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KURZFASSUNG

Aufgrund der Schlisselposition der Proteinkinase Akt in diversen Signalwegen resultiert
aus genetischen Lasionen vorgeschalteter Proteine, wie beispielsweise PI3K, PTEN oder
der Rezeptortyrosinkinase (RTK) EGFR, eine Uberaktivierung der Kinase in verschiedenen
Tumorerkrankungen. Zudem sind aktivierende Mutationen der Akt-Kinase wie die E17K-
Mutation bekannt, welche ursachlich fur die Entstehung verschiedener maligner
Erkrankungen sind. Daher ist die zielgerichtete Adressierung von Akt bereits seit zwei
Jahrzehnten Bestandteil der medizinalchemischen Forschung, welche bislang jedoch keine
zugelassenen Wirkstoffe hervorgebracht hat. Durch eine kovalent-allosterische
Adressierung mit der Leitstruktur Borussertib konnte bereits in biochemischen
Experimenten das Potential dieses innovativen Ansatzes gezeigt werden. Der kovalent-
allosterische Akt-Inhibitor (CAAI) Borussertib zeichnet sich dabei durch eine
herausragende inhibitorische Potenz und Selektivitat im Vergleich zu den in klinischen
Studien untersuchten allosterischen und ATP-kompetitiven Akt-Inhibitoren aus.

Um die Uberlegenheit der kovalent-allosterischen Akt-Inhibitoren weiterfiihrend zu
validieren, konnte im Rahmen dieser Arbeit mit den etablierten zelluldren Modellsystemen
die gesteigerte anti-proliferative Aktivitdt von Borussertib im Vergleich zu den
Referenzinhibitoren gezeigt werden. Mit Hilfe von Western Blot-Analysen konnte
auBerdem die selektive Inhibition der Akt-Kinase und der nachgeschalteten
Signalkaskaden durch Borussertib intrazellulér bestatigt werden. Mit dem Hintergrund
einer /in vitro-Synergie der Inhibition des Ras/MAPK- und PI3K/Akt-Signalwegs in KRas-
mutierten Zelllinien wurde auBerdem die /n vivo-Wirksamkeit von Borussertib in
Kombination mit dem MEK-Inhibitor Trametinib in KRas-mutierten Patienten-abgeleiteten
Xenograft-Modellen (PDX) nachgewiesen. Der Erfolg dieser Kombinationstherapie
verdeutlicht, trotz limitierter pharmakokinetischer Eigenschaften von Borussertib, die
Effizienz der kovalent-allosterischen Adressierung von Akt als mdglichen Therapieansatz.
Um eine ausreichende orale Bioverfligbarkeit zu erreichen, ist jedoch die weitere
Optimierung von Borussertib im Rahmen des strukturbasierten Wirkstoffdesigns (SBDD)
erforderlich.

Die Etablierung eines robusten Kristallisationssystems flr Akt ist fir das strukturbasierte
Wirkstoffdesign und die Optimierung der CAAIs unerldsslich. Im Rahmen dieser Arbeit
konnte durch ein valides Expressions- und Reinigungsprotokoll die Aktl-Kinase in hoher
Reinheit und Ausbeute erhalten und die zuvor identifizierten Kristallisationsbedingungen
des Aktl-Wildtyps (Akt1"T) verldsslich reproduziert werden. Mit Hilfe von
Réntgenbeugungsexperimenten konnten somit durch sorgféltige Datenprozessierung
35 Kristallstrukturen von Aktl im Komplex mit einer Vielzahl von kovalent-allosterischen
Inhibitoren geldst werden.

Die erhaltenen Komplexstrukturen bestatigten den erwarteten Bindungsmodus der CAAIs
und die kovalente Bindungsknlipfung an die in der Aktivierungsschleife befindlichen
Cysteine Cys296 oder Cys310. Weiterhin konnten essentielle Interaktionen zwischen den
Liganden und der Kinase aufgelést und das Versténdnis der Struktur-Aktivitats-
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Beziehungen (SAR) durch Kristallstrukturen mit diversen Strukturmotiven vertieft werden.
Diese Erkenntnisse sind flr die weitere Optimierung der CAAIs von zentraler Bedeutung
und ermdglichten zudem die Entwicklung weiterer Generationen an kovalent-
allosterischen Inhibitoren sowie Akt-Isoform-spezifischer CAAIs.

Durch den Erhalt einer Kristallstruktur der Akt1l E17K-Mutante (Akt1E17K) im Rahmen dieser
Arbeit sollte ein Verstandnis der strukturellen Veranderungen durch die Mutation erhalten
sowie das strukturbasierte Design kovalent-allosterischer Inhibitoren zur effizienten
Adressierung erméglicht werden. Mit der etablierten Expressions- und Reinigungsstrategie
wurden optimale Voraussetzungen fur die Identifizierung von Kristallisationsbedingungen
im Rahmen zahlreicher Screening- und Optimierungsexperimente geliefert, welche
letztendlich zu vielversprechenden Bedingungen flihrten. Weiterhin konnte in einem
Proteinstabilitits-Assay die Uberlegenheit der CAAIs im Vergleich zu den allosterischen
Inhibitoren hinsichtlich der Stabilisierung der inaktiven PH-/7Konformation gezeigt
werden. Zur zelluldren Charakterisierung der Akt1E!7K-Inhibition durch die verschiedenen
Verbindungen wurde ein murines Ba/F3-Zellsystem generiert, welches eine onkogene
Abhangigkeit vom Proliferationssignal der Akt1517K-Mutante aufweist. Dieses loste sowohl
im Rahmen eines Viabilitatsassays als auch durch Western Blot-Analysen eine gesteigerte
Effizienz der Akt-Inhibition durch eine neuartige Inhibitorklasse an CAAIs im Vergleich zu
den allosterischen und ATP-kompetitiven Akt-Inhibitoren auf. Somit kdnnten diese
kovalent-allosterischen Akt-Inhibitoren ebenso potente Modulatoren in zukinftigen /in
vivo-Studien darstellen.

Die validierten Methoden zur Etablierung eines Kristallisationssystems konnten auBerdem
auf weitere Zielproteine im Rahmen eines Projekts zur Entwicklung von c-Kit- und
PDGFRea-Inhibitoren, welche in der Behandlung von gastrointestinalen Stromatumoren
(GIST) angewandt werden sollen, transferiert werden. Nach erfolgreicher Darstellung der
Kristallisationskonstrukte und Reproduktion der beschriebenen Expressions-, Reinigungs-
und Kristallisationsbedingungen konnten fiir den c-Kit Wildtyp (c-Kit"T) geeignete Kristalle
fur RGntgenbeugungsexperimenten sowie vielversprechende Ansatze fiir PDGFR« erhalten
werden. Die Strukturanalyse der c-Kit"™-Kristalle zeigte die inaktive Konformation der
Kinase, welche vermutlich eine Bindung der im Arbeitskreis synthetisierten Typ-II-
Inhibitoren verhindert. Nichtsdestotrotz liefern diese Strukturen Ansdtze zur Optimierung
des Kristallisationskonstrukts, welche mdglicherweise zur  Gewinnung von
Komplexstrukturen mit den entwickelten Inhibitoren flihren kénnen.
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ABSTRACT

Due to the key role of the protein kinase Akt in multiple signaling cascades, the occurrence
of genetic lesions of upstream-acting proteins, like PI3K, PTEN, or the receptor tyrosine
kinase (RTK) EGFR, leads to aberrant activation of the kinase in different tumor types.
Furthermore, activating mutations of Akt, like the E17K-mutation, are known, result in the
development of various malignant diseases. Together, this renders Akt an attractive target
in medicinal chemistry for several years, but the approval of targeted drugs could not be
achieved by now. Addressing Akt with covalent allosteric inhibitors (CAAIs), like the lead
structure Borussertib, already showed in biochemical experiments the potential of this
innovative approach. The CAAI Borussertib harbors an outstanding inhibitory potency and
selectivity profile compared to the clinically tested allosteric and ATP-competitive Akt
inhibitors.

To demonstrate the superior efficacy of covalent-allosteric inhibitors in more detail, the
present work reveals an increased anti-proliferative activity of Borussertib compared to
reference inhibitors in the established cellular model systems. Furthermore, western blot
analyses present the selective intracellular on-target inhibition of Akt and the inhibition of
downstream-acting proteins. With respect to /n vitro synergy of the Ras/MAPK- and
PI3K/Akt signaling pathway inhibition in KRas-mutant cell lines, further studies in KRas-
mutant patient-derived xenograft models (PDX) could demonstrate the /in vivo efficacy of
Borussertib in combination with the MEK inhibitor Trametinib. The success of this
combination therapy, despite limited pharmacokinetic parameters of Borussertib,
underlines the effectiveness of covalent-allosteric inhibition of Akt as a potential
therapeutic approach. Nevertheless, there is a need for further optimization of Borussertib
using structure-based drug design (SBDD) to achieve sufficient oral bioavailability.

The establishment of a robust crystallization system for Akt is essential for the structure-
based drug design and optimization of the CAAIs. Therefore, with the help of a valid
expression and purification protocol, the Aktl kinase could be isolated in high yields and
outstanding purity, which enabled the reproduction of the identified crystallization
conditions for the Aktl wildtype (Akt1"T). Thereby, X-ray structure analysis provided
35 crystal structures of Aktl in complex with different covalent-allosteric inhibitors after
careful data processing.

The solved crystal structures confirmed the expected binding mode of the CAAIs and
demonstrated the covalent bond formation with two cysteine residues, Cys296 and
Cys310, located in the activation loop of Akt. Furthermore, essential interactions between
the ligands and the kinase were dissolved, and a deeper understanding of the structure-
activity-relationships (SAR) could be achieved with the diverse complex structures. These
insights play a crucial role for the optimization of the CAAIs and enabled the development
of next-generation covalent-allosteric Akt inhibitors and the design of Akt-isoform specific
CAAIs.



By solving a crystal structure of the Akt1l E17K-mutant (Akt1517%), an understanding of the
structural influence of the mutation should be provided, and the structure-based design
of covalent allosteric inhibitors in order to address this mutant should be enabled in the
present work. Through the established expression and purification strategy, optimal
conditions for identifying crystallization conditions with several screenings and
optimization experiments could be provided, which led to the identification of promising
conditions. Furthermore, the superior efficacy of CAAIs in comparison with allosteric
inhibitors regarding the stabilization of the inactive PH-in conformation could be shown in
a protein stability assay. To characterize the cellular Akt1EYK inhibition with the different
compounds, a murine Ba/F3-system exhibiting an oncogene addiction to the proliferation
signal of Akt1E’% could be established. The performance of viability assays and western
blot analyses outlined an enhanced efficacy of the Akt inhibition by an innovative inhibitor
class of CAAIs compared to allosteric and ATP-competitive reference compounds. Thereby,
these covalent allosteric Akt inhibitors could also function as potent modulators in future
/in vivo studies.

The validated methods for establishing a crystallization system could also be transferred
to further target proteins in the context of a project for the development of c-Kit and
PDGFRe-inhibitors for the treatment of GIST. After successful generation of the
crystallization constructs and reproduction of the described expression, purification and
crystallization conditions, the growth of suitable c-Kit wildtype (c-Kit"") crystals for X-ray
structure analysis could be achieved. Besides, for PDGFR« wildtype, promising
crystallization conditions could also be identified. The structure analysis of the c-Kit""
crystals dissolved the inactive kinase conformation, which probably prevents the binding
of the type II inhibitors developed in the working group. Nevertheless, the solved
structures provide ideas for the optimization of the crystallization construct, which could
enable the achievement of complex structures with the developed inhibitors.
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1 EINLEITUNG

In den letzten Jahrzehnten konnte weltweit eine rapide Zunahme der diagnostizierten
Krebserkrankungen verzeichnet werden, wobei schatzungsweise 18,1 Millionen neue
Krebsdiagnosen und 9,6 Millionen dadurch verursachte Todesfalle im Jahr 2018 auftraten.!
Anhand von epidemiologischen Daten der Weltgesundheitsorganisation (WHO) wird
zudem erwartet, dass Herz-Kreislauf-Erkrankungen als derzeit hdufigste Todesursache
durch Krebserkrankungen in naher Zukunft abgelost werden.? Die jeweilige Entwicklung
der Inzidenz- und Mortalitatsraten variiert dabei stark in den unterschiedlichen Regionen
der Welt, wobei ein Zusammenhang mit den soziodkonomischen Strukturen besteht.
Insgesamt kann jedoch eine wachsende Weltpopulation und erhéhte Lebenserwartung der
Bevolkerung als ursachlich fur die steigende Relevanz von Krebserkrankungen
angenommen werden. Auch in Bezug auf die am hdufigsten auftretende Krebsart gibt es
Divergenzen in den unterschiedlichen Landern, wobei weltweit Lungen- (11,6 %), Brust-
(11,6 %), Kolorektal- (10,2 %) und Prostatakarzinome (7,1 %) die Liste der haufigsten
malignen Krebsformen anfiihren. Mit einer Mortalitdtsrate von 18,4 % aller Krebsarten
stellt auBerdem Lungenkrebs die Tumorform mit der hochsten Letalitat dar.?

Trotz steigender Relevanz der Krebserkrankungen kénnen gleichzeitig auch deutliche
Fortschritte der Mdglichkeiten zur friihzeitigen Erkennung und erfolgreichen Therapie der
verschiedenen Tumorarten beobachtet werden.? Insbesondere durch die personalisierte
Krebstherapie konnte dabei eine drastische Steigerung der Uberlebenschancen und
Lebensqualitat im Vergleich zur Therapie mit den klassischen Ansatzen der Strahlen- und
Chemotherapie erzielt und eine neue Ara der onkologischen Behandlung eingeleitet
werden.*

1.1 Krebsbehandlung durch personalisierte Medizin

Viele Jahre war die Behandlung von Krebserkrankungen neben der chirurgischen
Entfernung von zytotoxischer Strahlen- und Chemotherapie gepragt. Durch die fehlende
Selektivitat letzterer hinsichtlich der zytostatischen Effekte gegenuber malignen und
normalen Zellen ist die Behandlung der Krebspatienten in den meisten Fallen mit enormen
Nebenwirkungen und daher oftmals geminderter Lebensqualitdat verbunden.® Mit
neuartigen Ansdtzen der selektiven Adressierung von Tumorzellen durch eine
zielgerichtete Krebstherapie sollte Anfang des 21. Jahrhundert die Krebsbehandlung
modernisiert werden, welche gegeniiber den klassischen Therapieformen eine deutliche
Steigerung der Behandlungserfolge und verbesserte Vertraglichkeit versprach.®
Unterstlitzt wurde die Entwicklung der personalisierten Medizin vor allem durch die
Entschllisselung des humanen Genoms im Jahr 2003 im Rahmen des
Humangenomprojekts.”® Mit dem daraus resultierenden Verstandnis tiber die Entstehung
von Krebs durch genetische Lasionen konnte somit die Basis fur neue Mdglichkeiten eines
individualisierten Theraphieansatzes geschaffen werden.®
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Abbildung 1: Schematische Darstellung der personalisierten Therapie. Nach diagnostischer Identifikation der
Biomarker werden die Patienten in Subpopulationen unterteilt, die durch maBgeschneiderte Behandlung zum
effizientesten Therapieergebnis fiihren soll.*0

Der zielgerichteten Krebstherapie zugrundeliegend ist die von WEINSTEIN erstmalig
beschriebene oncogene addiction einer Tumorzelle vom Proliferationssignal eines
Onkogens. ! Genetische  Veranderungen, wie beispielsweise  aktivierende
Punktmutationen, Genamplifikationen, Uberexpressionen eines Proteins oder /oss-of-
function-Mutationen in  Tumorsuppressorgenen filhren zu Dysregulationen der
nachgeschalteten Signalkaskade, woraus eine Entartung der Zelle zur malignen Krebszelle
und eine Abhangigkeit des Zelliiberlebens vom onkogenen Signal resultiert.>* Eine
spezifische Inhibition des zugrundeliegenden Signals, z.B. durch direkte Hemmung des
identifizierten Onkogens mit kleinen chemischen Molekiilen (engl. small molecules), fuhrt
somit zu einem oncogenic shock und Induktion der Apoptose, derer sich die zielgerichtete
Krebstherapie zu Nutze macht.!>!® Durch die Selektivitdt einer maBgeschneiderten
Therapie gegeniber den entarteten Zellen wird die Behandlungseffizienz gesteigert und
die Nebenwirkungen im Vergleich zur zytostatischen Chemotherapie deutlich reduziert.!”
Durch die von HANAHAN und WEINBERG eingefiihrten Aallmarks of cancer wurden zudem
weitere Charakteristika einer malignen Zelle definiert, welche die komplexen
intramolekularen  Strukturen und tumorbiologischen Einflisse einer Krebszelle
darlegen.’®® Diese fundamentalen Konzepte der Tumorgenese unterstreichen die
Herausforderungen einer Tumorbehandlung, welche zugleich fiir die zielgerichtete
Krebstherapie von enormer Relevanz sind.

Das Konzept der personalisierten Krebstherapie beruht auf der Identifikation von
Biomarkern, welche pradiktiv fur einen moglichen Erfolg einer Behandlung sind (Abbildung
1).1%20 Dabei handelt es sich um molekulare Marker, wie beispielsweise Gene, Proteine
oder Metabolite, die zudem im Rahmen der Prazisionsmedizin flr die Diagnose sowie der
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Vorhersage der therapeutischen Antwort und Entwicklung einer Krankheit verwendet
werden.?! Die Prazisionsmedizin ist somit jedoch durch die Kenntnis derartiger Biomarker
limitiert, sodass die stetige Identifizierung weiterer pradiktiver Marker zur erfolgreichen
Behandlung mdglichst vieler Krebspatienten von gréBter Bedeutung ist.2? Erschwert wird
dies jedoch zusatzlich durch die haufige Entstehung einer intra- und intertumoralen
Heterogenitat, sodass eine zuverldssige Vorhersage einer erfolgreichen
Behandlungsstrategie durch die Kenntnis eines Biomarkers nicht immer gewahrleistet
ist.232* Nichtsdestotrotz liefert die aufkommende Vielzahl an Datenbanken, welche die
genomische und proteomische Profilierung zahlreicher Patienten weltweit zur Verfligung
stellen, Plattformen zur Analyse der therapeutischen Relevanz von alterierten Proteinen
und schaffen somit eine Grundlage flur die Identifikation neuer Biomarker fir die
Prognostik.2526

Insbesondere die spezifische Adressierung von Proteinkinasen, welche essentielle
Komponenten in nahezu jeder Signalkaskade darstellen, spielt eine groBe Rolle in der
Prazisionsmedizin.?”-?® Eines der prominentesten Beispiele stellt die Erfolgsgeschichte des
Tyrosinkinase-Inhibitors Imatinib (Gleevec®) dar, welcher im Jahr 2001 die Zulassung
durch die U.S. Food and Drug Administration (FDA) fir die Behandlung der chronischen
myeloischen Leukémie (CML) erhielt.?® Die Entwicklung des Inhibitors des Fusionsproteins
Bcr-Abl gilt als Durchbruch der zielgerichteten Krebstherapie und fiihrte zu enormen
klinischen Erfolgen, wobei die 8-Jahres-Uberlebensrate von 20 % auf 87 % gesteigert
werden und die Lebensqualitét der Patienten drastisch verbessert werden konnte.3%3!
Nicht nur im Kontext der CML konnte ein Erfolg von Imatinib verzeichnet werden, auch fiir
die Behandlung der relativ seltenen gastrointestinalen Stromatumoren (GIST) konnte
Imatinib als erste zielgerichtete Therapie mit enormer Effizienz eingesetzt werden.323* Der
klinische Erfolg beruht dabei neben der Adressierung der Bcr-Abl Kinase auf der Inhibition
des Stammzellfaktorrezeptors (c-Kit), deren Mutationen zusammen mit Alterationen der
Rezeptortyrosinkinase (RTK) platelet-derived growth factor receptor « (PDGFR«) die
hauptsachlichen Treiber der GIST-Erkrankungen darstellen.?®3>3¢  Durch rasch
aufkommende Resistenzmutationen der adressierten Kinasen, welche die Wirksamkeit von
Imatinib aufheben, ist jedoch die medizinalchemische Entwicklung von zielgerichteten
Therapeutika zur Behandlung dieser Krebserkrankungen nicht abgeschlossen und
weiterhin Bestandteil derzeitiger Forschung.3”-3°

Die bisherigen Erfolge der Prazisionsmedizin sowie ebenso die stetige Entwicklung von
Resistenzmutationen unterstreichen die Notwendigkeit der Entwicklung weiterer
niedermolekularer Verbindungen zur spezifischen Adressierung zahlreicher Tumor-
treibender Zielproteine, wie beispielsweise der Serin/Threonin-Kinase Akt.



1.2 Adressierung der Proteinkinase Akt

Mit insgesamt 518 Mitgliedern und der Beteiligung an nahezu jeder Signalkaskade stellt
die Familie der Proteinkinasen eine der wichtigsten Enzymklassen dar. Die enzymatische
Funktion dieser Proteine besteht dabei aus dem Transfer der endstandigen
y-Phosphatgruppe von Adenosintriphosphat (ATP) auf die Hydroxylgruppe einer Substrat-
Seitenkette, wobei je nach adressierter Aminosaure zwischen Tyrosin- und Serin/Threonin-
Kinasen unterschieden wird.*® Die enorme Relevanz der Phosphorylierung als
posttranslationale Modifikation im Proteom, welche flir die Signaltransduktion im Rahmen
essentieller Prozesse in der Zelle verantwortlich ist, macht diese Enzymklasse zu
attraktiven Zielproteinen in der medizinalchemischen Forschung.??¢ Zusétzlich fiihrte die
allgemeine Klassifizierung des Kinoms als ,adressierbar® (engl., druggable) zur
Entwicklung zahlreicher zielgerichteter Kinaseinhibitoren in den letzten drei Jahrzehnten.*

Aufgrund der hohen funktionalen Diversitat, welche die Regulation der Proliferation, des
Metabolismus und des Zelliiberlebens umfasst, stellt der PI3K/Akt-Signalweg eine der
bedeutendsten Signalkaskaden der Zelle dar.*> Dementsprechend fiihren Dysregulationen
der Komponenten dieses Signalwegs durch eine konstitutive Aktivierung zur Entartung der
Zelle und Entstehung diverser Krebsarten.*® Innerhalb dieses Signalwegs stellt die
Serin/Threonin-Kinase Akt, auch bekannt als Proteinkinase B (PKB), eine zentrale
Schlusselfigur mit einer Vielzahl an Substraten und nachgeschalteten Signalkaskaden
dar.** Akt umfasst dabei drei Isoformen, Aktl-3, welche mit 73 % eine hohe
Sequenzhomologie aufweisen, jedoch in unterschiedlichen Geweben exprimiert werden
und sich in ihren Funktionen und Lokalisationen unterscheiden.*>4¢

Die Aktivierung von Akt im Rahmen des PI3K/Akt-Signalwegs erfolgt initial Uber die
extrazelluldre Stimulation einer RTK oder eines G-Protein gekoppelten Rezeptors (GPCR,
engl. g-protein coupled receptor) durch beispielsweise Zytokine oder Wachstumsfaktoren
(Abbildung 2). Dies flihrt zur Aktivierung der Lipidkinase Phosphoinositid-3-Kinase (PI3K),
welche die Produktion des second messengers Phosphatidylinositol-3,4,5-trisphosphat
(PIP3) durch Phosphorylierung von Phosphatidylinositol-(4,5)-bisphosphat  (PIP;)
initiiert.*#*” Uber die Bindung von PIPs durch die regulatorische Pleckstrin Homology (PH)-
Domdne wird somit eine Rekrutierung von Akt sowie der Phosphoinositid-abhangigen
Proteinkinase 1 (PDK1) und eine Induktion der aktiven PH-owut-Konformation von Akt
erzielt. Die Konformationsanderung ausgehend von der auto-inhibierten PH-/-
Konformation ermdglicht die Phosphorylierung von Thr308 in der Aktivierungsschleife
durch PDK1 und damit die Akt-Aktivierung.*®#° Durch die zusatzliche Phosphorylierung von
Ser473 im hydrophoben Motiv wird die vollstandige Aktivierung von Akt erreicht, welche
durch den Proteinkomplex mechanistic target of rapamcyin (mTOR) complex 2(mTORC2)
erfolgt.°>>! Die nachstehenden Substrate, welche durch Akt phosphoryliert werden,
umfassen eine Vielzahl von Proteinen, wie z.B den Transkriptionsfaktor FOXO oder die
Kinasen GSK3 und PRAS40.* Dabei zeichnet insbesondere die Forderung der
Zellproliferation und Inhibition der Apoptose durch Inaktivierung pro-apoptotischer
Proteine die durch Akt-initiierte Signalweiterleitung aus.>?



Die negative Regulation der Aktivierung von Akt erfolgt durch den Tumorsuppressor
phosphatase and tensin homolog (PTEN), welcher die PIPs-vermittelte Rekrutierung von
Akt an die Plasmamembran durch Dephosphorylierung zu PIP, beendet.>® Des Weiteren
fuhrt die Dephosphorylierung der Aktivierungsstellen durch die Protein Phosphatase 2A
(PP2A) an Thr308 und die PH-Domanen /eucine-rich repeat Protein Phosphatasen
(PHLPP1/2) an Ser473 zur Inaktivierung von Akt.>*>>
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Abbildung 2: Schematische Darstellung des PI3K/Akt-Signalwegs. Nach Aktivierung eines Rezeptors durch
Bindung extrazelluldrer Stimuli erfolgt die Aktivierung von PI3K, welches die Produktion des
membrangebundenen second messengers PIPs durch Phosphorylierung von PIP; initiiert. Im Anschluss an die
Rekrutierung von Akt an die Membran kommt es zur Aktivierung tiber PDK1 und mTORC2. Termininert wird
das Akt-Signal durch Dephosphorylierung von PIPs {iber PTEN oder der Aktivierungsstellen von Akt durch PP2A
und PHLPP. Die Akt-Aktivierung fiihrt zur Induktion zahlreicher Zellantworten (iber die Phosphorylierung
hunderter Akt-Substrate.**

Der Relevanz der Schlisselposition von Akt zur Forderung des Zellwachstums
und -liberlebens macht sich unter anderem die Tumorgenese durch eine Uberaktivierung
des Akt-Signals zu Nutze. Dysregulationen des PI3K/Akt-Signalwegs sind somit fiir die
Entstehung und Metastasierung diverser Tumortypen, wie beispielsweise Brust-, Lungen-
oder Endometriumkarzinomen, sowie der Entwicklung von Resistenzmechanismen
verantwortlich.>¢>” Wahrend Fehlregulationen der Akt-Kinase selbst einen relativ geringen
Anteil ausmachen, resultiert die Akt-Uberaktivierung hauptsichlich aus genetischen
Lasionen der vorgeschalteten Proteine. Diese umfassen unter anderem Amplifikationen
und Aktivierungsmutationen in Genen von RTKs, wie z.B. dem epidermalen
Wachstumsfaktor-Rezeptor (EGFR), oder PI3K sowie /oss-of-function-Mutationen,
Deletionen oder epigenetische Modulation des Tumorsuppressorgens PTEN, 658>



Die Fehlregulationen dieser Proteine fiihren zur konstitutiven Aktivierung von Akt, welche
in einer dauerhaften Weiterleitung anti-apoptotischer und Proliferations-férdernder
Signale resultiert und somit zu unkontrolliertem Zellwachstum fiihrt.?”#* Aktivierende
somatische Mutationen von Akt selbst werden jedoch relativ selten in verschiedenen
Tumorerkrankungen identifiziert, wobei die E17K-Mutation die prominenteste der Akt-
Lasionen darstellt.552 Neben Inzidenzen in Lungen-, Kolorektal-, Eierstock-Karzinomen
und Melanomen kann in ungeféhr 5 % der Patienten mit Estrogenrezeptor-positivem
(ER*)-Brustkrebs diese Alteration als Treibermutation identifiziert werden,?6:43.63
Abgesehen von Tumorerkrankungen spielt die E17K-Mutation insbesondere auch in der
Entstehung von seltenen Uberwuchserkrankungen, wie dem Proteus Syndrom, eine
tragende Rolle und konnte als pradiktiver Biomarker fiir diese Krankheit definiert werden.5
Dabei fihrt der Austausch der negativ geladenen Glutaminsdure-Seitenketten zur
basischen Aminosaure Lysin zu einer elektrostatischen Repulsion in der inaktiven PH-/r+-
Konformation, welche das Gleichgewicht in Richtung der aktiven PH-outKonformation
verschiebt. Daraus resultiert die Rekrutierung von Akt an die Plasmamembran und eine
konstitutive Aktivitdt der Kinase.®®%> Neben der E17K-Mutation sind nur wenige weitere
Mutationen, wie die L52R, Q79K und D323H, bekannt, welche ebenfalls die Interaktion
der Kinase- und PH-Doméne schwéachen.®? Des Weiteren sind Genamplifikationen von Akt2
in diversen Tumorarten zu finden und die Uberexpression von Akt ist auBerdem mit einer
Resistenzentwicklung gegeniliber zielgerichteten Therapien sowie Strahlen- und
Chemotherapie verbunden.56-¢°

Die hohe Signifikanz des PI3K/Akt-Signalwegs in diversen Tumorerkrankungen und
insbesondere die Relevanz der Uberaktivierung von Akt macht diese Kinase zu einem
attraktiven Zielprotein in der Medizinischen Chemie.****” Dies wird zusétzlich durch die
prominente Rolle der Akt-Aktivierung als Resistenzmechanismus gegentiber der Strahlen-
und Chemotherapie sowie einer zielgerichteten Inhibition bei der Behandlung von
Tumoren, deren onkogene Abhéangigkeit durch andere Proteine definiert wird, bestarkt.57°
Eine simultane Akt-Inhibition kdnnte hierbei einen effektiven Therapieansatz darstellen,
um diese Resistenzen zu umgehen. Die Entwicklung zielgerichteter Wirkstoffe zur
Inhibition von Akt sowie der onkogenen E17K-Mutante kdnnte somit insgesamt zu einer
erfolgreichen  Behandlung zahlreicher Tumorerkrankungen im Rahmen der
Prazisionsmedizin flhren.
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1.2.1 Struktur und Regulation von Akt

Die Serin/Threonin-Kinase Akt, oder auch PKB genannt, gehort zur Familie der AGC
Kinasen, wobei eine hohe strukturelle Ahnlichkeit der katalytischen Doméne zu den
weiteren Mitgliedern, wie der Protein Kinase A (PKA), besteht.”! Die Proteine
unterscheiden sich jedoch im globalen Aufbau deutlich, wobei die Struktur der Isoformen
Akt1-3 in drei funktionelle Doméanen unterteilt werden kann — die Kinase-Domane, die N-
terminale PH-Domadne (PHD) sowie das C-terminale regulatorische Fragment (Abbildung
3A).72’73

Die hoch-konservierte Kinase-Domadne beinhaltet die katalytischen Regulationselemente,
wie die fir die Aktivierung notwendige Phosphorylierungsstelle Thr308 in der
Aktivierungsschleife mit dem DFG-Motiv sowie die oC-Helix (Abbildung 3B). Weiterhin
befindet sich in direkter Nahe zur Scharnierregion, welche die N- und C-terminalen
Subdomanen der Kinase-Domane verbindet, die ATP-Bindungstasche und damit das
katalytische Zentrum.”? Eine weitere Domane von Akt stellt die N-terminale PH-Doméne,
bestehend aus ca. 120 Aminosduren, dar. Diese wird Uber einen Linker einer Lange von
ca. 30 Aminosauren mit der Kinase-Domane verbunden. Die hohe Flexibilitat der Linker-
Region ist dabei entscheidend fiir die Regulation der Kinase (iber die Verschiebung des
Gleichgewichts zwischen der PH-out und PH-/n-Konformation. Wahrend im aktiven
Zustand die Bindung von PIP; durch die PH-Doméne (iber polare Wechselwirkungen mit
den Phosphatgruppen die offene PH-out-Konformation induziert, faltet sich im inaktiven
Zustand die PH-Doméne auf die Kinase, sodass eine geschlossene PH-/r-Konformation
vorliegt (Abbildung 3B).**7* Die Stabilisierung dieses Zustands wird durch eine polare
Interkationen der Seitenketten Glul7 in der PH-Domane und Arg273 der Kinase-Domane
gewahrleistet und durch weitere elektrostatische und unpolare Wechselwirkungen
unterstlitzt. Mit der Verdrangung der oC-Helix sowie der Induktion der DFG-out
Konformation zeigen die regulatorischen Elemente die fir inaktive Kinasen bekannten
Strukturen.**’475 In der PH-/r-Konformation kann das aktive Zentrum nicht durch ATP
besetzt werden, die Faltung der beiden Domadnen fihrt jedoch zur Ausbildung einer
allosterischen Bindungstasche zwischen der Kinase- und PH-Domdne.”* Akt umfasst
weiterhin eine C-terminale Domane (ber ca. 40 Aminosauren, welche das hydrophobe
Motiv (HM) und die weitere Aktivierungsstelle Ser473 beinhaltet.”?
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Abbildung 3: Struktur der Proteinkinase Akt. A: Uberblick {iber die verschiedenen Doménen. Die N-terminale
PH-Doméane (PHD, griin) wird Uber einen flexiblen Linker mit der Kinase-Domane (grau) verbunden, welche
die Phosphorylierungsstelle Thr308 enthalt. Das C-terminale hydrophobe Motiv (HM, orange) tragt die
Aktivierungsstelle Ser473. B: Kristallstruktur von Aktl (PDB: 6HHJ). Die Kinase zeigt die inaktive PH-ir+
Konformation im DFG-out-Zustand (gelb) und herausgedréngter oC-Helix (blau). Die Aktivierungsschleife ist
rot dargestellt. Die Kinase-Domé&ne (grau) und die PH-Domane (griin) bilden einen Komplex, der eine
allosterische Bindungstasche formt. Der Linker ist in der Kristallstruktur nicht aufgelést und daher gestrichelt
dargestellt.

