allgemeinen
Synthesevorschrift F umgesetzt und ergab 498 mg des gewiinschten Produkts (1,1 mmol,
88 %). 1H NMR (500 MHz, DMSO0-de) 6 10.86 (s, 1H), 10.25 (s, 1H), 7.77 (s, 1H), 7.54 (d, ] = 8.2
Hz, 2H),7.32 (d,/=8.1 Hz, 2H), 6.92 (d,/ = 8.4 Hz, 1H), 6.47 (dd, /= 16.9, 10.1 Hz, 1H), 6.25 (dd,
J=17.0,1.8 Hz, 1H), 5.73 (dd,/ = 10.2, 1.8 Hz, 1H), 4.11 (t,/ = 12.2 Hz, 1H), 3.51 (s, 2H), 2.94 (d,
J=10.2 Hz, 2H), 2.31 (dd, ] = 21.9, 11.4 Hz, 2H), 2.10 (t, / = 11.0 Hz, 2H), 1.65 (d, / = 10.7 Hz,
2H). 13C NMR (125 MHz, DMSO-d¢) § 162.84, 154.02, 137.90, 132.73, 132.13, 131.14, 131.08,
128.98,126.30,124.49,120.00,112.18,108.69,100.93, 61.06, 53.28,52.58,50.12, 28.68. LCMS
(m/z) berechnet fiir C22H23N40,Br [M+H]*, 455,10; gefunden, 455,17.
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Darstellung von N-(3-(1-(4-(1H-Indazol-6-yl)benzyl)piperidin-4-yl)-2-0xo0-2,3-dihydro-
1H-benzo[d]imidazol-5-yl)acrylamid (58a). 55 (50 mg, 0,1 mmol) wurde gemafd der
allgemeinen Synthesevorschrift G umgesetzt und ergab 13 mg des gewiinschten Produkts
(0,03 mmol, 24 %). tH NMR (600 MHz, DMSO-de) § 13.14 (s, 1H), 10.82 (s, 1H), 10.10 (s, 1H),
8.10 (s,/ = 6.9 Hz, 1H), 7.84 (d,/ = 8.4 Hz, 2H), 7.77 - 7.71 (m, 4H), 7.53 - 7.41 (m, 3H), 6.93 (d,
J=8.3Hz, 1H), 6.43 (dd,/ = 16.9, 10.1 Hz, 1H), 6.26 (dd, /= 17.0, 1.9 Hz, 1H), 5.74 (dd,J = 10.1,
1.9 Hz, 1H), 4.16 (b, 1H), 3.67 - 3.56 (m, 2H), 3.04 (b, 2H), 2.31 (b, 2H), 2.12 (b, 2H), 1.66 (b,
2H). 13C NMR (151 MHz, DMSO-de) 6 163.26, 154.48, 141.04, 133.86, 133.10, 132.51, 130.12,
129.47,127.54,126.83,124.98,122.63,121.43,120.53,112.66, 109.14, 107.99, 101.44, 62.04,
59.53,52.02, 29.15. LCMS (m/z) berechnet fiir C20H28N¢0, [M+H]*, 493,23; gefunden, 493,11.
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Darstellung von N-(3-(1-((4'-(4-Methylpiperazin-1-carbonyl)-[1,1'-biphenyl]-4-yl)me-
thyl)piperidin-4-yl)-2-0x0-2,3-dihydro-1H-benzo[d]imidazol-5-yl)acrylamid (58b). 55
(30 mg, 0,07 mmol) wurde geméf$ der allgemeinen Synthesevorschrift G umgesetzt und ergab
21 mg des gewlinschten Produkts (0,04 mmol, 55 %).tH NMR (500 MHz, DMSO-ds) 6 10.83 (s,
1H), 10.11 (s, 1H), 7.76 - 7.72 (m, 3H), 7.69 (d, ] = 8.1 Hz, 2H), 7.49 - 7.44 (m, 4H), 7.27 (dd, ] =
8.4, 1.3 Hz, 1H), 6.92 (d, ] = 8.4 Hz, 1H), 6.42 (dd, J = 16.9, 10.1 Hz, 1H), 6.26 (dd, J = 17.0, 1.8
Hz, 1H), 5.74 (dd, J = 10.2, 1.7 Hz, 1H), 4.14 (ddd, ] = 16.2, 12.2, 3.8 Hz, 1H), 3.59 (s, 2H), 3.35
(s, 4H), 3.00 (d, /= 11.0 Hz, 2H), 2.40 - 2.25 (m, 6H), 2.19 (s, 3H), 2.12 (t,/ = 11.3 Hz, 2H), 1.67
(d, ] = 10.2 Hz, 2H). 13C NMR (125 MHz, DMSO0-d¢) 6 168.77, 162.80, 154.03, 141.09, 138.20,
138.05, 134.73, 132.68, 132.06, 129.61, 129.00, 127.71, 126.70, 126.60, 126.44, 124.51,
112.14, 108.71, 100.95, 61.61, 52.74, 50.16, 45.67, 41.53, 28.75. HRMS (m/z) berechnet fiir
C34H39N6O3 [M+H]*, 579,3078; gefunden, 579,3075.
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Darstellung von N-(3-(1-(4-(6-Aminopyridin-3-yl)benzyl)piperidin-4-yl)-2-o0xo-2,3-
dihydro-1H-benzo[d]imidazol-5-yl)acrylamid (58c). 55 (30 mg, 0,07 mmol) wurde gemaf3
der allgemeinen Synthesevorschrift G umgesetzt und ergab 21 mg des gewiinschten Produkts
(0,04 mmol, 68 %).1H NMR (600 MHz, DMSO-ds) & 10.80 (s, 1H), 10.09 (s, 1H), 8.25 (s, 1H),
7.72 (s, 1H), 7.69 (dd, J = 8.6, 2.3 Hz, 1H), 7.58 - 7.52 (m, 3H), 7.38 (d, /] = 7.8 Hz, 2H), 7.26 (d, ]
=7.7 Hz, 1H), 6.91 (dd, ] = 8.8, 5.6 Hz, 1H), 6.42 (dd,/ = 16.9, 10.1 Hz, 1H), 6.25 (dd, /= 17.0, 1.7
Hz, 1H), 6.03 (s, 2H), 5.73 (dd, J = 10.2, 1.7 Hz, 1H), 4.12 (b, 1H), 3.57 (s, 2H), 3.00 (b, 2H), 2.36
- 2.26 (m, 2H), 2.13 (b, 2H), 1.67 (d, J = 10.1 Hz, 2H).13C NMR (151 MHz, DMSO-ds) § 162.63,
158.98, 153.85, 145.43, 135.15, 134.36, 132.48, 131.89, 129.45, 128.82, 126.19, 125.53,
125.05, 124.34, 112.02, 108.50, 107.84, 100.81, 61.39, 61.21, 52.42, 28.42. LCMS (m/z)
berechnet fiir C27H20N602 [M+H]*, 469,23; gefunden, 469,17.
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Darstellung von N-(2-Oxo0-3-(1-((4'-phenoxy-[1,1'-biphenyl]-4-yl)methyl)piperidin-4-
yl)-2,3-dihydro-1H-benzo[d]imidazol-5-yl)acrylamid (58d). 55 (50 mg, 0,1 mmol) wurde