Die Regulation der Kinase-Aktivitat tber die Verschiebung des Gleichgewichts der aktiven
PH-out-Konformation und der inaktiven PH-/7Konformation spielt auch fiir die
Entwicklung zielgerichteter Wirkstoffe zur Adressierung von Akt eine zentrale Rolle. In den
letzten Jahrzehnten wurden verschiedene Inhibitorklassen entwickelt, welche sich in der
Stabilisierung der jeweiligen Konformation von Akt bedeutend unterscheiden.*57>°
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1.2.2 Investigative Verbindungen zur Adressierung von Akt

Die verschiedenartigen Ansatze zur Inhibition von Akt beruhen auf der Adressierung
unterschiedlicher Bindungstaschen des Proteins durch kleine Molekile (Abbildung 4).%3>7
Eine der ersten beschriebenen Inhibitorklassen von Akt stellen ATP-kompetitive
Inhibitoren dar, welche im Feld der Kinase-Inhibitoren einen klassischen Ansatz
reprasentieren und den groBten Anteil der zugelassenen Wirkstoffe ausmachen.* 76 Dabei
basiert der Wirkungsmechanismus auf der Besetzung der ATP-Bindungstasche durch den
Inhibitor in der aktiven Kinase-Konformation von Akt, sodass eine ATP-Bindung und somit
die Signaltransduktion verhindert wird.**’® Mit dem von GlaxoSmithKline 2008
entwickelten Aminofurazan-Derivat GSK690693 wurde der erste ATP-kompetitive Akt-
Inhibitor auf seine Effizienz in klinischen Studien untersucht. Aufgrund starker
Nebenwirkungen, wie insbesondere Hyperglykdmie, musste jedoch die Klinische
Entwicklung des Inhibitors beendet werden.””78 Mit alternativen Grundgeristen, wie den
Pyrrolopyrimidin-Derivaten, konnte durch medizinalchemische Optimierung eines
Vorlaufermolekiils durch AstraZeneca 2012 der ebenfalls hoch-potente ATP-kompetitive
Inhibitor Capivasertib entwickelt werden, welcher ein verbessertes Selektivitatsprofil
zeigte.”*® Capivasertib wird derzeit in mehreren Phase I/1I klinischen Studien in Mono-
und Kombinationstherapie zur Behandlung diverser solider Tumore untersucht.8!82
Aufgrund der Uberwiegend limitierten Effizienz in der Monotherapie wird insbesondere die
Kombination mit Zytostatika in klinischen Studien getestet.®® Die vielversprechendsten
klinischen Daten mit einer Capvasertib-Monobehandlung konnten jedoch in Patienten mit
Akt1E7%-mutierten soliden Tumoren erzielt werden.>*%3 In einer ersten multihistologischen
Studie profitierten Patienten mit  beispielsweise ER*-Brustkrebs  oder
Endometriumkarzinomen, welche die Akt1®7%-Mutation aufwiesen, von der Behandlung
mit Capivasertib, die teilweise zu partieller Remission des Tumorvolumens flihrte. Mit
dieser Studie konnte erstmals die klinische Adressierbarkeit von Akt1E’K in humanen
Karzinomen und die Identifizierung dieses Onkogens als pradiktiver Biomarker erfolgen.®3
Dennoch konnten auch durch die Behandlung mit Capivasertib dosis-limitierende
Nebenwirkungen, wie Hyperglykamie, Hautausschlag und Diarrh6, beobachtet werden.538!
Mit dem Wirkstoff Ipatasertib des Pharmakonzerns Genentech, welcher auf einem
Cyclopentapyrimidin-Grundgerist basiert, wird derzeit ein weiterer ATP-kompetitiver Akt-
Inhibitor in Phase I/II klinischen Studien untersucht.?*% Dabei zeigt Ipatasertib die zu
Capivasertib analogen Limitationen der klinischen Effizienz in der Monotherapie solider
Tumore und die bekannten Nebenwirkungen.®

13



ATP-kompetitive Inhibitoren

OH Y

N s
= |
NN |\N/

GSK690693 Capivasertib Ipatasertib

PIP3;-Mimetika

o~ o~

O 1.0
[!: C1gHsz \ﬁ/\/o\l!"o\CmH”
*N o /| 1]
A\ o)
Perifosin Miltefosin
s e
\/ N /'
_ an’
" =0
ﬁ@ o
HNT A= NH,
Akti-1/2 MK-2206 Miransertib BAY1125976

Abbildung 4: Adressierung unterschiedlicher Bindungstaschen von Akt durch die verschiedenen
investigativen Akt-Inhibitoren. Rot: Strukturen der ATP-kompetitiven Inhibitioren GSK690693, Capivasertib
und Ipatasertib. Griin: Strukturen der Alkylphospholipide und PIPs-Mimetika Perifosin und Miltefosin.
Blau: Strukturen der allosterischen Akt-Inhibitoren Akti-1/2, MK-2206, Miransertib und BAY1125976.

Der nur begrenzte klinische Erfolg der Monotherapie mit ATP-kompetitiven Akt-Inhibitoren
in Akt-Uberaktivierten Tumoren spiegelt die Notwendigkeit einer Identifizierung geeigneter
Biomarker zur effizienten Therapie von Tumoren mit Ldsionen Akt-vorgeschalteter
Proteine wider.”® Die Komplexitdt der vom Akt-Signal abhangigen Dysregulationen
erschwert jedoch die Vorhersage einer erfolgreichen Therapie, sodass pradiktive
Biomarker fur Tumortypen mit Alterationen im PI3K/Akt-Signalweg bisher nicht
ausreichend erforscht sind. Abgesehen von Akt1E’K-mutierten Tumoren ist somit die
klassische Definition der onkogenen Abhangigkeit in diesen Fallen durch die komplexen
Akt-Regulationsmechanismen  begrenzt.’*®2  Ein  tieferes  Verstédndnis  Uber
gewebesperzifische und genotypische Ursachen der Akt-Uberaktivierung ist daher fiir die
erfolgreiche Prazisionsmedizin mit Akt-Inhibitoren von zentraler Bedeutung.>®2
Insbesondere die teilweise starken Nebenwirkungen der ATP-kompetitiven Inhibitoren
stellen jedoch die gréBte Limitation dieser Inhibitorklasse dar. Ursachlich dafir ist die
fehlende Selektivitat dieser Inhibitoren, welche die hoch-konservierte ATP-Bindungstasche
adressieren und somit zu off-target-Effekten fiihren. Zu den inhibierten Proteinen neben
Akt gehdren vor allem die verwandten Kinasen der AGC Kinase-Familie, wie PKA oder die
Rho-assoziierte Proteinkinase ROCK.*
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Eine weitere Akt-Inhibitorklasse wird durch die Alkylphospholipide, wie beispielsweise
Miltefosin oder Perifosin, gebildet.®**> Diese PIPs-Mimetika adressieren dabei die PH-
Domane und inhibieren die Kinase durch Verhinderung der Rekrutierung von Akt an die
Plasmamembran zur Aktivierung des Proteins.®®®” Durch limitierende pharmakokinetische
Eigenschaften dieser Verbindungen blieb jedoch ein signifikanter klinischer Erfolg aus, der
zudem durch gastrointestinale Toxizitdt und Nebenwirkungen begleitet wurde.®®*° Wie
auch fir ATP-kompetitive Inhibitoren konnte dies auf eine verminderte Selektivitat der
PIPs-Mimetika zuriickgeflhrt werden, da auch die PH-Domdne eine hoch-konservierte
Struktur im Proteom darstellt.1%

Die gewinschte Selektivitat von Akt-Inhibitoren konnte jedoch mit allosterischen
Verbindungen erzielt werden, welche im Rahmen eines Hochdurchsatz- Screenings (HTS,
engl. high-throughput screening) mit 2,3-Diphenylchinoxalin-Derivaten zufallig identifiziert
werden konnten.!?! Die weitere Entwicklung hin zum Imidazochinoxalin-basierten Inhibitor
Akti-1/2 und der trizyklischen Naphthyridin-basierten Verbindung MK-2206 durch Merck &
Co flhrte zur weiteren Potenzsteigerung und einer erstmaligen gewissen Selektivitat
gegeniiber den einzelnen Akt-Isoformen.921%* Der zunachst lediglich postulierte PH-
abhangige Bindungsmodus dieser Inhibitoren auf Basis aktivitats-basierter Assays konnte
2010 mit der ersten Volllangen-Kristallstruktur von Aktl im Komplex mit Akti-1/2 bestatigt
werden.”#10%105 Dabei wurde die Stabilisierung der inaktiven PH-/n-Konformation durch
Besetzung der allosterischen Bindungstasche deutlich, welche insbesondere durch eine
n-n-Stapelwechselwirkung des Imidazochinoxalin-Grundgerists mit Trp80 in der PH-
Doméne aufrecht erhalten wird.”* Die Adressierung dieser einzigartigen Bindungstasche
lieferte zudem die Erklarung flir das deutlich gesteigerte Selektivitatsprofil der
allosterischen Modulatoren im Vergleich mit den ATP-kompetitiven Akt-Inhibitoren.”#10
Diverse Phase I/II klinische Studien der Mono- und Kombinationstherapie in verschiedenen
Tumorerkrankungen mit dem allosterischen Inhibitor MK-2206 sind Bestandteil der
derzeitigen klinischen Entwicklung, wobei ein zufriedenstellendes Sicherheitsprofil der
Verbindung sowie verminderte hyperglykamische Nebenwirkungen im Vergleich zu ATP-
kompetitiven Inhibitoren gezeigt werden konnten.?’-11% Nichtsdestotrotz kann auch mit
MK-2206 in der Monotherapie bislang kein Durchbruch einer effizienten Tumorbehandlung
durch die Akt-Inhibition erzielt werden. Dies ist ebenso wie im Falle der ATP-kompetitiven
Inhibitoren hauptsachlich auf das Fehlen pradiktiver Biomarker zuriickzufiihren.?

Mit den von ArQule im Jahr 2012 entwickelten Inhibitoren Miransertib und Arq751 sowie
dem Wirkstoff BAY1125976 der Bayer AG sind derzeit drei weitere allosterische Inhibitoren
in Phase I/II klinischen Studien vertreten.!'16 Das Imidazopyridin-Derivat Miransertib
und der weitere Inhibitor dieser Molekiilklasse, Arq751, wurden bzw. werden derzeit fiir
die Behandlung solider Tumore mit Lasionen in PI3K, Akt oder PTEN getestet, wobei flir
beide Inhibitoren eine gute Tolerierbarkeit erzielt werden konnte.!*>'° Miransertib wird
auBerdem in hauptsichlich durch Akt1¥7%-verursachten Uberwuchserkrankungen, wie
dem Proteus Syndrom oder Syndromen des PIK3CA-related overgrowth spectrum (PROS),
in mehreren Phase I/II Studien untersucht.®* Erste Analysen nach der Behandlung mit
Miransertib deuten dabei auf eine vorteilhafte Krankheitsentwicklung in Patienten mit
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Proteus Syndrom hin.*2%12! Der Inhibitor BAY1125976 zeigte ebenfalls in einer initialen
Phase I-Studie eine gute Vertraglichkeit, konnte jedoch keine signifikante Tumorremission
erzielen.'??

Das bisherige Ausbleiben einer effizienten klinischen anti-Tumor-Effektivitat mit den
beschriebenen Akt-Inhibitoren unterstreicht die Notwendigkeit der Identifizierung
pradiktiver Biomarker und ein Verstandnis der Tumorbiologie in Patienten mit
Uberaktiviertem Akt-Signal durch genetische Ldasionen vorgeschalteter Proteine.
Innovative Sondenmolekiile kdnnten dabei das molekulare Werkzeug zur Auflésung der
komplexen Akt-Aktivierungsmechanismen liefern und somit die Herausforderungen der
Therapie mit Akt-Inhibitoren tUberwinden. Eine derartige Inhibitorklasse konnte mit den
kovalent-allosterischen Akt-Inhibitoren (CAAIs, engl. covalent allosteric Akt inhibitors)
entwickelt werden.1?3

1.2.3 Kovalent-allosterische Akt-Inhibitoren

In den letzten Jahrzehnten erlangten kovalente Kinaseinhibitoren aufgrund ihrer enormen
Vorteile gegeniiber den reversiblen Gegenspielern immer gréBer werdende Relevanz.!?412>
Mit dem EGFR-Inhibitor Osimertinib konnte somit beispielsweise ein Durchbruch in der
Behandlung des nicht-kleinzelligen Lungenkarzinoms (NSCLC, engl. non-small cell lung
cancer) mit der Zulassung 2017 erzielt werden.'?61?” Die irreversible Modifikation des
Zielproteins durch die derzeit prominenteste reaktive Gruppe (engl., warhead) innerhalb
der durch die FDA zugelassenen kovalenten Kinaseinhibitoren, dem elektrophilen
Acrylamid, erfolgt dabei an die nukleophile Thiolgruppe einer Cystein-Seitenkette.!?* Die
enormen Vorteile, die diese irreversible Modifikation mit sich bringt, umfasst eine
maximale Verweildauer des Inhibitors am Zielprotein, sodass die Inhibition lediglich durch
die Re-Synthese des Proteins limitiert ist. Die langlebige Inaktivierung des Zielproteins
fuhrt daher typischerweise zu einer Potenzsteigerung, welche eine geringere und weniger
haufige Dosierung ermdglicht, sodass dosis-limitierende Toxizitdten reduziert
werden.'?812% Des Weiteren kann durch die Adressierung einer spezifischen Cystein-
Seitenkette im Zielprotein eine zusatzliche Selektivitdat der Verbindungen erreicht
werden. 13913 Nichtsdestotrotz birgt die Verwendung reaktiver Gruppen im Molekil auch
Risiken, welche beispielsweise toxische off-target-Effekte mit sich ziehen kénnen.'3? Daher
ist die sorgfaltige Wahl des elektrophilen warheads von zentraler Bedeutung, sodass eine
moderate Reaktivitat vorhanden ist, die jedoch fir die kovalente Modifikation der Cystein-
Seitenkette ausreicht.!?*!3! Neben der therapeutischen Anwendung kovalenter Inhibitoren
weist diese Verbindungsklasse auch ein enormes Potential zur Verwendung als
Sondenmolekile in der Chemischen Biologie auf. Mit Hilfe derartiger chemischer
Werkzeuge kdnnen somit bisher ungeklarte Mechanismen einer Proteinregulation oder der
Tumorbiologie aufgeklart werden.®%133

Mit dem Hintergrund des bislang begrenzten Versténdnisses der Akt-Regulation in
PI3K/Akt-alterierten Tumoren sowie unzureichender klinischer Effizienz der bisherigen Akt-
Inhibitoren, wurde somit durch WEISNER und GONTLA im Jahr 2015 die Entwicklung
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kovalent-allosterischer Akt-Inhibitoren initiilert (Abbildung 5).!?*> Auf Grundlage der
bekannten jeweiligen Starken sollte mit dieser neuartigen Inhibitorklasse insbesondere die
herausragende Selektivitdt der allosterischen Akt-Inhibitoren mit dem Vorteil der
maximalen Verweildauer und Potenzsteigerung durch reversible Modulatoren kombiniert
werden.
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Abbildung 5: Prinzip der kovalent-allosterischen Akt-Inhibition. Die Stabilisierung der inaktiven PH-/in-
Konformation und eine hohe Selektivitat wird durch Bindung in der allosterischen Tasche erreicht. Die
zusatzliche Dekoration mit einem elektrophilen warhead fihrt auBerdem zur kovalenten Adressierung von
Cys296 und Cys310, sodass eine maximale Verweildauer des Liganden in der Bindungstasche erzielt wird.
Darstellung adaptiert nach WEISNER und GonTLA et a/.1%3

Mit Hilfe struktureller Betrachtungen der allosterischen Bindungstasche von Aktl im
Komplex mit den allosterischen Inhibitoren Akti-1/2 und einem Imidazopyridin-Derivat
konnten in der Aktivierungsschleife zwei redoxsensitive Cystein-Seitenketten, Cys296 und
Cys310, identifiziert werden, welche durch eine Acrylamid-Gruppe potentiell adressiert
werden konnen.”#12313% Aus diesen strukturbasierten Analysen entstand eine Bibliothek
1,6-Naphthyridinon-basierter Inhibitoren mit verschiedenen Derivaten des 0stlichen
Molekiilteils, welche mit dem Acrylamid-warhead dekoriert wurden.'3>138 Mit einer
gesteigerten biochemischen Potenz im Vergleich mit dem allosterischen klinischen
Kandidaten MK-2206 konnte dabei die Leitstruktur Borussertib, welche das
Benzo[ dlimidazolon-Grundgerlist im  &stlichen  Molekilteil aufweist, identifiziert
werden.'?13  Massenspektrometrische Analysen konnten auBerdem die kovalente
Modifikation des jeweiligen Cysteins in der Aktivierungsschleife bestatigen. Weiterhin weist
Borussertib ein auBerordentliches Selektivitatsprofil gegentiber den 100 getesteten
Kinasen auf, sodass die Gesamtheit der Daten die weitergehende praklinische Entwicklung
von Borussertib unterstiitzt.!??

Die kovalent-allosterischen Akt-Inhibitoren stellen insgesamt einen vielversprechenden
Ansatz zur effizienten Inhibition des Uiberaktivierten Akt-Signals in Erkrankungen, welche
aus Alterationen des PI3K/Akt-Signalwegs resultieren, dar. Darliber hinaus kann
maoglicherweise mit Hilfe chemisch-biologischer Ansatze unter Verwendung dieser
innovativen Inhibitorklasse ein tiefergehendes Verstdndnis der bisher ungeklarten
Mechanismen zur Akt-Regulation erreicht werden.
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1.3 Strukturbasiertes Wirkstoffdesign

Die Entwicklung der CAAIs auf Grundlage struktureller Informationen ist nur eines von
vielen Beispielen, welche das enorme Potential des strukturbasierten Wirkstoffdesigns
(SBDD) verdeutlichen. Tatsachlich erlangt dieser rationale Ansatz immer gréBer werdende
Beliebtheit, was vor allem auf die hdhere Effizienz und 6konomischen Vorteile im Vergleich
zur klassischen HTS-basierten Leitstruktur-Identifizierung zuriickzufiihren ist.}* Dabei
geht die rationale Wirkstoffforschung den zum HTS umgekehrten Weg, indem zunachst
ein spezifisches Zielprotein gewahlt wird und auf Grundlage der 3D-Struktur das Design,
die Synthese und das Screening einer fokussierten Bibliothek erfolgt (Abbildung 6).141:142
Die Verfligbarkeit zahlreicher 3D-Strukturen klinisch relevanter Proteine sowie die stetige
Entwicklung computergestitzter Technologien der Medizinischen Chemie hat das SBDD in
den letzten Jahrzehnten zu einer fundamentalen Methode der Wirkstoffforschung werden
lassen. Das fokussierte Design einer Bibliothek an kleinen Molekdilen, welche spezifisch die
Bindungstasche eines Zielproteins adressieren, flihrt letztendlich zu einer schnelleren,
kostengiinstigeren  und  effizienteren  Leitstruktur-Identifizierung und  deren
Optimierung. 14143

Nach Auswahl eines therapeutischen Zielproteins ist der fundamentalste Schritt des
iterativen SBDD-Prozesses, welcher bis zur Identifizierung einer geeigneten Leitstruktur
mehrere Zyklen durchlauft, die Gewinnung der dreidimensionalen Struktur des Proteins.'*3
Die prominenteste Methode zur Auflésung der Proteinstruktur stellt die
Roéntgenstrukturanalyse dar, welche mit ca. 89 % der fast 150.000 in der Protein Data
Bank (PDB) publizierten Proteinstrukturen seit mehr als 30 Jahren den Grundstein des
SBDD legt. Weitere biophysikalische Methoden, wie die NMR-Spektroskopie (ca. 8 %) oder
die Cryo-Elektronenmikroskopie (ca. 3 %), lieferten bislang nur einen kleinen Teil der
publizierten Proteinstrukturen.}**1%4>  Die Rontgenstrukturanalyse stellt jedoch ein
komplexes Feld der Grundlagenforschung dar und ist oftmals mit langwierigen und
zahlreichen Experimenten zur Identifizierung von Bedingungen verbunden, welche das
Wachstum von hoch-qualitativen Kristallen initiieren, die fir
Rontgenbeugungsexperimente geeignet sind.!*¢ Ideale Voraussetzungen fiir das SBDD
liefert zudem ein Kristallisationssystem, welches die Generierung von Komplexstrukturen
mit moglichst vielen der im Rahmen des SBDD synthetisierten Liganden ermdglicht.!#
Insbesondere in einem akademischen Umfeld stehen die infrastrukturellen Ressourcen,
welche fiir diese komplexen Experimente notwendig sind, oftmals nicht zur Verfligung und
limitieren somit den Erfolg des SBDD abseits der industriellen Forschung. Mit
akademischen Plattformen, wie beispielsweise der Protein Xtalization Infrastructure
Dortmund (ProXID), werden jedoch Infrastrukturen geliefert, welche optimale
Bedingungen fur eine effiziente Leitstruktur-Identifizierung und Optimierung in der
Grundlagenforschung schaffen (Kapitel 3.2.1).
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Abbildung 6: Prozess des strukturbasierten Wirkstoffdesigns. Auf Grundlage struktureller Informationen und
Analyse der potentiellen Bindungstasche wird mit Hilfe computergestiitzter Methoden eine fokussierte
Substanzbibliothek generiert. Die synthetisierten Verbindungen werden in biochemischen und zelluldren
Assays evaluiert und der Bindungsmodus der vielversprechendsten Kandidaten durch Co-Kristallisation mit
dem Zielprotein aufgeklart. Diese Informationen flieBen in weitere Zyklen ein, sodass eine Optimierung hin zu
einer Leitstruktur erfolgt.'4?

Konnte ein valides System zur Kristallisation des Zielproteins etabliert werden, schliefit sich
die Identifizierung und Analyse einer potentiell zu adressierenden Bindungstasche und
anhand dessen das /n silico Design einer fokussierten Substanzbibliothek an (Abbildung
6).140143 Dieser Schritt wird durch computergeschiitzte Methoden enorm unterstitzt, wobei
Technologien wie das strukturbasierte virtuelle Screening von Substanzbibliotheken
diverser Datenbanken, molekulares Docking und Molekulardynamik-(MD)-Simulationen
angewandt werden.!* Mit diesen Methoden wird die Bindung kleiner Molekiile oder
Fragmente unterschiedlicher Konformationen in der adressierten Tasche vorhergesagt und
mit Hilfe eines Scoring-Systems basierend auf den potentiellen Interaktionen und
Bindungsenergien ein Ranking erstellt.}** Neben der Relevanz fiir das klassische SBDD
stellt dieser Schritt auBerdem im Feld des Fragment-basierten Wirkstoffdesigns ein
wichtiges Werkzeug zum Wachstum der Verbindungen hin zu effizienten Modulatoren
dar.'*® Im Vergleich zum HTS liefert dies zudem einen entscheidenden Vorteil hinsichtlich
der Zeit- und Kostenersparnisse.!*® Anhand des Rankings kann anschlieBend eine
fokussierte Substanzbibliothek definiert werden, wobei die synthetische Zuganglichkeit der
gewahlten Verbindungen ebenfalls eine wichtige Rolle spielt. Nach erfolgreicher Synthese
der Substanzen schlieBt sich die biochemische und zelluldre Evaluierung in verschiedenen
Modellsystemen an. Im Rahmen von biochemischen Assays wird somit zundchst die
Affinitat und Potenz der Verbindungen getestet sowie in komplexeren zelluldren
Modellsystemen die selektive Modulation des Zielproteins und der gewinschte
phanotypische Effekt untersucht. Anhand dieser Daten kdnnen vielversprechende
Liganden ausgewahlt werden, deren Bindungsmodus und Interaktionsprofil im Komplex
mit dem Zielprotein durch die Strukturanalyse aufgelést wird. Durch das grundlegende
Verstandnis (ber essentielle  Protein-Liganden-Interaktionen, gewonnen aus
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Untersuchungen der Struktur-Aktivitats-Beziehungen (SAR), kdnnen diese Informationen
anschlieBend fiir einen weiteren Zyklus des SBDD verwendet werden.#143 Dieser iterative
Prozess zur Optimierung einer Leitstruktur kann letztendlich zur Entwicklung eines
zielgerichteten Wirkstoffkandidaten flhren, welcher eine effiziente Modulation des
Zielproteins in der personalisierten Medizin ermdglicht.
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tu
2 MOTIVATION UND ZIELSETZUNG

Fehlende pradiktive Biomarker und die Komplexitat der Akt-Regulierung in Tumoren und
Erkrankungen mit Alterationen im PI3K/Akt-Signalweg erschweren den Erfolg der bisher
entwickelten Akt-Inhibitoren in klinischen Studien. Eine Zulassung von Akt-Inhibitoren zur
Behandlung dieser Erkrankungen konnte daher aufgrund unzureichender Effizienz bislang
nicht erfolgen. Die Signifikanz von Akt als Schlisselprotein des PI3K/Akt-Signalwegs und
die Akt-Uberaktivierung in diversen Tumortypen unterstreicht jedoch die Notwendigkeit
eines effektiven Modulators zur Inhibition von Akt. Die Selektivitatsnachteile der ATP-
kompetitiven Akt-Inhibitoren konnten zwar durch allosterische Inhibitoren iberwunden
werden, dennoch bleibt weiterhin der gewiinschte klinische Erfolg aus. Die Entwicklung
des kovalent-allosterischen Akt-Inhibitors Borussertib flihrte dagegen bereits in
biochemischen Assays zu einer effizienteren Akt-Inhibition im Vergleich zu den klinischen
Kandidaten. Durch die Kombination der erhdhten Selektivitat und einer maximalen
Inhibitionsdauer durch die zusatzliche irreversible Modifikation zweier Cysteine in der
Aktivierungsschleife koénnte diese neuartige Inhibitorklasse somit die bisherigen
Limitationen Uberwinden. Weiterhin bieten diese kovalenten Inhibitoren die Mdglichkeit
zur Anwendung als molekulare Werkzeuge flir die Identifizierung pradiktiver Biomarker
und zur Untersuchung der komplexen Biologie von Tumoren mit Alterationen im PI3K/Akt-
Signalweg. Anhand dieser Experimente konnte eine optimale zielgerichtete
Behandlungsstrategie fiir die Patienten zur Verfligung gestellt werden.

Um die bereits in biochemischen Experimenten nachgewiesene Uberlegenheit von
Borussertib gegenliber den klinischen Kandidaten weitergehend zu validieren, sollten im
Rahmen dieser Arbeit zelluldare Modellsysteme etabliert werden, welche die Untersuchung
der anti-proliferativen Aktivitaten sowie der intrazelluldaren on-target-Inhibition der
verschiedenen Akt-Inhibitoren ermdglichen. Mit Hilfe dieser Studien sollte die effiziente
und spezifische Akt-Modulierung der CAAIs evaluiert werden, um Borussertib als
geeigneten Kandidaten flir die weitere praklinische Entwicklung im Rahmen von /n vivo-
Wirksamkeitsstudien in Patienten-abgeleiteten Tumormodellen zu profilieren.

Ein tiefergehendes Verstandnis der Struktur-Aktivitats-Beziehungen sowie die
strukturbasierte Optimierung der kovalent-allosterischen Akt-Inhibitoren sind abhdngig
von der Etablierung eines validen Kristallisationssystems zur Erhaltung von
Komplexstrukturen mit diversen CAAIs. Daher sollte im Rahmen dieser Arbeit eine
Expressions-, Reinigungs- und Kristallisationsstrategie flr die Kristallisation des Aktl
Wildtyps (Akt1"T) festgelegt werden, welche eine verlassliche Reproduktion der zuvor
identifizierten Kristallisationsbedingungen ermdglicht. Mit den etablierten Bedingungen
sollten Komplexstrukturen mit verschiedenen kovalent-allosterischen Akt-Inhibitoren
erhalten werden, sodass eine strukturbasierte Optimierung und das Design neuartiger
CAAI-Inhibitorklassen, wie beispielsweise Akt-Isoform-spezifischer CAAIs, ermdglicht wird.

Die Adressierung der onkogenen Aktl E17K-Mutation (Akt1El’%), als Ausnahme eines
pradiktiven Biomarkers in Akt-iiberaktivierten Tumoren und Uberwuchserkrankungen, und
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das Verstandnis der konformationellen Verdnderungen durch die Mutation in der PH-
Domadne sollte durch die Rodntgenstrukturanalyse unterstlitzt werden. Daher sollten
Kristallisationsbedingungen fiir Akt1E’¥ identifiziert und die Kristallstruktur des Proteins
aufgeldst werden. Mit der weiteren biochemischen und zellularen Charakterisierung sollte
auBerdem die Inhibition dieser Mutante durch die verschiedenen Akt-Inhibitorklassen
evaluiert werden. Mit Hilfe des murinen Ba/F3-Systems sollte daftir eine Zelllinie generiert
werden, welche die Darstellung der onkogenen Abhangigkeit von der Akt1f7K-Mutation
ermdglicht und die Untersuchung der anti-proliferativen Aktivitaten und intrazelluldren
Inhibition des Akt-Signals erlaubt.

Die flr Akt erlernten Methoden zur Etablierung eines robusten Kristallisationssystems
sollten auBerdem auf weitere Zielproteine zur Adressierung der Rezeptortyrosinkinasen
c-Kit und PDGFR«a Ubertragen werden, um das strukturbasierte Design von GIST-
Inhibitoren zu ermdglichen. Daflir sollten zundchst die verschiedenen klinisch relevanten
Onkogene  dargestellt und die literaturbeschriebenen  Reinigungs-  und
Kristallisationsbedingungen reproduziert werden, sodass eine Rontgenstrukturanalyse der
Proteine im Komplex mit den im Rahmen des Projekts synthetisierten Inhibitoren
durchgeflihrt werden kann.
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tu
3 ERGEBNISSE UND DISKUSSION

3.1 Praklinische Charakterisierung des kovalent-allosterischen
Akt-Inhibitors Borussertib

Das enorme Potential der von WEISNER und GONTLA et a/. entwickelten kovalent-
allosterischen Akt-Inhibitoren (CAAIs) konnte bereits in biochemischen Experimenten
gezeigt werden. Insbesondere fir das auf dem 1,6-Napthyridinon-Grundgerist
basierenden Molekul Borussertib wurde dabei im Vergleich mit den klinischen Kandidaten
an Akt-Inhibitoren eine gesteigerte inhibitorische Aktivitdt nachgewiesen.!?? Um die
maogliche therapeutische Effizienz dieser neuartigen Inhibitorklasse zur irreversiblen
Adressierung der Serin/Threonin-Kinase Akt weitergehend zu evaluieren, ist die
praklinische Testung dieser Verbindungen ein essentieller Schritt. Dies beinhaltet zunachst
die Betrachtung der Wirksamkeit der CAAIs in komplexeren /n vitro-Modellsystemen, wie
verschiedenen humanen Krebszelllinien, zur Untersuchung des anti-proliferativen Effekts
und der Pharmakodynamik. Des Weiteren stellt die Validierung der /n vitro- und in vivo-
Pharmakokinetik sowie der Wirksamkeit in relevanten /n vivo-Modellen eine zentrale Rolle
in der praklinischen Entwicklung der CAAIs dar.

3.1.1 Zelluldare Evaluierung des kovalent-allosterischen Akt-Inhibitors
Borussertib

Wahrend die biochemische Testung mit isolierten Proteinen eine einfache und schnelle
Moglichkeit zur Charakterisierung von Inhibitoren bietet, hat die Verwendung zellularer
Modelle den Vorteil der Berlicksichtigung komplexerer Parameter, welche fir die
praklinische Entwicklung bestimmend sind. Dazu gehdren unter anderem die
Membrangangigkeit der Verbindungen oder das Zusammenspiel und die Regulation
unterschiedlicher Signalkaskaden sowie Protein-Protein-Interaktionen innerhalb einer
Zelle. Zudem konnen die niedermolekularen Verbindungen hinsichtlich einer mdglichen
Zytotoxizitat und off-target-Effekte untersucht werden. In dem in dieser Arbeit
verwendeten kommerziellen CellTiter-Glo Assay (Promega) wurde zunachst der Einfluss
der Akt-Inhibitoren auf die Zellproliferation verschiedener humaner Krebszelllinien mit
unterschiedlichem genetischen Hintergrund untersucht.” Grundlegend daflr ist die
Quantifizierung der viablen und somit metabolisch aktiven Zellen U(ber den
Adenosintriphosphat-Gehalt nach der Zelllyse. Durch Umsetzung von Luciferin in das
lumineszente Oxyluciferin mittels der ATP-abhangigen Luciferase-Reaktion wird ein
Lumineszenzsignal erzeugt, welches eine Proportionalitdt zum ATP-Gehalt des Lysates
aufweist. Dieses wiederum ist proportional zur Anzahl an lebenden Zellen.

* Etablierung der zelluldren Testsysteme und zelluldre Evaluierung in Zusammenarbeit mit Dr. J6rn
Weisner (AG D. Rauh, TU Dortmund).
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Die humanen Krebszelllinien, welche als zelluldre Testsysteme im Rahmen dieser Arbeit
etabliert wurden, unterscheiden sich sowohl in der Art des abgeleiteten Gewebes als auch
in den genetischen Lasionen derer die onkogene Abhdngigkeit unterliegt (Tabelle 3-1).
Um die anti-proliferative Aktivitdt der Akt-Inhibitoren auflésen zu kénnen, wurden
insbesondere Zellsysteme verwendet, welche Dysregulationen in dem zu adressierenden
PI3K/Akt-Signalweg aufweisen. Dazu gehoren die Brustkrebs-Zelllinien BT-474'%°,
MCF-7%°, T-47D*>!, und ZR-75-1'>? sowie die Endometriumkarzinom-Zelllinie AN3-CA®>3
und die Blasenkrebs-Zelllinie KU-19-19'>*, Die genetischen Lasionen umfassen dabei in-
frame-Deletionen in PIK3R1, frameshift- und Punktmutationen in PTEN sowie
Aktivierungsmutationen in AKT1, PIK3CA und NRAS. Diese Zelllinien wurden auBerdem fir
die zelluldre Evaluierung der bereits in der Literatur beschriebenen Akt-Inhibitoren
verwendet.!'?13* Neben der NRAS-mutierten Zelllinie KU-19-19 wurden auBerdem die
KRAS-mutierten Pankreas-Zelllinien Dan-G*> und HPAF-II'*® charakterisiert, welche keine
Abhangigkeit vom PI3K/Akt-Signalweg aufweisen und somit unter anderem der
Untersuchung mdglicher zytotoxischer Effekte der Akt-Inhibitoren dienten.

Tabelle 3-1: Ubersicht der verwendeten humanen Krebszelllinien zur Charakterisierung kovalent-
allosterischer Akt-Inhibitoren und die jeweils relevanten genetische Lasionen nach der COSMIC-Datenbank.!>”

Zelllinie Gewebeart Genetische Lasion

AN3-CA Endometrium PIK3R1R>57-K561>Q PTENRI30fs TP53R213Q
BT-474 Brust PIK3CAK!!IN TP53E285K

Dan-G Pankreas KRASG!?V ERBB31°0T

HPAF-II Pankreas KRASG12P, TP53P151S

KU-19-19 Blase PIK3CAR023Q  AKT1EL7K/E49K NRAGQREIR
MCF-7 Brust PIK3CAB>%K

T-47D Brust PIK3CAH1047R Tp53L134F

ZR-75-1 Brust PTEN-08R

Um die inhibitorische Wirksamkeit der CAAIs auf die Zellproliferation im Rahmen des
CellTiter-Glo Assays darzustellen, wurden die Zellen in einer initial bestimmten Zellzahl in
384-welFMikrotiterplatten ausgesat und fiir 96 Stunden mit einer Verdiinnungsreihe der
jeweiligen Inhibitoren Uber einen Konzentrationsbereich von 0,1 nM bis 30 uM inkubiert.
Zusatzlich wurden die Zellen mit DMSO als Negativkontrolle sowie 30 UM des zytotoxischen
Multikinase-Inhibitors Staurosporin als Positivkontrolle behandelt.!*3'>° Die ermittelten
Lumineszenzen wurden auf diese Kontrollen normalisiert und mittels einer Vier-Parameter
logistischen Regression eine Dosis-Wirkungskurve erhalten. Anhand dieser wurde
anschlieBend die halbmaximale effektive Inhibitor-Konzentration (ECso), bei welcher eine
relative Zellviabilitat von 50 % erreicht wird, als MaB fiir die zellulare Aktivitat der
Verbindungen ermittelt.

24



A B

1.6x10’4 -e~ AN3-CA © T-47D , o Dan-G
o BT-474 > ZR-75-1 24x107 o, HPAF-II
2 == MCF-7 3 o~ KU-19-19
[
- \1.8x107-
N N
g g
o } 0 1.2x1071
[} Q
£ =
E E f
3 3 6.0x10°4 /)
7
0 T T T T T 0"’ T T T T T
C 0 600 1200 1800 2400 3000 D 0 600 1200 1800 2400 3000
Zellzahl/ well Zellzahl/ wel/
1.2x10’4 ~*= AN3-CA .| * BT-474
e T-47D 8.0x10°1 o McCF-7
2 ] o ZR-75-1
x
~8.0x10° — 6.0x10° }
E N
g f 9
a 3 0 4.0x10°4
c Q
i o
£ 4.0x10° ¥ ‘E
=
3 A 32.0x10% $
¢ &
]
o
0 = T T T T 0 T T T T
E 0 400 800 1200 1600 0 200 400 600 800
1.6x10] - Dan-G Zellzahl/ wel/ Zellzahl/ well
o~ HPAF-II
3 o KU-19-19
& 1.2x1071
~
N
o
5 8.0x10° f
£ .
£ ¥
34.0x10°%
¥ _4
= |
0 - T ) T )
0 200 400 600 800
F Zellzahl/ well G
[ [
. I 6004 1 1.2x107
1000 | o 80x10% | 2 0
< 3| 5 2
3 8001 I = . 3 1 I
g | ~6.0x10%] 2 4004 I §8.0x10%
= 6001 |1 £ | = 1 5
9 S o I
R 400 I 54.0x106- [ I N I a
3 [ £ 9 2001 I §4.0x10%
| 6 |
2004 | 32.0)(10 : 3
0'_I_°‘ A | 0- 0- I 0-
FA* AN I ™ 6 OO 6 &0
S ,&‘&3&& 0 ,,&:g\\géi,;\? o S Rl
LA A5 ) & S M

Abbildung 7: Bestimmung der verwendeten Zellzahlen im CellTiter-Glo Assay. Auftragung des
Lumineszenzsignals gegen die Zellzahl/well. A: Zelllinien mit Alterationen im PI3K/Akt-Signalweg. B: Ras-
mutierte Zelllinien. Die jeweiligen linearen Bereiche sind farbig unterlegt. C-D: Linearer Bereich der Zelllinien
mit Alterationen im PI3K/Akt-Signalweg. E: Linearer Bereich der Ras-mutierten Zelllinien. F-G: Ubersicht {iber
die gewahlten Zellzahlen/wel/ und den entsprechenden Lumineszenzsignalen.
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Die fir die Bestimmung der ECso-Werte verwendete Zellzahl wird in einem initialen
Experiment festgelegt, sodass diese im linearen Bereich der detektierten
Lumineszenzintensitat liegt und eine Proportionalitat zur Zellviabilitdt gewahrleistet ist.
Daflir werden die verschiedenen Zelllinien in Zellzahlen von 0-3200 Zellen/ wel/in 384-welF
Mikrotiterplatten ausgesat, nach 120 Stunden lysiert und die Lumineszenz ermittelt. Die
gemessene Lumineszenz wird anschlieBend gegen die Zellzahl/ wel/ aufgetragen. Aus dem
linearen Bereich der Auftragung lasst sich somit jene Zellzahl bestimmen, welche die valide
Bestimmung der ECso-Werte ermdglicht (Abbildung 7A-E). Aufgrund der unterschiedlichen
Proliferationsraten der verschiedenen Zelllinien ergeben sich dementsprechend
variierende Zellzahlen zwischen 200 und 800 Zellen/wel/ (Abbildung 7F-G). Um eine
Vergleichbarkeit der Daten zu ermdglichen, wurde bei der Festlegung der Zellzahlen
zudem berticksichtigt, dass die jeweiligen Intensitdten des Lumineszenzsignals fiir die
Zelllinien mit Lasionen im PI3K/Akt-Signalweg sowie der Ras-mutierten Zelllinien in einem
ahnlichen Bereich liegen (Abbildung 7F-G).

Nach Festlegung geeigneter Zellzahlen wurden zur Validierung des Viabilitatsassays
zunachst Dosis-Wirkungskurven verschiedener literaturbekannter Referenzinhibitoren
sowie des fuhrenden kovalent-allosterischen Akt-Inhibitors Borussertib aufgenommen und
anhand dessen die ECso-Werte der jeweiligen Verbindungen bestimmt (Abbildung 8,
Tabelle 3-2)."
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Abbildung 8: Reprasentative Dosis-Wirkungskurven der Akt-Inhibitoren in der Brustkrebszelllinie ZR-75-1.

Auftragung der relativen Zellviabilitdt gegen die Konzentration des Inhibitors. Griin: Kovalent-allosterischer
Inhibitor Borussertib, rot: ATP-kompetitiver Inhibitor Capivasertib, blau: allosterischer Inhibitor MK-2206.

* Synthese von Borussertib durch Dr. Rajesh Gontla, Dr. Niklas Uhlenbrock, Dr. Steven Smith und
M. Sc. Marius Lindemann (AG D. Rauh, TU Dortmund).
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Im Allgemeinen konnte zwischen den verschiedenen Zelllinien eine teilweise deutlich
variierende Sensitivitdt beobachtet werden, wobei insbesondere die hoch-sensitive
Brustkrebszelllinie ZR-75-1 heraussticht. Diese Unterschiede in den Ansprechraten der
Zelllinien kénnen sowohl auf die verschiedenen genetischen Lasionen, die ursachlich flr
die onkogene Abhangigkeit der Zellen sind, zurtickgeflihrt werden als auch auf den Einfluss
der unterschiedlichen Expressions- und Aktivitatslevel von Aktl. AuBerdem spielen auch
diverse pharmakokinetische Eigenschaften der Inhibitoren eine wichtige Rolle fir eine
effektive Inhibition der Zellproliferation. Ein weiterer Aspekt, welcher fiir die Sensitivitaten
der Zelllinien bestimmend sein kann, ist die mdgliche Divergenz beziiglich des Einflusses
der drei Akt-Isoformen Aktl-3 auf die Zellproliferation, welche derzeit nicht vollstéandig
aufgeklart ist. Zudem konnen unterschiedliche Selektivitatsprofile der getesteten
Inhibitoren fir die Akt-Isoformen verschiedene anti-proliferative Effekte in den
verwendeten Zelllinien hervorrufen.**#¢ Auch die jeweiligen Bindungsmodi der ATP-
kompetitiven und allosterischen Akt-Inhibitoren kénnen unterschiedliche anti-proliferative
Aktivitaten bewirken. Die Stabilisierung der inaktiven PH-in-Konformation durch Bindung
allosterischer Inhibitoren fiihrt wie durch VIVANCO et a/. gezeigt neben der Aktivitats-
Inhibition zur zusatzlichen Hemmung der nicht-katalytischen Funktionen von Akt. Im
Gegensatz dazu kdnnte die Aufrechterhaltung der beschriebenen Kinase-unabhangigen
und konformations-abhdngigen Funktionen, welche durch die Bindung eines ATP-
kompetitiven Inhibitors weiterhin stabilisiert werden, entscheidend fiir die
unterschiedlichen Ansprechraten sein.>*1¢0

Insgesamt zeigten die PI3K/PTEN-mutierten Zelllinien eine deutliche Sensitivitat
gegenliber einer Inhibition mit den verschiedenen klinischen Kandidaten an Akt-
Inhibitoren (Tabelle 3-2). Abgesehen von den Sensitivitdtsunterschieden zwischen den
einzelnen Zellsystemen weisen die ATP-kompetitiven Inhibitoren Capivasertib’®** und
Ipatasertib®*8> sowie der allosterische Referenzinhibitor MK-2206'%* dhnlich moderate
ECso-Werte innerhalb der Zelllinien AN3-CA, BT-474 und T-47D auf. In den
Brustkrebszelllinien MCF-7 und ZR-75-1 zeigen die allosterischen Referenzinhibitoren
gegeniiber den ATP-kompetitiven Verbindungen jedoch eine deutliche Uberlegenheit in
der anti-proliferativen Aktivitdt, wobei insbesondere flir den klinischen Kandidaten
Miransertib!!'13* eine gesteigerte zellulare Potenz ersichtlich wird.
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Tabelle 3-2: Vergleich der anti-proliferativen Aktivitdten von Akt-Referenzinhibitoren und dem kovalent-
allosterischen Akt-Inhibitor Borussertib in den unterschiedlichen Zelllinien durch Bestimmung der ECso-Werte.

CTG ECso / NnM

ATP-kompetitive Allosterische
Akt-Inhibitoren Akt-Inhibitoren

CAAI

Capivasertib Ipatasertib MK-2206 Miransertib Borussertib

HTRF Akt1WT

09 £ 01 3,5 £ 06 10,0 £ 21 14 £ 06 ,8 £ 03
ICso / NM Y e

Zelllinie
AN3-CA

PIK3F§}:;57*K561>Q 869 + 278 925 + 457 972 + 322 605 + 83 191 + 90
PTEN"""
TP53"°

PIK3CA !N
TP53E285K

E545K

PIK3CA

PIK3CAHIR
TP5 3L194F

KU-19-19

PIK3CAR023Q 20866 + 7603 24037 + 9491 7054 + 421 4485 + 781 7770
AKT1E17K/E49K
NRASQSIR

H
D
o
fury

CRASSY >30000 4098 + 826 1517 + 356 1489 = 20 2954 + 785

27033 + 8032 24078 + 8882 8018 + 1527 4753 + 1121 17910

H
Ul
(o]
o
(o))

KRAsGlzD
TP53P1515

Besonders herausstechend ist jedoch die bis zu ca. 40-fach héhere Potenz des kovalent-
allosterischen Akt-Inhibitors Borussertib im Vergleich mit den Referenzinhibitoren auf den
getesteten PI3K/PTEN-mutierten Zelllinien (Abbildung 9). Vor allem auf der
Brustkrebszelllinie ZR-75-1 kann mit einem ECso-Wert von 5 £ 1 nM ein signifikanter anti-
proliferativer Effekt und somit eine 7- bis 12-fache Potenzsteigerung im Vergleich zu den
allosterischen Referenzinhibitoren verzeichnet werden.
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Im Vergleich mit den ATP-kompetitiven Referenzinhibitoren Capivasertib und Ipatasertib
weist Borussertib in der Zelllinie ZR-75-1 auBerdem eine 38- bzw. 43-fach erhdhte Potenz
auf. Die unterschiedlichen zelluldren Aktivitditen der verschiedenen Akt-Inhibitoren
korrelieren dabei nur teilweise mit den biochemischen Daten, welche mittels eines
aktivitdtsbasierten HTRF-Assays erhoben wurden.” Wahrend sich die zelluldre
Potenzsteigerung von Borussertib gegentiber den allosterischen Inhibitoren MK-2206 und
Miransertib auch in den biochemischen ICso-Werten sehr gut widerspiegelt, zeigen die
ATP-kompetitiven Referenzinhibitoren Capivasertib und Ipatasertib jedoch ahnlich wie
Borussertib subnanomolare inhibitorische Aktivitaten im HTRF-Assay. Der deutliche
Potenzverlust der ATP-kompetitiven Inhibitoren in den getesteten Zellsystemen bestarkt
somit die Annahme der verringerten zelluldren Effizienz dieser Inhibitorklasse durch
Aufrechterhaltung der nicht-katalytischen Funktionen der Kinase im Gegensatz zu
allosterischen bzw. kovalent-allosterischen Akt-Inhibitoren.>*® Im Vergleich zu den
anderen PI3K/PTEN-mutierten Zelllinien zeigt darliber hinaus die Blasenkrebszelllinie KU-
19-19, welche zusatzliche Mutationen in Aktl und NRas aufweist, eine moderate
Sensitivitdt gegenuber Borussertib. Dies ist jedoch auf die weitere NRas-Mutation
zurtickzufiihren und wurde auch bereits fiir andere allosterische Akt-Inhibitoren, wie
BAY1125976, beschrieben.!*? Eine generell geringe Sensitivitdt gegeniliber einer Akt-
Inhibition kann auBerdem fiir die Pankreas-Zelllinien Dan-G und HPAF-II verzeichnet
werden, deren onkogene Abhangigkeit auf einer Mutation des KRAS-Gens in Codon 12
beruht. Aufgrund der fehlenden Alterationen im PI3K/Akt-Signalweg und dem damit
einhergehenden relativ hohen mikromolaren ECso-Wert weisen die Daten dieser Zelllinien
zudem darauf hin, dass Borussertib keine zytotoxische Aktivitdt zeigt. Mit weiteren
Kontrollverbindungen konnte zusatzlich eine generell verursachte Zytotoxizitat durch die
verschiedenen Inhibitoren ausgeschlossen werden (Kapitel 6.1, Tabelle 6-1). Wahrend
beispielsweise die Inhibition anderer Signalwege, wie des Ras/MAPK-Signalwegs mit dem
MEK-Inhibitor Trametinib'®?, in den PI3K/Akt-alterierten Zelllinien keinen signifikanten
anti-proliferativen Effekt zeigt, kann dieser jedoch in den Ras-mutierten Zelllinien
nachgewiesen werden.

Die gute Korrelation der erhobenen ECso-Werte mit den biochemischen ICso-Werten fiir die
allosterischen Referenzinhibitoren und den CAAIs unterstreichen insgesamt die
erfolgreiche Etablierung der verschiedenen zelluldren Modellsysteme zur Untersuchung
des anti-proliferativen Effekts. Somit konnten im Rahmen dieser Arbeit eine Vielzahl von
weiteren CAAIs mit Hilfe des CellTiter-Glo Assays zellulér charakterisiert und valide Daten
erhalten werden. Des Weiteren konnte ein signifikanter Aktivitatsverlust ATP-kompetitiver
Inhibitoren im zelluldren Kontext aufgelost werden, welcher das groBe Potential
allosterischer Akt-Inhibitoren bestarkt. Die zusatzliche Potenzsteigerung durch den
kovalent-allosterischen Akt-Inhibitor Borussertib unterstreicht zudem eine mdgliche
Optimierung der therapeutischen Effizienz durch den Ansatz der irreversiblen Akt-
Inhibition.

* HTRF ICso-Bestimmung durch Dr. Jorn Weisner (AG D. Rauh, TU Dortmund).
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Abbildung 9: Anti-proliferative Aktivitédt von Borussertib im Vergleich zu ATP-kompetitiven (Capivasertib,
Ipatasertib) und allosterischen (MK-2206, Miransertib) Referenzinhibitoren in den unterschiedlichen
Zellsystemen. Zur Darstellung wurde der Quotient der ECso-Werte von Borussertib und des jeweiligen
Referenzinhibitors gebildet. Referenzinhibitoren, fiir welche sich ein Quotient <1 ergibt, weisen dabei eine
geringere anti-proliferative Aktivitat im Vergleich zu Borussertib auf, was insbesondere in den PI3K/PTEN-
mutierten Zelllinien zu beobachten ist.

Um den selektiven Wirkungsmechanismus von Borussertib durch eine Akt-Inhibition
intrazelluldr nachweisen zu kénnen, wurden zusatzlich Western Blot-Analysen mit den
Zelllinien ZR-75-1, AN3-CA, Dan-G, T-47D und MCF-7 durchgefiihrt. Zudem wurden
/in vitro pharmakodynamische Veranderungen der Phosphorylierungslevel von Proteinen,
welche Akt nachgeschaltet sind, sowie eine mogliche Induktion der Apoptose durch die
Behandlung mit Borussertib in den Zelllinien ZR-75-1, AN3-CA und Dan-G untersucht
(Abbildung 10).
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Abbildung 10: /n vitro Pharmakodynamik-Studie von Borussertib in verschiedenen Zelllinien. A-C: Western
Blot-Analyse in der Brustkrebszelllinie ZR-75-1, Endometriumkarzinom-Zellen AN3-CA und Pankreaszelllinie
Dan-G zeigen dosis-abhdngige Herunterregulierung von pAKTS#73/T308  Dephosphorylierung der downstream-
Proteine 4E-BP1, S6 und PRAS40 sowie Apoptose-Induktion (cPARP) nach 24-stiindiger Borussertib-
Behandlung. D-E: Western Blot-Analysen der Brustkrebszelllinien T-47D und MCF-7 bestatigen ebenfalls die
on-target-Inhibition von Akt durch dosis-abhangige Dephosphorylierung von pAKTS#3 nach Borussertib-
Behandlung von 24 Stunden. F: PathScan-Assay fir den PI3K/Akt-Signalweg in der Brustkrebszelllinie MCF-7
zeigt zusétzlich Inhibition von pGSK3a/B sowie keine off-target-Inhibition von PDK1 oder des Ras/MAPK-
Signalwegs. Blau: Positiv-Kontrolle, griin: Negativ-Kontrolle.
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In allen getesteten Zelllinien kann eine deutliche dosis-abhangige Herunterregulierung der
Phosphorylierung von Akt an den bekannten Aktivierungsstellen Thr308 und Ser473 durch
eine 24-stiindige Behandlung mit Borussertib erzielt werden, was die on-target-Inhibition
von Akt bestétigt (Abbildung 10A-E).!%3 Dabei ist jedoch ein Unterschied in der Effizienz
der inhibierten Phosphorylierung der jeweiligen Aktivierungsstellen erkennbar. Wahrend
die Phosphorylierung von Ser473, welches in einer C-terminalen hydrophoben Schleife
lokalisiert ist, mit den jeweils hochst eingesetzten Borussertib-Konzentrationen von
250 nM fiir ZR-75-1, 1 yM fiir AN3-CA, T-47D und MCF-7 sowie 10 uM fiir Dan-G,
vollstdndig inhibiert wird, kann bei diesen Inhibitor-Mengen dennoch eine geringe
verbleibende Phosphorylierung von Thr308 in den Zelllinien ZR-75-1, AN3-CA und Dan-G
verzeichnet werden. Diese Beobachtung kann mdglicherweise durch den kovalent-
allosterischen Bindungsmodus von Borussertib erklart werden, wobei neben der
Stabilisierung der inaktiven Kinase-Konformation eine Adressierung der in der
Aktivierungsschleife befindlichen Cysteine Cys296 und Cys310 stattfindet.!* Diese
Stabilisierung der geschlossenen PH-/Konformation sowie die unmittelbare Nahe der
Phosphorylierungsstelle Thr308 zum kovalent modifizierten Cys310 kénnten dabei zu einer
leicht erschwerten Zugdnglichkeit fir die Phosphatase PP2A fiihren und somit die
unvollstandige Dephosphorylierung von Thr308 bei den jeweils hdchst eingesetzten
Borussertib-Konzentrationen erklaren. Nichtsdestotrotz kann eine deutliche Inhibition der
Akt-nachgeschalteten Signalkaskaden durch eine Borussertib-Behandlung erreicht
werden, was durch die dosis-abhdngige Herunterregulierung der Phosphorylierung
verschiedener downstream-Proteine wie 4E-BP1, das Ribosomale Protein S6 und PRAS40
in den Zelllinien ZR-75-1, AN3-CA und Dan-G verdeutlicht wird (Abbildung 10A-C).** Fiir
S6 kann in der Dan-G Zelllinie jedoch eine dosis-abhdngige Steigerung der
Phosphorylierung nach Behandlung mit Borussertib verzeichnet werden, welche vermutlich
auf eine Kompensation durch den Uberaktivierten Ras/MAPK-Signalweg durch die
KRas®'?-Mutation zurlickzufiihren ist.!%* Die intrazelluldare Inhibition der jeweiligen
Protein-Phosphorylierungen spiegelt auBerdem die unterschiedlichen Sensitivitdten der
Zelllinien wider, die bereits im Viabilitdtsassay beobachtet werden konnten, wobei die
PI3K/PTEN-mutierten Zelllinien ZR-75-1 und AN3-CA deutlich héhere Sensitivitaten als die
KRas-mutierte Pankreaszelllinie Dan-G aufweisen. In zusatzlichen PathScan-Experimenten
mit der Brustkrebszelllinie MCF-7 konnte neben dem analogen Effekt auf den bereits
gezeigten Akt-Substraten des Weiteren ein signifikant reduziertes Phosphorylierungslevel
der Akt-Substrat-Isoformen GSK3a und GSK3B nach Behandlung mit 1 pM Borussertib flir
24 Stunden nachgewiesen werden." %> Zudem konnten off-target-Effekte von Borussertib
gegenliber Proteinen des Ras/MAPK-Signalwegs oder beispielsweise der Akt-aktivierenden
Kinase PDK1 ausgeschlossen werden. Um weiterhin den zu Grunde liegenden
Mechanismus der anti-proliferativen Aktivitdt von Borussertib zu analysieren, wurde der
Effekt auf die Poly-(ADP-Ribose)-Polymerase (PARP) untersucht. Dabei handelt es sich um
ein Protein, welches eine wichtige Rolle in der DNA-Reparatur einnimmt und wahrend der

* Durchfiihrung der PathScan-Experimente in Kooperation mit Dr. Marija Trajkovic-Arsic (AG
J. Siveke, Westdeutsches Tumorzentrum, Universitatsklinikum Essen).
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Apoptose der proteolytischen Spaltung durch die Proteasen Caspase-3 und Caspase-7
unterliegt, wobei zwei Polypeptide einer GroBe von 24 kDa und 89 kDa (cPARP, engl.
cleaved PARP) entstehen.'®® Somit kann die /n vitro pharmakodynamische Verdnderung
des cPARP-Levels (Fragment mit 89 kDa) durch die Inhibitor-Behandlung einen Nachweis
der Apoptose als Mechanismus des Zelltods liefern. Die Western Blot-Analysen in den
Zelllinien ZR-75-1 und AN3-CA zeigen dabei eine Zunahme des Levels an gespaltenem
PARP-Protein bei nanomolaren Borussertib-Konzentrationen, was auf die Induktion der
Apoptose hinweist (Abbildung 10A-B). Flir die Pankreas-Zelllinie Dan-G dagegen konnte
auch bei Konzentrationen von 10 uM keine signifikante PARP-Spaltung beobachtet werden
(Abbildung 10C). Dies ist auf die fehlende onkogene Abhangigkeit der Zelllinie vom
adressierten PI3K/Akt-Signalweg zurlickzufiihren und steht im Einklang mit der im CTG-
Assay gemessenen moderaten anti-proliferativen Aktivitat von Borussertib in den KRas-
mutierten Pankreaszelllinien. Insgesamt bestatigen die /n vitro pharmakodynamischen
Analysen somit die spezifische intrazelluldre on-target-Inhibition von Akt sowie die
effiziente Hemmung der nachgeschalteten Signalkaskaden, welche in den vom PI3K/Akt-
Signalweg-abhangigen Zelllinien zur Einleitung der Apoptose flihrt und den anti-
proliferativen Effekt von Borussertib validiert.

Um den Vorteil der kovalenten Akt-Inhibition durch Borussertib zu untersuchen, wurden
auBerdem wash-out-Experimente in AN3-CA Zellen (ber einen Zeitraum von 48 Stunden
durchgefiihrt (Abbildung 11)." Dafiir wurden die Zellen mit 100 nM sowie 200 nM
Borussertib flir 24 Stunden behandelt und der Inhibitor anschlieBend durch Austausch des
Kultivierungsmediums unter Abwesenheit des Serums entfernt. Wahrend weiterer
Kultivierung der Zellen bis zu 48 Stunden wurden zu unterschiedlichen Zeitpunkten
Zelllysate generiert und jeweils 15 min vor der Zelllyse der PI3K/Akt-Signalweg mit der
Zugabe des epidermalen Wachstumsfaktors (EGF) stimuliert. Flr beide getesteten
Konzentrationen konnte nach 24-stiindiger Inkubation mit Borussertib eine vollstdndige
Abwesenheit der Akt>*”3-Phosphorylierung verzeichnet werden. Die signifikante Reduktion
der Phosphorylierung von Akt konnte weitere 24 Stunden nach der Entfernung des
Inhibitors beobachtet werden, bis letztlich nach 48 Stunden eine vollstandige Riickkehr
des pAkt>*3-Signals zu erkennen ist (Abbildung 11A). Auch die Stimulation mit weiteren
Wachstumsfaktoren fiihrte zu vergleichbaren Ergebnissen. Ein Vergleich mit den
allosterischen Akt-Inhibitoren MK-2206 und Miransertib verdeutlicht die Uberlegenheit
kovalent-allosterischer Akt-Inhibitoren bezliglich der Inhibitionsdauer (Abbildung 11B). Bei
Einsatz identischer Konzentrationen von 200 nM kann zwar flir alle Verbindungen nach
24 Stunden eine effiziente Inhibition der Akt>*3-Phosphorylierung beobachtet werden, die
Inhibition der nachgeschalteten Signalkaskaden bleibt jedoch lediglich durch die
Behandlung mit Borussertib erhalten. Wahrend die Phosphorylierungslevel von GSK33 und
S6 durch Borussertib nach 24 Stunden weiterhin signifikant reduziert sind, entsprechen
die Zustande durch Behandlung mit den allosterischen Referenzverbindungen dem basalen
Level.

* Durchfiihrung der wash-out-Experimente in Kooperation mit Dr. Christoph Reintjes (AG S. Hahn,
Ruhr-Universitat Bochum).
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Des Weiteren kann nur mit 5- bzw. 25-fach hdherer Inhibitor-Konzentration von
Miransertib und MK-2206 eine dhnliche Reduktion des pAkt>*’3-Levels iber einen Zeitraum
von 24 Stunden nach Entfernung der jeweiligen Inhibitoren erreicht werden (Abbildung
11C). Aufgrund der irreversiblen Inhibition durch Borussertib und der damit verbundenen
verlangerten Verweildauer der Protein-Liganden-Bindung wird demnach eine
verlangsamte Rickkehr der Akt-Aktivitat im Vergleich zu den anderen Referenzinhibitoren
erreicht, wobei die andauernde Inhibition der Kinase lediglich durch die zelluldre Re-
Synthese des Proteins limitiert ist. Insbesondere im Hinblick auf die Haufigkeit der
Dosierung im therapeutischem Kontext stellt dies einen entscheidenden Vorteil der CAAIs
dar, da somit eine langanhaltende effiziente Wirkung zu erwarten ist.®’
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Abbildung 11: Bestimmung der zelluldren Halbwertszeit der Dephosphorylierung von Akt durch kovalente
Inhibition mittels Borussertib in AN3-CA Zellen. A: Behandlung der Zellen mit den entsprechenden Borussertib-
Konzentrationen 24 Stunden vor dem wash-out und anschlieBende Kultivierung fiir die angegebenen
Zeitraume. Eine deutliche Reduktion des pAktS#3-Levels kann bis zu einem Zeitpunkt von 24 Stunden nach
der Entfernung von Borussertib beobachtet werden. B: In vitro pharmakodynamische Analyse zum Vergleich
der downstream-Inhibition durch Borussertib, MK-2206 und Miransertib. C: Vergleich des Effekts
unterschiedlicher Inhibitor-Konzentrationen. Fir die Referenzinhibitoren kann nur bei hdheren
Konzentrationen die gleiche Effizienz der Herunterregulierung von pAktS*’3 (ber einen Zeitraum von
24 Stunden erreicht werden.

Zusammenfassend konnte die zelluldre Charakterisierung des kovalent-allosterischen Akt-
Inhibitors Borussertib zusatzlich zu den biochemischen Experimenten das enorme Potential
dieser Inhibitorklasse verdeutlichen.
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Insbesondere im Vergleich mit den ATP-kompetitiven und allosterischen
Referenzinhibitoren konnte sowohl die herausragende anti-proliferative Aktivitat in
PI3K/PTEN-mutierten Zelllinien sowie der Wirkungsmechanismus Uber die dosis-
abhangige on-target-Inhibition von Akt und der effizienten Hemmung nachgeschalteter
Signalkaskaden in pharmakodynamischen Analysen gezeigt werden. Zusammen mit den
Erkenntnissen der verldngerten Wirkungsdauer aufgrund der irreversiblen Inhibition
stellen diese Daten eine gute Grundlage fir weiterfihrende /in vivo-Experimente, in
welcher die Effizienz von Borussertib in relevanten Tumormodellen untersucht wird, dar.

3.1.2 Analyse des in vitro-Synergismus von Borussertib und Trametinib

Aufgrund der hohen klinischen Relevanz KRas-mutierter Tumore ist auch die Untersuchung
eines mdglichen synergistischen Effekts der Akt-Inhibition durch Borussertib kombiniert
mit der Inhibition des Ras/MAPK-Signalwegs von groBem Interesse. Ras-mutierte Tumore
stellen mit einer Haufigkeit von ca. 25 % die bedeutendste Tumorklasse dar und machen
damit die kleine GTPase Ras zu einem der wichtigsten therapeutischen Zielproteine.!6®
Dabei ist KRas die am haufigsten mutierte Isoform, welche insbesondere in Lungen-,
Kolon- und Pankreastumoren eine entscheidende Rolle spielt.’%1% Vor allem
Pankreastumore tragen in diesem Zusammenhang mit einer insgesamt schlechten
Prognose und hohen Mortalitatsraten eine hohe Relevanz in der Medizinischen Chemie.!”°
Da jedoch die direkte Adressierung des KRas-Proteins trotz intensivster Forschung bisher
nicht zu den gewinschten Erfolgen fihrte, stellt die zielgerichtete Inhibition des
nachgeschalteten Signalwegs liber die Proteine Raf, MEK und Erk einen alternativen Ansatz
fur die Therapie der Patienten mit KRas-mutierten Tumoren dar.}”**72 Die Monotherapie
mit  beispielsweise = MEK-Inhibitoren unterliegt jedoch oftmals verschiedenen
Resistenzmechanismen, wie der Kompensierung Uber die Aktivierung des PI3K/Akt-
Signalwegs (Abbildung 12).7%!73 Des Weiteren sind die Koexistenz von Mutationen im
Ras/MAPK- und dem PI3K/Akt-Signalweg in fortgeschrittenen Krebserkrankungen sowie
das Auftreten aktivierender PI3K-Mutationen in resistenten KRas-getriebenen Tumoren
haufig auftretende Beobachtungen.!’#1> Somit stellt die kombinierte Adressierung dieser
beiden Signalwege eine naheliegende Losung zur effektiven Behandlung KRas-mutierter
Tumore dar. Erste klinische Studien mit dem MEK-Inhibitor Selumetinib sowie dem
allosterischen Akt-Inhibitor MK-2206 lieferten bereits Hinweise zur Wirksamkeit der
Kombinationstherapie, deuten jedoch auf Limitationen hinsichtlich der Tolerierbarkeit
hin.”® Die besondere Herausforderung liegt dabei in Uberlappenden Toxizitdten der
Monotherapien, sodass eine feinregulierte Dosierung und Verabreichungshaufigkeit fir
eine gute Vertraglichkeit der Kombination gewahlt werden muss.”® Zusétzlich kénnte die
Untersuchung weiterer Kombinationen von Akt-Inhibitoren und Inhibitoren des
KRas/MAPK-Signalwegs zur effizienten und gut tolerierten Krebsbehandlung flihren.
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Abbildung 12: Zusammenspiel des KRas/MAPK- und des PI3K/Akt-Signalwegs in resistenten KRas-mutierten
Tumoren. Durch Aktivierung des PI3K/Akt-Signalwegs wird eine Resistenz gegeniber der Inhibition des
Uberaktivierten KRas/MAPK-Signalwegs durch den MEK-Inhibitor Trametinib entwickelt. Dieser
Resistenzmechanismus kann durch kombinierte Inhibition mit dem Akt-Inhibitor Borussertib umgangen
werden.

Im Rahmen dieser Arbeit sollte die Untersuchung eines mdglichen /n vitro synergistischen
Effektes von Borussertib in Kombination mit dem klinischen Kandidaten Trametinib
(Abbildung 13A), welcher die MAP2-Kinase MEK inhibiert, erfolgen. Der Synergismus
beschreibt dabei das vorteilhafte Zusammenwirken zweier Verbindungen, das zu einem
Gesamteffekt fihrt, welcher groBer ist als die Summe der einzelnen Effekte der jeweiligen
Inhibitoren.”® Fiir diese Untersuchungen wurde die KRas-mutierte (Codon 12) Patienten-
abgeleiteten Pankreas-Zelllinie Bo103 verwendet (Abbildung 13). *" Durch die direkte /n
vitro-Charakterisierung der primdren Zelllinie in einer friihen Passage behalten die Zellen
die Morphologie sowie funktionalen und genetischen Charakteristika des originalen
Tumorgewebes. Somit bilden die erhaltenen Daten im Vergleich zur Verwendung
immortalisierter Zelllinien Zustéande ab, welche in Bezug auf den erwarteten /n vivo-Effekt
aussagekraftiger sind.'”

Mit Hilfe des CTG-Assays wurden zunachst Dosis-Wirkungskurven in dieser Zelllinie mit
der Monobehandlung der jeweiligen Inhibitoren Borussertib und Trametinib sowie derer

* Durchfiihrung der Synergismus-Studien in Bo103-Zellen in Zusammenarbeit mit Dr. J6rn Weisner
(AG D. Rauh, TU Dortmund).

" Isolierung der primaren Zelllinie Bo103 im Rahmen des Ruhr-Universitét Comprehensive Cancer
Centers (RUCCC) und /n vitro Kultivierung durch AG S. Hahn, Ruhr-Universitdt Bochum.
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Kombination aufgenommen. Auch bei der hichst eingesetzten Konzentration von 30 uM
der jeweiligen Inhibitoren konnte dabei keine vollstandige Inhibition der Zellviabilitat
erreicht werden, wobei flir Borussertib eine verbleibende Zellviabilitdt von 51,5 % £ 9,5 %
und 29,3 % * 5,9 % flir Trametinib gemessen wurde. Aufgrund der unvollstandigen
Inhibition der Zellproliferation wurden keine ECso-Werte flir die jeweilige Monobehandlung
mit Borussertib oder Trametinib bestimmt. Die Kombination der Inhibitoren dagegen zeigt
bei der hochst eingesetzten Konzentration von 15 pM des jeweiligen Inhibitors, wodurch
sich eine Gesamtkonzentration von 30 uM ergibt, eine deutliche Reduktion der
verbleibenden Zellviabilitét auf 6,9 % £ 2,9 %. Die Bestimmung des ECso-Werts mit
82,7 £ 26,0 nM unterstreicht zusatzlich den Vorteil der Kombinationsbehandlung eines
Akt- und MEK-Inhibitors gegeniiber den jeweiligen Monotherapien (Abbildung 13B).
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Abbildung 13: Untersuchung synergistischer Effekte von Borussertib und Trametinib in der Patienten-
abgeleiteten KRas-mutierten Pankreas-Zelllinie Bo103. A: Molekiilstruktur des MEK-Inhibitors Trametinib.
B: Zellviabilitdtsassay nach 96 Stunden Inkubation mit den jeweils einzelnen Inhibitoren Borussertib und
Trametinib sowie derer Kombination. C: Western Blot-Studien zur Untersuchung der Akt- und MEK-Inhibition
nach 24-stiindiger Inkubation mit den jeweiligen Inhibitoren und deren Kombination in den gezeigten
Konzentrationen. Die Kombinationstherapie zeigt sowohl in der Inhibition der Zellproliferation als auch in der
Inhibition der jeweiligen Signalwege einen synergistischen Effekt und damit eine Uberlegenheit gegeniiber der
Monobehandlung.
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Zur  Erkldarung der gesteigerten  anti-proliferativen  Aktivitdt durch  die
Kombinationsbehandlung wurden auBerdem pharmakodynamische Veranderungen in den
adressierten Signalkaskaden mit Hilfe von Western Blot-Studien sowohl fiir die jeweils
einzelnen Inhibitoren als auch derer Kombination betrachtet (Abbildung 13C).
ErwartungsgemaB kann dabei eine selektive Inhibition der Akt-Aktivitdt sowie keine
Beeinflussung des Ras/MAPK-Signalwegs fiir Borussertib und ein gegenteiliger Effekt fiir
Trametinib verzeichnet werden. Die Kombination fiihrt jedoch zur Inhibition beider
adressierter Signalwege. Eine mdgliche Erklarung des durch die Kombination gesteigerten
anti-proliferativen Effekts liefert jedoch die Betrachtung der nachgeschalteten Proteine.
Erst die Kombination der beiden Inhibitoren ruft dabei eine vollstandige Reduktion des
Phosphorylierungslevels von S6523%23% hervor, wdhrend dies durch die jeweilige
Einzelbehandlung nicht erzielt werden konnte. Flir 4E-BP1 dagegen kann jedoch mit
keinem der getesteten Verbindungen eine signifikante Abnahme der Phosphorylierung
verzeichnet werden. Der gesteigerte Effekt auf das KRas- und Akt-nachgeschaltete Protein
S6 kdnnte somit eine Erklarung fur die erhohte anti-proliferative Aktivitat der Kombination
von Borussertib und Trametinib liefern.