gemafd der allgemeinen Synthesevorschrift G umgesetzt und ergab 29 mg des gewiinschten
Produkts (0,05 mmol, 48 %). tH NMR (600 MHz, DMSO-d¢) § 10.81 (s, ] = 47.0 Hz, 1H), 10.11
(s,/=14.8 Hz, 1H), 7.70 - 7.65 (m, 2H), 7.63 - 7.58 (m, 2H), 7.44 - 7.37 (m, 5H), 7.16 (dd, J =
14.2,7.1 Hz, 1H), 7.09 - 7.02 (m, 5H), 6.43 (dd, /= 17.0, 10.1 Hz, 1H), 6.26 (dd, /= 17.0, 1.8 Hz,
1H), 5.73 (dd, /= 10.1, 1.8 Hz, 1H), 4.17 - 4.09 (m, 1H), 3.57 (s,/ = 8.5 Hz, 2H), 2.99 (t,/ = 11.9
Hz, 2H), 2.36 - 2.27 (m, 2H), 2.11 (t,/ = 11.5 Hz, 2H), 1.66 (d, /] = 9.9 Hz, 2H).13C NMR (151 MHz,
DMSO-ds) § 162.92, 156.61, 156.42, 154.15, 138.33, 137.44, 136.28, 135.34, 132.79, 132.19,
130.23, 130.20, 129.64, 129.59, 129.12, 128.32, 126.46, 126.43, 124.63, 123.82, 123.77,
119.19,118.99,118.96,117.26,112.27,108.79,101.08,61.72,52.81,50.30, 28.84. LCMS (m/z)
berechnet fiir C34H33N403 [M+H]*, 545,25; gefunden, 545,18
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Darstellung von N-(3-(1-(4-(6-(Dimethylamino)pyridin-3-yl)benzyl)piperidin-4-yl)-2-
0x0-2,3-dihydro-1H-benzo[d]imidazol-5-yl)acrylamid (58e). 55 (50 mg, 0,1 mmol) wurde
gemaf? der allgemeinen Synthesevorschrift G umgesetzt und ergab 33 mg des gewiinschten
Produkts (0,07 mmol, 61 %). tH NMR (600 MHz, DMSO-de) § 10.82 (s, 1H), 10.10 (s, 1H), 8.43
(d,J=2.1Hz 1H), 7.82 (d,] = 8.5 Hz, 1H), 7.74 (s, 1H), 7.60 - 7.53 (m, 2H), 7.41 - 7.34 (m, 2H),
6.93 (d,]/ =8.3 Hz, 1H), 6.71 (d, ] = 8.8 Hz, 1H), 6.43 (dd, / = 16.8, 10.2 Hz, 1H), 6.27 (d,] = 16.9
Hz, 1H), 5.74 (d, / = 10.2 Hz, 1H), 4.18 - 4.10 (m, 1H), 3.55 (s, 2H), 3.06 (s, 6H),2.99 (d,/=7.9
Hz, 2H), 2.32 (dd,/ = 19.6,10.2 Hz, 2H), 2.10 (t,/ = 13.1 Hz, 2H), 1.66 (d,/ = 9.9 Hz, 2H).13C NMR
(151 MHz, DMSO-de) 6 162.79, 158.30, 154.02, 145.40, 136.60, 136.44, 135.32, 132.66, 132.05,
129.54,129.49,128.98, 126.34, 125.29, 124.50, 123.21, 112.13, 108.65, 105.75, 100.95, 61.65,
52.64, 50.17, 37.70, 28.72. LCMS (m/z) berechnet fiir C2o0H33N¢02 [M+H]*, 497,26; gefunden,
497,17.
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Darstellung von N-(3-(1-(4-(2-Methylbenzo[d]oxazol-5-yl)benzyl)piperidin-4-yl)-2-
0x0-2,3-dihydro-1H-benzo[d]imidazol-5-yl)acrylamid (58f). 55 (50 mg, 0,1 mmol) wurde
gemafd der allgemeinen Synthesevorschrift G umgesetzt und ergab 33 mg des gewiinschten
Produkts (0,07 mmol, 56 %).1H NMR (600 MHz, DMSO-d¢) § 1 10.83 (s, 1H), 10.12 (s, 1H), 8.15
(s, 1H), 7.92 (s, J = 1.0 Hz, 1H), 7.76 - 7.66 (m, 4H), 7.63 (d, ] = 8.5 Hz, 1H), 7.44 (d, ] = 8.0 Hz,
2H),7.27 (d,J=9.5 Hz, 1H), 6.42 (dd,J = 16.9, 10.1 Hz, 1H), 6.26 (dd,/ = 17.0, 1.7 Hz, 1H), 5.74
(dd,/=10.2,1.6 Hz, 1H), 4.18 - 4.10 (m, 1H), 3.58 (s, 2H), 3.01 (d,/ = 10.9 Hz, 2H), 2.63 (s, 3H),
2.32 (dt, J = 12.2, 9.4 Hz, 2H), 2.12 (t, / = 11.3 Hz, 2H), 1.67 (d, /] = 10.4 Hz, 2H). 13C NMR
(151 MHz, DMSO-ds) 6 164.63,163.64, 162.82,154.05, 151.92, 149.98, 141.96, 140.81, 138.86,
137.48, 136.85, 132.70, 132.07, 130.69, 129.58, 129.00, 126.97, 126.44, 124.93, 124.52,
123.62, 117.04, 112.16, 110.63, 109.45, 108.71, 100.98, 61.64, 52.73, 50.18, 28.76, 14.24,
14.14. LCMS (m/z) berechnet fiir C30H30N503 [M+H]*, 508,23; gefunden, 508,15.
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Darstellung von N-(3-(1-((3'-Morpholino-[1,1'-biphenyl]-4-yl)methyl) piperidin-4-yl)-2-
0x0-2,3-dihydro-1H-benzo[d]imidazol-5-yl)acrylamid (58g). 55 (50 mg, 0,1 mmol) wurde
gemafd der allgemeinen Synthesevorschrift G umgesetzt und ergab 33 mg des gewiinschten
Produkts (0,07 mmol, 61 %). 1tH NMR (500 MHz, DMSO0-ds) 6 10.84 (s, 1H), 10.13 (s, 1H), 7.63
(d,] = 7.7 Hz, 2H), 7.41 (dd, J = 11.9, 4.5 Hz, 2H), 7.32 - 7.23 (m, 3H), 7.18 (dd, ] = 14.1, 6.6 Hz,
2H), 6.99 - 6.91 (m, 2H), 6.43 (dd, / = 16.9, 10.1 Hz, 1H), 6.26 (d,/ = 17.0 Hz, 1H), 5.74 (d, ] =
11.2 Hz, 1H), 4.14 (b, 1H), 3.57 (s, 2H), 3.37 (s, 4H), 3.21 - 3.15 (m, 4H), 3.00 (d, ] = 7.6 Hz, 2H),
2.37 - 2.27 (m, 2H), 2.11 (b, 2H), 1.67 (d,/ = 9.6 Hz, 2H). 13C NMR (125 MHz, DMSO-d¢) 6 162.83,
154.05, 151.64, 150.37, 140.96, 132.70, 132.07, 129.53, 129.00, 128.06, 126.74, 126.44,
125.36, 124.53, 120.98, 117.71, 117.15, 114.28, 113.45, 112.18, 108.73, 66.21, 61.64, 52.67,