Insgesamt deuten die gezeigten /n vitro-Experimente auf eine Synergie der Akt- und MEK-
Inhibition in KRas-mutierten Zelllinien hin und liefern somit das Rational fur weiterfiihrende
in vivo-Experimente der Kombination des kovalent-allosterischen Akt-Inhibitors
Borussertib und Trametinib in klinisch relevanten KRas-mutierten Tumormodellen.

3.1.3 In vitro und in vivo Pharmakokinetische Analyse von Borussertib

Bestarkt durch das biochemisch und zelluldr gezeigte Potential der CAAIs als innovativer
Ansatz der Akt-Inhibition ist es fir die weitere Entwicklung dieser Inhibitorklasse von
groBer Bedeutung die /in vivo-Wirksamkeit mit dem Vorreitermolekil Borussertib in
relevanten Tiermodellen als proof-of-concept zu zeigen. Als initiales Experiment im
Hinblick auf Effizienzstudien ist jedoch zunachst die Betrachtung der pharmakokinetischen
Eigenschaften des Molekiils lber die sogenannten ADME-Parameter (engl. adsorption,
distribution, metabolism, excretion) notwendig. Dies umfasst jene Prozesse, denen eine
Verbindung innerhalb des Korpers ausgesetzt ist, wie der Resorption, Verteilung,
Metabolisierung und Ausscheidung des Molekils. Um den klinischen Erfolg einer
Verbindung gewahrleisten zu kénnen, muss eine sorgfaltige Optimierung dieser ADME-
Parameter in der praklinischen Entwicklung erfolgen.!”® Fiir Borussertib wurden daher
zunachst /n vitro verschiedene Parameter bestimmt, um einen ersten Eindruck Uber die
pharmakokinetischen Eigenschaften zu erlangen (Tabelle 3-3).*"

* Bestimmung der Loslichkeit, PAMPA- und Caco-2-Werte, Plasma-Stabilitdt und -Proteinbindung
durch Dr. Matthias Baumann und Anke Unger (LDC Dortmund).
T Bestimmung der ti/2- und Clin-Werte durch M. Sc. Julia Hardick (AG. D. Rauh, TU Dortmund).
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Aufgrund des hohen lipophilen Anteils von Borussertib kann lediglich eine geringe
kinetische Loslichkeit von 13 pM in wassriger Losung durch den SolRank-Assay bestimmt
werden. Mit Hilfe des PAMPA-Assays wurde auBerdem die Permeabilitdt des Molekiils
untersucht, welche jedoch ebenfalls mit unter 5 % keine ausgepriagte Uberwindung der
Zellmembran verspricht.'’”? Als Indikator fiir eine mdgliche orale Applikation von
Borussertib dienen die Ergebnisse des Caco-2-Assays, bei welchem der Ubergang des
Molekiils aus dem apikalen in das basolaterale Kompartiment und umgekehrt mit Hilfe der
Dinndarmepithel-Zelllinie Caco-2 gemessen wird.!® Dabei wird deutlich, dass eine hohe
Effluxrate im Vergleich zur Aufnahme des Molekils beobachtet werden kann. Dies ist
mdoglicherweise auf einen aktiven Transport aus der Zelle Uber verschiedene
Effluxtransporter zurlickzuflihren, flir welche Borussertib ein Substrat darstellen kénnte.
Aufgrund des hohen Verhaltnisses der beiden Permeabilitdten Iasst sich die Effizienz von
Borussertib bei oraler Gabe somit als eher gering einschatzen.

Tabelle 3-3: /n vitro pharmakokinetische Parameter von Borussertib.

In vitro-PK-Parameter Borussertib
Loslichkeit (SolRank pH 7.4) / pM 13

Permeabilitat

PAMPA / % <5
Caco-2 Papp / 106 cm - st
aplikal (A) — basolateral (B) 0,4
basolateral (B) — aplikal (A) 40,4
Efflux (Verhéltnis Caco-2 Papp B — A/A — B) 101
Plasmastabilitit murin/human /%  100/99
Plasmaprotein-Bindung murin/human / % 99/100

Phase I Mikrosomale Stabilitat

t12 murin/human / min 46/99
Clint murin/human / pL/min/ug 30/5

Nichtsdestotrotz weisen die geringen Werte der intrinsischen Clearance (Clint) sowohl in
murinen als auch humanen Lebermikrosomen auf eine erhéhte Stabilitédt von Borussertib
im Phase I Metabolismus hin.*®! Dies wird zusatzlich durch eine hohe Plasmastabilitat
unterstiitzt. Die hohe Plasmaproteinbindung von Borussertib ist eine bekannte
Beobachtung fur kovalente Inhibitoren, welche jedoch in der Regel nicht nachteilig fir die
in vivo-Effizienz ist und daher vernachléssigt werden kann, 182183
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Um auBerdem das pharmakokinetische Verhalten von Borussertib /in vivo abbilden zu
kdnnen, wurde weiterhin eine intravendse (i.v.) als auch intraperitoneale (i.p.) und
perorale (p.o.) Gabe des Molekiils in Mdusen evaluiert.” Dazu wurden zu unterschiedlichen
Zeitpunkten von 5, 15, 45 und 135 min nach der jeweiligen Applikation Blutproben
entnommen und per LC-MS/MS-Analyse die Wirkstoffkonzentration im Plasma ermittelt.
Aus den resultierenden Plasmakonzentrations-Zeit-Kurven wurden anschlieBend
verschiedene pharmakokinetische Parameter abgeleitet (Abbildung 14).

A B

o =— 2mg/kg i.v. In vivo i.v. i.p. p.o.
E 8004 - —e— 20 mg/kg i.p.
S 20 mg/kg p.o. PK-Parameter (2 mg/kg) (20 mg/kg) (20 mg/kg)
> 6004 ty [h] 0,85 - -
2 Co [ng/mL}/[uM]  1103,98/1,85 - -
£ a0 T [1] 0,08 0,75 2,25
‘,‘é’ Cpax [ng/mL])/[uM]  623,37/1,04 682,53/1,14 77,92/0,13
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g . 3 CL [L/h/ka] 5,77 - -
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Abbildung 14: Bestimmung der pharmakokinetischen Parameter von Borussertib in vivo.
A: Plasmakonzentrations-Zeit-Kurven nach intravendser (i.v.), intraperitonealer (i.p.) und per oraler (p.o.)
Applikation. B: Ubersicht der jeweils ermittelten /n vivo-PK-Parameter. ti2: halbmaximale Eliminierungszeit,
Co: extrapolierte Plasmakonzentration zum Zeitpunkt t=0, Cmax: maximale Plasmakonzentration, Tmax: Zeit zum
Erreichen von Cmax, AUCo.t: Fldche unterhalb der Plasmakonzentrations-Zeit-Kurve, CL: apparente Clearance
des Molekiils aus dem Plasma, Vss: apparentes Verteilungsvolumen, Fo.t: Bioverfiigbarkeit.

Fir die intraperitoneale Applikation von Borussertib mit einer Dosis von 20 mg/kg kann
zunachst ein Anstieg der Plasmakonzentration bis zum Erreichen eines Maximums von
1,14 yM nach 45 min verzeichnet werden. Bei intravendser Gabe mit einer Dosis von
2 mg/kg Borussertib wird bereits zu Beginn der Messungen die maximale
Plasmakonzentration von 1,04 uM erreicht, welche daraufhin mit einer Halbwertszeit von
51 min abnimmt. Wie sich bereits aus der /in vitro-Profilierung der Pharmakokinetik
ableiten lasst, bleibt die perorale Bioverfligbarkeit von Borussertib bei einer Dosis von
20 mg/kg dagegen uber den gesamten Zeitraum der Studie mit einer maximalen
Plasmakonzentration von 0,13 uM duBerst gering, sodass lediglich eine Bioverfligbarkeit
von 2,8 % erreicht werden kann. Im Gegensatz dazu kann Uber eine intraperitoneale
Applikation von Borussertib eine ausreichende Bioverfligbarkeit von 39,6 % gemessen
werden, wodurch eine Bindung des Zielproteins in Tumoren relevanter Tiermodelle und
damit eine anti-tumorale Aktivitat moglicherweise erreicht werden kann.

* Durchfiihrung der /n vivo PK-Studien durch Georgia Giinther (AG J. Hengstler, IfaDo Dortmund).
¥ Auswertung der Daten durch Dr. Matthias Baumann (LDC Dortmund).
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3.1.4 In vivo-Profilierung von Borussertib in KRas-mutierten PDX-
Modellen

Flr die weitere Entwicklung eines investigativen Wirkstoffkandidaten ist die Untersuchung
der /n vivo-Effizienz im Rahmen einer praklinischen Tierstudie als nachster Schritt von
zentraler Bedeutung. Bei der Wahl des geeigneten Tiermodells zur Validierung der anti-
tumoralen Aktivitdt von Borussertib wurden im Rahmen dieser Arbeit daflir Patienten-
abgeleitete Maus-Xenograft-Modelle (PDX) mit Pankreas- und Kolontumoren verwendet,
welche Mutationen in KRas aufweisen. Im Gegensatz zu klassischen Xenograft-Modellen
mit immortalisierten Zelllinien, welche typischerweise bereits etliche Subkultivierungen
durchlaufen sind und dabei entscheidende Eigenschaften der Tumor-Komplexitat verloren
haben, wird fir PDX-Modelle primdres Tumorgewebe aus einem Patienten entnommen
und direkt in die Maus implantiert, sodass keine Adaption der Tumorzellen an die
Kultivierung unter Zellkulturbedingungen stattfindet. Die Verwendung von PDX-Modellen
hat somit gegeniber klassischen Xenograft-Modellen mit immortalisierten Zelllinien den
entscheidenden Vorteil, dass die komplexen genetischen und funktionalen Charakteristika
sowie die heterogene Mikroumgebung des initialen Tumorgewebes erhalten bleiben. Somit
kann mit diesen Modellen die Wirkstoffeffizienz realistisch abgebildet und eine héhere
Aussagekraft der Daten erzielt werden, 8418

Die Verwendung KRas-mutierter Pankreas- und Kolontumormodelle fiir die PDX-Studien
beruht auf der bereits beschriebenen enormen klinischen Relevanz dieser Tumoreinheiten,
welche sich durch eine hohe Resistenzrate gegeniliber der Behandlung mit Inhibitoren des
Ras/MAPK-Signalwegs auszeichnen (Kapitel 3.1.2). Durch die bereits /in vitro gezeigte
Synergie von Trametinib und Borussertib sollte daher zudem die /n vivoEffizienz der
Kombinationstherapie mit den beiden Inhibitoren in diesen PDX-Modellen untersucht
werden (Abbildung 15)." Auf Grundlage der erhobenen Daten in der in vivo
pharmakokinetischen Analyse ergab sich fir die Applikation von Borussertib in den
Xenograft-Studien eine Dosis von 20 mg/kg intraperitoneal einmal téglich entweder in
Monotherapie oder in Kombination mit 0,5 mg/kg peroral des MEK-Inhibitors Trametinib
an funf aufeinanderfolgenden Tagen pro Woche.

* Durchfiihrung der /in vivo-PDX-Studien durch Dr. Christoph Reintjes (AG S. Hahn, Ruhr-Universitat
Bochum).
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Abbildung 15: Untersuchung der anti-tumoralen Aktivitdt der Mono- und Kombinationstherapie von
Borussertib (20 mg/kg i.p., 1x taglich) und Trametinib (0,5 mg/kg p.o., 5 Tage die Woche) in KRas-mutierten
PDX-Modellen. A-C: Pankreastumormodelle. D-H: Kolontumormodelle. PD: Progressives Wachstum (+20 %
von der Basislinie), PR: Partielles Ansprechen (-30 % von der Basislinie) gemaB der RECIST 1.1 Kriterien. ns:
nicht signifikant, *: p < 0,05; **: p < 0,01; ***: p < 0,001; ****: p < 0,0001, Zweistichproben-t-Test.
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Bei Betrachtung der Pankreas-PDX-Modelle zeigt die Monotherapie mit Borussertib im
Vergleich mit der Kontrollgruppe keinen wesentlichen Einfluss auf das Wachstum der
Tumore (PD, engl. progressive disease) (Abbildung 15A-C). Alle Modelle zeigen jedoch
eine ausgepragtere Reduktion des Tumorvolumens durch die Monotherapie mit
Trametinib. Die Kombination der beiden Inhibitoren jedoch fiihrt zu einem deutlich
starkeren Einfluss auf das Tumorwachstum im Vergleich zu den Monotherapien, wobei fur
das Modell Bo103 eine partielle Remission (PR, engl. partial response) beobachtet werden
kann (Abbildung 15A). Dies bedeutet, dass eine mindestens 30 %ige Reduktion des
Tumorvolumens ausgehend von der GréBe zu Beginn der Behandlung nach der 28-tagigen
Kombinationstherapie erreicht werden konnte.'® Die Pankreas-PDX-Modelle Bo73 und
Bo85 zeigen in der Kombination weiterhin ein stetiges Tumorwachstum, welches jedoch
im Vergleich zu den Monotherapien verlangsamt tber den Behandlungszeitraum verlauft
(Abbildung 15B-C). Fir die Kolon-PDX-Modelle kénnen ahnliche Resultate beobachtet
werden, wobei die Monotherapie mit Borussertib das Tumorwachstum gréBtenteils nicht
signifikant beeinflusst (Abbildung 15D-H). Das PDX-Modell BoC105 zeigt allerdings ein
deutlich verlangsamtes Tumorwachstum in der Monobehandlung mit Borussertib im
Vergleich zur Kontrollgruppe (Abbildung 15D). Einen entscheidenden Vorteil gegentliber
den jeweiligen Monotherapien bringt dagegen erneut die Kombination von Trametinib und
Borussertib, welche zu einem partiellen Ansprechen in den Kolon-PDX-Modellen BoC105
und BoC137 fihrt (Abbildung 15D-E). Ein stabiles Level des Tumorvolumens (SD, engl.
stable disease) unter der Kombinationstherapie kann auBerdem fiir die Modelle BoC78,
BoC147 und BoC14 beobachtet werden (Abbildung 15F-H).

Zur Validierung der Bindung von Borussertib und Trametinib an die jeweiligen Zielproteine
im Tumor wurden weiterhin die pharmakodynamischen Veranderungen von Akt und sowie
Akt- und MEK-nachgeschalteter Proteine mit Hilfe von Western Blot-Studien mit den
isolierten Tumoren der BoC105-PDX-Modelle untersucht (Abbildung 16A)." Anhand der
Bestimmung der jeweiligen Inhibitor-Mengen in den Tumoren konnten fiur die mit
Borussertib-behandelte Kohorte Konzentrationen von 0,15-0,44 uM sowie fir die
kombiniert behandelten Tumore Trametinib-Konzentrationen von 0,26-0,35 M ermittelt
werden. Somit konnten Konzentrationsbereiche in den Tumoren erreicht werden, welche
eine effektive Modulation erlauben (Abbildung 16B)." Im Vergleich mit der Kontrollgruppe
zeigen die Tumore, welche der Monotherapie mit Borussertib unterlagen, sowohl nach
funf- als auch 28-tagiger Behandlung eine deutliche Inhibition der Akt-Phosphorylierung
sowie eine Inhibition der Akt-nachgeschalteten Proteine PRAS40 und des Ribosomalen
Proteins S6. ErwartungsgemaB kann fur die kombinierte Therapie mit Borussertib und
Trametinib eine zusatzliche Inhibition der Erk1/2-Phosphorylierung und ein verstarkter
Effekt auf die Reduktion der S6-Phosphorylierung beobachtet werden. Besonders
interessant ist die Betrachtung der PARP-Spaltung, welche durch die Kombinationstherapie

* Isolierung der Tumor-Zelllysate in Zusammenarbeit mit Dr. Pia Wentker (LDC Dortmund) und
Durchfiihrung der Western Blot-Studien der BoC105-PDX-Modelle in Zusammenarbeit mit Dr. Jorn
Weisner (AG D. Rauh, TU Dortmund).

¥ Bestimmung der Inhibitor-Konzentrationen in den Tumoren durch Dr. Matthias Baumann und
Anke Unger (LDC Dortmund)
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deutlich erhéht ist und somit auf eine verstarkte Induktion der Apoptose im Vergleich zur
Borussertib-Monotherapie deutet. Dies spiegelt sich ebenfalls im partiellen Ansprechen der
BoC105-PDX-Modelle auf die Kombination von Borussertib und Trametinib wider.

A B
Borussertib Kombination Konzentration im
Kontrolle 28 Tage 5 Tage 5 Tage Borus:::i(:Tlr ::etinib
r  r * s r 2 1 PDX-Modell
pAkt5473|H NH" B H"- 2 “ o —I Borussertib
PErk1/2202/v20s S g === == =|== == 1 0,15
p555235/236|._ ,‘" N J | nge 2 0,25
e o e oy Py B
5 1 0,17
ParPl o [ mm B S ] e, o
cPARP[! | | Il ©4 & | «ombination
B—Actin|- -.||- — — ||,._ -”- —| 5 1 0,27 0,26
Tage 2 0,44 0,35
BoC105

Kolon-PDX-Modell

Abbildung 16: Pharmakodynamische Analyse des KRas-mutierten Kolon-PDX-Modells BoC105 nach
Tumorbehandlung mit Borussertib und der Kombination von Borussertib und Trametinib. A: Western Blot-
Studie mit den Tumor-Zelllysaten. 1-3: Probennummer der jeweiligen Tumore einer Kohorte. B: Bestimmung
der Borussertib- und Trametinib-Konzentration im Tumor.

Insgesamt zeigen die Resultate der /n vivo-Studien einen Vorteil der Kombinationstherapie
von Trametinib und Borussertib gegenliber der Monotherapie mit dem MEK-Inhibitor,
ausgeldst durch eine nachweisliche Synergie dieser Inhibitoren, in den dargestellten
Pankreas- und Kolon-PDX-Modellen. Dies bestarkt somit die klinische Relevanz der
simultanen Inhibition des Ras/MAPK- und des PI3K/Akt-Signalweges in Patienten mit
KRas-mutierten Tumoren. Zusatzlich konnte mit Hilfe dieser PDX-Modelle erstmalig die
Effizienz von Borussertib in vivo gezeigt werden, was das enorme Potential der kovalent-
allosterischen Inhibitoren weiter unterstreicht.

3.1.5 Zusammenfassung und Ausblick

Im Rahmen dieser Arbeit konnten mit Hilfe der verschiedenen etablierten Zellsysteme, vor
allem in den Modellen mit Alterationen im PI3K/Akt-Signalweg, neben der biochemischen
Effizienz der kovalent-allosterischen Inhibitoren auch die Uberlegenheit dieser
Inhibitorklasse im zelluldren Kontext im Vergleich mit den klinischen Kandidaten in einem
Viabilitédtsassay sowie mit Western Blot-Studien gezeigt werden. Das Vorreitermolekdil
Borussertib zeigte dabei eine signifikante anti-proliferative Aktivitdt in den PI3K- und
PTEN-alterierten Zelllinien und in der Betrachtung der pharmakodynamischen Einfllisse
konnte der postulierte Wirkungsmechanismus der Akt-Inhibition durch dosis-abhdngige
Hemmung der Akt-Phosphorylierung und weiterer Proteine nachgeschalteter
Signalkaskaden sowie die Induktion der Apoptose bestdtigt werden. Der Vorteil der
irreversiblen Akt-Inhibition durch die kovalente Bindung von Borussertib dauBerte sich vor
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allem durch eine langanhaltende Reduktion der Akt-Aktivitdt im Vergleich zu den
allosterischen Referenzinhibitoren, welche lediglich durch die Re-Synthese des Proteins
limitiert ist. Zn vitro-Studien mit einer KRas-mutierten Patienten-abgeleiteten Zelllinie
weisen auBerdem auf eine Synergie von Borussertib und dem MEK-Inhibitor Trametinib
hin, welche insbesondere mit dem Hintergrund der hohen klinischen Relevanz der
simultanen Inhibition des Ras/MAPK- und des PI3K/Akt-Signalwegs von groBer Bedeutung
ist. Um diese Beobachtung auch /7 vivo zu validieren, wurden zunachst die
pharmakokinetischen Eigenschaften von Borussertib /in vitro und in vivo bestimmt. Trotz
der Limitationen in Bezug auf die Loslichkeit, Permeabilitat und insbesondere die perorale
Applikation konnte eine ausreichende Bioverfiigbarkeit durch eine intraperitoneale Gabe
von Borussertib erzielt werden, welche die weitere /n vivo-Charakterisierung in KRas-
mutierten Pankreas- und Kolon-PDX-Modellen ermdglicht. Das Erreichen einer partiellen
Remission des Tumorvolumens durch die Kombination des MEK-Inhibitors Trametinib und
des CAAIs Borussertib in einigen der gezeigten PDX-Modellen, demonstriert weiterhin die
in vivo-Effizienz kovalent-allosterischer Inhibitoren. Zudem konnten ordentlichen
Konzentrationen der Verbindungen in den Tumoren erreicht und die spezifische
Modulation der adressierten Signalwege /in vivo durch pharmakodynamische Analysen
bestatigt werden.

Um die anti-tumorale Aktivitat von Borussertib weitergehend in der Monotherapie
nachweisen zu kénnen, sollten jedoch alternative Modelle fiir Xenograft-Studien gewahlt
werden. Daflir kdnnten sich insbesondere Tumormodelle eignen, welche wie die bereits
beschriebenen kommerziellen Zellmodelle Mutationen im PI3K/Akt-Signalweg und eine
onkogene Abhdngigkeit von diesen Alterationen aufweisen. Xenograft-Studien mit den
besonders sensitiven Brustkrebs-Zelllinien ZR-75-1 und T-47D konnten jedoch aufgrund
der notwendigen Hormon-Supplementierung mit Estradiol wahrend des initialen
Tumorwachstums durch die Kooperationspartner der AG S. Hahn (Ruhr-Universitat
Bochum) nicht durchgeflihrt werden. Derartige Modelle sind jedoch Bestandteil
zukunftiger Xenograft-Untersuchungen zur Analyse der in vivo-Effizienz von Borussertib in
der Monotherapie.

Trotz dieser sehr vielversprechenden Resultate zeigt Borussertib weiterhin Limitationen in
Bezug auf die Moglichkeit der peroralen Applikation, welche flir eine klinische Entwicklung
kovalent-allosterischer Akt-Inhibitoren von groBem Interesse ist. Um eine Optimierung der
Molekdlstruktur hinsichtlich der daftir erforderlichen pharmakokinetischen Parameter zu
ermoglichen, sind das Verstandnis Uber die Struktur-Aktivitats-Beziehungen sowie das
strukturbasierte Wirkstoffdesign zentrale Werkzeuge. Diese héngen jedoch stark von der
Verfligbarkeit von Kristallstrukturen des Zielproteins Akt im Komplex mit verschiedenen
CAAIs ab, wofir die Etablierung eines robusten Kristallisationssystems unerlasslich ist.
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3.2 Etablierung der Kristallisation von Akt1WT

Auf Grundlage von Komplexstrukturen eines Proteins mit verschiedenen Molekilderivaten,
welche den Beitrag essentieller Protein-Liganden-Interaktionen zur biochemischen Potenz
eroffnen, kann das Verstandnis der Struktur-Aktivitdts-Beziehungen vertieft werden. Mit
Hilfe dieser Informationen wird zudem die Optimierung der Verbindungen durch
systematische Modifikation der Molekdilstruktur im Rahmen des strukturbasierten
Wirkstoffdesigns ermdglicht. Um dieses leistungsfahige Werkzeug der Medizinischen
Chemie nutzen zu kénnen, ist die Kristallisation des Zielproteins essentiell. Dies stellt die
Forschung jedoch oftmals vor Herausforderungen und bedarf vieler Optimierungen
hinsichtlich verschiedener Parameter bis hin zur Etablierung eines verldsslichen
Kristallisationssystems. Das Vorhandensein einer validen Infrastruktur, insbesondere in
einem akademischen Umfeld, ist daher besonders wertvoll und konnte mit der ProXID-
Plattform im Rahmen dieser Arbeit zur Verfligung gestellt werden. Im folgenden Kapitel
wird die Generierung eines robusten Kristallisationssystems flir das Aktl Wildtyp-Protein
(Akt1"T) durch Etablierung einer Expressions- und Reinigungsstrategie, der Identifizierung
von Kristallisationsbedingungen sowie Ansatze zur Optimierung der Kristallqualitat und die
anschlieBende Datenprozessierung thematisiert.”

3.2.1 Exkurs: ProXID - Infrastruktur fiir Proteinkristallisation im
akademischen Umfeld

Um im Rahmen des strukturbasierten Wirkstoffdesigns in einem hohen Durchsatz
Proteinkristalle erzeugen und unmittelbar vermessen zu kénnen, ist eine entsprechende
Infrastruktur von groBter Bedeutung. Mit Hilfe der ProXID-Einheit (Protein Xtalization
Infrastructure Dortmund) konnte eine solche Plattform im akademischen Umfeld des
Arbeitskreises  Rauh  aufgebaut  werden, welche die Etablierung  von
Kristallisationssystemen fir viele verschiedene Zielproteine ermdglicht (Abbildung 17).
Den Startpunkt bildet dabei das Design eines DNA-Konstrukts fiir die Expression des
Zielproteins, woflir zundchst ein geeignetes rekombinantes Expressionssystem gewahlt
werden muss. Da die Kristallisation stark durch verschiedene Eigenschaften des Proteins,
wie beispielsweise dessen Flexibilitat, limitiert sein kann, muissen oftmals verschiedene
Modifizierungen der Proteinsequenz erfolgen.’®” Dies beinhaltet beispielsweise die
Einfuhrung von Mutationen zur Reduktion der Oberflachenentropie oder die Deletion
ganzer Proteinbereiche, wie z.B. flexibler Loop-Regionen. 818 Zudem ist die Darstellung
klinisch relevanter Mutanten eines Proteins oftmals von groBem Interesse und erfordert
ebenfalls die Durchfiihrung zielgerichteter Mutagenesen. Mit Hilfe der generierten DNA-
Konstrukte wird das Zielprotein anschlieBend in dem entsprechenden Expressionssystem
produziert, wobei zwischen einer Vielzahl verschiedener Wirtsorganismen gewahlt werden

* Teile dieses Kapitels sind in Vorarbeiten im Rahmen der Masterarbeit von M. Sc. Rebekka
Scheinpflug (AG D. Rauh, TU Dortmund) entstanden. Die entsprechenden Abschnitte sind jeweils
gekennzeichnet.
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kann. Neben der kostengiinstigen und unkomplizierten Proteinproduktion in
Escherichia coli (E. coli) stellt ebenso die Baculovirus-basierte Expression in Insektenzellen
ein leistungsstarkes Werkzeug der Proteinexpression klinisch relevanter Proteine dar.?%1°!
Letztere ermdglicht posttranslationale Modifikationen der eukaryotischen Proteine, wie
beispielsweise Phosphorylierung, Glykosylierung oder Acetylierung, welche fir die
Funktion und Expression essentiell sein konnen.?? Fiir die Expression des Zielproteins in
Insektenzellen, wie der Spodoptera frugiperda-Zelllinie Sf9°3, wird die Infektion der Zellen
mit rekombinanten Baculoviren ausgenutzt. Da die in der spaten Phase der viralen
Genexpression produzierten Proteine Polyhedrin oder P10 nicht essentiell flir die
Virusreplikation sind, wird dabei deren Sequenz durch die DNA-Sequenz des Zielproteins
ausgetauscht. Dadurch wird eine Uberexpression des gewiinschten Proteins erreicht,
welche unter Kontrolle des starken Promotors des viralen Proteins steht.'** Ein bekanntes
System zur Proteinexpression in Insektenzellen stellt das BacMagic-System (Merck
Millipore) dar. Daflir wird die Sequenz des Zielproteins in einen Transfervektor
eingebracht, wobei das einfligte Gen von Rekombinationssequenzen flankiert ist. Nach Co-
Transfektion des Transfervektors und einer synthetischen Bacmid-DNA wird durch
homologe Rekombination ein Baculovirus erzeugt, welcher die Uberexpression des
Zielproteins wahrend der Virusreplikation ermdglicht.%

-~ ~ Design des
< ~ DNA-Konstrukts

Il \7\\\
. -/

Datensammiung & Protein-
Strukturbestimmung ProXID Expression

Protein Xtalization
Infrastructure Dortmund

/\ Protein-
L) Reinigung

Abbildung 17: Arbeitsabldufe der Protein Xtalization Infrastructure Dortmund (ProXID). Nach Generierung
der DNA-Konstrukte erfolgt die Proteinexpression im jeweiligen Expressionssystem und die Isolierung des
Proteins in hoher Reinheit. AnschlieBend missen in verschiedenen Screening-Experimenten geeignete
Kristallisationsbedinungen zur Herstellung reproduzierbarer und hoch-qualitativer Proteinkristalle identifiziert
werden. Mit diesen Kristallen kdnnen am laboreigenen Réntgengenerator vollstandige Diffraktionsdatensatze
gesammelt werden und die Komplexstrukturen mit verschiedenen Liganden gel6st werden.

47



Nach erfolgreicher Proteinproduktion ist die anschlieBende Proteinreinigung ein zentraler
Schritt der ProXID-Plattform. Um die flir die Proteinkristallisation erforderliche Reinheit zu
erlangen, muss das Protein durch eine Kombination verschiedener chromatographischer
Methoden isoliert und ein valides Reinigungsprotokoll festgelegt werden. Konnte das
Protein in ausreichenden Ausbeuten und hoher Reinheit gewonnen werden, stellt die
Identifizierung der geeigneten Kristallisationsbedingung zur Erzeugung reproduzierbarer
und hoch-qualitativer Proteinkristalle die oftmals grdBte Herausforderung dar. Daflr ist
die Durchfiihrung verschiedener Screening-Experimente sowie die systematische
Optimierung unterschiedlichster Parameter wie beispielsweise der Inkubationstemperatur
oder der Protein- und Fallungsmittelkonzentration notwendig. Gelingt durch diese
Experimente tatsachlich die Identifizierung von Kristallisationsbedingungen, mit welchen
im besten Fall auch Co-Kristalle mit verschiedenen Liganden erzeugt werden kénnen, kann
mit Hilfe der laborinternen Réntgenquelle die Qualitdt der Kristalle unmittelbar getestet
und bei ausreichend guter Diffraktion der Rontgenstrahlung ein vollstandiger Datensatz
aufgenommen werden. Um eine hdhere Aufldsung der Komplexstrukturen zu erreichen,
werden die Kristalle auBerdem am Synchrotron Swiss Light Source (SLS) des Paul-
Scherrer-Instituts (PSI Villigen, Schweiz) vermessen. Mit den erhobenen Datensatzen
kdnnen durch sorgfaltige Datenprozessierung und Erstellung der Proteinmodelle die
Komplexstrukturen mit verschiedenen Liganden geldst werden. Diese flieBen in den Zyklus
des strukturbasierten Wirkstoffdesigns ein und stellen die strukturelle Grundlage der
Optimierung der Derivate bis hin zu einer vielversprechenden Leitstruktur dar.

Insgesamt werden mit den einzelnen Komponenten der ProXID-Einheit somit optimale
Voraussetzungen fir die Etablierung von Kristallisationssystemen geschaffen, welche zu
einem maBgeblichen Erfolg einer Vielzahl von Projekten im Rahmen des strukturbasierten
Wirkstoffdesigns in einem akademischen Umfeld beitragen kénnen.

3.2.2 Konstruktdesign und Expression von Akt1WT

Das im Rahmen dieser Arbeit verwendete DNA-Konstrukt der Akt1VT-Volllénge fiir die
Kristallisation wurde bereits in der Promotion von Dr. Jérn Weisner generiert und basiert
auf der Proteinsequenz publizierter Kristallstrukturen der Akt1""-Vollldnge im Komplex mit
allosterischen Akt-Inhibitoren (PDB: 3096, 4EJN).”#134135 Als Expressionssystem wurde
dabei die Insektenzelllinie Spodoptera frugiperda (Sf9) gewahlt und die DNA-Sequenz flir
die Insektenzell-Expression codon-optimiert. Flir die Expression des Proteins nach dem
BacMagic-System (Merck Millipore) wurde das durch GeneArt AG synthetisierte Gen in den
daftir kompatiblen Transfervektor pIEx/Bac-3 (Merck Millipore) eingebracht und N-
terminal mit einem Hexahistidin-Aufreinigungsanker (Hiss-Tag) versehen, um eine
einfache Proteinisolierung zu erméglichen.'®> Um diesen fiir die Kristallisation abspalten zu
kdnnen, wurde auBerdem die Erkennungssequenz der TEV-Protease nachfolgend
eingebracht. Da gezeigt werden konnte, dass der C-terminale hydrophobe Bereich des
Proteins, welcher die Aminosauren 447-480 umfasst, wahrend der Kristallisation durch
Proteolyse abgespalten und die Dauer der Kristallisation verlangert wird, wurde dieser
Bereich angelehnt an die publizierten Akt1VT-Volllangen-Kristallstrukturen aus dem DNA-

48



Konstrukt entfernt.”* Die Aminosaurensequenz des Kristallisationskonstrukts umfasst somit
die Aminosauren 2-446 (Uniprot-ID: P31749). Innerhalb dieser Sequenz wurden auBerdem
die drei Glutaminsdure-Seitenketten E114/E115/E116, welche in der Linker-Region
zwischen der Kinase- und PH-Domdne von Aktl oberflachenexponiert sind, zu Alanin-
Seitenketten mutiert.'>* Dies beruht auf der Annahme, dass durch groBe,
aufeinanderfolgende, polare Seitenketten, wie z.B. Glutamin- oder Asparaginsaure-
Resten, welche sich auf der Oberflaiche der Proteinstruktur befinden, eine hohe
Oberflachenentropie und damit eine erhéhte Flexibilitat dieses Bereiches resultiert, welche
die Kristallisation des Proteins negativ beeinflussen kann. Durch Austausch dieser
Seitenkette zur rigiden und unpolaren Aminosdure Alanin kann diesem Effekt
entgegengewirkt werden. 8818919 \jchtig ist dabei allerdings, dass diese Mutationen nicht
in Strukturbereichen vorgenommen werden, die fir die regulatorische Funktion des
Proteins verantwortlich sind. Zusatzlich zur Kristallisation des Akt1"T sollte im Rahmen
dieser Arbeit auch die Identifizierung von Kristallisationsbedingungen der klinisch
relevanten Akt1F’%-Mutante erfolgen. Das dafiir verwendete DNA-Konstrukt basiert
vollstandig auf dem flir den Wildtyp verwendeten Expressionsvektor, wobei lediglich der
Austausch der negativ geladenen Glutaminsdaure an Aminosdaureposition 17 zum positiv
geladenen Lysin durch ortsgerichtete Mutagenese vorgenommen wurde. Des Weiteren
wurden die C296S- und C310S-Mutanten basierend auf dem Konstrukt des Wildtyps
generiert, welche die strukturbiologische Untersuchung einer méglichen Selektivitat der
kovalenten Adressierung der in der Aktivierungsschleife befindlichen Cysteine durch die
CAAIs erlauben.