48.78,48.51, 28.72. LCMS (m/z) berechnet fiir C3,H3sNsO3 [M+H]*, 538,27; gefunden, 538,19.
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Darstellung von N-(3-(1-(4-(1H-Indazol-7-yl)benzyl)piperidin-4-yl)-2-0xo0-2,3-dihydro-
1H-benzo[d]imidazol-5-yl)acrylamid (58h). 55 (50 mg, 0,1 mmol) wurde gemaf3 der allge-
meinen Synthesevorschrift G umgesetzt und ergab 14 mg des gewiinschten Produkts
(0,03 mmol, 26 %). 1H NMR (400 MHz, DMSO-de) 6 13.23 (s, 1H), 10.88 (s, 1H), 10.16 (s, 1H),
8.24 (s, 1H), 7.86 - 7.73 (m, 4H), 7.59 (b, 2H), 7.48 (d, ] = 7.0 Hz, 1H), 7.33 - 7.24 (m, 2H), 6.99
(d,J =8.3 Hz, 1H), 6.49 (dd, / = 16.9, 10.1 Hz, 1H), 6.31 (dd, / = 16.9, 1.8 Hz, 1H), 5.80 (dd, J =
10.1, 1.9 Hz, 1H), 4.27 (b, 1H), 3.69 (s, 2H), 3.13 (b, 2H), 2.28 - 2.20 (m, 2H), 2.05 (b, 2H), 1.75
(b, 2H). 13C NMR (101 MHz, DMSO-d¢) 6 162.60, 153.81, 140.28, 137.79, 131.82, 129.42,
129.37, 128.79, 127.95, 127.81, 126.18, 124.32, 124.22, 120.78, 120.74, 119.18, 111.72,
110.20, 106.40, 62.07, 57.97, 52.51, 28.71. LCMS (m/z) berechnet fiir C29H29NsO0, [M+H]*,

493,32; gefunden, 493,20.
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Darstellung von N-(3-(1-(4-(4-Methoxypyridin-3-yl)benzyl)piperidin-4-yl)-2-o0xo0-2,3-
dihydro-1H-benzo[d]imidazol-5-yl)acrylamid (58i). 55 (50 mg, 0,1 mmol) wurde gemafd
der allgemeinen Synthesevorschrift G umgesetzt und ergab 25 mg des gewiinschten Produkts
(0,05 mmol, 47 %). *H NMR (400 MHz, DMSO-d¢) 6 10.81 (s, 1H), 10.09 (s, 1H), 8.45 (d,/ = 5.7
Hz, 1H), 8.38 (s, 1H), 7.72 (s, 1H), 7.50 (d, / = 8.1 Hz, 2H), 7.42 (d, ] = 8.1 Hz, 2H), 7.28 (dd, ] =
8.4,1.3 Hz, 1H), 7.16 (d, ] = 5.7 Hz, 1H), 6.92 (d, ] = 8.4 Hz, 1H), 6.42 (dd, / = 16.9, 10.1 Hz, 1H),
6.25 (dd, J = 16.9, 2.0 Hz, 1H), 5.74 (dd, J = 10.0, 2.0 Hz, 1H), 4.19 - 4.10 (m, 1H), 3.86 (s, 3H),
3.58 (s, 2H), 3.02 (d,J = 11.1 Hz, 2H), 2.36 - 2.28 (m, 2H), 2.13 (t,/ = 11.2 Hz, 2H), 1.68 (d, ] =
10.0 Hz, 2H).13C NMR (101 MHz, DMSO0-ds) 6 162.56, 161.85, 153.79, 150.25, 149.82, 137.57,
133.06, 132.43, 131.83, 128.94, 128.60, 126.13, 125.20, 124.28, 111.91, 108.44, 107.09,
100.73, 61.49, 55.40, 52.52, 49.94, 28.50. LCMS (m/z) berechnet fiir CzgH3oNs03 [M+H]*,
484,23; gefunden, 484,15.
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Darstellung von N-(2-0xo0-3-(1-(4-(3-0x0-3,4-dihydro-2H-benzo[b][1,4]oxazin-6-yl)-
benzyl)piperidin-4-yl)-2,3-dihydro-1H-benzo[d]imidazol-5-yl)acrylamid (58j). 55
(50 mg, 0,1 mmol) wurde gemafi der allgemeinen Synthesevorschrift G umgesetzt und ergab
36 mg des gewiinschten Produkts (0,07 mmol, 63 %). tH NMR (500 MHz, DMSO-ds) § 10.84 (s,
J=7.5Hz, 1H), 10.81 (s, 1H), 10.12 (s, 1H), 7.75 (b, 1H), 7.61 (b, 2H), 7.48 - 7.36 (m, 2H), 7.28
(b, 3H), 6.95 (dd, J = 23.6, 8.1 Hz, 2H), 6.43 (dd,J = 16.9, 10.1 Hz, 1H), 6.25 (dd,/ = 17.0, 1.7 Hz,
1H), 5.74 (dd, ] = 10.1, 1.8 Hz, 1H), 4.62 (s, 2H), 4.21 (b, 1H), 3.54 (b, 2H), 3.00 (b, 2H), 2.31 (b,
2H), 2.09 (b, 2H), 1.67 (b, 2H).13C NMR (126 MHz, DMSO-ds) 6 164.82, 162.82, 154.02, 143.70,
142.66, 132.04, 129.53, 129.00, 126.45, 126.24, 124.55, 120.69, 120.67, 119.03, 116.27,

114.21, 66.81, 61.70, 57.89, 52.71, 29.09. LCMS (m/z) berechnet fiir CsoHsoNsO4 [M+H]",