Fir die Expression von Akt1"T nach dem BacMagic-Protokoll (Merck Millipore) wurde mit
Hilfe des pIEx/Bac-3 Transfervektors, welcher das beschriebene Genkonstrukt des
Zielproteins enthadlt, zunachst der rekombinante Baculovirus durch die Protein Chemistry
Facility (ZE-PCF, MPI Dortmund) generiert und dieser fiir die Infektion der Insektenzellen
zur Induktion der Proteinexpression von Akt1"T genutzt. Dabei wurde vor der praparativen
Expression zundchst eine Virusamplifikation zum Baculovirus zweiter und dritter
Generation (P2- und P3-Virus) durchgefiihrt, um einen héheren Virustiter zu erreichen. Zu
Beginn dieser Arbeit erfolgte die Insektenzellexpression zunachst in serumfreien EX-CELL
405 Medium (Sigma-Aldrich), wobei jedoch nur geringe Proteinausbeuten und ein
verlangsamtes Zellwachstum beobachtet werden konnten. Der Austausch des Mediums
durch das Sf-900 III SFM Medium (Gibco) konnte dagegen zu einer deutlichen Steigerung
der Expressionsrate fiihren, sodass dieses Medium flr alle weiteren Expressionen
verwendet wurde. Um die optimale Inkubationszeit nach der Infektion der Insektenzellen
(TOH, engl. time of harvest) und damit den Zeitpunkt, zu welchem das hdchste Level an
|6slich vorliegendem Protein erreicht wird, zu bestimmen, wurde initial eine Testexpression
in Sf9-Zellen als auch in der Insektenzelllinie Tnao38 durchgefiihrt.” Daftir wurde sowohl
von der Expressionskultur der jeweiligen Zelllinie als auch von einer Sf9-Kontrollkultur,
welche nicht mit dem Baculovirus infiziert wurde, nach jeweils 24, 48, 72 und 96 Stunden

* Durchfiihrung der Testexpression in Sf9-Zellen im Rahmen der Bachelorarbeit von Cora
Neugebauer (AG D. Rauh, TU Dortmund).
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eine Probe entnommen und die Proteinexpression mit Hilfe einer SDS-Gelelektrophorese
verfolgt (Abbildung 18). Da jedoch anschlieBend kein Zellaufschluss in diesen initialen
Experimenten erfolgte, war eine Analyse des loslichen und unldslichen Anteils des
exprimierten Proteins im Rahmen dieser Testexpressionen nicht méglich.

A Sf9-Zellen B

Oh 24 h 48 h 72h 96 h

Tnao38-Zellen

Akt1WT

kDa wT wT wWT wT wT EEE——
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Abbildung 18: Testexpression von Akt1"WT in Insektenzellen. Die Proben wurden zu den gezeigten
Zeitpunkten entnommen und per SDS-Gelelektrophorese analysiert. A: Testexpression in Sf9-Zellen.
B: Testexpression in Tnao38-Zellen. K: Proben der Sf9-Kontrollkultur, Akt1"T: Proben der Akt1"T-
Expressionskultur. Nach 72 Stunden kann in beiden Insektenzelllinie das hdchste Proteinlevel erreicht werden.

In beiden getesteten Insektenzelllinien konnte nach 72 Stunden Expressionsdauer das
hochste Level an Akt1"T mit einem Molekulargewicht von 55,1 kDa detektiert werden, was
durch die erhohte Intensitdt der Bande auf Hohe von ca. 55 kDa deutlich wird. Damit
konnte diese Inkubationszeit als optimaler Zeitpunkt fiir die Zellernte bestimmt werden.
Insgesamt deutet die Testexpression eine hohere Proteinausbeute an Akt1VT durch die
Expression in Tnao38-Zellen im Vergleich zur Expression in Sf9-Zellen an, wobei jedoch
auch eine leicht unterschiedliche Probenbeladung der SDS-Gele beachtet werden sollte.
Diese Steigerung der Ausbeute in Tnao38-Zellen lieB sich allerdings auch durch eine
Expression im héheren MaBstab und anschlieBende Proteinisolierung nach Zellaufschluss
und Reinigung bestatigen. Aufgrund eines sich unterscheidenden
Phosphorylierungsmusters des Zielproteins, welches sich im spateren Verlauf dieser Arbeit
als kritisch flr die Proteinkristallisation herausstellte und nachfolgend detaillierter
betrachtet wird (Kapitel 3.2.4.2), wurden die Sf9-Zellen als geeignete Zelllinie flir die
Expression des Kristallisationskonstrukts von Akt1"T gewahlt.
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3.2.3 Etablierung des Reinigungsprotokolls von Akt1WT

Fir die verlassliche Kristallisation eines Proteins muss eine hohe Ausbeute und Reinheit
des isolierten Zielproteins gewahrleistet sein. Oftmals ist daher die Durchflihrung der
zahlreichen erforderlichen Screening-Experimente zur Identifizierung geeigneter
Kristallisationsbedingungen stark durch die Proteinqualitdt und -ausbeute limitiert, sodass
die Etablierung eines Reinigungsprotokolls einen zentralen Bestandteil eines robusten
Kristallisationssystems darstellt. Nachfolgend wird die Etablierung eines geeigneten
Reinigungsprotokolls des Akt1"“'-Kristallisationskonstrukts exemplarisch beschrieben. Im
Vergleich zur initialen Reinigungsstrategie, welche im Arbeitskreis zunachst angewandt
wurde, wurden im Rahmen dieser Arbeit nach sorgfdltiger Evaluierung der fur den Erhalt
der Kristallisationsfahigkeit essentiellen Schritte einige Anderungen des Protokolls
vorgenommen (Abbildung 19).1%

Nokel. | [ Dlagses | [ reverse | [ » | secu
IMAC Spaltung IMAC

A0 — Y

> .
~ s . L.
N L7 langfristige ) L
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Abbildung 19: Uberblick {iber die etablierte Reinigungsstrategie fiir das Akt1"T-Kristallisationskonstrukt.
Nach Isolierung des Proteins (iber eine Nickel-Affinititatschromatographie (Nickel-IMAC, engl. Nicke/
immobilized metal affinity chromatography) wird eine Dialyse iber Nacht in Kombination mit der Abspaltung
des Hise-Tags durch die TEV-Protease durchgefiihrt. AnschlieBend erfolgt eine reverse Nickel-IMAC und eine
GroBenausschlusschromatographie (SEC, engl. size exclusion chromatography). Nach langdfristiger Lagerung
bei -80°C wird das portionierte Protein vor der Kristallisation (ber eine zweite
GréBenausschlusschromatographie (SEC II) in den Kristallisationspuffer Uberfiihrt sowie Oligomere
abgetrennt. Der Anionenaustauschchromatographie-Schritt (AEX, engl. anion exchange chromatography) des
initialen Reinigungsprotokolls wurde im finalen Protokoll vernachldssigt.

Nachdem die Sf9-Zellen per Hochdruck aufgeschlossen wurden, sollten durch
Ultrazentrifugation zunachst die l6slichen Zellbestandteile von den unldslichen getrennt
und das Zelllysat auf eine Nickel-Affinitatschromatographiesaule aufgetragen werden
(Abbildung 20). Fiir die Isolierung des Zielproteins wurde ausgenutzt, dass das Akt1V'-
Kristallisationskonstrukt N-terminal mit einem Hise-Tag versehen ist, gefolgt von einer
Erkennungssequenz der TEV-Protease zur proteolytischen Abspaltung des
Aufreinigungsankers vor den Kristallisationsexperimenten.
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Abbildung 20: Erste Nickel-Affinitatschromatographie zur Reinigung von Akt1WT. A: UV-Chromatogramm.
Blau: UV-Signal, griin: Gradient der Imidazolkonzentration. B: SDS-Gel des ersten Reinigungsschritts.
M: Marker, UF: unl6sliche Fraktion, LF: l6sliche Fraktion, D: Durchfluss, W: Waschfraktion, 1: Fraktionen des
Elutionspeak 1. Das Zielprotein konnte im Elutionspeak neben leichten Verunreinigungen isoliert werden.

Die Analyse des SDS-Gels zeigt, dass das Zielprotein mit einem Molekulargewicht von
55,1 kDa nach dem Zellaufschluss neben der l6slichen Form (LF) auch zum Teil in
unldslicher Form (UF) vorliegt (Abbildung 20B). Im Vergleich zur |6slichen Fraktion kann
dieser Anteil jedoch vernachldssigt werden. Die Zugabe des nicht-denaturierenden
Detergenzes CHAPS nach dem Zellaufschluss konnte den Anteil des unldslichen Proteins
in nachfolgenden Reinigungen jedoch leicht reduzieren. Sowohl die Durchfluss- (D) als
auch die Waschfraktion (W) der Nickel-Affinitatschromatographiesaule zeigen ebenso eine
Bande des Zielproteins, was mdglicherweise auf eine Sattigung der Bindekapazitat der
verwendeten Saule zurlickgefuhrt werden und beispielsweise durch sukzessive Auftragung
und Elution des Zelllysats oder eine langsamere Beladung verhindert werden kann.
Nichtsdestotrotz konnte Akt1"T in einem symmetrischen Peak und ausreichender Menge
durch kompetitive Verdrangung mit Hilfe eines linearen Imidazol-Gradienten von der Saule
eluiert werden (Abbildung 20A). Dabei zeigt das SDS-Gel auBerdem die simultane Elution
weniger héher- und niedermolekularer Verunreinigungen, welche in den nachfolgenden
Reinigungsschritten entfernt werden sollten.

Zur Abspaltung des Hiss-Tags wurde die Proteinlésung anschlieBend mit der TEV-Protease
im Zuge einer Dialyse, durch welche die hohe Imidazol-Konzentration reduziert werden
sollte, Gber Nacht co-inkubiert. Im Anschluss daran wurde die TEV-Protease mittels einer
reversen Nickel-Affinitdtschromatographie vom Zielprotein abgetrennt (Abbildung 21).
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Abbildung 21: Reverse Nickel-Affinitatschromatographie zur Reinigung von Akt1¥T, A: UV-Chromatogramm.
Blau: UV-Signal, griin: Imidazol-Konzentration. B: SDS-Gel der zweiten Nickel-IMAC. M: Marker,
Ni-1: Elutionsfraktion der ersten Nickel-Affinitdtschromatographie, UD: unldsliche Fraktion der Dialyse, LD:
I6sliche Fraktion der Dialyse, D: Durchfluss, 1: Fraktionen des Elutionspeak 1. Das vollsténdig geschnittene
Zielprotein konnte im Durchfluss der reversen Nickel-Affinitatschromatographie gesammelt werden.

Im Zuge der Dialyse konnte die Entstehung eines Prazipitats in der Proteinldsung
beobachtet werden, welches vor der reversen Nickel-Affinitdtschromatographie durch
Zentrifugation abgetrennt wurde. Die Analyse des Prazipitats (UD) auf dem SDS-Gel
verdeutlicht, dass es sich dabei zum groBen Teil um die nieder- und héhermolekularen
Verunreinigungen handelt und sich damit die beobachtete Prazipitation wahrend der
Dialyse als vorteilig fiir die Reinigung von Akt1"T erwies (Abbildung 21B). Des Weiteren
legte der Vergleich der I6slichen Fraktion nach der Proteolyse durch die TEV-Protease (LD)
mit der Elutionsfraktion der ersten Nickel-Affinitatschromatographie (Ni-1) eine leichte
Verschiebung der Bandenhthe von Akt1"T in Richtung eines reduzierten
Molekulargewichts dar. Dies lasst auf eine erfolgreiche und vollstdndige Abspaltung des
Hiss-Tags durch die TEV-Protease schlieBen, wodurch das Zielprotein ein Molekulargewicht
von 51,7 kDa aufweist. Dies wird insbesondere dadurch bestatigt, dass das Zielprotein
ausschlieBlich im Durchfluss (D) der reversen Nickel-Affinitatschromatographie isoliert
werden konnte. Die TEV-Protease, welche einen Hise-Tag tragt, sowie einige weitere
Verunreinigungen, konnten durch die Bindung an die Nickel-
Affinitatschromatographiesdule abgetrennt werden.

Obwohl das Protein nach der reversen Nickel-Affinitatschromatographie bereits eine hohe
Reinheit aufweist, wurde als nachster Reinigungsschritt des initialen Protokolls und zur
Reproduktion zunachst auch im Rahmen dieser Arbeit eine
Anionenaustauschchromatographie durchgefiihrt (Abbildung 22). An dieser Stelle erfolgte
nach Evaluierung der Notwendigkeit einer Anionenaustauschchromatographie eine
Optimierung des Reinigungsprotokolls, was im Folgenden naher diskutiert wird.
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Abbildung 22: Anionenaustauschchromatographie zur Reinigung von Akt1WT. A: UV-Chromatogramm.
Blau: UV-Signal, griin: Gradient einer Natriumchlorid-Konzentration. B: SDS-Gel der AEX. M: Marker, D:
Durchfluss, 1-4: Fraktionen der Elutionspeaks 1-4. Das Zielprotein konnte in verschiedenen Elutionspeaks,
welche unterschiedlichen Phosphorylierungszustanden entsprechen, isoliert werden.

Das Chromatogramm der initial durchgefiihrten Anionenaustauschchromatographie zeigt
vier Elutionspeaks, welche alle dem Zielprotein zugeordnet werden konnten (Abbildung
22). In friiheren massenspektrometrischen Untersuchungen konnte bereits festgestellt
werden, dass es sich dabei um unterschiedliche Phosphorylierungsspezies von Akt1"T
handelt, wobei das unphosphorylierte, einfach-, zweifach- und dreifach-phosphorylierte
Protein mit jeweils steigender Natriumchlorid-Konzentration eluiert werden.'*”* Auffallig ist
jedoch, dass die verschiedenen Spezies mit der verwendeten Anionenaustauscher-Saule
(HiTrap Q HP, Cytiva) nicht klar voneinander getrennt werden konnten. Die Durchfiihrung
der Anionenaustauschchromatographie diente urspriinglich der Entfernung verbleibender
Verunreinigungen, weshalb alle Fraktionen der erhaltenen Eluate anschlieBend wieder
vereint wurden. Da jedoch ein Vergleich der Reinheit zur Proteinlésung ohne Durchfiihrung
der Anionenaustauschchromatographie keinen Unterschied zeigte und auch fir die
Kristallisation nicht nachteilig war, konnte dieser Reinigungsschritt flir die routinemaBige
Reinigung von Akt1"T fiir die Kristallisationsexperimente vernachlassigt werden. Dies hat
insbesondere den Vorteil, dass neben einem Zeitgewinn eine deutlich hohere
Proteinausbeute nach der Reinigung verzeichnet werden konnte, da eine
Anionenaustauschchromatographie oftmals mit einem hohen Proteinverlust einhergeht.

In ESI-MS/MS-Untersuchungen nach tryptischem Verdau der gemischten Proteinlésung
mit den vier gefundenen Zustdnden wurden zahlreiche Phosphorylierungsstellen
identifiziert, die in unterschiedlichen Kombinationen auftreten (Abbildung 23D)." Neben
der teilweise vorliegenden Phosphorylierung der Aktivierungsstelle Thr308 handelt es sich

*

Durchfiihrung der massenspektrometrischen Analyse im Rahmen der Masterarbeit von
M. Sc. Rebekka Scheinpflug (AG D. Rauh, TU Dortmund).

¥ Auswertung der MS/MS-Studien durch Malte Metz und Dr. Petra Janning (AG H. Waldmann, MPI
Dortmund).

54



bei den Phosphorylierungsstellen Ser124, Ser126, Ser129 und Thrl46 um bereits
literaturbekannte Modifikationen aus der Insektenzell-Expression, welche die Akt-Aktivitat
nicht beeinflussen.%!%8-201 Mijt Hilfe einer Kinasetitration im Rahmen des HTRF-Assays
konnte auBerdem eine sehr geringe Aktivitat der verwendeten Proteinlésung im Vergleich
mit dem /n vitro aktivierten kommerziellen Assaykonstrukt gezeigt werden (Kapitel 0,
Abbildung 64).” Die Resultate der ESI-MS/MS-Studien fiihren insgesamt zu der Annahme,
dass innerhalb des jeweiligen Phosphorylierungszustands mehrere Varianten mit
verschiedenen Phosphorylierungsstellen vorliegen. Diese Heterogenitat der Proteinlésung
stellte sich jedoch fir die Kristallisation des Proteins als unerlasslich heraus, was in einem
spateren Kapitel naher diskutiert wird (Kapitel 3.2.4.2).

Zur detaillierteren Untersuchung und effizienteren Auftrennung der vorliegenden
Phosphorylierungszustande von Akt1"T wurde die Anionenaustauschchromatographie
auBerdem mit einer Proteinlésung einer anderen Expressionscharge und einer
Anionenaustauscher-Sdaule mit hdéherer Trennungsleistung wiederholt. Mit Hilfe der
starkeren Anionenaustauscher-Saule (MonoQ 5/50 GL, Cytiva) konnten drei einzelne
Elutionspeaks erhalten werden, welche erneut dem Zielprotein zugeordnet werden
konnten (Abbildung 23A-B). Da es sich bei dem Chromatogramm und dem zugehérigen
SDS-Gel der hier dargestellten Anionenaustauschchromatographie um eine andere
Expressions- und Reinigungscharge handelt, ist beim Vergleich zu beachten, dass eine
deutlich hdhere Proteinmenge vorliegt. Nichtsdestotrotz fallt im Unterschied zum
vorherigen Chromatogramm (Abbildung 22) auf, dass in der Elution mit der starkeren
Anionenaustauscher-Sdule lediglich drei Elutionspeaks beobachtet werden konnten. Um
dies weiter zu analysieren, wurden der Durchfluss und die Fraktionen der Elutionspeaks
massenspektrometrisch untersucht (Abbildung 23C). Dabei wurde deutlich, dass lediglich
die phosphorylierten Spezies an die Sdule gebunden haben, wahrend das
unphosphorylierte Protein im Durchfluss isoliert wurde. Insgesamt konnten somit neben
dem unphosphorylierten Protein das einfach-, zweifach- und dreifach-phosphorylierte
Akt1WT  effizient voneinander separiert werden. Die Untersuchung der
Kristallisationsfahigkeit dieser einzelnen Spezies wird ebenfalls in einem spateren Kapitel
naher erlautert (Kapitel 3.2.4.2).

* Durchflihrung der Kinasetitration flir das Assaykonstrukt durch Dr. J6rn Weisner (AG D. Rauh, TU
Dortmund).
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Abbildung 23: Anionenaustauschchromatographie mit der effizienteren Saule (MonoQ 5/50 GL, Cytiva) zur
Auftrennung der Phosphorylierungszustande von Akt1WT. A: UV-Chromatogramm. Blau: UV-Signal,
grin: Gradient einer Natriumchlorid-Konzentration. B: SDS-Gel der AEX. M: Marker, D: Durchfluss, 1-3:
Fraktionen der Elutionspeaks 1-3. C: Massenspektrometrische Analyse des Durchflusses und der Elutionspeaks.
Die unterschiedlichen Phosphorylierungszusténde des Zielproteins konnten in drei Elutionspeaks voneinander
abgetrennt werden. D: Modellierung der Positionen der identifizierten Phosphorylierungsstellen.
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Wie bereits beschrieben, wurde fir die routinemaBigen Kristallisationsexperimente das
heterogene  Gemisch der  Phosphorylierungszustande  verwendet
Anionenaustauschchromatographie vernachlassigt. Um die verbleibenden
Verunreinigungen zu entfernen, folgte demnach direkt im Anschluss an die reverse Nickel-
Affinitatschromatographie eine GréBenausschlusschromatographie (Abbildung 24).
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Abbildung 24: GroBenausschlusschromatographie zur Reinigung von Akt1WT. A: UV-Chromatogramm.
Blau: UV-Signal. B: SDS-Gel der ersten Gelfiltration nach CBB-Farbung (oben) und Silberférbung (unten).

M: Marker, 1-3: Fraktionen der Peaks 1-3. Das Zielprotein kann in hoher Reinheit im dritten Peak isoliert
werden.

Mit Hilfe der GroéBenausschlusschromatographie konnten die verbleibenden

hohermolekularen Verunreinigungen im ersten Elutionspeak sowie Oligomere im zweiten
Peak, welcher lediglich eine Schulter des dritten Peaks darstellt, entfernt werden. Das
Zielprotein wurde im gréBten, dritten Peak erhalten und weist eine auBerordentlich hohe
Reinheit auf, welche insbesondere durch die deutlich sensitivere Silberfarbung des SDS-
Gels bestatigt wurde (Abbildung 24B). Da auBerdem hohe Proteinausbeuten mit dem im
Rahmen dieser Arbeit optimierten Expressions- und Reinigungsprotokoll erzielt wurden,
konnte fur die Hochdurchsatz-Anwendung in der Kristallisation die Proteinlésung nach

Durchfiihrung der GréBenausschlusschromatographie portionsweise eingefroren werden
und bei Bedarf wieder aufgetaut werden. Dies ermdglicht die Durchflihrung zahlreicher
Screening-Experimente  mit der Proteinldsung derselben  Expressions- und

Reinigungscharge und kann fir ein funktionierendes Kristallisationssystem von groBer
Bedeutung sein.

Um das Protein in den finalen Lagerungspuffer zu (berfiihren, welcher flir die
Kristallisation notwendig ist, sowie flir die Abtrennung von Oligomeren nach dem

Auftauprozess, wurde eine zweite GroéBenausschlusschromatographie durchgefiihrt
(Abbildung 25).
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Die Zusammensetzung des finalen Tris-basierten Gelfiltrationspuffers ist dabei analog zu
dem fir die publizierte Akt1"-Kristallstruktur beschriebenen Lagerungspuffer
(PDB: 3096), um eine Reproduktion zu gewahrleisten.”* Eine direkte Verwendung des
Lagerungspuffers anstatt des HEPES-basierten Gelfiltrationspuffers in der ersten
GréBenausschlusschromatographie  fiihrte  interessanterweise zum  Verlust der
Kristallisationsfahigkeit, sodass eine Verkiirzung der Reinigungsroute durch Aussparung
des Gelfiltrationsschritts mit dem HEPES-Puffer nicht zielfiihrend war.
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Abbildung 25: Zweite GroBenausschlusschromatographie zum Pufferaustausch von Akt1WT. A: UV-

Chromatogramm. Blau: UV-Signal. B: SDS-Gel der finalen Gelfiltration. M: Marker, 1-2: Fraktionen der Peaks
1-2. Das Protein konnte von Oligomeren abgetrennt werden und in den Kristallisationspuffer Uberfiihrt werden.

Durch die Abtrennung von Oligomeren im ersten Peak der zweiten
GroBenausschlusschromatographie konnte im zweiten Peak eine Proteinlésung erhalten
werden, welche fir die weiteren Kristallisationsexperimente verwendet wurde (Abbildung
25A-B). Da eine hohe Stabilitat des Proteins im finalen Lagerungspuffer fir die
Kristallisation von besonderem Vorteil ist, wurde dies mit Hilfe eines Puffer-Screens im
Rahmen des T7hermal Shift Assays (TSA) Uberprift (Abbildung 26A). Dieser beruht auf
der Messung einer durch Temperaturerhéhung induzierten Proteindenaturierung, wobei
die Entfaltung des Proteins Uber den fluoreszenten Farbstoff SYPRO Orange detektiert
wird. Eine hohere Schmelztemperatur Kkorreliert dabei mit einer erhdhten
Proteinstabilitat.2°>2%* Die Ergebnisse zeigen, dass das Protein bei der gegebenen
Salzkonzentration von 100 mM Natriumchlorid und dem pH-Wert des Tris-Puffers von
pH 7,5 die hdchste Stabilitdt aufweist und dieser Puffer somit ideale Voraussetzungen fur

die Kristallisation des Proteins schafft.
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A NaCl-Konzentration [mM]
0 90 180 270 360 440 530 620 710 800 1200 1600

6.5 49.6 48.9 48.5 47.9 47.8 48.0 48.4 48.4 48.2 49.3 50.0
6.8 48.9 49.2 48.3 47.8 47.8 47.5 47.5 47.2 47.3 47.4 48.5 48.9
7.1 Sile7/ 51.8 51.5 50.9 50.7 50.8 50.9 51.0 50.8 51.2 51.7 52.6
7.4 52.3 52.5 51.6 51.0 51.1 50.7 50.9 51.0 51.2 51.2 52.0 52.6
7.6 - 52.2 51.8 51.4 50.9 50.6 50.4 50.4 50.5 50.5 51.2 52.2
7.9 52.2 52.2 51.6 50.7 50.0 49.7 49.6 49.7 49.6 49.8 50.2 51.4

pH-Wert

8.2 52.4 52.0 51.4 50.5 49.9 49.0 48.6 48.4 48.3 48.3 49.0 50.2

8.5 51.4 51.8 50.8 49.8 48.6 47.7 47.4 47.3 47.3 47.2 47.8 49.2
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Abbildung 26: Uberpriifung der Stabilitit des isolierten Akt1WT fiir die Kristallisation. A: Pufferstabilititstest
flir Akt1WT im Lagerungspuffer flr die Kristallisation. Im gewadhlten Puffer weist das Protein die héchste
Stabilitat auf. B: Massenspektrum der fiir die Kristallisation verwendeten Proteinlésung und kovalente
Modifikation aller Spezies durch Borussertib nach einstiindiger Inkubation mit einem dreifach-molaren
Uberschuss des Inhibitors auf Eis.

Eine abschlieBende massenspektrometrische Analyse bestdtigte zudem sowohl die
Identitat des isolierten Akt1"'T als auch die fiir die Kristallisation verwendete Heterogenitat
an unphosphoryliertem, einfach-, zweifach- und dreifach-phosphoryliertem Protein, wobei
die verschiedenen Zustande in einem dhnlichen Verhdltnis vorliegen (Abbildung 26B).
Dabei muss jedoch beachtet werden, dass eine valide Quantifizierung der Spezies mit Hilfe
der erhaltenen Massenspektren unter den gewahlten experimentellen Bedingungen nicht
direkt mdglich ist, sodass die beobachteten Verhaltnisse lediglich qualitativ betrachtet
werden konnen. Interessant ist auBerdem, dass &hnliche Muster in zahlreichen
voneinander unabhangigen Expressionschargen in Sf9-Zellen reproduziert werden
konnten.
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Des Weiteren kann eine vollstandige und spezifische kovalente Modifikation aller Spezies
durch den kovalent-allosterischen Inhibitor Borussertib erfolgen, was ebenfalls auf eine
korrekte Faltung des Proteins deutet. Die spezifische Adressierung der Cysteine Cys296
und Cys310 in der Aktivierungsschleife konnte auBerdem in friheren ESI-MS/MS-
Experimenten sowie mit weiteren kovalent-allosterischen Akt-Inhibitoren im Rahmen
dieser Arbeit nachgewiesen werden.!?

Insgesamt konnten durch den optimierten Reinigungsablauf hohe Ausbeuten von bis zu
2,3 mg Protein pro Liter Expressionskultur erhalten werden, wobei das Protein die fir die
Kristallisation erforderliche hohe Reinheit aufweist. Insbesondere durch die
Vernachlassigung der Anionenaustauschchromatographie konnte die Reinigung
hinsichtlich der Ausbeute optimiert werden. Es wurde auBerdem deutlich, dass neben dem
unphosphorylierten  Protein  ein  heterogenes  Gemisch an  verschiedenen
Phosphorylierungszustanden aus der Expression in Sf9-Zellen resultiert. Mit der etablierten
Reinigungsroute werden somit optimale Bedingungen fiir ein funktionierendes
Kristallisationssystem  geschaffen, was wesentlich fir die strukturbasierte
Wirkstoffoptimierung der kovalent-allosterischen Akt-Inhibitoren ist.
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3.2.4 Etablierung eines Kristallisationssystems fiir Akt1WT

Die Identifizierung von Bedingungen, die zur Kristallisation eines Proteins flihren, stellt die
wohl groBte Herausforderung des strukturbasierten Wirkstoffdesigns dar und erfordert
oftmals die Durchflihrung umfangreicher Screening-Experimente unter Variation vieler
verschiedener Parameter. Besonders hilfreich ist es daher, wenn bereits
Kristallisationsbedingungen flir das Zielprotein publiziert sind, sodass eine Reproduktion
dieser erfolgen kann. Dennoch kann eine erfolgreiche Kristallisation des gewtinschten
Proteins dabei nicht immer gewahrleistet werden, da bereits kleinste Abweichungen in der
Vorgehensweise zwischen den unterschiedlichen Laboren ausschlaggebend sein kdnnen.

3.2.4.1 Identifizierung der Kristallisationsbedingungen fur die
Co-Kristallisation von Akt1WT

Im Falle des Akt1VT standen zum Zeitpunkt der ersten Kristallisationsversuche im Rahmen
der Masterarbeit von Rebekka Scheinpflug bereits publizierte Kristallstrukturen zur
Verfligung (PDB: 3096, 4EIN), deren Kristallisationsbedingungen als Startpunkte fir die
weitere Optimierung genutzt wurden.”*13*1%7 F{ir die Kristallisationsansatze wurde das
Protein mit einem dreifachen Uberschuss des CAAI fiir drei Stunden auf Eis co-inkubiert
und eine vollstandige kovalente Bindung des Inhibitors an alle vorliegenden
Phosphorylierungszustande durch massenspektrometrische Untersuchung nachgewiesen
(Abbildung 26B). Wahrend fiir die Kristallisationsbedingungen der PDB-Struktur 4EJN
(16 % Butanol, 10 mM Ammoniumsulfat, 0,1 % 2-Mercaptoethanol, 15 % Ethylenglycol,
50 mM Tris, pH 7.5) kein Kristallwachstum beobachtet werden konnte, bildeten sich
bereits nach wenigen Tagen kubische Kristalle unter den Kristallisationsbedingungen der
PDB-Struktur 3096 (12,5 mM Natrium-Acetat, 37,5 mM Natrium-Citrat, 21 % PEG MME
2000, pH 5.2). Dabei konnte das Kristallwachstum sowohl bei 4 °C als auch bei 18 °C
sowie bei unterschiedlichen Proteinkonzentrationen von 1-5 mg/mL verzeichnet werden.
Die Kristallbildung konnte zudem Uber einen breiten Bereich der getesteten pH-Werte der
Salze Natrium-Acetat und -Citrat von pH 5.2-7.5 sowie einem PEG 2000 MME-
Konzentrationsbereich von 10-25 % (w/v) erreicht werden. Bei Wiederholung der Ansatze
stellte sich allerdings heraus, dass es sich bei den initial erfolgreichen
Kristallisationsversuchen im Rahmen der Masterarbeit von Rebekka Scheinpflug durch
einen Rechenfehler um eine zehnfach verdiinnte Konzentration von 1,25 mM Natrium-
Acetat und 3,75 mM Natrium-Citrat im Vergleich zu den publizierten Bedingungen
handelte. In einem erneut durchgefiihrten Kristallisationsexperiment mit den publizierten
und somit zehnfach héher konzentrierten Salzkonzentrationen von 12,5 mM bzw. 37,5 mM
konnte dagegen kein Kristallwachstum verzeichnet werden, sodass neuartige
Kristallisationsbedingungen fiir Akt1VT identifiziert wurden. Da die optische Kristallqualitat
bei einer Inkubationstemperatur von 18 °C und einer Proteinkonzentration von 3 mg/mL
am hochsten war, wurden diese Parameter fir alle weiterfihrenden
Kristallisationsexperimente verwendet. AuBerdem stellte sich heraus, dass pH-Werte von
6.5-7.5 sowie PEG 2000 MME-Konzentrationen von 12-24 % (w/v) die besten Ergebnisse
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lieferten. Im Rahmen dieser Arbeit konnten somit die Kristallisationsbedingungen fiir die
Co-Kristallisation von Akt1"T final etabliert werden, sodass eine verlassliche Reproduktion
gewahrleistet werden konnte (Abbildung 27A). Neben der Optimierung der Expressions-
und Reinigungsstrategie ermoglichte dies die Kristallisation mit diversen im Arbeitskreis
synthetisierten Akt-Inhibitoren.

A PEG 2000 MME
12 % 15 % 18 % 21 % 24 %

2 4 . _
2 © 6.5 Proteinkonzentration: 3 mg/mL

hed 1 1 [+
2 5 g Inkubation bei 18 °C
1 1 w
22 270 Raumgruppe: P 2, 2,2,
== x Zellparameter:
EE a=70& b=704, c=90/100A
ap 7.5 a=90° 4=90° y=90°
- o \_

.,\x\
100 pm

@7

— —

50 ym 50 ym 100 pm

Abbildung 27: Kristallisation der Akt1WT-Volllange. A: Fine Screen der etablierten Kristallisationsbedingungen
zur routinemaBigen Kristallisation. Die 1,25 mM Natrium-Acetat und 3,75 mM Natrium-Citrat-Lésungen decken
den pH-Bereich von pH 6,5-7,5 ab und die PEG 2000 MME-Konzentration variiert zwischen 12-24 % (w/v). Es
wird eine Proteinkonzentration von 3 mg/mL verwendet und die Proteinansdtze nach der hanging drop
Methode bei 18 °C inkubiert. B-G: Beobachtete Kristallmorphologien von Akt1WT im Komplex mit
verschiedenen Inhibitoren. Je nach Ligand konnten unterschiedliche Kristallformen beobachtet werden, die
hauptséachlich stark verwachsen waren. B: RL2232, 12 % (w/v) PEG 2000 MME, pH 7,0. C: RL2788, 18 % (w/V)
PEG 2000 MME, pH 6,5. D: RL2815, 18 % (w/v) PEG 2000 MME, pH 6,5. E: RL2237, 18 % (w/v) PEG 2000
MME, pH 7,0. F: RL2132, 18 % (w/v) PEG 2000 MME, pH 6,5. G: RL1780, 15 % (w/v) PEG 2000 MME, pH 7.5.

Ublicherweise kénnen mit diesen Bedingungen bereits nach eintigiger Inkubation erste
Kristalle erkannt werden. In einigen Ansdatzen der Co-Kristallisation wurde auBerdem
bereits nach wenigen Minuten die Bildung von Kristallkeimen beobachtet. Die rasche
Bereitschaft von Akt1"T zur Co-Kristallisation unterstreicht dabei die Validitat des
etablierten Kristallisationssystems. Da das Kristallwachstum ublicherweise nach wenigen
Tagen abgeschlossen ist, wurden die Kristalle bis zur Vermessung in einen Nylon-Loop
Uberfihrt und in flissigem Stickstoff gelagert, wobei sie zuvor in einer 40 %-igen
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Ethylenglykol-Lésung cryogeschiitzt wurden. Die Vermessung der erhaltenen Kristalle
ergibt die Kristallisation der Akt1"" Co-Kristalle in der orthorhombischen Raumgruppe
P 2; 2; 2; mit den Zellkonstantena = 70 A, b = 70 A, c = 90 A bzw. 100 A sowie « = 90 ©°,
£ =90° y=90 ° und einem einzelnen Molekiil in der asymmetrischen Einheit. Fir die
dritte Zellachse wurden sowohl eine Lange von 90 A als auch 100 A mit den verschiedenen
Datensatzen identifiziert, wobei allerdings keine Korrelation mit beispielsweise der
jeweiligen Kristallisationsbedingung oder dem Bindungsmodus des co-kristallisierten
Liganden festgestellt werden konnte. Die erhaltenen Kristalle zeigten am SLS
typischerweise Reflexe bis zu einer Auflésung von 2,0-3,0 A, wobei jedoch auch
Datensétze mit einer Auflésung von bis zu 1,6 A erhalten wurden.

Interessanterweise konnte mit den identifizierten Kristallisationsbedingungen die Apo-
Form der Akt1"'-Vollldnge sowie das mit ATP-kompetitiven Inhibitoren co-inkubierte
Protein nicht kristallisiert werden. Auch flir schwach bindende und damit meist weniger
potente kovalent-allosterische Inhibitoren konnte oftmals keine Kristallbildung beobachtet
werden. Dies lasst darauf schlieBen, dass fiir die Kristallisation des Volllangenproteins eine
Stabilisierung der inaktiven Konformation durch beispielsweise Ligandenbindung, welche
die Flexibilitat der PH-Domane stark einschrankt, unerlasslich ist und mit den in dieser
Arbeit co-kristallisierten Interdomanen-Bindern erreicht werden kann. Die publizierten
Kristallstrukturen im Komplex mit ATP-kompetitiven Inhibitoren, in welchen lediglich die
Kinase ohne die PH-Domdne betrachtet wurden, zeigen die aktive Konformation des
Proteins.”>?** Aufgrund des erhohten Flexibilitdtsgrades dieser Konformation ist eine
Kristallisation des Volllangen-Proteins im Komplex mit diesen Inhibitoren somit
moglichweise weniger beginstigt.?%! Sowohl fiir die Apo-Form als auch fiir den Komplex
mit schwach-bindenden CAAIs liegt das Gleichgewicht zudem vermutlich nicht ausreichend
auf Seiten der weniger flexiblen inaktiven PH-/7Konformation, was ebenfalls die
Kristallisation erschweren kdnnte.

Unter den identifizierten Kristallisationsbedingungen  konnten  verschiedene
Kristallmorphologien mit einer GréBe von ca. 50-200 um erhalten werden (Abbildung 27B-
G). Neben eher selten auftretenden kubischen Einkristallen (Abbildung 27B) wurden
groBtenteils verwachsene Kristalle von eher kompakten (Abbildung 27E-G) bis hin zu
langlichen Formen (Abbildung 27C-D) beobachtet. Insgesamt ist die Kristallqualitat somit
in Bezug auf die Morphologie optimierungsbedirftig, wobei der pH-Wert im Fine Screen
oftmals keinen signifikanten Einfluss auf den Grad der Verwachsung zeigte. Auffallig war
jedoch insbesondere die Abhdngigkeit der Kristallmorphologie von den mit dem Protein
co-inkubierten Inhibitoren. Wahrend die 1,6-Naphthyridinon-basierten CAAIs oftmals zu
sehr verwachsenen Kristallen fliihrten, konnte eine Verbesserung der Kristallqualitat mit
vor allem Imidazopyridin-basierten Inhibitoren verzeichnet werden. Insbesondere mit
Miransertib konnten reproduzierbare Einkristalle von hoher Qualitdt in Bezug auf die
Morphologie erhalten werden. Die erhohte Kristallqualitat mit den Imidazopyridin-
basierten Verbindungen spiegelt sich zudem in der gesteigerten Diffraktion der Kristalle in
Bereichen von 1,6 bis 2,1 A wider. Die Abhingigkeit der Kristalform von der
Molekiilstruktur des Liganden lasst erahnen, dass die Interaktion des westlichen
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Etablierung der Kristallisation von Akt1WT

Molekiilteils mit dem Protein einen erheblichen Einfluss auf die Proteinstabilitat und damit
auf die Kristallpackung hat.

Da die limitierte Kristallqualitét der Akt1WT Co-Kristalle zu Uiberlagernden Reflexen in den
Diffraktionsbildern der Ro&ntgenbeugungsexperimente durch die Streuung mehrerer
Kristallgitter fihren kann, kann dies die Datenprozessierung erschweren (Abbildung 28A).
Fir die Aufnahme der Datensdtze ist es daher besonders wichtig, einen Bereich des
Kristalls zu finden, in welchem nur ein Kristallgitter durch den Réntgenstrahl ber den
gemessenen Winkelbereich getroffen wird. Dies kann bei stark verwachsenen Kristallen
sehr zeitintensiv oder teilweise nicht mdglich sein, weshalb die Optimierung der
Kristallqualitat von groBem Interesse ist.

A

Abbildung 28: Vergleich der Diffraktion der verschiedenen Kristallmorphologien von Akt1WT am laboreigenen
Réntgendiffraktometer. A: Diffraktionsbild eines verwachsenen Akt1WT-Kristalls im Komplex mit Borussertib
(18 % (w/v) PEG 2000 MME, pH 7,5). B: Diffraktionsbild eines Miransertib-Einkristalls (18 % (w/v) PEG 2000
MME, pH 6,5). Uberlagernde Reflexe durch die simultane Diffraktion mehrerer Kristallgitter erschweren die
Datenprozessierung.
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3.2.4.2 Ansatze zur Optimierung der Kristallqualitit der Co-Kristalle von
AktiWT

Aufgrund der limitierten Kristallqualitét wurden verschiedene Ansatze zur Optimierung der
Akt1"T Co-Kristalle verfolgt. Fir die Auflésung von Komplexstrukturen mit vielen
verschiedenen Liganden ist die Kristallisation eines Proteins in der Apo-Form von
besonderem Vorteil. Dies erméglicht die Durchfiihrung von Soaking-Experimenten, welche
die nachtragliche Diffusion des Liganden in die Bindungstasche des Kristalls ausnutzen.?%
Da vermutlich aufgrund der Flexibilitat von Akt1"T unter Abwesenheit eines Liganden
allerdings keine Apo-Kristalle erhalten werden konnten, sollte ein alternativer Ansatz
mittels der Verdrangung eines bereits gebundenen reversiblen Liganden aus der
Bindungstasche durch einen anderen Inhibitor etabliert werden. Dieser sollte dabei
bestenfalls eine dhnliche oder hohere Affinitdt zum Protein aufweisen.?%¢2%” Aufgrund der
hohen Kristallqualitdt in Bezug auf Morphologie und Diffraktion sowie des reversiblen
Bindungsmodus wurden fur die Replacement-Soaking-Versuche die Co-Kristalle mit dem
Inhibitor Miransertib verwendet (Abbildung 28B). Daflir wurden die Miransertib-Co-
Kristalle zunachst schrittweise in mehrere Tropfen der Reservoir-Losung Uberflihrt und in
diesen abschlieBend Uber Nacht inkubiert, um durch den Konzentrationsgradienten den
reversiblen Inhibitor aus der Bindungstasche zu entfernen. Um die Diffusion des
gewlnschten Liganden in die allosterische Tasche zu erreichen, wurde der Kristall
daraufhin in einen Tropfen des Inhibitors einer Konzentration von 1 mM uberflihrt und
Uber Nacht inkubiert. Die hohe Kristallqualitat blieb wahrend der Durchfiihrung dieser
Schritte erhalten. Jegliche Versuche unter Variation der Inkubationszeiten und des
einzubringenden Liganden konnten allerdings nicht zur Verdrangung von Miransertib aus
der Bindungstasche flhren, was vermutlich vor allem auf die hohe Affinitdt des
allosterischen Inhibitors zurlickzufiihren ist.!'! Die Betrachtung der Zuganglichkeit der
allosterischen Bindungstasche zeigt zwar eine gewisse Einschrankung durch die
Kristallkontakte, jedoch schlieBt dies die Umsetzbarkeit eines Soaking-Experiments nicht
grundsatzlich aus. Da des Weiteren keine Co-Kristalle mit anderen reversiblen Inhibitoren
generiert werden konnten, waren Soaking-Experimente im Rahmen dieser Arbeit
insgesamt nicht realisierbar.

Die erfolgreiche Kristallisation eines Proteins hangt oftmals nicht nur von der Reinheit der
Proteinlésung ab, sondern auch von dessen Homogenitdt. Daher ist es in der Regel von
Vorteil mit einer moéglichst homogenen Proteinlosung zu arbeiten.?” Im Falle von Akt1WT
wurde fir die initialen Kristallisationsversuche allerdings das komplexe Gemisch des
unphosphorylierten Proteins sowie der drei unterschiedlichen Phosphorylierungsspezies
verwendet (Abbildung 26B). Die simultane Kristallisation der Vielzahl an heterogenen
Spezies konnte jedoch mdglicherweise Einfluss auf die verwachsene Kristallmorphologie
haben. Um eine homogene Proteinlésung zu erhalten, wurde daher zundchst die
Kristallisation des unphosphorylierten Akt1"" durch Dephosphorylierung der heterogenen
Proteinlésung untersucht. Daflir wurde das Proteingemisch mit einer unspezifischen
A-Phosphatase co-inkubiert und die Dephosphorylierung durch massenspektrometrische
Analyse verfolgt (Abbildung 29).
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Abbildung 29: Optimierung der Akt1"WT-Kristallqualitdt. A: Massenspektrometrische Analyse der
Dephosphorylierung von Akt1"T aus Sf9-Zellen durch die A-Phosphatase. Nach Inkubation (iber Nacht konnte
eine vollstdndige Dephosphorylierung erreicht werden. B: Phosphorylierungsmuster von Akt1WT aus der
Expression in Tnao38-Zellen. Durch die Expression in einer anderen Zelllinie wird ein alternatives
Phosphorylierungsmuster erhalten. D-G: Kristallisationsansatze der einzelnen Phosphorylierungszustande fiihrt
zu keiner Optimierung. D: unphosphoryliert (Miransertib, 18 % (w/v) PEG 2000 MME, pH 6,5). E: einfach-
phosphoryliert (RL2770, 24 % (w/v) PEG 2000 MME, pH 7,0) F: zweifach-phosphoryliert (RL2788, 18 % (w/v)
PEG 2000 MME, pH 7,0). G: dreifach-phosphoryliert (RL2232, 18 % (w/v) PEG 2000 MME, pH 6,5).

Die massenspektrometrische Untersuchung zeigt eine vollstandige Dephosphorylierung
von Akt1"T nach einer Inkubation Uber Nacht bei 4 °C (Abbildung 29A). Mit dieser
Proteinlésung wurde anschlieBend versucht, die fiir die heterogene Proteinldsung
identifizierten Kristallisationsbedingungen zu reproduzieren. Dabei konnte allerdings kein
Kristallwachstum beobachtet werden, was darauf hinweist, dass die Phosphorylierung des
Proteins essentiell flr dessen erfolgreiche Kristallisation unter den etablierten
Bedingungen ist. Mdglicherweise kann die Kristallisation jedoch unter neuartigen
Bedingungen erfolgen, welche im Rahmen weiterer Screening-Experimente identifiziert
werden konnten.
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Durch die chromatographische Trennung der einzelnen Phosphorylierungsspezies mit Hilfe
einer starken Anionenaustauscher-Sdule (Kapitel 3.2.3) konnten ebenfalls homogenere
Proteinlosungen erhalten werden. Um den Einfluss der einzelnen Spezies auf die
Kristallisation zu analysieren, wurden auch mit diesen jeweiligen Proteinlésungen die
bekannten Kristallisationsbedingungen reproduziert. Dabei konnte festgestellt werden,
dass die drei Phosphorylierungszustande zwar zu Kristallwachstum fiihren, jedoch konnte
keine Verbesserung der Kristallqualitdt in Bezug auf die Morphologie und Diffraktion erzielt
werden (Abbildung 29E-G). Dies ist moéglicherweise auch darauf zurlickzufiihren, dass
innerhalb der aufgetrennten Spezies weiterhin eine Heterogenitdt in Bezug auf die
verschiedenen Phosphorylierungsstellen besteht. Mit dem unphosphorylierten Protein
blieb auBerdem die Kristallbildung unter den bekannten Bedingungen aus (Abbildung
29D), was auch mit der Beobachtung flir das dephosphorylierte Protein einhergeht und
ebenfalls die Relevanz der Phosphorylierungen fiir die Kristallisation von Akt1WT
unterstreicht. Diese Annahme wird zusatzlich dadurch unterstiitzt, dass bei verandertem
Muster im Massenspektrum einer Expressionscharge in Tnao38-Zellen, bei welchem der
unphosphorylierte Anteil (iberwiegt, ebenfalls keine Kristalle von Akt1VT erhalten werden
konnten (Abbildung 29B). Somit konnte, trotz der h6heren Expressionsrate, das in diesen
Zellen exprimierte Akt1"T nicht fiir die Kristallisation verwendet werden.

Insgesamt konnte mit den verschiedenen Ansatzen zur Optimierung der Kristallqualitat
keine Verbesserung erzielt werden. Die Experimente erdffnen jedoch, dass fir die
Kristallisation von Akt1"T die Phosphorylierung eine entscheidende Rolle spielt. Dabei ist
jedoch weiterhin unklar fiir welche Seitenketten des Proteins eine Phosphorylierung
gegeben sein muss, sodass eine Kristallisation begtinstigt ist. Da die Experimente zur
Analyse dieser essentiellen Phosphorylierungsstellen jedoch sehr zeitintensiv sind, wurde
die Co-Kristallisation daher weiterhin unter den etablierten Bedingungen durchgefiihrt.
Trotz der verwachsenen Morphologie der Akt1"-Kristalle konnten dennoch die
Komplexstrukturen mit diversen Liganden in den meisten Fallen geldst werden.

3.2.5 Aufnahme und Prozessierung der Akt1WT-Datensatze

Aufgrund der verwachsenen Kristallmorphologie von Akt1"" Co-Kristallen ist in vielen
Fallen besondere Sorgfalt sowohl bei der Aufnahme der Datensdtze als auch bei der
anschlieBenden Prozessierung der erhaltenen Diffraktionsbilder notwendig. Konnten bei
verwachsenen Co-Kristallen fir die Datenaufnahme Bereiche des Kristalls identifiziert
werden, in welchen gréBtenteils keine liberlagerten Reflexe und eine ausreichend gute
Diffraktion beobachtet werden konnten, wurde an diesen Stellen ein vollstandiger
Datensatz aufgenommen. Da Akt1"T unter den etablierten Bedingungen in der
orthorhombischen Raumgruppe P 2; 2; 2; kristallisiert, ist aufgrund der Symmetrie im
Kristall eine Datenaufnahme Uber einen Winkel von 90 ° fir eine Vollstandigkeit der Daten
ausreichend. In den meisten Fallen werden allerdings zum Erreichen einer hdheren
Redundanz der Reflexe Datensdtze mit einem grdBeren Rotationswinkel aufgenommen.
Die groBe Anzahl an aufgenommenen Diffraktionsbildern ist auBerdem flir verwachsene
Kristalle von besonderem Vorteil, da somit jene Diffraktionsbilder gewahlt werden kdnnen,
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in welchen weniger Uberlagerte Reflexe vorliegen und die Prozessierung moglich ist.
Reprasentativ fir die Akt1"T-Datensatze wird dies im Folgenden am Beispiel des
Datensatzes eines Co-Kristalls im Komplex mit einem kovalent-allosterischen Akt-Inhibitor
verdeutlicht.

Um einen ersten Eindruck Uber die Qualitat des Datensatzes zu erhalten, erfolgt zunachst
eine visuelle Begutachtung der Diffraktionsbilder. Insbesondere fiir verwachsene Kristalle
kdnnen dabei bereits manuell Bildbereiche ausgewahlt werden, welche mdglichst die
Diffraktion einzelner Gitter zeigen. Im Falle des beispielhaften Datensatzes, welcher Uber
einen Winkel von 360 ° in A@-Schritten von 0,2 °© aufgenommen wurde und somit 1800
Diffraktionsbilder umfasst, konnte eine Diffraktion bis zu einer Auflésung von ca. 2,1 A
verzeichnet werden (Abbildung 30). Insgesamt wird jedoch deutlich, dass wahrend der
Datenaufnahme in dem fokussierten Kristallbereich die Rontgenstrahlung groBtenteils an
multiplen Kristallgittern gebeugt wurde (Abbildung 30A). Dies kann fur die automatisierte
Datenprozessierung mit dem Programm XDS problematisch sein, da die korrekte
Zuordnung der Reflexe zu einem einzelnen Kristallgitter flir die Indizierung erschwert
ist.28210 In einem Rotationsbereich Uber ca. 30 ° dagegen konnte eine deutliche
Diffraktion eines einzelnen Gitters beobachtet werden. (Abbildung 30B).

A B

2711 A

Abbildung 30: Diffraktionsbilder des Akt1"T-Datensatzes im Komplex mit einem kovalent-allosterischen Akt-
Inhibitor. A: Beispielhaftes Diffraktionsbild mit multiplen iberlagerten Gittern. B: Beispielhaftes Diffraktionsbild
bei einem Rotationswinkel des gleichen Kristalls, in dem deutlich ein einzelnes Gitter identifiziert werden kann.

Wie erwartet, konnte die Prozessierung mit dem Programm XDS (lber den gesamten
Datenbereich von 1800 Diffraktionsbilder nicht erfolgen, da nicht ausreichend viele Reflexe
indiziert werden konnten.
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Durch die Definition eines Winkelbereiches (Spot Range) in XDS kénnen jedoch Bereiche
des Datensatzes ausgewahlt und aus diesem starke Reflexe selektiert werden, die im
Subprozess IDXREFvon XDS fur die Indizierung der Daten genutzt werden. Gelingt somit
die Indizierung, kann hdufig auch der gesamte Datensatz anhand der ermittelten
Parameter prozessiert werden.2%82% Dies wurde auch im vorliegenden Beispiel genutzt und
der Bildbereich 700-800 (Tabelle 3-4) konnte so erfolgreich indiziert und integriert werden,
wobei die bereits flr Aktl bekannte Raumgruppe P 2:2:2; mit den bekannten
Zellparametern identifiziert wurde. Wurde dann der Datenbereich (Data Range) in XDS auf
den vollstandigen Datensatz erweitert, so konnte auch insgesamt eine verbesserte
Datenstatistik durch eine deutlich erhéhte Vollstandigkeit und Redundanz erreicht werden
(Tabelle 3-4).

Tabelle 3-4: Vergleich der Datenstatistiken der gewdhlten Daten- und Reflexbereiche fiir den Akt1WV'-
Datensatz im Komplex mit einem kovalent-allosterischen Akt-Inhibitor.

Datenaufnahme
Datenbereich 700-800 1-1800
Spot Range (IDXREF) 700-800 700-800
Raumgruppe P212124 P212:12;

Zellkonstanten

a, b, c (R) 70.09, 70.82, 91.06 70.44, 70.89, 91.25

o, By () 90, 90, 90 90, 90, 90
Auflosung (R) 43.70 - 2.50 (2.60 — 2.50) 45.63 — 2.40 (2.50 — 2.40)
Rmeas (%) 7.2 (62.8) 9.8 (141.6)
Rmerge (%) 5.2 (44.5) 9.5 (136.4)
I/ol 6.64 (1.16) 15.12 (1.82)
CCi 99.5 (59.5) 99.9 (78.3)
Volistandigkeit (%) 53.9 (56.8) 100.0 (100.0)
Redundanz 1.4 (1.3) 13.2 (13.7)

Durch die Prozessierung des gesamten Datenbereichs konnte insgesamt eine verbesserte
Datenstatistik erreicht werden, wodurch mit 2,4 A auch eine hohere Auflésung des
Datensatzes erzielt wurde (Tabelle 3-4). Insbesondere die 3,5-fach héhere Redundanz,
der verbesserte Korrelationskoeffizient CCy/> sowie das deutlich erhéhte Signal-zu-Rausch-
Verhaltnis (I/0l) der Reflexe unterstreichen die Validitat der Daten.

Am gezeigten Beispiel wird deutlich, dass die Prozessierung der Akt1""-Datensatze durch
die moderate Kristallqualitat in vielen Fallen nicht ohne Umwege mdglich ist. Durch die
beschriebene Vorgehensweise, bei welcher die Identifizierung von Bildbereichen mit der
Diffraktion eines einzelnen Kristallgitters von zentraler Bedeutung ist, kann jedoch die
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Prozessierung vieler Datensatze erméglicht und die Datenstatistik insgesamt verbessert
werden.

3.2.6 Zusammenfassung und Ausblick

Die Etablierung eines robusten Kristallisationssystems umfasst zunachst die Optimierung
der Expressionsbedingungen sowie der Reinigungsstrategie des Zielproteins. Fir das
Akt1VT-Kristallisationskonstrukt konnten diese Schritte erfolgreich erarbeitet werden,
sodass das Protein in hoher Ausbeute und Reinheit flr zahlreiche
Kristallisationsexperimente zur Verfligung stand. Die identifizierten
Kristallisationsbedingungen von Akt1"T konnten verldsslich reproduziert werden, sodass
Co-Kristalle im Komplex mit verschiedenen kovalent-allosterischen Akt-Inhibitoren sowie
dem allosterischen Inhibitor Miransertib gewonnen wurden. Insbesondere die Optimierung
der Proteinausbeute durch den Wechsel des Expressionsmediums und die Verkiirzung des
Reinigungsprotokolls brachten dabei den entscheidenden Durchbruch fir die
Anwendbarkeit des Akt1"T-Kristallisationssystems in einem hohen Durchsatz. Dies ist
jedoch aufgrund der Kristallqualitat limitiert, welche durch hauptsachlich verwachsene
Kristalle eher moderat ausfallt und daher die Datenprozessierung erschwert oder teilweise
unmdglich macht. Daher wurden verschiedene Ansatze verfolgt, die zur Verbesserung der
Kristallmorphologie fiihren sollten. Sowohl Replacement-Soaking-Ansatze mit den
Einkristallen im Komplex mit Miransertib als auch die Kristallisation des unphosphorylierten
Proteins unter den bekannten Bedingungen flhrten allerdings zu keinem Erfolg.
Moglicherweise konnten jedoch Screening-Experimenten mit dem un- bzw.
dephosphorylierten Protein zur Identifizierung neuartiger Kristallisationsbedingungen
fuhren, welche in einer verbesserten Kristallqualitdt resultieren kénnen. Die Isolierung der
einzelnen einfachen, zweifachen und dreifachen Phosphorylierungszustande und dessen
Kristallisation flihrte ebenfalls zu verwachsenen Kristallen. Nichtsdestotrotz zeigen diese
Experimente die Notwendigkeit der Phosphorylierung von Akti"WT fir den
Kristallisationserfolg. Um die exakte Position der fir die Kristallisation essentiellen
Phosphorylierungsstellen zu identifizieren, kdnnten beispielsweise Konstrukte generiert
werden, welche Phosphorylierungs-Mimetika der einzelnen per ESI-MS/MS-Analysen
identifizierten Phosphorylierungsstellen sowie verschiedener Kombinationen derer
aufweisen. Im Anschluss an die daflr zeitintensiven Mutagenese-, Expressions- und
Reinigungsexperimente kdnnte das Kristallisationsverhalten dieser Mutanten analysiert
und somit moéglicherweise das entscheidende Phosphorylierungsmuster aufgeldst werden.

Mit Hilfe sorgféltiger Datenprozessierung konnten jedoch trotz oftmals Uberlagernder
Reflexe in den Diffraktionsbildern zahlreiche Datensatze aufgenommen und prozessiert
werden. Mit Hilfe der geldsten Komplexstrukturen wird somit eine optimale Grundlage ftir
das strukturbasierte Design und die Optimierung der CAAIs in diverse Richtungen, wie z.B.
der Entwicklung neuartiger Inhibitorklassen oder Isoform-spezifischer Akt-Inhibitoren,
geschaffen.
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3.3 Strukturbiologische Untersuchung kovalent-allosterischer
Akt-Inhibitoren

Die Betrachtung der Struktur-Aktivitats-Beziehungen (SAR) beschreibt die Korrelation der
chemischen Strukturen einer Sammlung verschiedener Molekilderivate mit derer
jeweiligen biologischen Aktivitat und ist ein wichtiges Werkzeug der Medizinischen Chemie
zur Optimierung in Richtung einer Leitstruktur. Durch die im Rahmen dieser Arbeit
geldsten Komplexstrukturen von Aktl mit verschiedenen Derivaten kovalent-allosterischer
Akt-Inhibitoren, konnten diese SAR-Studien zur Eréffnung essentieller Interaktionen der
Molekiile und der Kinase Akt vertieft und das strukturbasierte Wirkstoffdesign ermdglicht
werden. Im folgenden Kapitel wird eine Auswahl dieser Komplexstrukturen hinsichtlich der
eroffneten Bindungsmodi und Interaktionsprofile der verschiedenen CAAIs betrachtet.

Insgesamt konnten im Rahmen dieser Arbeit 35 Komplexstrukturen von Aktl im Komplex
mit allosterischen und kovalent-allosterischen Akt-Inhibitoren mit Auflésungen von
1,6-3,0 A gelést werden. Darunter wurden neben der Komplexstruktur mit dem reversiblen
allosterischen Akt-Inhibitor Miransertib 32 Kristallstrukturen von Akt1"" im Komplex mit
diversen kovalent-allosterischen Inhibitoren erhalten. Zusatzlich konnten zwei
Kristallstrukturen der Akt1°?°¢5-Mutante im Komplex mit CAAIs generiert werden. Die in
den Akt1"T-Kristallstrukturen gebundenen kovalent-allosterischen Inhibitoren kdnnen
dabei in die Inhibitoren der ersten (9 Kristallstrukturen) und zweiten Generation
(9 Kristallstrukturen) an CAAIs unterteilt werden, wobei letztere im Rahmen eines
Kooperationsprojekts entstanden sind. AuBerdem konnten fiir einen neuartigen Ansatz zur
kovalent-allosterischen Adressierung von Akt acht Kristallstrukturen und fiir ein Projekt zur
Entwicklung Akt-Isoform-spezifischer Inhibitoren sechs Komplexstrukturen gelést werden.

3.3.1 Analyse der Komplexstruktur von Akt1WT mit Borussertib

Mit Hilfe der ersten Kristallstruktur von Akt1"T im Komplex mit dem kovalent-allosterischen
Vorreitermolekul Borussertib, welche eine Auflésung von 2,9 A aufweist, konnten erste
Einblicke in den Bindungsmodus dieser Inhibitorklasse gewonnen werden (Abbildung 31).
Die Co-Kristalle wurden dabei in der Masterarbeit von Rebekka Scheinpflug erhalten,
wahrend die Datenprozessierung und Verfeinerung der Komplexstruktur im Rahmen dieser
Arbeit erfolgte.'®” Die Kristallstruktur zeigt die Akt-Kinase in der inaktiven, geschlossenen
PH -in-Konformation, in welcher zwischen der PH- (griin) und der Kinase-Domane (weiB)
eine allosterische Interdomanentasche geformt wird (Abbildung 31A). Um diese
Konformation zu erméglichen, rotiert die regulatorische oC-Helix aus der Bindungstasche
heraus und ist aufgrund der hohen Flexibilitat nicht aufgeldst. Des Weiteren liegt das DFG-
Motiv in der Aktivierungsschleife, welche ebenfalls nicht vollstdndig definiert ist,
entsprechend in der fir inaktive Kinasen bekannten DFG-outKonformation vor.
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Abbildung 31: Kristallstruktur von Akt1WT im Komplex mit Borussertib (PDB: 6HHF). A: Uberblick der
Vollldngenstruktur. Griin: PH-Domane, weiB: Kinase-Domane. B: Einblick in die allosterische Bindungstasche.
Die 2Fo-Fc-Elektronendichtekarte ist mit o = 0.8 konturiert. C: Schematische Darstellung der Protein-Liganden-
Interaktionen von Borussertib in der allosterischen Bindungstasche. Die Komplexstruktur bestatigt den
kovalent-allosterischen Bindungsmodus von Borussertib und l6st wichtige Interaktionen des Liganden zum
Protein auf.

Weiterhin wird der kovalent-allosterische Bindungsmodus von Borussertib durch die
Adressierung dieser allosterischen Tasche unter Ausbildung einer kovalenten Bindung des
B-Kohlenstoffatoms des Acrylamid-Michael-Akzeptors zur Thiol-Seitenkette von Cys296 in
der Aktivierungsschleife bestatigt (Abbildung 31B). Von besonderer Bedeutung ist dabei
jedoch, dass die kovalente Bindung an Cys296 nicht vollstandig durch die 2Fo-Fc-
Elektronendichte aufgelost ist, was auch durch die Fo-Fc simulated annealing omit-
Elektronendichtekarte verdeutlicht wird (Kapitel 6.5, Abbildung 65). Durch
vorangegangene ESI-MS/MS-Studien konnte bereits die Adressierung zweier Cysteine in
der Aktivierungsschleife von Akt, Cys296 und Cys310, durch Borussertib nachgewiesen
werden.'?3135 Dieser Befund wird ebenfalls durch die Elektronendichte bestétigt, welche
eine unvollstandige Besetzung vermutlich durch die partielle Adressierung beider Cysteine
im Kristall zeigt. Im Hinblick auf den Komplex mit Borussertib kdnnte die Kristallstruktur
jedoch Hinweise auf eine mogliche Praferenz zum Cys296 fir die Ausbildung der
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kovalenten Bindung liefern. Eine Betrachtung der eventuellen Cystein-Selektivitat
verschiedener kovalent-allosterischer Inhibitoren wird in einem spateren Kapitel
beschrieben (Kapitel 3.3.5). Prinzipiell ist zudem die oftmals unvollstandig aufgeldste
Aktivierungsschleife von einer hohen Flexibilitat gepragt, welche jedoch durch die
kovalente Bindungsknupfung eingeschrankt wird. Dies fihrt dazu, dass die Aminosduren
um das adressierte Cystein herum stabilisiert werden und dieser Bereich in den jeweiligen
Kristallstrukturen aufgelost ist.

Des Weiteren werden durch die Kristallstruktur wichtige Interaktionen zwischen
Borussertib und Aktl prasentiert, welche einen Beitrag zur hohen Affinitdt des Inhibitors
leisten (Abbildung 31B-C). Fir den westlichen Molekiilteil, dem 1,6-Naphthyridinon-
Grundgerist, eroffnet sich dabei die fiir allosterische Akt-Inhibitoren bereits bekannte
Wechselwirkung der r-n-Stapelung mit der Indol-Seitenkette des Trp80 in der PH-
Domane.”*3* Eine weitere n-n-Stapelung wird zudem zwischen den Phenylresten in 2-
und 3-Position und der Tyr272-Seitenkette ausgebildet. Der Phenylring in 3-Position
interagiert auBerdem Uber hydrophobe Interaktionen mit den Aminosdauren Leu210,
Leu264 und TIle290 in der Kinase-Domdne. Diese in allen Kristallstrukturen
wiederkehrenden Interaktionen scheinen insgesamt einen hohen Beitrag zur
Praorganisation der verschiedenen Liganden im ersten reversiblen Bindungsschritt zu
leisten. Dadurch wird die Ausbildung weiterer Interaktionen sowie die kovalente
Bindungsbildung ermdglicht. Fir den 6stlichen Molekailteil wird des Weiteren ein Wasser-
vermitteltes  Wasserstoffbriickennetzwerk  des  unsubstituierten N1-Atoms des
Benzo[ dlimidazolons mit den polaren Aminosauren Glul7, Arg273 und Tyr326 deutlich.
Aufgrund der relativ geringen Auflésung von 2,9 A konnten jedoch insgesamt nur drei
Wassermolekiile in der Komplexstruktur mit Borussertib modelliert werden, sodass
mdgliche weitere Wasser-vermittelte Interaktionen nicht aufgeldst sind. Weiterhin ist das
Stickstoff-Atom des basischen Piperidin-Rings in eine polare Tasche orientiert. Die
Komplexstruktur legt auBerdem dar, dass die Praorientierung des Michael-Akzeptors Uber
die Ausbildung einer Wasserstoffbriicke des Carbonyl-Sauerstoffs zum Amid-Stickstoff des
Proteinriickgrats der Glu85-Seitenkette die kovalente Bindungskniipfung zu Cys296 im
zweiten irreversiblen Bindungsschritt begiinstigen kénnte.

Insgesamt liefert die Kristallstruktur von Akt1"T im Komplex mit Borussertib eine wichtige
Grundlage flr die strukturbasierte Optimierung des Molekiils und das Design weiterer
Derivate. Zudem kdnnen diese Einblicke von besonderer Bedeutung flir die Entwicklung
nachster Generationen von CAAIs, beispielsweise zur Optimierung der PK-Eigenschaften
von Borussertib, sowie dem Design Akt-Isoform-spezifischer kovalent-allosterischer
Inhibitoren sein.

3.3.1.1 Analyse der Komplexstruktur von Akt1"T mit °F-Borussertib

Aufgrund der in Kapitel 3.1.3 beschriebenen ausgezeichneten Charakteristika in Bezug auf
die /n vitro und in vivo-Effizienz von Borussertib ist neben einer Tumorbehandlung auch
die Verwendung des Molekiils im Rahmen der Krebsdiagnostik von groBem Interesse.

73



Daher sollte die Anwendung des kovalent-allosterischen Akt-Inhibitors als radioaktiv-
markiertes Sondenmolekiil in der Positron-Emissions-Tomographie (PET) im Rahmen eines
Kooperationsprojekts untersucht werden.” Derartige Experimente erlauben die
Untersuchung der Inhibitor-Verteilung oder der Biomarker-Identifizierung in Tumoren mit
Akt-Uberexpression durch radioaktive Sonden. Die Verwendung kovalenter
Sondenmolekiile ist auBerdem aufgrund ihrer erhéhten Verweildauer im Tumor im
Forschungsgebiet des PET-Zmagings von besonderem Interesse.?!!21?

Bei der Einflihrung des radioaktiven Isotops im Molekil ist bei der Wahl der Position
insbesondere wichtig, dass die Derivatisierung nicht zu einer drastischen Veranderung der
Interaktionen zwischen der Sonde und dem Zielprotein flihrt. Aufgrund der synthetischen
Zuganglichkeit sowie unter Berlicksichtigung des bendétigten Raums in der allosterischen
Bindungstasche wurde daher fiir PET-Experimente in verschiedenen Xenograft-Modellen
das radioaktive !8F-Isotop am 3-Phenylring des 1,6-Naphthyridinon-Grundgeriists von
Borussertib eingebracht. Fir die biochemische, zelluldre und strukturbiologische
Charakterisierung der Borussertib-PET-Sonde wurde auBerdem das analoge Molekil mit
dem stabilen '°F-Isotop synthetisiert.” Sowohl in der biochemischen als auch zellulren
Charakterisierung von °F-Borussertib konnte dabei ein ca. 5-facher Verlust der
inhibitorischen Potenz im Vergleich zu Borussertib verzeichnet werden. Da die
Wirksamkeit des Molekiils dennoch sehr effektiv ist, eignet sich die Verbindung weiterhin
fur die /n vivo-PET-Studien. Um auch eine signifikante strukturelle Verdnderung innerhalb
des Protein-Liganden-Komplexes durch die Einfiihrung des Fluor-Atoms ausschlieBen zu
kénnen, wurde die Komplexstruktur von Akt1"T im Komplex mit ‘°F-Borussertib mit einer
Auflésung von 2,9 A gelost (Abbildung 32). Aufgrund derzeit nicht abgeschlossener
Studien kann die exakte Molekulstruktur von °F-Borussertib im Rahmen dieser Arbeit
allerdings nicht gezeigt werden.

Mit Hilfe der Kristallstruktur von Akt1"T im Komplex mit ‘°F-Borussertib konnte gezeigt
werden, dass die Einbringung des Fluoratoms am 3-Phenylring zu keiner strukturellen
Veranderung in der unmittelbaren Umgebung der Derivatisierung flihrt. Die Interaktionen
des westlichen Molekiilteils entsprechen den flir Borussertib beschriebenen
Wechselwirkungen vollstandig. Lediglich im 6stlichen Molekiilteil kann eine Veranderung
des Bindungsmodus im Vergleich zur Komplexstruktur mit Borussertib beobachtet werden,
wobei es zur praferierten Adressierung von Cys310 in der Aktivierungsschleife kommt. Wie
bereits fiir die Borussertib-Komplexstruktur beschrieben, liegt jedoch ebenfalls keine
vollstandige Besetzung vor, was sich in der unvollstandigen Elektronendichte fir die
kovalente Bindung zu Cys310 duBert. Fir den méglichen Einfluss des Fluor-Substituenten
im westlichen Molekiilteil auf die bevorzugte Adressierung der anderen Cystein-Seitenkette
im Vergleich zu Borussertib kann die Kristallstruktur allerdings keine Erklérung liefern.