524,22; gefunden, 524,14.
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Darstellung von N-(3-(1-(4-(Imidazo[1,2-a]pyridin-6-yl)benzyl)piperidin-4-yl)-2-oxo-
2,3-dihydro-1H-benzo[d]imidazol-5-yl)acrylamid (58k). 55 (50 mg, 0,1 mmol) wurde
gemafd der allgemeinen Synthesevorschrift G umgesetzt und ergab 32 mg des gewiinschten
Produkts (0,07 mmol, 59 %). tH NMR (500 MHz, DMSO-ds) 6 10.85 (s, 1H), 10.13 (s, 1H), 8.93
(s, 1H), 7.97 (s, 1H), 7.76 (s, 1H), 7.72 - 7.64 (m, 2H), 7.62 - 7.57 (m, 1H), 7.47 (d, J = 8.1 Hz,
1H), 7.27 (dd, ] = 8.4, 1.4 Hz, 1H), 6.93 (d, ] = 8.4 Hz, 1H), 6.43 (dd, ] = 16.9, 10.1 Hz, 1H), 6.27
(dd,J=17.0, 1.9 Hz, 1H), 5.75 (dd, J = 10.1, 1.8 Hz, 1H), 4.18 - 4.11 (m, 1H), 3.59 (s, 1H), 3.01
(d,/=11.1 Hz, 1H), 2.33 (dt, J = 12.2,9.1 Hz, 1H), 2.13 (t,/ = 11.4 Hz, 1H), 1.67 (d, J = 10.2 Hz,
1H).13C NMR (126 MHz, DMSO-d¢) 6 162.83, 154.05, 143.84, 137.94, 135.46, 133.70, 132.70,
132.07, 129.71, 129.01, 126.42, 124.89, 124.53, 124.47, 124.10, 116.93, 113.64, 112.16,
108.73, 100.98, 61.58, 52.70, 50.17, 28.74. LCMS (m/z) berechnet fiir C;9H29NsO, [M+H]*,
493,23; gefunden, 493,26.
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Darstellung von N-(4'-((4-(6-Acrylamido-2-o0x0-2,3-dihydro-1H-benzo[d]imidazol-1-
yl)piperidin-1-yl)methyl)-[1,1'-biphenyl]-4-yl)benzamid (581). 55 (50 mg, 0,1 mmol)
wurde gemaifd der allgemeinen Synthesevorschrift G umgesetzt und ergab 44 mg des
gewiinschten Produkts (0,08 mmol, 70 %).1H NMR (500 MHz, DMSO0-ds) § 10.89 (s, 1H), 10.40
(s, 1H), 10.12 (s, 1H), 8.01 - 7.95 (m, 3H), 7.92 (d, ] = 8.4 Hz, 2H), 7.85 - 7.71 (m, 5H), 7.59 (dt,
J=14.9,7.2 Hz, 5H), 6.95 (d, /] = 7.8 Hz, 1H), 6.45 (dd, J = 16.9, 10.1 Hz, 1H), 6.25 (dd, J = 17.0,
1.7 Hz, 1H), 5.75 (dd, J = 10.2, 1.8 Hz, 1H), 4.39 (b, 2H), 3.60 - 3.52 (m, 1H), 3.24 (b, 2H), 2.62
(b, 2H), 1.95 (b, 2H), 1.24 (b, 2H). 13C NMR (126 MHz, DMSO0-d¢) 6 165.66, 162.93, 162.87,
154.01, 134.92, 131.97, 131.72, 129.05, 128.57, 128.48, 127.88, 127.74, 126.99, 126.64,
126.52,124.67,120.67, 120.65, 108.85, 61.71, 58.28, 54.43, 25.82. LCMS (m/z) berechnet fiir
C35H34N503 [M+H]*, 572,26; gefunden, 572,15.
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Darstellung von N-(2-0xo-3-(1-(4-(pyrazolo[1,5-a]pyridin-3-yl)benzyl)piperidin-4-yl)-
2,3-dihydro-1H-benzo[d]imidazol-5-yl)acrylamid (58m). 55 (50 mg, 0,1 mmol) wurde
gemaf? der allgemeinen Synthesevorschrift G umgesetzt und ergab 31 mg des gewiinschten
Produkts (0,06 mmol, 57 %). tH NMR (500 MHz, DMSO-ds) 6 10.83 (s, 1H), 10.11 (s, 1H), 8.73
(d,J=7.0 Hz, 1H), 8.37 (s, 1H), 7.99 (d,] = 9.0 Hz, 1H), 7.74 (s, ]/ = 12.3 Hz, 1H), 7.67 (d, ] = 8.0
Hz, 2H), 7.43 (d, ]/ = 8.0 Hz, 2H), 7.34 - 7.24 (m, 2H), 6.97 - 6.90 (m, 2H), 6.42 (dd,J = 16.9, 10.1
Hz, 1H), 6.25 (dd, /= 17.0, 1.9 Hz, 1H), 5.74 (dd, J = 10.1, 1.8 Hz, 1H), 4.14 (t,/ = 12.2 Hz, 1H),
3.57 (s, 2H), 3.02 (d,J = 10.4 Hz, 2H), 2.37 - 2.27 (m, 2H), 2.12 (t,] = 11.2 Hz, 2H), 1.67 (d, ] =
10.6 Hz, 2H). 13C NMR (126 MHz, DMSO-ds) 6 162.81, 154.04, 140.34, 136.05, 132.68, 132.06,
131.50, 129.73, 129.42, 129.00, 126.44, 126.28, 124.74, 124.52, 117.42, 112.52, 112.16,
111.52, 108.71, 100.98, 61.76, 52.69, 50.18, 28.74. LCMS (m/z) berechnet fiir C29H29Ns0:
[M+H]*, 493,23; gefunden, 493,16.
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Darstellung von N-(3-(1-(4-(1H-indazol-4-yl)benzyl)piperidin-4-yl)-2-o0xo-2,3-dihydro-
1H-benzo[d]imidazol-5-yl)acrylamid (58n). 55 (50 mg, 0,1 mmol) wurde gemiafd der
allgemeinen Synthesevorschrift G umgesetzt und ergab 22 mg des gewlinschten Produkts
(0,04 mmol, 41 %). *H NMR (500 MHz, DMSO-ds) 6 13.17 (s, 1H), 10.82 (s, 1H), 10.10 (s, 1H),
8.18 (s, 1H), 7.77 (d, ] = 7.6 Hz, 2H), 7.75 - 7.65 (m, 2H), 7.57 - 7.49 (m, 2H), 7.42 (d, ] = 7.0 Hz,
1H), 7.27 - 7.20 (m, 2H), 6.93 (d, / = 8.3 Hz, 1H), 6.43 (dd, J = 16.9, 10.1 Hz, 1H), 6.25 (dd, J =
16.9, 1.8 Hz, 1H), 5.74 (dd, J = 10.1, 1.9 Hz, 1H), 4.24 - 4.12 (m, 1H), 3.64 (s, 2H), 3.07 (s, 2H),
2.37 (b, 2H), 2.22-2.13 (m, 2H), 1.70 (d,/ = 7.1 Hz, 2H).13CNMR (126 MHz, DMSO0-ds) 5 163.29,
154.49, 138.47, 132.50, 130.10, 129.48, 128.64, 128.49, 126.88, 125.86, 125.71, 125.00,
124.43, 122.46, 121.42, 119.86, 116.53, 112.57, 112.40, 62.73, 59.79, 53.24, 29.49. HRMS
(m/z) berechnet fiir C20H29N¢02 [M+H]*, 493,2347; gefunden, 493,2341.
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Darstellung von N-(3-(1-(4-(1H-indol-5-yl)benzyl)piperidin-4-yl)-2-o0xo0-2,3-dihydro-
1H-benzo[d]imidazol-5-yl)acrylamid (580). 55 (50 mg, 0,1 mmol) wurde gemafd der all-
gemeinen Synthesevorschrift G umgesetzt. Das entstandene Toluolsulfonamid-Intermediat
wurde ohne weitere Aufreinigung mit 157 mg TBAF (0,6 mmol) in 5 mL THF versetzt und fir
eine Stunde refluxiert.23” Die Reaktionsmischung wurde mit einer gesattigten Na,SO4-Losung
gewaschen und das Produkt mit DCM extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden
tiber Na,S04 getrocknet, im Vakuum eingeengt und iiber HPLC (C18, 10-100 % MeCN/H:0)
14 mg des finalen Produkts isoliert (0,03 mmol, 28 %). 1H NMR (600 MHz, DMSO-ds) § 11.45
(s, 1H), 10.86 (s, 1H), 10.31 (b, 1H), 7.91 (d,/ = 7.9 Hz, 1H), 7.79 (d, /] = 9.6 Hz, 3H), 7.76 (s, 1H),
7.58 (s, 2H), 7.47 (d,] = 8.0 Hz, 1H), 7.25 (s, 1H), 7.17 (t,/ = 7.5 Hz, 1H), 7.12 (t,] = 7.4 Hz, 1H),
6.93 (d,J=8.3 Hz, 1H), 6.46 (dt,/=21.9,10.9 Hz, 1H), 6.22 (t,/ = 15.6 Hz, 1H), 5.71 (dd, /= 12.8,
11.5 Hz, 1H), 4.44 (s, 1H), 4.34 (s, 2H), 3.52 (b, 2H), 3.23 (s, 2H), 2.65 (b, / = 21.7 Hz, 2H), 1.93
(b, 2H). 13C NMR (151 MHz, DMSO-ds) 6 162.99, 154.05, 137.43, 137.11, 132.86, 132.20,
131.97, 128.95, 126.64, 126.37, 125.60, 124.96, 124.69, 124.25, 121.71, 119.96, 119.15,
114.95,113.04,112.23,108.93,101.38, 59.26, 52.50, 51.01, 29.15. HRMS (m/z) berechnet fiir
C30H30N502 [M+H]*, 492,2394; gefunden, 492,2388.
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Darstellung von Methyl-6-chlor-[1,1'-biphenyl]-3-carboxylat (61). 60 (325 mg, 1,3 mmol)
wurde gemdfd der allgemeinen Synthesevorschrift G umgesetzt und ergab 292 mg des
gewlinschten Produkts (1,2 mmol, 91 %). tH NMR (500 MHz, DMSO-ds) 6 7.95 (dd, ] = 8.4, 2.1
Hz, 1H), 7.90 (d, J = 2.0 Hz, 1H), 7.75 (d, J = 8.4 Hz, 1H), 7.52 - 7.43 (m, 5H), 3.87 (s, 3H). 13C
NMR (126 MHz, DMSO-ds) 6 165.35, 140.24, 137.77, 136.51, 131.84, 130.60, 129.63, 129.18,
128.85, 128.47, 128.29, 52.50. LCMS (m/z) berechnet fiir C14H1102Cl [M+H]*, 247,04; nicht

ionisierbar.
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Darstellung von 6-Chlor-N-methyl-[1,1'-biphenyl]-3-carboxamid (62). 370 mg 61
(1,5 mmol) wurden in einem MeOH/H,0-Gemisch (1:1) resuspendiert und mit 216 mg LiOH
(9,0 mmol) versetzt. Die Reaktionsmischung wurde fiir eine Stunde refluxiert, daraufthin mit
2 N wassriger HCI-Losung angesauert und das Produkt mit DCM extrahiert. Die vereinigten
organischen Phasen wurden iiber Na;SO. getrocknet und das Losungsmittel am Rota-
tionsverdampfer entfernt. Das Zwischenprodukt wurde in DMF aufgenommen, mit 856 mg
HATU (2,3 mmol) und 1,1 mL DIPEA (6,0 mmol) versetzt und fiir zehn Minuten bei Raum-
temperatur gerithrt. Darauthin wurden 0,7 mL einer 2M Methylamin-Losung in MeOH
hinzugetropft und die Reaktionsmischung fiir eine weitere Stunde geriihrt. Das Reaktions-
gemisch wurde mit einer gesattigten NH4Cl-Losung gewaschen und mit DCM extrahiert. Die
vereinigten organischen Phasen wurden tiber Na;S04 getrocknet und das Losungsmittel in
vacuo entfernt. Uber Siulenchromatographie (1-10 % MeOH/DCM) konnten 350 mg des
gewtinschten Produkts (1,4 mmol, 95 %) erhalten werden. tH NMR (500 MHz, DMSO-ds) 6
8.60 (d,] = 4.3 Hz, 1H), 7.87 (d, / = 2.1 Hz, 1H), 7.84 (dd, ] = 8.3, 2.1 Hz, 2H), 7.67 (d, ] = 8.3 Hz,
1H),7.52 -7.43 (m,5H), 2.78 (d,/ = 4.5 Hz, 3H).13CNMR (126 MHz, DMSO0-ds) 6 165.37,139.64,
138.24,134.02, 133.54, 130.00, 129.31, 128.35, 128.07, 127.90, 26.32. LCMS (m/z) berechnet
fiir C14H12NOCI [M+H]*, 246,06; gefunden, 246,06.
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Darstellung von 4-Formyl-N-methyl-[1,1":2',1"-terphenyl]-4'-carboxamid (63). 62
(200 mg, 0,8 mmol) wurde gemaf3 der allgemeinen Synthesevorschrift G umgesetzt. Es wurde
ein Edukt-Produkt-Gemisch erhalten, das ohne weitere Aufarbeitung weiter umgesetzt wurde.