* Kooperationsprojekt mit AG T. Ritter (MPI Miihlheim), AG K. Herrmann (Universitatsklinik Essen),
AG 1. Siveke (Universitatsklinikum Essen).

T Synthese des *°F-Borussertib durch M. Sc. Marius Lindemann (AG D. Rauh, TU Dortmund).

¥ Bestimmung des HTRF ICso-Werts von ‘°F-Borussertib durch M. Sc. Lena Quambusch (AG D. Rauh,
TU Dortmund).
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Borussertib

Abbildung 32: Vergleich der Komplexstrukturen von Akt1WT im Komplex mit Borussertib (gelb, PDB: 6HHF)
und !F-Borussertib (weiB, unpubliziert). A: Uberblick der Borussertib-Bindung in der allosterischen Tasche.
B: Uberblick der !°F-Borussertib-Bindung in der allosterischen Tasche. C: Umgebung des Phenylrings in
3'-Position in der hydrophoben Tasche. Die Einbringung des Fluoratoms flhrt in dessen unmittelbaren
Umgebung zu keiner strukturellen Veranderung innerhalb des Proteins. D: Molekdlstruktur des °F-Borussertib.

Die Adressierung des Cys310 flihrt zu einer Umorientierung des Benzo[d]imidazolon-
Grundgerists, welche die kovalente Bindungsknlipfung an Cys310 ermdglicht. Zudem wird
das Wasserstoffbriickennetzwerk des unsubstituierten N1-Atoms des Benzo[ d]imidazolons
mit dem konservierten Wassermolekil und den Seitenketten von Glul7, Arg273 und
Tyr326 nicht ausgebildet. Dies kann jedoch vermutlich auf die moderate Auflésung von
2,9 A zurlickgefuihrt werden, welche dazu flihrt, dass das Wassermolekdl in der polaren
Subtasche nicht aufgeldst ist. Grundsatzlich entspricht jedoch der Bindungsmodus des
9F-Borussertib, abgesehen von der Adressierung der anderen Cystein-Seitenkette in der
Aktivierungsschleife, insbesondere im westlichen Molekilteil der fiir Borussertib
beobachteten Bindungspose. In der direkten Umgebung des eingebrachten Fluor-
Substituenten kann keine strukturelle Verdanderung der Proteinstruktur beobachtet
werden. Die Komplexstruktur unterstreicht daher im Zusammenspiel mit den
vielversprechenden biochemischen und zelluldren Daten das Potential von Borussertib als
radioaktive PET-Sonde, wobei keine strukturabhdngigen Einflisse auf die Wirksamkeit des
18F-Borussertib wahrend der Bindung an das Zielprotein im Tumor zu erwarten sind.
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3.3.2 Strukturanalyse nach Derivatisierung des Ostlichen Molekiilteils

Um einen Einblick in die Struktur-Aktivitdts-Beziehung kovalent-allosterischer Akt-
Inhibitoren zu erlangen, wurde das Benzo[ dlimidazolon-Grundgerst derartig derivatisiert,
sodass eine Kkleine Bibliothek an 1,6-Naphthyridinon-basierten  Inhibitoren
unterschiedlicher Flexibilitat und Lénge im Gstlichen Molekiilteil erhalten wurde.” Mit Hilfe
von Kristallstrukturen von Akt1"T im Komplex mit einer Auswahl dieser Inhibitoren konnten
die Einblicke in die SAR dieser Molekile durch die Strukturanalyse vertieft werden
(Abbildung 33A)." Die Komplexstruktur mit dem Inhibitor RL2132 (2,3 A), bei welchem der
N1-Stickstoff des Benzo[d]imidazolons methyliert vorliegt, zeigte dabei ein verandertes
Interaktionsnetzwerk im Vergleich zur Borussertib-Komplexstruktur (Abbildung 33B).
Durch die Methylierung des N1-Stickstoffs kann keine Beteiligung am Wasser-vermittelten
Wasserstoffbriickennetzwerk mit den Aminosdure-Seitenketten Glul7, Arg273 und Tyr326
stattfinden. Nichtsdestotrotz zeigt RL2132 (ICso-Wert von 3,0 nM) nur einen geringen
Aktivitatsverlust und somit bestatigt die Strukturanalyse, dass die Interaktion mit dem
konservierten Wassermolekil zwar energetisch vorteilhaft ist, jedoch nicht essentiell fur
die inhibitorische Potenz des Molekiils. AuBerdem werden fir RL2132 weitere
Interaktionen, wie Wasser-vermittelte Wasserstoffbriicken zu Asn54 und Glu79 sowie eine
Wasserstoffbriickenbindung des Carbonyl-Sauerstoffs der Acrylamid-Einheit zum
Amidriickgrat von Lys297, aufgeldst. Insbesondere letztere Interaktion spielt flr die
kovalente Bindungsknlipfung vermutlich eine entscheidende Rolle. Dabei fiihrt die
Praorganisation des Michael-Akzeptors, welche durch die Interaktion mit Lys297 stabilisiert
wird, maoglicherweise zur bevorzugten Adressierung des nukleophilen Cys310 durch
RL2132. Dieser veranderte Bindungsmodus im Vergleich zu Borussertib kann vermutlich
auBerdem auf die fehlende Interaktion mit dem konservierten Wassermolekail
zurlickgefuhrt werden, die zur Verschiebung des Benzo[d]imidazolon-Grundgerusts in
Richtung des Cys310 und damit zu dessen praferierter Adressierung flihrt. Analog zur
Borussertib-Komplexstruktur ist jedoch in vielen Kristallstrukturen die Elektronendichte der
kovalenten Bindung zur jeweiligen Cystein-Seitenkette nicht vollstandig definiert, was eine
partielle Adressierung beider Thiole andeutet. Nichtsdestotrotz kdnnen oftmals klare
Praferenzen der Cystein-Adressierung durch die verschiedenen CAAIs anhand der
Elektronendichte angezeigt werden, welche sich teilweise mit der Molekilstruktur und dem
daraus folgenden Interaktom erklaren lassen. Dies wird beispielsweise durch die
Komplexstruktur mit dem Phenylharnstoff-Derivat RL1780 (ICso-Wert von 9,1 nM, 2,3 A)
deutlich (Abbildung 33C). Die Offnung des Benzo[d]imidazolon-Grundgeriists und die
dadurch verbundene Verlangerung des Linkerelements hat ebenfalls die Adressierung des
Cys310 zur Folge. AuBerdem flihrt die Ausdehnung des Bindungsraumes, welche durch
die verléangerte Molekulstruktur verursacht wird, zu einer Interaktion des Michael-
Akzeptor-Amids zum Carbonyl-Sauerstoff des Glul7-Riickgrats. Die gute Auflésung dieser
Komplexstrukturen verhilft auBerdem zur Offenlegung einiger Wasser-vermittelter
Wasserstoffbriickennetzwerke, wie beispielweise der Interaktion des Piperidin-Stickstoffs
mit Asn54 und Glu79.
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Abbildung 33: Komplexstrukturen von Akt1WT mit verschiedenen kovalent-allosterischen Akt-Inhibitoren.
A: Uberblick (iber die chemischen Strukturen der Verbindungen. B-C: Kristallstrukturen mit den jeweiligen
CAAIs. Links: Einblick in die allosterische Bindungstasche, rechts: schematische Darstellung der Interaktionen.
B: N-methyliertes Benzo[d]imidazolon RL2132 (PDB: 6HHJ, 2,3 R). C: Phenylharnstoff-Derivat RL1780
(PDB: 6HHG, 2,3 A). Die 2FoFc-Elektronendichtekarte ist auf o = 0.8 konturiert.

Einen weiteren Hinweis auf den Einfluss der Linkerlange auf die praferierte Adressierung
der Cysteine liefern die Komplexstrukturen mit den Phenylamid-Derivaten RL1782

* Bestimmung der HTRF ICso-Werte der CAAIs durch Dr. Jérn Weisner (AG D. Rauh, TU Dortmund).
T Synthese der CAAIs durch Dr. Rajesh Gontla, Dr. Niklas Uhlenbrock und Dr. Steven Smith (AG
D. Rauh, TU Dortmund).
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(Acrylamid in meta-Position, 2,7 A) und RL2232 (Acrylamid in ortho-Position, 2,8 A). Die
Verbindungen mit der verkirzten Molekilstruktur binden wiederum bevorzugt an Cys296
und weisen ein zu Borussertib analoges Interaktionsnetzwerk auf, wodurch ebenfalls der
mdgliche Einfluss der Linkerldnge auf die Selektivitdt der Cystein-Adressierung bestatigt
wird (Abbildung 34A-B).

Des Weiteren zeigen die Phenylamid-Derivate RL1782 (ICso-Wert von 3,6 nM) und RL2232
(ICso-Wert von 11,6 nM) im Gegensatz zum frei rotierenden Phenylamin-Derivat RL2323
(ICso-Wert von 192 nM, 2,7 &) nur einen leichten inhibitorischen Aktivitatsverlust. Der
Einfluss der Molekilflexibilitdt auf die Potenz wird dabei durch die Komplexstrukturen
bestdtigt, welche ein gleichbleibendes Interaktionsnetzwerk flir die verschiedenen
Derivate darlegt (Abbildung 34C). Somit ist der Unterschied in den Aktivitaten nicht auf
veranderte Interaktionen zuriickzuflihren, sondern vermutlich auf die Einschrankung des
Konformationsraumes bei der Ligandenbindung und dem damit einhergehenden
Entropieverlust. Dieser ist fiir das Phenylamin durch dessen hohe Flexibilitat deutlich hdher
als fur die rigideren Phenylamid-Derivate und spiegelt sich in der verringerten
inhibitorischen Potenz wider.

Auch das weiter verkiirzte Phenylpiperazin-Derivat RL1781 (ICso-Wert von 126 nM, 2,7 A)
weist einen drastischen Aktivitatsverlust im Vergleich zu Borussertib trotz ahnlicher
Interaktionen auf (Abbildung 34D). Im Gegensatz zu Borussertib kann auBerdem fiir das
B-Kohlenstoffatom der Acrylamid-Einheit eine veranderte Konformation beobachtet
werden. Wahrend die kovalente Bindung an Cys296 fir Borussertib Uber eine trans-
Konformation des B-Kohlenstoffatoms erfolgt, kann flir das Phenylpiperazin-Derivat
RL1781 eine cis-Konformation in der Kristallstruktur beobachtet werden. Diese energetisch
unglinstigere Ausrichtung der Acrylamid-Einheit erklart moglicherweise den drastischen
Aktivitatsverlust im Vergleich zu Borussertib. Dies wird auBerdem durch den verringerten
kinac-Wert (0,054 s!) von RL1781 im Vergleich zu Borussertib (0,111 s!) bestatigt, was
eine verminderte Rate der kovalenten Bindungsknipfung im zweiten irreversiblen
Bindungsschritt bedeutet. Die moderate Aufldsung von 2,7 A lasst diesbeziiglich jedoch
lediglich eine Hypothese zu, sodass flir die detaillierte Betrachtung des Einflusses der
Acrylamid-Konformation auf die inhibitorische Potenz Strukturanalysen mit hdéher
aufgeldsten Strukturen notwendig sind.
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Abbildung 34: Komplexstrukturen von Akt1WT mit verschiedenen kovalent-allosterischen Akt-Inhibitoren.
Links: Einblick in die allosterische Bindungstasche, rechts: schematische Darstellung der Interaktionen.
A: meta-Phenylamid RL1782 (PDB: 6HHI, 2,7 R). B: ortho-Phenylamid RL2232 (unpubliziert, 2,8 A)
C: Phenylamin-Derivat RL2323 (unpubliziert, 2,7 A). D: Phenylpiperazin-Derivat RL1781 (PDB: 6HHH, 2,7 A).
Die 2FoFc-Elektronendichtekarte ist auf o = 0.8 konturiert.
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Mit Hilfe der Komplexstrukturen von Akt1"T mit den verschiedenen CAAIs, welche sich im
Ostlichen Molekiilteil unterscheiden, konnten die Erkenntnisse der SAR unterstitzt
werden.!3® Dabei wird ersichtlich, dass eine deutliche Verkiirzung der Linkerlange sowie
die Erhéhung der Molekilflexibilitat, wie im Falle der Phenylpiperazin- und Phenylamin-
Derivate, einen negativen Einfluss auf die inhibitorische Potenz haben. Das
Benzo[ dlimidazolon- sowie das meta-Phenylamid-Grundgerist erwiesen sich durch die
SAR- und Strukturanalyse dagegen als besonders vielversprechende Strukturmotive flir
den 6stlichen Molekiilteil. Unter Beibehaltung dieser beiden Struktureinheiten wurde daher
im Verlauf der Optimierung von Borussertib der Einfluss auf das Bindungsverhalten des
westlichen Molekiilteils im Rahmen eines weiteren Projekts untersucht.

Da das Vorreitermolekiil Borussertib, wie in Kapitel 3.1.3 bereits beschrieben, Limitationen
in Bezug auf die Loslichkeit und Permeabilitdt aufweist, ist der Austausch des 1,6-
Naphthyridinon-Grundgeriists insbesondere aus medizinalchemischer Sicht von
besonderer Bedeutung. Der signifikante Beitrag dieses Strukturmotivs zur Hydrophobizitat
des Molekiils hat dabei vermutlich den gréBten Einfluss auf sowohl die schlechte Loslichkeit
als auch die niedrige Permeabilitat. Daher wurde eine Molekilbibliothek von sowohl
Benzo[ dlimidazolon- als auch meta-Phenylamid-basierten Inhibitoren erstellt, welche
unterschiedliche Grundgerlste im westlichen Molekilteil aufweisen. Im Rahmen dieser
Arbeit konnten anschlieBend zahlreiche Kristallstrukturen von Akt1"T im Komplex mit
diesen Inhibitoren geldst werden, welche wichtige Einblicke in den Einfluss des westlichen
Molekiilteils auf die Protein-Liganden-Interaktionen liefern. Diese Kristallstrukturen sind
jedoch derzeit Bestandteil aktueller Forschung und kénnen in dieser Dissertation daher
nicht gezeigt werden.

3.3.3 Strukturanalyse neuartiger kovalent-allosterischer CAAIs

Ein weiterer vielversprechender Ansatz im Zuge der Optimierung der pharmakokinetischen
Eigenschaften von Borussertib durch Austausch des 1,6-Naphthyridinon-Grundgerists
stellt die Hybridisierung verschiedener Strukturmotive im Rahmen des scaffold hoppings
dar. Durch die Kombination zweier Grundgeriiste, welche sich durch hervorragende /in vitro
pharmakodynamische und /7 vivo pharmakokinetische Eigenschaften auszeichnen, soll
somit ein effektiver Ansatz, in welchem sich die Vorteile beider Strukturmotive erganzen,
erzielt werden. Mit Hilfe der Betrachtung der Komplexstrukturen von Akt1"T im Komplex
mit den jeweiligen Grundgeriisten wurde deutlich, dass eine sehr gute Ubereinstimmung
der Bindeposen vorliegt. Dies stellt eine gute Grundlage fir die Verknipfung der
Strukturmotive dar.”

* Synthese der kovalent-allosterischen Hybridmolekiile durch M. Sc. Sven Brandherm (AG D. Rauh,
TU Dortmund).
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Abbildung 35: Komplexstruktur von Akt1"WT mit einem neuartigen Ansatz zur kovalent-allosterischen Akt-
Inhibition (unpubliziert, 1,7 A). Die Komplexstruktur legt den erwarteten Bindungsmodus dar. Die 2FoFc-
Elektronendichtekarte ist auf o = 0.8 konturiert.

Der Anwendbarkeit der Hybridisierung der beiden Inhibitoren konnte durch insgesamt acht
Kristallstrukturen im Komplex mit verschiedenen Derivaten bestatigt und strukturelle
Erklarungen fir die unterschiedlichen Potenzen gefunden werden (Abbildung 35). Dabei
sind vor allem die hervorragenden Auflésungen der Komplexstrukturen, welche in einem
Bereich von 1,6 A- 2,1 A liegen, im Vergleich mit den publizierten Kristallstrukturen von
Akt1"T sowie mit den bisher im Rahmen dieser Arbeit gelosten CAAI-Komplexstrukturen
auffallig. Wie bereits in Kapitel 3.2.4.1 beschrieben, spricht diese Beobachtung fiir einen
enormen Einfluss des westlichen Molekiilteils auf die Protein-Liganden-Bindung und somit
auf die Stabilitdt der Kristallpackung. Aufgrund der derzeit nicht abgeschlossenen
Charakterisierung dieser Inhibitorklasse kénnen die Komplexstrukturen mit diesen
Verbindungen jedoch in dieser Arbeit nicht im Detail diskutiert werden, sodass lediglich
die Darstellung der Elektronendichte eines dieser Hybridmolekiile beispielhaft gezeigt ist.

Insgesamt konnte mit Hilfe der biochemischen und zelluldren Charakterisierung das
enorme Potential dieser neuartigen Inhibitorklasse verdeutlicht werden. Die
Strukturanalyse liefert weiterhin Hinweise auf die essentiellen Protein-Liganden-
Interaktionen, welche fiir die hohe Affinitdt der Verbindungen ursachlich sind und
ermdglichte das strukturbasierte Design weiterer Derivate.
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3.3.4 Strukturanalyse Akt-Isoform-spezifischer CAAIs

Das strukturbasierte Wirkstoffdesign stellt auch fir die Entwicklung von Inhibitoren zur
spezifischen Adressierung verschiedener Isoformen eines Proteins ein wichtiges Werkzeug
dar. Im Falle der Akt-Kinase ist das Design Isoform-spezifischer CAAIs von besonderem
Interesse, da die drei Proteine Aktl, Akt2 und Akt3 trotz hoher Sequenz- und
Strukturidentitat unterschiedliche intrazelluldre Lokalisationen und Funktionen aufweisen,
deren Relevanz bisher nicht vollstdndig verstanden ist.** Die Lokalisation von Aktl
fokussiert sich hauptsachlich auf das Cytosol sowie teilweise an der Plasmamembran,
sodass eine Beteiligung an der Signalweiterleitung flir die Proliferation und Anti-Apoptose
stattfindet. Im Gegensatz dazu spielt Akt2 eine zentrale Rolle in der Glukose-Homdostase
in den Mitochondrien, wahrend Akt3 Uberwiegend im Nukleus exprimiert wird und
beispielsweise an der neuronalen Entwicklung beteiligt ist.2!*2!* Die Diversitat der Akt-
Isoformen wird auBerdem im Zusammenhang mit den unterschiedlichen Rollen in der
Tumorgenese deutlich. In Lungenkrebs konnte beispielsweise das Tumorwachstum auf ein
erhdhtes Akt1-Signal zurlickgeflihrt werden, wahrend Akt2 einen suppressiven Effekt auf
die Tumorentwicklung zeigte.?!> Dieses Beispiel unterstiitzt die Notwendigkeit der
Entwicklung Isoform-spezifischer Akt-Inhibitoren, welche auBerdem auch als
Sondenmolekiile fir die Untersuchung der unterschiedlichen Isoform-Funktionalitdten
fungieren konnen.*® Einige wenige Derivate der kovalent-allosterischen Akt-Inhibitoren mit
Derivatisierung des 1,6-Naphthyridinon-Grundgeriists, wie RL2237, zeigten bereits leichte
Tendenzen zur Isoform-Selektivitat.” Basierend darauf und auf den Erkenntnissen der
strukturellen Betrachtung von Unterschieden in der allosterischen Tasche der
verschiedenen Isoformen wurden Pyrazinon-basierte Isoform-spezifische CAAIs designt
und synthetisiert.” Einige dieser Inhibitoren konnten im Komplex mit Akt1"T co-kristallisiert
werden und Einblicke in die strukturellen Unterschiede in der Umgebung des westlichen
Molekiilteils liefern (Abbildung 36). Die verwendeten Inhibitoren wiesen dabei eine
Selektivitat der inhibitorischen Aktivitat gegeniber der Akt1-Isoform auf.?

* Synthese von RL2237 durch Dr. Niklas Uhlenbrock (AG D. Rauh, TU Dortmund).
" Design und Synthese der Akt-Isoform-spezifischen CAAIs durch M. Sc. Lena Quambusch (AG
D. Rauh, TU Dortmund).
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Abbildung 36: Komplexstrukturen von Akt1WT mit Akt-Isoform-spezifischen CAAIs. A: Uberblick (iber die
chemischen Strukturen der Verbindungen. B-G: Kristallstrukturen mit den jeweiligen CAAIs. B-C:
5'-Methylnaphthyridinon-Derivat RL2237 (unpubliziert, 2,4 A). D-E: 5'-Methylpyrazinon RL2407 (PDB: 6S9W,
2,3 R). F-G: 6'-Hydroxybenzylpyrazinon RL2461 (PDB: 6S9X, 2,6 A). Unterschiedliche Derivatisierung im
westlichen Molekiilteil fiihren zu kleinen strukturellen Unterschieden in der Umgebung der allosterischen
Bindungstasche. Die 2FoFc-Elektronendichtekarte ist auf o = 0.8 konturiert.
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Alle gelosten Komplexstrukturen mit den Isoform-spezifischen CAAIs zeigten die
Adressierung von Cys310, sodass die bereits beschriebenen Interaktionen des
Benzo[ dlimidazolons, wie der Stabilisierung der kovalenten Bindungsbildung Uber die
Interaktion des Michael-Akzeptors mit dem Proteinrlickgrat von Lys297, ausgebildet
wurden. Fiir die Strukturen mit guter Aufldsung (RL2237, 2,4 A und RL2407, 2,3 A)
werden auBerdem die Wasser-vermittelten Interaktionen des Piperidin-Stickstoffs mit
Asn54 und Glu79 sowie mit dem Proteinrlickgrat von Tyr272 abgebildet. Auch fiir den
westlichen Molekdilteil werden die essentiellen n-n-Stapelwechselwirkungen der Aromaten
mit den Seitenketten von Trp80 und Tyr272 ausgebildet. Analog zum N1-Stickstoff des
5'-Methylnaphthyridinons zeigte das N1-Stickstoff des Pyrazinon-Grundgertsts in der
Komplexstruktur mit RL2407 eine Wasserstoffbriickenbindung tber ein Wassermolekil zu
den polaren Seitenketten von Asn54 und GIn79 (Abbildung 36B-E). Der Verlust dieser
Interaktion in der Komplexstruktur mit dem 6'-Hydroxybenzylpyrazinon RL2461 ist
vermutlich auf die schlechtere Auflésung von 2,6 A zuriickzufiihren, sodass generell
weniger Wassermolekuile wahrend der Strukturverfeinerung modelliert werden konnten.

Die beobachteten Unterschiede fiir die verschiedenen Isoform-spezifischen CAAIs
fokussieren sich insgesamt hauptsachlich auf Veranderungen in der Schleife von Leu202
bis Arg206. Fur diesen Bereich, welcher das C-terminale Ende der oC-Helix umfasst, ist
jedoch auffallig, dass oftmals eine hohe strukturelle Unordnung vermutlich aufgrund der
Stabilisierung der inaktiven PH-/n-Konformation vorliegt. Dies fuhrt dazu, dass in vielen
Kristallstrukturen die «C-Helix unvollsténdig oder gar nicht definiert ist, was nicht
unbedingt von der Auflésung des Datensatzes abhdngig ist. Im Falle der hier betrachteten
Komplexstrukturen mit den Akt-Isoform-spezifischen CAAIs ist lediglich flir die Struktur
mit RL2407 die oC-Helix vollstdndig dargestellt. Fir die Inhibitoren mit gréBeren
Strukturmotiven im westlichen Molekiilteil, wie RL2237 und RL2461, ist dieser Bereich
nicht vollstandig aufgeldst ist, was mdglicherweise auf eine hohe Flexibilitat durch
sterische Effekte des Liganden zuriickzuftihren ist.

Der Vergleich der Komplexstrukturen von Borussertib und dem 5-Methylnaphthyridinon-
Derivat RL2237 verdeutlicht insgesamt keine signifikanten Unterschied in der Umgebung
der allosterischen Bindungstasche (Abbildung 36B-C). In der Komplexstruktur mit dem
6'-Hydroxybenzylpyrazinon-Derivats RL2461 dagegen ist die Schleife von Leu202 bis
Arg206 weiter aufgeldst, sodass die Darstellung einer Interaktion der Seitenketten von
Ser205 und Lys268 in der C-terminalen Subdoméne der Kinase erméglicht wird (Abbildung
36D-E). Des Weiteren wird eine Wasser-vermittelten Interaktion des N4-Stickstoffs des
Pyrazinon-Grundgertiists mit dem Proteinriickgrat von Ser205 deutlich. Die Bindung des
5'-methylierten Pyrazinon-Derivats RL2407 flihrt dagegen zu einer Umorientierung des
C-terminalen Endes der «C-Helix, sodass die Ausbildung der polaren Interaktion von
Ser205 und Lys268 verhindert wird (Abbildung 36F-G).
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Die gelosten Komplexstrukturen von Akt1"T im Komplex mit verschiedenen Isoform-
spezifischen CAAIs liefern erste Eindriicke in Liganden-induzierte strukturelle Unterschiede
innerhalb der allosterischen Bindungstasche. Um jedoch die unterschiedlichen
inhibitorischen Aktivitaten der CAAIs auf den verschiedenen Isoformen hinsichtlich
veranderter Protein-Liganden-Interaktionen erkldaren zu konnen, sind zusatzliche
Strukturanalysen im Komplex mit Akt2 und Akt3 von groBem Interesse. Die Arbeiten zur
Generierung von Akt2- und Akt3-Kristallen im Komplex mit verschiedenen Isoform-
spezifischen CAAIs sind daher Gegenstand derzeitiger Forschung in der Arbeitsgruppe
Rauh. Nichtsdestotrotz konnten die erhaltenen Kristallstrukturen in Akt1VT die weitere
Optimierung der Isoform-spezifischen CAAIs und damit die Entwicklung einer neuen
Generation an Inhibitoren vorantreiben.

3.3.5 Analyse der Cystein-Adressierung durch CAAIs

Die unterschiedliche Praferenz der Cystein-Adressierung durch die kovalent-allosterischen
Inhibitoren in den Kristallstrukturen wirft die Frage einer méglichen Selektivitat auf. Wie
bereits beschrieben, konnte in ESI-MS/MS-Studien die kovalente Bindungskniipfung an die
jeweiligen in der Aktivierungsschleife befindlichen Cysteine nachgewiesen werden, wobei
jedoch keine Quantifizierung erfolgte. Dieser Befund wurde in den Kristallstrukturen weiter
unterstiitzt, da die Elektronendichte flir die kovalente Bindung an entweder Cys296 oder
Cys310 in den meisten Kristallstrukturen nicht vollsténdig aufgeldst ist. Dies spricht flir
eine unvollstdndige Besetzung durch die partiell vorliegende Modifikation des jeweils
anderen Cysteins im Kristall. Dennoch war durch die Elektronendichte eine klare Praferenz
der Ausbildung der kovalenten Bindung in Richtung eines der Cysteine zu erkennen, wobei
in der Mehrheit der Komplexstrukturen das Cys310 modifiziert wurde. Die bevorzugte
Adressierung der jeweiligen Cysteine konnte dabei jedoch nur teilweise durch die
Molekiilstruktur und den Bindungsmodus der Inhibitoren erklart werden. Um dies
weitergehend zu untersuchen, wurden daher massenspektrometrische Untersuchungen
mit zum Kristallisationskonstrukt analogen Proteinkonstrukten durchgefiihrt, in welchen
das jeweilige Cystein zu einem weniger nukleophilen Serin (Akt12°65 und Akt1<3195) mutiert
wurde. Unter den gewahlten experimentellen Bedingungen ist jedoch lediglich eine
qualitative Betrachtung mdglich.
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Abbildung 37: Massenspektrometrische Untersuchung einer méglichen Cystein-Selektivitét der kovalent-
allosterischer Inhibitoren Borussertib und RL1780 nach einstiindiger Inkubation auf Eis. A: Adressierung von
Cys310 durch Untersuchung der Bindung an Akt1¢2%6S, B: Adressierung von Cys296 durch Untersuchung der
Bindung an Akt1¢310S, C: Komplexstruktur von Akt1296S mit Phenylharnstoff-Derivat RL1780 (2,1 A). Der Ligand
zeigt den gleichen Bindungsmodus wie im Komplex mit dem Wildtyp-Protein und die Elektronendichte der
kovalenten Bindung zu Cys310 ist vollstéandig aufgeldst. Die 2FoFc-Elektronendichtekarte ist auf o = 1.0
konturiert.

Die jeweiligen Massenspektren mit Borussertib verdeutlichen unter analogen
experimentellen Bedingungen eine vollstédndige Modifikation der Akt1©!%S-Mutante,
wahrend unter Abwesenheit des Cys296 keine vollstandige kovalente Bindungskniipfung
an Cys310 erfolgt (Abbildung 37). Diese Ergebnisse unterstreichen die in der
Kristallstruktur beobachtete Praferenz der Cys296-Adressierung durch Borussertib.
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Nichtsdestotrotz zeigten die Massenspektren mit weiteren kovalent-allosterischen
Inhibitoren im Gegensatz zu den Beobachtungen in den jeweiligen Komplexstrukturen
keine Selektivitat der Cystein-Adressierung. Dies ist beispielhaft fiir das Phenylurea-Derivat
RL1780, welches in der Wildtyp-Kristallstruktur auf eine hdhere Praferenz zur Cys310-
Adressierung weist, gezeigt und ahnliche Ergebnisse konnten auch flir weitere CAAIs
erhalten werden (Abbildung 37). Die in der Wildtyp-Struktur beobachtete Prdferenz der
Cys310-Adressierung durch RL1780 konnte ebenfalls nicht mit einer strukturbiologischen
Betrachtung der Mutanten aufgelost werden. Wahrend eine Kristallstruktur von Akt1¢2°6S
im Komplex mit RL1780 erhalten werden konnte und diese eine vollstandig definierte
Elektronendichte der kovalenten Bindung von Cys310 aufwies, war die Co-Kristallisation
mit der Akt11%5-Mutante nicht erfolgreich. Die Betrachtung der Komplexstrukturen beider
Mutanten ist jedoch fir die strukturbiologische Diskussion einer moglichen Selektivitat
notwendig und muss auBerdem durch die Co-Kristallisation mit weiteren CAAIs validiert
werden.

Somit konnten mit den bisherigen MS-Experimenten und Kristallstrukturen keine
Selektivitaten der Inhibitoren gegeniber der Modifikation der Cysteine aufgeldst werden.
Um dennoch ein Verstandnis Uber einen mdglichen Einfluss der Molekilstruktur auf die
Praferenz der Cystein-Modifikation zu erhalten, kénnten kinetische Betrachtungen der
darstellten Mutanten oder weitere Komplexstrukturen zielflihrend sein.

3.3.6 Zusammenfassung und Ausblick

Die im Rahmen dieser Arbeit gelosten Kristallstrukturen von Akt1VT im Komplex mit
verschiedenen kovalent-allosterischen  Akt-Inhibitoren konnten den postulierten
Bindungsmodus der CAAIs bestatigen und diverse Interaktionen zwischen dem Zielprotein
und den Liganden auflésen. Somit konnte ein tiefergehendes Verstandnis der strukturellen
Ursachen flr die unterschiedlichen Aktivitaten der Inhibitoren erhalten werden. Mit Hilfe
der erstmalig geldsten Komplexstruktur mit Borussertib wurden dabei zundchst die
essentiellen Wechselwirkungen bekannt, deren Einfluss auf die inhibitorische Effizienz des
Vorreitermolekiils Borussertib durch Strukturanalyse mit weiteren Derivaten von CAAIs
vertieft wurden. Mit Hilfe der Vielzahl an Komplexstrukturen konnte somit ein Verstandnis
Uber die SAR bezlglich der Molekiilldange und Flexibilitdt des dstlichen Molekiilteils sowie
der Diversitdt verschiedener westlicher Strukturmotive erlangt werden. Des Weiteren
ermoglichten die vorhandenen Komplexstrukturen das Design weiterer innovativer
Molekiile zur kovalenten-allosterischen Adressierung von Akt, wobei wiederrum die
geldsten Kristallstrukturen mit diesen Inhibitoren zusammen mit der biochemischen und
zelluldren Charakterisierung den proof-of-concept der neuartigen Ansdtze lieferten.
Weiterhin konnten die vorhandenen Komplexstrukturen genutzt werden, um die
gewonnenen Erkenntnisse flir die Entwicklung Isoform-spezifischer Akt-Inhibitoren zu
verwenden. Mit den geldsten Komplexstrukturen von Akt1"WT mit diesen Inhibitoren wurden
auBerdem erste Einblicke in den Einfluss verschiedener westlicher Grundgeruste auf die
Proteinstruktur erhalten.
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Die in den Kristallstrukturen beobachteten Praferenzen der Cystein-Adressierung konnten
nur teilweise durch das jeweilige Interaktionsprofil der Inhibitoren aufgelést werden, was
durch massenspektrometrische Experimente mit den jeweiligen Cystein-Mutanten und den
bisherigen Kristallstrukturen ebenfalls nicht im Detail erklart werden konnte. Fir eine
Untersuchung einer mdglichen Selektivitat der Inhibitoren in Bezug auf die Cystein-
Modifikation kénnte jedoch die Betrachtung der kinetischen Profile der Verbindungen auf
den Cystein-Mutanten zielfiihrend sein. Mdglicherweise kdnnten dabei beispielsweise
Unterschiede in den Geschwindigkeitskonstanten der kovalenten Bindungskniipfung (Kinact)
in einem aktivitdts-basierten Assay eine bevorzugte Adressierung eines der beiden
Cysteine eindeutig darlegen. Dies erfordert jedoch eine ausreichend hohe Kinase-Aktivitat
der jeweiligen Proteinmutanten, welche beispielsweise durch Expression in Sdugetierzellen
erreicht werden koénnte. Weiterhin kdénnten mdoglicherweise zeitaufgeloste MS-
Experimente kinetische Unterschiede der kovalenten Bindungskniipfung aufldsen.

Insgesamt liefern die gewonnenen Kristallstrukturen eine optimale Grundlage fir die
Anwendung des strukturbasierten Wirkstoffdesigns im Rahmen der kovalent-allosterischen
Adressierung von Akt und kdnnten auch fur die Entwicklung zukunftiger Inhibitoren von
zentraler Bedeutung sein.
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3.4 Adressierung der AktFi’K-Mutante durch kovalent-
allosterische Akt-Inhibitoren

Die Uberaktivierung der Akt-Kinase in einer Vielzahl von Tumoren resultiert groBtenteils
aus genetischen Lasionen vorgeschalteter Komponenten des PI3K/Akt-Signalwegs. In den
letzten zwei Jahrzehnten wurden zudem aktivierende Mutationen der Akt-Kinase selbst in
verschiedenen soliden Krebs- oder Uberwuchserkrankungen, wie dem Proteus-Syndrom,
identifiziert, welche ursachlich fiir die Entstehung dieser Krankheiten sind.®%* Unter diesen
Alterationen dominiert mit einem 80 %-igen Anteil insbesondere die Aktl E17K-Mutation
(Akt1E7%) in der PH-Doméne der Kinase, welche 2007 erstmals von CARPTEN et al.
beschrieben wurde.?¢%0 Mit der Auflésung der ersten Vollldngen-Kristallstruktur des Akt1-
Wildtyps im Komplex mit dem allosterischen Inhibitor Akti-1/2 konnte auBerdem die
Relevanz von Glul7 in der PH-Domadne fur die Stabilisierung der inaktiven PH-in-
Konformation durch Ausbildung einer Salzbriicke zu Arg273 in der Kinase-Domane
nachgewiesen werden. Auf Grundlage dieser Beobachtung wurde die Hypothese
aufgestellt, dass der Austausch durch die positiv-geladene Lysin-Seitenkette zu einer
elektrostatischen Repulsion in der inaktiven PH-/r-Konformation fiihrt (Abbildung 38). Dies
resultiert in einer Verschiebung des Gleichgewichts in Richtung der aktiven PH-out
Konformation.”* Die erhohte Affinitét zu den second messengern PIP, und PIPs unterstiitzt
auBerdem die konstitutive Lokalisation an der Membran.26

N—(l PHD )—()Kiniﬁ’;}mja‘:e)—c = l s-e-Do

aktive PH-out-Konformation inaktive PH-/n-Konformation

E17K

() Arg273)
N —O PHD H)Kina\E’-;o\mj';e)— c ;__

Abbildung 38: Schematische Darstellung der Auswirkung der E17K-Mutation. Durch Austausch des negativ-
geladenen Glul7 durch das basische Lysin kommt es zu einer elektrostatischen Repulsion in der inaktven PH-
/n-Konformation und Verschiebung des Gleichgewichts in Richtung der aktiven PH-outKonformation.