LCMS (m/z) berechnet fiir C21H1sNO2 [M+H]*, 316,13; gefunden, 316,08.
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Darstellung von tert-Butyl(3-(1-((4'-(methylcarbamoyl)-[1,1':2',1"-terphenyl]-4-yl)-
methyl)piperidin-4-yl)-2-o0xo0-2,3-dihydro-1H-benzo[d]imidazol-5-yl)carbamat (64). 63
(252 mg, 0,8 mmol) wurde gemafs der allgemeinen Synthesevorschrift D umgesetzt und ergab
182 mg des gewiinschten Produkts (0,3 mmol, 36 % iiber 2 Schritte). tH NMR (500 MHz,
DMSO0-ds) 6 10.70 (s, 1H), 9.19 (s, 1H), 8.58 (q, ] = 4.6 Hz, 1H), 8.07 (s, 2H), 7.91 - 7.87 (m, 1H),
7.52 (d,] = 7.9 Hz, 1H), 7.38 (s, 2H), 7.25 (t,/ = 8.6 Hz, 3H), 7.15 (d, / = 6.5 Hz, 1H), 7.10 (d, ] =
7.9 Hz, 2H), 7.06 - 7.00 (m, 2H), 6.86 - 6.83 (m, 2H), 4.09 (t,] = 12.2 Hz, 1H), 3.51 (s, 1H), 2.92
(d,J=10.8 Hz, 2H), 2.81 (d,] = 4.4 Hz, 3H), 2.29 (dd, J = 21.6, 12.2 Hz, 2H), 1.80 - 1.70 (m, 2H),
1.62 (d,/=9.7 Hz, 2H), 1.46 (s,]/ = 1.8 Hz, 9H). ). 13C NMR (126 MHz, DMSO0-ds) 6 166.15, 160.82,
153.94, 152.97, 142.32, 139.88, 133.57, 133.17, 130.55, 129.59, 129.33, 129.14, 129.05,
128.54, 128.09, 126.92, 126.46, 123.45, 111.34, 108.65, 78.74, 61.33, 52.56, 49.74, 29.47,
28.21, 26.33. LCMS (m/z) berechnet flr C3gH42N504 [M+H]*, 632,32; gefunden, 632,19.
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Darstellung von 4-((4-(6-amino-2-o0x0-2,3-dihydro-1H-benzo[d]imidazol-1-yl)pipe-
ridin-1-yl)methyl)-N-methyl-[1,1":2",1"-terphenyl]-4'-carboxamid (64-NHz). 64 (170 mg,
0,3 mmol) wurde gemafd der allgemeinen Synthesevorschrift E umgesetzt und ergab 104 mg
des gewiinschten Produkts (0,2 mmol, 73 %). tH NMR (500 MHz, DMSO-ds) 6 10.32 (s, 1H),
8.59 (q,/ = 4.5 Hz, 1H), 8.05 (s, 2H), 7.93 - 7.86 (m, 1H), 7.51 (d,/ = 7.9 Hz, 1H), 7.27 - 7.22 (m,
4H), 7.13 (dd, J = 20.4, 6.9 Hz, 4H), 6.66 - 6.63 (m, 2H), 6.55 (s, 1H), 4.75 (b, 2H), 4.07 (b, 1H),
3.51 (b, 2H), 2.94 (b, 2H), 2.81 (d, ] = 4.4 Hz, 3H), 2.29 (d, / = 10.4 Hz, 2H), 1.72 (t, ] = 14.3 Hz,
2H), 1.60 (d, / = 9.7 Hz, 2H). 13C NMR (126 MHz, DMSO-d¢) 6 166.15, 160.84, 153.87, 143.18,
140.62, 139.89, 133.60, 130.56, 129.89, 129.83, 129.60, 129.36, 129.16, 128.11, 126.95,
126.47,119.07,109.24,106.91,61.39,57.97,52.65,49.49, 29.47, 28.20. LCMS (m/z) berechnet
fiir C33H34Ns02 [M+H]*, 532,26; gefunden, 532,16.
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Darstellung von 4-((4-(6-Acrylamido-2-0xo0-2,3-dihydro-1H-benzo[d]imidazol-1-yl)pi-
peridin-1-yl)methyl)-N-methyl-[1,1":2',1"-terphenyl]-4'-carboxamid (59). 64 (50 mg,
0,1 mmol) wurde gemaf der allgemeinen Synthesevorschrift E umgesetzt und ergab 27 mg des
gewtinschten Produkts (0,05 mmol, 49 %).1H NMR (500 MHz, DMSO0-ds) 6 10.82 (s, 1H), 10.09
(s, 1H), 8.57 (d,J = 4.4 Hz, 1H), 7.93 - 7.88 (m, 2H), 7.75 (s, 1H), 7.53 (d, /= 7.9 Hz, 1H), 7.30 -
7.20 (m, 6H), 7.15 (t,J = 7.5 Hz, 4H), 6.93 (d,/ = 8.3 Hz, 1H), 6.42 (dd,/ = 16.9, 10.2 Hz, 1H), 6.25
(d,/=16.9 Hz, 1H), 5.74 (d, ]/ = 10.4 Hz, 1H), 4.19 (b, 1H), 3.70 (b, 2H), 3.04 (b, 2H), 2.82 (d, ] =
4.3 Hz, 3H), 2.37 (b, 2H), 1.73 (b, 2H), 1.23 (b, 2H). 13C NMR (126 MHz, DMS0-ds) 6 165.98,
162.67, 153.86, 141.99, 140.40, 139.76, 133.54, 132.46, 131.89, 130.35, 129.44, 129.32,
128.97, 128.85, 128.80, 128.59, 127.93, 127.89, 126.80, 126.30, 126.22, 124.40, 120.43,
112.25, 108.57, 64.23, 57.10, 52.07, 28.06, 26.15. HRMS (m/z) berechnet fiir C3sH3sNs03
[M+H]*, 586,2813; gefunden, 586,2809.
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Darstellung von (R)-2-(4-(tert-Butoxycarbonyl)-2-methylpiperazin-1-yl)pyrimidin-4-
carbonsdure (80). 1 g 78 (6,3 mmol) und 1,4 g 79 (6,9 mmol) wurden in 20 mL MeCN gelost,
6,79 mL DIPEA (37,8 mmol) und 314 mg KI (1,9 mmol) hinzugegeben und die Reaktions-
mischung unter Rihren iiber Nacht auf 80 °C erhitzt. Daraufhin wurde mit einer gesattigten
wassrigen NaHCO3-Losung gewaschen und das Produkt mit DCM extrahiert. Nach Trocknen
der vereinigten organischen Phasen iiber Na,SO; wurde das Ldsungsmittel am
Rotationsverdampfer entfernt und 723 mg des gewiinschten Produkts (2,2 mmol, 36 %) iiber
Sdulenchromatographie (1-10 % MeOH/DCM) isoliert. 1H NMR (600 MHz, DMSO-ds) § 13.47
(b, 1H), 8.60 (d, J = 4.8 Hz, 1H), 7.10 (d, ] = 4.8 Hz, 1H), 4.86 (s, 1H), 4.45 (d, / = 11.5 Hz, 1H),
3.81 (b, 2H), 3.12 (d, ] = 14.6 Hz, 3H), 1.43 (s, 9H), 1.41 (s, 3H). 13C NMR (151 MHz, DMSO0-ds)
6 165.88, 161.06, 160.46, 156.52, 154.48, 109.01, 79.08, 49.09, 48.08, 46.27, 43.03, 28.19,
28.13. LCMS (m/z) berechnet fiir C1sH23N404 [M+H]*, 323,16; gefunden, 323,90.
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Darstellung von (R)-2-((4-(tert-Butoxycarbonyl)-2-methylpiperazin-1-yl)-N-((1R,2S,3S,
5S,75)-5-hydroxyadamantan-2-yl)pyrimidin-4-carboxamid (81). 600 mg 80 (1,9 mmol)
wurden in 5 mL DMF gelost und 1,1 g HATU (2,8 mmol), 535 mg EDC-HCI (2,8 mmol) sowie
1,9 mL DIPEA (11,2 mmol) dazugegeben. Nach zehnminiitigen Riithren bei Raumtemperatur
wurde x (311 mg, 1,9 mmol) hinzugegeben und fiir weitere vier Stunden geriihrt. Die
Reaktionsmischung wurde mit einer gesattigten wassrigen NaHCO3-Losung gewaschen und
das Produkt mit 10 % MeOH/DCM extrahiert. Anschliefend wurden die vereinigten
organischen Phasen tber Na;SO. getrocknet, im Vakuum eingeengt und iiber Saulen-
chromatographie (1-10 % MeOH/DCM) aufgereinigt. Es wurden 298 mg des gewiinschten
Produkts (0,6 mmol, 34 %) erhalten. 1H NMR (600 MHz, DMSO-ds) & 8.62 (d, / = 4.8 Hz, 1H),
8.17 (d,J = 7.8 Hz, 1H), 7.14 (d, ] = 4.8 Hz, 1H), 4.78 (s, 1H), 4.49 (s, 1H), 4.37 (d,J = 13.3 Hz,
1H), 3.96 - 3.92 (m, 1H), 3.83 (d, / = 13.0 Hz, 1H), 3.19 (b, 2H), 2.08 (s, 3H), 1.73 (s, 4H), 1.66
(d,J=12.6 Hz, 4H), 1.43 (s, 9H), 1.24 (dd,J = 14.1, 6.7 Hz, 2H), 1.11 (d, ] = 6.5 Hz, 3H). 13C NMR
(151 MHz, DMSO-ds) 6 161.98, 160.56, 160.00, 157.09, 154.19, 106.33, 78.83, 65.22, 52.09,
45.02, 44.09, 44.05, 37.94, 33.05, 30.27, 30.20, 28.90, 27.91, 19.05. LCMS (m/z) berechnet fiir
C25H3sNs04 [M+H]+, 472,28; gefunden, 472,08.
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Darstellung von 2-((R)-4-(2-Fluor-4-(methylsulfonyl)phenyl)-2-methylpiperazin-1-
yl)-N-((1R,2S,3S,5S,75)-5-hydroxyadamantan-2-yl)pyrimidin-4-carboxamid (SKI2852).
280 mg 81 (0,6 mmol) wurden mit einer 25 %-igen TFA-Losung in DCM versetzt und fiir eine
Stunde bei Raumtemperatur geriihrt. Daraufthin wurde das Losungsmittel am Rotations-
verdampfer entfernt, die Reaktionsmischung mit einer gesattigten wassrigen NaHCO3-Losung
gewaschen und mit 10 % MeOH/DCM extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden
tiber Na,SO4 getrocknet und das Losungsmittel erneut evaporiert. Das Intermediat wurde in
5 mL Toluol aufgenommen, in ein Schlenkgefaf? tiberfiihrt, 457 mg CsCO3 (2,4 mmol) sowie
103 mg XantPhos (0,2 mmol) hinzugegeben und die Reaktionsmischung fiir zehn Minuten mit
Argon geflutet. Nach Zugabe von 13 mg Pd(AcO). (0,1 mmol) wurde die Reaktionsmischung
tiber Nacht bei 100 °C geriihrt. Die Suspension wurde tiber Celite filtriert, mit einer gesattigten
wassrigen NaHCO3-Losung gewaschen und das Produkt mit DCM extrahiert. Die vereinigten
organischen Phasen wurden in vacuo evaporiert und 222 mg des gewiinschten Produkts
(0,4 mmol, 69 %) nach Saulenchromatographie (1-6 % MeOH/DCM) erhalten. tTH NMR
(500 MHz, DMSO-ds) 6 8.65 (d, ] = 4.8 Hz, 1H), 8.21 (d, /= 7.8 Hz, 1H), 7.71 - 7.64 (m, 2H), 7.26
(t,J=8.6Hz 1H), 7.16 (d,J = 4.8 Hz, 1H), 4.91 (s, 1H), 4.55 (d,/ = 13.4 Hz, 1H), 4.52 (s, 1H), 3.97
-3.93 (m, 1H), 3.66 (d,J = 11.6 Hz, 1H), 3.58 (d, / = 12.3 Hz, 1H), 3.39 (td, J = 13.5, 3.3 Hz, 1H),
3.20 (s, 3H), 3.12 (dd, J = 12.0, 2.7 Hz, 1H), 2.99 (td, J = 11.7, 3.2 Hz, 1H), 2.09 (b, 3H), 1.79 -
1.72 (m, 4H), 1.66 (d,/ = 12.5 Hz, 4H), 1.47 (d,] = 12.6 Hz, 2H), 1.29 (d,/ = 6.6 Hz, 3H). 3C NMR
(126 MHz, DMSO-de) 6 162.19, 160.80, 160.07, 157.31, 152.16, 144.37 (d, ] = 7.7 Hz), 132.59
(d,J=6.5Hz),124.38,119.01, 115.06 (d,J = 24.3 Hz), 106.57, 65.40, 54.06, 52.26, 48.92, 46.69,
45.19,44.26,44.22,43.73,38.48,33.22,30.46, 30.39, 29.08, 14.17. HRMS (m/z) berechnet fiir
C27H35Ns04FS [M+H]+, 544,2388; gefunden, 544,2386.
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7.2. Methoden

7.2.1. Struktur-basierte Modellierung

Fiir die Modellierung von Zielverbindungen im Rahmen eines Struktur-basierten Design-
Ansatzes wurde zundchst eine gegebene Kokristallstruktur iiber PyMOL (Version 2.0.6)
geo6ffnet und die Koordinaten des gebundenen Liganden als pdb-Datei extrahiert. Diese Datei
wurde infolgedessen tliber Accelrys Discovery Studio 3.1 bearbeitet, in dem chemische
Modifikationen vorgenommen wurden und anschliefend mit der neu generierten Molekiil-
struktur eine Energieminimierung durchgefiihrt wurde. Die energieminimierte Struktur
wurde erneut als pdb-Datei gespeichert, in PyMOL in die zuvor bearbeitete Kokristallstruktur

eingeladen und visualisiert.

7.2.2. HTRF-Assay zur ICso-Bestimmung und kinetische Charakterisierung

Die biochemische inhibitorische Aktivitat (ICso) wurde mit dem HTRF® KinEASE™ Assay von
Cisbio bestimmt.137 Alle Reagenzien fiir den Assay wurden von Cisbio Bioassays, Frankreich,
bezogen. Die Messungen wurden mit dem Quattro Software-Paket zur ICso-Bestimmung
ausgewertet. Die kinetischen Parameter wurden iiber zeitabhangige 1Cso-Messungen zu zwolf
Zeitpunkten und anschlieffende Auftragung gegen die Zeit ermittelt, indem eine Auswertung

gemafd KRIPPENDOREF et al. erfolgte.238

7.2.3. Protein-Massenspektrometrie

Flir Protein-Massenspektrometrie wurde Akt1 verwendet. 10 pM des Proteins und 100 uM des
zu untersuchenden Inhibitors wurden in einem Puffer fiir eine Stunde inkubiert. Die Proben
wurden daraufhin zentrifugiert und iiber LCMS mittels eines Thermo Fisher Ultimate 3000
HPLC-Systems gekoppelt an ein Thermo Fisher Velos Pro 2D-lonenfallen-Massenspektrometer
untersucht. Die chromatographische Auftrennung erfolgte iiber eine Vydac 214TP C4 5um
Saule (150 mm x 2,1 mm) iiber einen Gradienten von anfanglich 20 % MeCN/0,1 % Ameisen-
sdure in Wasser fiir fiinf Minuten, gefolgt von einem linearen Gradienten {iber 14 min bis zu
90 % MeCN/Ameisensaure in Wasser. Es wurde ein Massenbereich von 700-2000 m/z ge-
scannt. Die Rohdaten wurden tliber das Programm ProMass dekonvolutiert. Die dekonvo-
lutierten Massenspektren wurden mithilfe der Software mMass (Version 5.5.0) auf einen

relativen Massenbereich von 59.000-60.300 m/z gekiirzt und geglattet.239
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7.2.4. Kinase-Profilierung

Die ausgewahlten Akt-Inhibitoren wurden in einer Kinase-Profilierungsstudie gegen 100
ausgewahlte Kinasen bei einer Konzentration von 1 uM getestet. Die Messungen wurden in
Duplikaten durchgefiihrt und beim entsprechenden apparenten ATP Ky jeder individuellen
Kinase der Aktivitats-basierte Z'LYTE® Kinase-Assay vom SelectScreen® Profiling Service
(ThermoFisher Scientific) durchgefiihrt. Die Ergebnisse wurden mithilfe von KinMap in einem
Kinom-Dendogramm visualisiert.1¢? Die Darstellung ist grofdziigigerweise reproduziert von

Cell Signaling Technology, Inc. (http:/www.cell-signal.com).

7.2.5. In-Gel-Fluoreszenz

Fiir die In-Gel-Fluoreszenz-Messungen wurden zunichst 10 pM Akt und ein 10-facher Uber-
schuss der entsprechenden Sonde bei 4 °C fiir eine Stunde inkubiert. Nach Zugabe von TBTA
(2 mM Stammlésung in DMSO/tert-BuOH 1:4), TCEP (20 mM Stammlésung in H,0) Cy3-Azid
(100 pM) und CuSO4 (20 mM Stammlésung in H,0) wurde schliefdlich flir weitere zwei Stunden
bei Raumtemperatur inkubiert. Schlieflich wurden 7,5 pL der Probe mit 2,5 pL 4xSDS-Proben-
puffer (100 mM Tris (pH 6,8), 200 mM DTT, 1M {3-Mercaptoethanol, 4 % (w/v) SDS, 0,2 %
Bromphenolblau, 40 % (v/v) Glycerol) versetzt und die Proben iiber SDS-Gelelektrophorese
(40 mA, 40 min) mittels 12 %ige Gele aufgetrennt (Laufpuffer: 25 mM Tris, 200 mM Glycin,
0,1 % (w/v) SDS, pH 8,3). Als Grofdenstandard wurde 3 uL. PageRuler™ Plus Prestained Protein
Ladder 10-250 kDa von ThermoScientific verwendet. Die Detektion der In-Gel-Fluoreszenz
erfolgte liber einen Typhoon Trio Plus der Firma GE Healthcare. Im Anschluss wurde zur

Kontrolle eine Farbung tiber Coomassie-Brilliantblau durchgefiihrt.

7.2.6. Pharmakophor-basiertes Docking

Zur Generierung eines moglichen Bindungsmodus von SKI2852 wurde ein Pharmakophor-
basiertes Docking mit LigandScout 3.0 durchgefiihrt. Hierzu wurde zunachst die Kristall-
struktur eines Struktur-verwandten Inhibitors in LigandScout untersucht (PDB: 4BB5). Auf
Basis dieser Kokristallstruktur wurde daraufhin ein Ligand-basiertes Pharmakophor-Modell
erstellt. Parallel wurde eine Struktur von SKI2852 iiber Accelrys Discovery Studio 3.1 erstellt,
energie-minimiert und als lib-Datei gespeichert. Diese Datei wurde in der Screening-
Oberflache von LigandScout eingeladen und ein Pharmakophor-basiertes Docking durch-
gefiihrt. Die erhaltene Struktur wurde daraufhin als pdb-Datei exportiert und der Bindungs-

modus iiber PyMOL (Version 2.0.6.) visualisiert.
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7.2.7. Datenverfiigbarkeit
Die Strukturen von Aktl in Komplex mit Borussertib (6HHF), 31a (6HH]), 43 (6HHG) und 44
(6HHI) sind in der Proteindatenbank (PDB) hinterlegt. Zusatzlich sind Strukturmodelle fiir

Augment tiber QR-Codes in den entsprechenden Abbildungen verfligbar.240
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