Glul17
Arg273

Die E17K-Mutante von Akt, welche in 5 % der Patienten mit ER*-Brustkrebs zu finden ist,
stellt eine interessante Zielstruktur in der Medizinischen Chemie dar.?® Wahrend durch die
Adressierung der Akt1E’-Mutante mit dem ATP-kompetitiven Inhibitor Capivasertib
bereits erste Erfolge in Patienten mit soliden Tumoren erzielt werden konnten, konnte
jedoch /n vitro eine geringere Sensitivitat gegenlber dem allosterischen Inhibitor MK-2206
beobachtet werden.®26327 Um dennoch den Selektivitdtsvorteil dieser Inhibitorklasse
ausnutzen zu konnen, ist weiterhin die effiziente allosterische Modulation der E17K-
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Mutante von groBtem Interesse. Mit den Inhibitoren Miransertib und Arq751 konnten dabei
bereits vielversprechende /in vitro und /n vivo anti-tumorale Aktivitdten durch die
allosterische Modulation der Akt E17K-Mutante erzielt werden, welche derzeit Bestandteil
klinischer Studien sind.®

Die Uberlegenheit der kovalent-allosterischen Akt-Inhibitoren gegeniiber den
allosterischen Referenzverbindungen in Zelllinien mit einer Akt-Uberaktivierung, die aus
genetischen Lasionen Akt-vorgeschalteter Proteine resultiert, konnte bereits in Kapitel 3.1
demonstriert werden. Um dies méglicherweise auch im Kontext der Akt1517K-Adressierung
darstellen zu kénnen, war die Charakterisierung dieser Mutante ein zentrales Ziel dieser
Arbeit. Ein besonderes Interesse lag dabei in der Kristallisation der Akt157%-Mutante, um
das strukturbasierte Design und die Optimierung der CAAIs zur Adressierung des Proteins
zu ermdglichen. Neben der biochemischen Untersuchung der Stabilisierung der inaktiven
Kinase-Konformation mit verschiedenen Inhibitoren wird in diesem Kapitel auBerdem die
Etablierung eines Ba/F3-Zellmodellsystems zur Darstellung einer onkogenen Abhangigkeit
von der Akt1E’K-Mutation beschrieben, welche die zelluldare Charakterisierung der
verschiedenen Akt-Inhibitoren ermdglicht.

3.4.1 Kristallisation von Akt1F17K

Strukturbiologische Untersuchungen der E17K-Mutation in Akt konnten bislang lediglich
mit Hilfe der Kristallstrukturen der PH-Domanen des Wildtyps und der E17K-Mutante
erfolgen.®® Mit der Auflésung der Volllangenstruktur des Aktl-Wildtyps wurde jedoch
deutlich, dass flir ein tiefergehendes Verstandnis des Einflusses der Mutation auf die
Regulation des Proteins eine Betrachtung der Interaktion von Kinase- und PH-Domane von
zentraler Bedeutung ist.”* Daher sind strukturelle Informationen {iber die Volllénge von
Akt1E17% von groBtem Interesse, welche bis zum derzeitigen Stand der Forschung durch
beispielsweise Rontgenstrukturanalyse jedoch nicht erhalten werden konnten. Enorme
Relevanz hat der Einblick in die Struktur der Volllange auBerdem im Hinblick auf das
strukturbasierte Wirkstoffdesign zur Adressierung dieser Aktivierungsmutante. Daher war
im Rahmen dieser Arbeit ein zentrales Ziel die Identifizierung von Bedingungen, welche
zur Kristallisation der Akt1EY’K-Vollldnge fiihren, sodass die Proteinstruktur mittels
Roéntgenstrukturanalyse aufgelést werden kann. Unter Ausnutzung der ProXID-
Infrastruktur (Kapitel 3.2.1) sollten dafir zundchst valide Expressions- und
Reinigungsbedingungen bestimmt werden, um optimale Voraussetzungen fur die
anstehenden Screening-Experimente gewahrleisten zu kdnnen.

3.4.1.1 Expression und Reinigung des Akt1F7X-Kristallisationskonstrukts

Das fiir die Kristallisation von Akt1E’% verwendete DNA-Konstrukt ist analog zur Sequenz
des Akt1"T, wobei durch ortsspezifische Mutagenese die E17K-Mutation eingebracht wurde
(Kapitel 3.2.2). Somit befindet sich das Gen auf dem Transfervektor pIEx-Bac-3 (Merck
Millipore), welcher analog zum Wildtyp fir die Proteinexpression in Insektenzellen nach
dem BacMagic-System (Merck Millipore) geeignet ist.
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Flr die initiale Bestimmung des optimalen Zeitpunkts der Zellernte, wurde zunachst eine
Testexpression in der Insektenzelllinie Sf9 durchgefiihrt und die jeweiligen Proben im
Vergleich mit einer Kontrollkultur ohne Infektion mit dem rekombinanten Baculovirus per
SDS-Gelelektrophorese analysiert (Abbildung 39).

Sf9-Zellen
0h 24 h 48 h 72 h 96 h
kDa M K  Akt1E7K K AKt1E7K K Akt1E17K K AKt1E7K K Akt1E7K
100 -
70 -
Hisg-Akt1E17K
55 - PR PR -—

35-

25 -

Abbildung 39: Testexpression von Akt1F7K in Sf9-Zellen zur Bestimmung der optimalen Expressionsdauer.
Bereits nach 72 Stunden kann das hochste Proteinlevel erreicht werden. M: Marker, K: Kontrollkultur ohne
Infektion mit Baculovirus, Akt1517%: Sf9-Kultur nach Infektion mit dem rekombinanten Baculovirus.

Bereits nach 72 Stunden Inkubation wird das Protein mit einer GréBe von 55,1 kDa in
einem hohen Level exprimiert, sodass diese Inkubationszeit als optimale Expressionsdauer
gewahlt wurde. Im Vergleich mit dem Wildtyp-Protein konnte insgesamt mit der E17K-
Mutante eine @hnlich gute Ausbeute durch die Expression in Sf9-Zellen erzielt werden, was
auch auf die Expression in einem groBeren MaBstab Uibertragbar war. Aufgrund des Erfolgs
fur den Wildtyp wurde fir die Mutante anschlieBend die identische Reinigungsstrategie
gewahlt (Kapitel 3.2.3).

Analog zum Wildtyp-Protein wurde die N-terminal mit einem Hiss-Tag versehene Akt1517%-
Mutante nach dem Zellaufschluss durch eine Nickel-Affinitdtschromatographie isoliert
(Abbildung 40). Auffallig ist jedoch eine prominente Bande des Proteins mit einer GroBe
von 55,1 kDa in der unléslichen Fraktion (UF) nach dem Zellaufschluss, was auch in
nachfolgenden Reinigungen nach Inkubation mit dem nicht-denaturierenden Detergenz
CHAPS nur geringfiigig reduziert werden konnte.?!8 Im Vergleich zum duBerst hohen Anteil
an léslichem Protein (LF) konnte die unldsliche Fraktion allerdings vernachlassigt werden.
Mit Hilfe der Nickel-Affinitdtschromatographie konnte die Akt1E7%-Mutante insgesamt mit
einer bereits ordentlichen Reinheit in einem symmetrischen Peak gewonnen werden.
Lediglich geringe hdher- und niedermolekulare Verunreinigungen sind in der eluierten
Proteinlésung vorhanden, welche ebenfalls in der Reinigung des Wildtyps auftreten.
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Abbildung 40: Erste Nickel-Affinitdtschromatographie zur Reinigung von Akt1E7K. A: UV-Chromatogramm.
Blau: UV-Signal, griin: Gradient der Imidazol-Konzentration. B: SDS-Gel der ersten Nickel-IMAC. M: Marker,
UF: unl6sliche Fraktion, LF: lésliche Fraktion, D: Durchfluss, W: Waschfraktion, 1: Fraktionen des
Elutionspeak 1. Das Zielprotein konnte im Elutionspeak neben leichten Verunreinigungen isoliert werden.

Die Fraktionen des Elutionspeaks wurden vereint und im Zuge einer Dialyse der Hiss-Tag
von Akt1EK mit Hilfe der TEV-Protease proteolytisch abgespalten. Zur Abtrennung der
Hiss-Tag-tragenden  TEV-Protease folgte anschlieBend eine reverse Nickel-
Affinitatschromatographie (Abbildung 41).
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Abbildung 41: Reverse Nickel-Affinitdtschromatographie zur Reinigung von Akt157%, A: UV-Chromatogramm.
Blau: UV-Signal, grin: Imidazol-Konzentration. B: SDS-Gel der reversen Nickel-IMAC. M: Marker,
Ni-1: Elutionsfraktion der ersten Nickel-Affinitdtschromatographie, UD: unlésliche Fraktion der Dialyse, LD:
I6sliche Fraktion der Dialyse, D: Durchfluss, 1: Fraktionen des Elutionspeak. Das vollstdndig geschnittene
Zielprotein konnte im Durchfluss isoliert werden.

Analog zur Reinigung des Wildtyps konnte ein Prazipitat wahrend der Dialyse (UD)
beobachtet werden, welches ebenfalls hauptsachlich nieder- und hdhermolekulare
Verunreinigungen enthielt. Die erfolgreiche und vollsténdige Abspaltung des Hiss-Tags
konnte zudem durch die ausschlieBliche Isolierung des Proteins mit einer GréBe von
51,7 kDa im Durchfluss (D) der Saule bestatigt werden.
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Anhand des SDS-Gels wird auBerdem die Abtrennung der TEV-Protease im Eluat (1)
deutlich. Als nachster Schritt wurde trotz der bereits hohen Reinheit des Proteins mit der

Halfte der Proteinldsung eine Anionenaustauschchromatographie durchgeftihrt (Abbildung
42).
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Abbildung 42: Anionenaustauschchromatographie zur Reinigung von Akt1F17K, A: UV-Chromatogramm.
Blau: UV-Signal, griin: Gradient der Natriumchlorid-Konzentration. B: SDS-Gel der AEX, M: Marker,

D: Durchfluss, 1-3: Fraktionen der Elutionspeaks 1-3. Das Zielprotein konnte in allen Elutionspeaks erhalten
werden.

Mit der identischen Anionenaustauscher-Saule (HiTrap Q HP, Cytiva) wurde flir die
Akt1E7K-Mutante ein leicht verandertes UV-Chromatogramm im Vergleich zum Wildtyp
erhalten. Eine massenspektrometrische Analyse der einzelnen Peaks wies eine duBerst
minderwertige Qualitat auf, sodass keine Aussagen Uber die teilweise separierten Spezies
getroffen werden kann. Interessanterweise zeigte jedoch die massenspektrometrische
Analyse der Proteinlésung vor der Anionenaustauschchromatographie ein im Vergleich
zum Wildtyp verandertes Phosphorylierungsmuster, wobei insgesamt die gleichen Spezies
mit dem unphosphorylierten, einfach-, zweifach- und dreifach-phosphorylierten Protein
identifiziert werden konnten. Im Gegensatz zum Wildtyp dominiert allerdings fir die
Akt1E17K-Mutante vor allem das unphosphorylierte Protein gegeniiber den phosphorylierten
Spezies (Abbildung 43), eine valide Quantifizierung ist jedoch nicht erfolgt. Die in der
Anionenaustauschchromatographie isolierten Fraktionen der einzelnen Elutionspeaks
wurden aufgrund der geringen Proteinmenge der jeweiligen Spezies wieder vereint. Da
die Durchfiihrung der Anionenaustauschchromatographie im Vergleich mit der anderen
Hélfte der Proteinldsung, welche ohne diesen Reinigungsschritt behandelt wurde,
bezliglich der Proteinreinheit keinen Vorteil brachte, wurde fir die nachfolgenden
Reinigungen keine Anionenaustauscher-Sdule verwendet. Dies flihrte zudem zu einer
deutlichen Steigerung der Proteinausbeute und konnte bereits flir den Wildtyp als nicht
nachteilig fur die Kristallisation befunden werden (Kapitel 3.2.3).
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Abbildung 43: Massenspektrometrische Analyse des Phosphorylierungsmuster von Akt157% nach Expression
in Sf9-Zellen. A: Dephosphorylierung von Akt157% mit der A-Phosphatase. Nach Inkubation iber Nacht konnte
eine vollsténdige Dephosphorylierung erreicht werden. B: Kovalente Modifikation des heterogenen
Phosphorylierungsgemisches (links) und des dephosphorylierten Proteins (rechts) durch Borussertib. Auch
nach Co-Inkubation der A-Phosphatase kann weiterhin eine kovalente Adressierung des Proteins erfolgen.

Neben Kristallisationsexperimenten mit dem Phosphorylierungsgemisch der Akt1E7K-
Mutante, sollten auBerdem Screening-Ansatze mit einer moglichst homogenen
Proteinlésung erfolgen, da dies fiir die Kristallisation eines Proteins essentiell sein kann.2%”
Daher sollte die heterogene Proteinlésung aus der Expression in Sf9-Zellen mit der
unspezifischen A-Phosphatase dephosphoryliert werden. Eine massenspektrometrische
Verfolgung der Co-Inkubation Uber Nacht bei 4°C zeigte eine vollstandige
Dephosphorylierung der Akt1E’-Mutante (Abbildung 43A). Da zudem eine vollstandige
kovalente Modifikation des dephosphorylierten Proteins mit Borussertib mdglich war,
konnte von einer weiterhin nativen Proteinstruktur nach der Inkubation mit der A-
Phosphatase ausgegangen werden (Abbildung 43B). Zur Abtrennung der A-Phosphatase
sowie zur weiteren Reinigung des Proteins erfolgte anschlieBend eine
GréBenausschlusschromatographie (Abbildung 44).
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Abbildung 44: GroBenausschlusschromatographie zur Reinigung von Akt1EYK, A: UV-Chromatogramm.
Blau: UV-Signal. B: SDS-Gel der ersten Gelfiltration nach CBB-Farbung (oben) und Silberfarbung (unten). M:
Marker, 1-3: Fraktionen der Peaks 1-3. Das Zielprotein konnte im zweiten Elutionspeak isoliert werden.

Durch die GréBenausschlusschromatographie konnte die dephosphorylierte Akt1E17K-
Mutante im zweiten Peak von der A-Phosphatase, welche eine GroBe von 26,0 kDa
aufweist und daher mit hoherer Retentionszeit eluiert wird, abgetrennt werden. Die
wenigen Fraktionen des zweiten Peaks, welche weiterhin hdher- und niedermolekulare
Verunreinigungen im Silbergel zeigen, wurden fur die weitere Verwendung der
Proteinldsung vernachlassigt, sodass insgesamt eine ordentliche Reinheit von Akt1E17K
erzielt werden konnte. Um mdglichst einen Erfolg der Kristallisationsexperimente mit der
Akt1E17K-Mutante erzielen zu kénnen, sollten neben der generellen Reinigungsstrategie die
fur den Wildtyp bewahrten Pufferzusammensetzungen verwendet werden. Daher wurde
auch fur die Mutante ein Pufferaustausch des HEPES-basierten Gelfiltrationspuffers gegen
einen Tris-gepufferten Lagerungspuffer mit Hilfe einer weiteren
GréBenausschlusschromatographie durchgefiihrt (Abbildung 45). Dies diente zusatzlich
der Entfernung mdglicher Oligomere vor dem Ansetzen der Kristallisationsexperimente.
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Abbildung 45: Zweite GroBenausschlusschromatographie zum Pufferaustausch von Akt1EY7K, A: UV-
Chromatogramm. Blau: UV-Signal. B: SDS-Gel der finalen Gelfiltration. M: Marker, 1-2: Fraktionen der Peaks
1-2. Das Protein konnte von Oligomeren abgetrennt und in den Kristallisationspuffer tberfiihrt werden.

Das fir die Kristallisationsexperimente verwendete Protein wurde im zweiten Peak der
GréBenausschlusschromatographie erfolgreich von Oligomeren, welche in einer kleinen
Schulter (1) des Hauptpeaks eluiert wurden, abgetrennt und in den Lagerungspuffer
Uberfiihrt. Um zu Uberpriifen, ob die Akt1®’%-Mutante ebenso wie der Wildtyp eine gute
Stabilitat in diesem Puffer aufweist, wurden die Schmelztemperaturen des Proteins durch
einen TSA-Assay in einem Screen, in welchem der pH-Wert und die Salzkonzentration des
Tris-basierten Puffers variiert wurden, bestimmt (Abbildung 46).

NaCl-Konzentration [mM]
0 90 180 270 360 440 530 620 710 800 1200 1600

6.5 51.4 51.4 51.3 51.4 50.7 50.3 50.3 50.2 50.0 49.9 49.0 49.2
6.8 51.5 51.2 50.9 50.4 50.6 49.9 49.7 49.8 49.2 49.2 48.0 47.9

7.1 55.0 54.2 54.1 53.9 53.8 53.1 52.9 52.8 52.4 52.4 51.7 51.3
7.4 54.5 54.6 54.2 53.8 53.4 53.0 52.9 52.5 52.5 51.7 51.5

7.6 54.7 54.3 54.0 53.7 53.6 52.9 52.6 52.4 52.1 52.2 51.1 50.5

pH-Wert

7.9 54.2 54.0 53.6 53.0 52.8 52.3 51.9 51.7 51.4 51.2 50.1 49.4
8.2 53.9 53.3 52.9 52.5 52.3 51.9 51.0 50.8 50.5 50.3 49.2 48.5
8.5 52.2 52.2 52.1 51.4 51.2 50.1 50.1 49.8 49.5 49.2 48.1 47.4

Abbildung 46: Pufferstabilitétstest fiir Akt1F7K im Lagerungspuffer fiir die Kristallisation. Die gewahlte
Pufferzusammensetzung flihrt zu einer ordentlichen Stabilitdt des Proteins.

Da im Bereich des verwendeten Lagerungspuffers mit einem pH-Wert von 7,5 und einer
Natriumchlorid-Konzentration von 100 mM eine hohe Proteinstabilitdt erreicht wird, stellt
die gewahlte Pufferzusammensetzung eine gute Grundlage flir die nachfolgenden
Kristallisationsansatze mit der isolierten Akt1F7K-Mutante dar.
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Die Akt1F17K-Mutante konnte insgesamt mit der zum Wildtyp analogen Reinigungsstrategie
in einer ordentlichen Reinheit und mit einer hohen Proteinausbeute von ca. 2,5 mg pro
Liter Expressionskultur erhalten werden. Ebenso liegt ein heterogenes Proteingemisch
bezliglich der Phosphorylierung nach der Expression in Sf9-Zellen vor. Durch die
Verwendung identischer Pufferzusammensetzungen wie fir den Wildtyp, in welchen die
Mutante eine ebenso hohe Stabilitdt zeigt, konnten somit gute Voraussetzungen fiir die
nachfolgenden Screening-Experimente zur Identifizierung der Kristallisationsbedingungen
von Akt1F17K geschaffen werden.

3.4.1.2 Ansiatze zur Kristallisation von Akt1E17K

Fir die Suche nach geeigneten Kristallisationsbedingungen eines Proteins, dessen
Kristallstruktur bisher nicht gelést wurde, ist oftmals eine kaum Uberblickbare Auswahl an
maoglichen Experimenten vorhanden. Dabei ist jedoch eine erfolgreiche Kristallisation auch
durch systematische Herangehensweise nicht immer gewahrleistet. Fir die Darstellung
klinisch relevanter Mutanten kann es allerdings von Vorteil sein, wenn bereits
Kristallstrukturen des entsprechenden Wildtyp-Proteins existieren. Da flir die Aktl-
Volllange im Rahmen dieser Arbeit bereits ein robustes Kristallisationssystem etabliert
wurde, ist die Reproduktion der Wildtyp-Kristallisationsbedingungen mit der analog
aufbereiteten E17K-Mutante daher naheliegend. Unter Variation unterschiedlicher
Parameter in zahlreichen Fine Screens, wie der Fallungsmittel- und Salz-Konzentrationen,
dem pH-Wert, der Temperatur, der Proteinkonzentration sowie der Verwendung der
phosphorylierten oder dephosphorylierten Proteinlésung, konnten dabei allerdings keine
Kristalle erhalten werden. Sowohl in der Apo-Form als auch durch Co-Inkubation mit
verschiedenen kovalent-allosterischen Akt-Inhibitoren und dem ATP-kompetitiven
Inhibitor Capivasertib konnte ebenfalls kein Kristallwachstum induziert werden. Dies lasst
vermuten, dass durch den Einfluss der E17K-Mutation auf die Proteinkonformation die
Mutante mdoglicherweise nur unter neuartigen Bedingungen und mit veranderter
Kristallpackung kristallisieren kann.

Um diese Bedingungen identifizieren zu kénnen, liefern komplexe Screening-Experimente
mit kommerziellen Kristallisationsbedingungen (JCSG Core I-IV Suites, PACT Suite,
PEG I-II Suites, MemGold I-II Suites, AmSO4 Suite, Classics Suite, Classics II Suite,
Qiagen) bei unterschiedlichen Temperaturen eine gute Grundlage. Aufgrund der Relevanz
der Phosphorylierung fiir die Kristallisation des Akt1"" wurden die Screenings zunéchst
ebenfalls mit dem heterogenen Gemisch der Phosphorylierungsspezies fiir die Akt1E17K-
Mutante durchgeflihrt. Diese flihrten jedoch in keiner der Gber 1000 Bedingungen unter
Variation der Proteinkonzentrationen von 3-10 mg/mL und zusatzlicher Co-Inkubation mit
verschiedenen Akt-Inhibitoren zu jeglichem Kristallwachstum. Unter der Annahme, dass
die Kristallisation méglicherweise durch die Heterogenitat der Proteinlésung in Bezug auf
die verschiedenen Phosphorylierungsspezies gehindert ist, wurden diese Screening-
Experimente mit dem dephosphorylierten Protein wiederholt. Dabei konnte tatsachlich bei
jeweils 4 °C Inkubationstemperatur in einigen Bedingungen die Bildung kristallahnlicher
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Morphologien fiir das mit Borussertib co-inkubierte Protein verzeichnet werden (Abbildung
47A-C).

Abbildung 47: Ergebnisse der Screening-Experimente mit dephosphorylietem Akt1E7% co-inkubiert mit
Borussertib. B: Sehr kleine, kubische Kristalle mit einer Bedingung aus JCSG Core Suite I, Qiagen (100 mM
Na-Acetat, pH 5,5, 20 % (w/v) PEG 3000, 4 °C). C: Anregung unter dem UV-Mikroskop. D: Spharolite mit
Bedingung aus JCSG Core Suite IV, Qiagen (100 mM MES, pH 6,0, 5 % (w/v) PEG 3000, 30 % (v/v) PEG 200,
4 °C).

Es handelte sich dabei zum einen um sehr kleine kubische Kristalle (Abbildung 47A), sowie
kugelférmig angeordnete Nadel-Kristallaggregate, sogenannte Spharolite (Abbildung
47C), welche Uber einen Zeitraum von wenigen Tagen sukzessiv gewachsen sind. Eine
Untersuchung der intrinsischen Tryptophan-Fluoreszenz durch Inspektion der kubischen
Kristalle unter dem UV-Mikroskop zeigte zudem eine Anregung und somit das Aufleuchten
der Kristalle, was im Allgemeinen einen Hinweis auf das Vorliegen von Protein- anstatt von
Salzkristallen liefert (Abbildung 47B).

Im nachsten Schritt wurden die Experimente mit diesen Screening-Bedingungen in einem
Fine Screen unter Verwendung groBerer Volumina der Reservoir-Lésung und des
Kristallisationstropfens wiederholt. Mit der Bedingung der kubischen Kristallformen konnte
allerdings keine Reproduktion erzielt werden. Fiir die Spharolit-Bedingung dagegen konnte
auch in einem Fine Screen unter Variation der PEG 3000- und PEG 200-Konzentrationen
sowie des pH-Werts des 100 mM MES-Puffers die Reproduktion kleiner, zahlreicher
Spharolite erfolgen (Abbildung 48A). Diese wuchsen analog zum Screening-Experiment
lediglich bei einer Temperatur von 4 °C.
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Auffallig war zudem, dass die Spharolite nur durch Co-Inkubation mit potenten kovalent-
allosterischen Akt-Inhibitoren, wie Borussertib, und nicht mit der Apo-Form des Proteins
oder nach Co-Inkubation mit dem ATP-kompetitiven Inhibitor Capivasertib gebildet
wurden. Eine signifikante Stabilisierung der inaktiven Konformation, welche die Flexibilitat
der PH-Domane einschrankt, scheint daher @hnlich wie fir den Wildtyp vorteilhaft fiir die
Kristallisation ~ der  Akt1f%-Vollange zu sein. Des  Weiteren fiihrten
Kristallisationsexperimente mit diesen Bedingungen unter Verwendung der Proteinldsung
mit dem heterogenen Phosphorylierungsgemisch nicht zur Bildung der Spharolite. Diese
Erkenntnis unterstitzte die weitere Verwendung des dephosphorylierten Proteins in den
nachfolgenden Fine Screens. Da die reproduzierten Spharolite allerdings sehr klein waren,
wurden weitere Fine Screens mit dieser Bedingung unter Variation der Reservoir-
Zusammensetzung, der Proteinkonzentration sowie der Tropfenverhdltnisse von
Reservoir- und Proteinlésung angesetzt. Durch systematische Variationen dieser
Parameter konnten die Spharolite auf GréBen von ca. 50-100 um optimiert werden
(Abbildung 48B-C). Nichtsdestotrotz konnte mit diesen Spharoliten keine Diffraktion der
Rdéntgenstrahlung am SLS erzielt werden, sodass weitere Optimierungsschritte notwendig
waren.

A C

Abbildung 48: Optimierung der Sphérolit-Bedingung im Komplex mit Borussertib aus dem Screening. A-
C: Reproduktion im Fine Screen bei 4 °C und systematische Optimierung. A: 4,5 mg/mL, 100 mM MES, pH
6,0, 35 % (v/v) PEG 200, 7 % (w/v) PEG 3000. B: 4,5 mg/mL, 100 mM MES, pH 6,0, 30 % (v/v) PEG 200.
C: 6,0 mg/mL, 100 mM MES, pH 6,0, 32 % (v/v) PEG 200. D: Kubische Kristalle im Additiv-Screening unter
Zugabe von 100 mM Na-Acetat, pH 4,6 und 300 mM NaF. E: Anregung unter dem UV-Mikroskop.

Fir die Optimierung der Spharolite hin zu Kristallmorphologien, welche fir
Réntgenbeugungsexperimente geeignet sind, wurden verschiedene Ansatze gewahlt. Ein
Ansatz war dabei das sogenannte Microseeding in Losung, welches durch die Zugabe einer
verdinnten LOosung bereits erhaltener Kristallfragmente in Reservoir zum
Kristallisationstropfen das Kristallwachstum induzieren bzw. positiv beeinflussen soll und
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fir zahlreiche Proteine in der Literatur erfolgsbringend war.?’® Daher wurde ein
moglicherweise positiver Einfluss durch Zugabe von Akt1"'- sowie Akt1E!’%-Spharolit-
Kristallfragmenten, welche in unterschiedlichen Konzentrationen in der jeweiligen
Reservoir-Losung verdinnt wurden, beim Ansetzen der Sphérolit-Bedingungen
untersucht. Diese Microseeding-Experimente konnten jedoch keine Veranderung der
beobachteten Morphologie erzielen. Eine weitere Mdglichkeit zur vorteilhaften
Beeinflussung der Kristallisation eines Proteins stellen kommerzielle Additiv-Screenings dar
(Opti-Salts Suite, Qiagen und Additive Screen HT, Silver Bullets, Hampton Research),
welche den Einfluss der Zugabe beispielsweise weiterer Salze oder Puffer zu den initialen
Kristallisationsbedingungen untersuchen. In lediglich einer Bedingung, unter Zugabe von
100 mM Natrium-Acetat mit pH 4,6 und 300 mM Natriumfluorid, konnten kubische Kristalle
erhalten werden, welche unter dem UV-Mikroskop angeregt werden konnten (Abbildung
48D-E). Diese Kristalle zeigten allerdings wahrend der Vermessung am SLS keine
Diffraktion. Zudem konnten sie in einem Fine Screen nicht reproduziert werden, sodass
insgesamt auch diese Screening-Experimente trotz einer Vielzahl getesteter Additive nicht
zielfhrend waren. Des Weiteren wurden Kristallisationsversuche nach einer reduktiven
Methylierung der e-Aminogruppe von Lysin-Seitenketten des dephosphorylierten Akt1E17K
untersucht. Die Lysin-Methylierung hat dabei einen erheblichen Einfluss auf die
Hydrophobizitét und damit auf die Loslichkeit des Proteins, sodass eine Kristallisation
moglicherweise durch beglinstigte Interaktionen in der Kristallpackung ermdglicht wird.?2°
Mit Hilfe massenspektrometrischer Analyse konnte die vollstdndige Methylierung des
Proteins nachgewiesen werden, jedoch ebenso eine unvollstandige Modifikation des
methylierten Proteins durch Borussertib (Kapitel 6.6, Abbildung 66). Dies deutet
zusammen mit dem Ausbleiben jeglicher Spharolite im Fine Screen auf einen negativen
Einfluss der Methylierung auf die native Proteinstruktur hin, sodass dieser Ansatz ebenfalls
nicht erfolgreich war.

Insgesamt konnten mit den bis hier beschriebenen  Screening- und
Optimierungsexperimenten keine Bedingungen identifiziert werden, die zum Wachstum
von Kristallen flihrten, welche fiir Rdntgenbeugungsexperimente geeignet sind. Eine
mdogliche Erklarung flr die geringe Bereitschaft zur Kristallisation kdénnte die hohe
Flexibilitdt der Proteinstruktur in der durch die Mutation erzeugten aktiven PH-out-
Konformation sein, welche die Ausbildung stabiler Interaktionen in der Kristallpackung
erschwert. Nach Co-Inkubation mit kovalent-allosterischen Inhibitoren konnten allerdings
mit Spharoliten erste Erfolge in Richtung einer Kristallisation des Proteins erzielt werden,
jedoch konnten keine geeigneten Kristalle fiir Diffraktionsexperimente erhalten werden.
Moglicherweise weisen die bis zu diesem Zeitpunkt verwendeten Inhibitoren, wie
Borussertib mit einer biochemischen Potenz (ICso-Wert) von 117 £ 46 nM gegenliber der
Akt1E17K-Mutante, eine eher schwache Bindung an das Protein auf, wodurch eine gewisse
Flexibilitdt der PH-Domane trotz der kovalent-allosterischen Ligandenbindung erhalten
bleibt und eine ausreichend stabile Kristallpackung nicht erzeugt werden kann.3>*

* Bestimmung des HTRF ICso-Werts von Borussertib auf der Akt1E7K-Mutante durch Dr. Jorn
Weisner (AG D. Rauh, TU Dortmund).
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Durch die Bindung von Inhibitoren mit einer hdheren Affinitat konnte jedoch
maoglicherweise eine verstarkte Einschrankung der Flexibilitét und somit die Co-
Kristallisation gelingen. Derartige Verbindungen konnten im Rahmen der Entwicklung einer
weiteren innovativen Inhibitorklasse an kovalent-allosterischen  Akt-Inhibitoren
synthetisiert werden, welche sich durch eine deutliche Steigerung der biochemischen
Potenz gegeniiber der Akt1E7%-Mutante auszeichnen. Somit ergaben sich zum Ende dieser
Arbeit neue Aussichten zur mdglichen Kristallisation des Proteins.

Nach Inkubation mit dem neuartigen Inhibitor RL3160, welcher mit einer biochemischen
Aktivitat (ICso-Wert) von 2,8 £ 1,2 nM auf der Akt1F’%-Mutante bis dato die potenteste
Verbindung darstellt, wurden erneut Screening-Experimente mit dem dephosphorylierten
Protein durchgefiihrt.*” Tatsachlich fiihrte dies in einem Tropfen neben erneuter Sphérolit-
Bildung in diversen Bedingungen zum sukzessiven Wachstum feiner Nadelcluster tber
mehrere Tage bei ausschlieBlich 20 °C (Abbildung 49B). Die Untersuchung der Anregung
unter dem UV-Mikroskop konnte zwar keine eindeutige Tryptophan-Fluoreszenz
nachweisen, dies kann jedoch méglicherweise auf die duBerst diinne Morphologie der
Nadeln zurtickgefiihrt werden. Auch eine Reproduktion der Bedingungen in initialen Fine
Screens war nicht erfolgreich, welche jedoch durch Wiederholung unter Variation der
verschiedenen Parameter und durch beispielsweise Seeding mit den im Screening
erhaltenen Nadelclustern oder Akt1"T-Kristallen erreicht werden kénnte.
Tag 0 Tag 1 Tag 5

200 pm 100 pm

Abbildung 49: Screening von Kristallisationsbedingungen mit Akt1E17K im Komplex mit RL3160. Wachstum
von Nadelclustern bei 20 °C (iber mehrere Tage (6,0 mg/mL, 100 mM HEPES, pH 7,0, 20 % (w/v) PEG 6000,
10 mM ZnCl,).

Zusammenfassend stellen die erhaltenen Nadelcluster von Akt157% im Komplex mit RL3160
einen vielversprechenden Ansatz zur Kristallisation der Mutante dar und unterstiitzen die
Hypothese, dass eine signifikante Stabilisierung der inaktiven PH-/7-Konformation durch
die Ligandenbindung vorteilhaft fiur die Kristallisation der Aktivierungsmutante ist. Nach
zahlreichen Screening-Experimenten konnten somit aussichtsreiche
Kristallisationsbedingungen im Rahmen dieser Arbeit identifiziert werden, welche
moglicherweise durch systematische Optimierung zum Wachstum geeigneter Kristalle flr
die Rontgenstrukturanalyse der Akt1E’%-Mutante fiihren.

* Bestimmung des HTRF ICso-Werts von RL3160 auf der Akt1%7K-Mutante durch M. Sc. Lena
Quambusch (AG D. Rauh, TU Dortmund).
* Synthese von RL3160 durch M. Sc. Sven Brandherm (AG D. Rauh, TU Dortmund).
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3.4.2 Biochemische Evaluierung der Adressierung von Akt1E17K

Neben der Kristallisation der Akt1E!’K-Mutante war auBerdem die Untersuchung der
Adressierung des Proteins mit verschiedenen Akt-Inhibitoren von Interesse. Daher erfolgte
sowohl eine biochemische Charakterisierung der inhibitorischen Potenz mittels eines
aktivitatsbasierten HTRF-Assays wahrend der Promotion von Dr. Jérn Weisner als auch die
Analyse des Einflusses der Ligandenbindung auf die Stabilitdt des Proteins im Rahmen
dieser Arbeit. Dies wurde im Vergleich zum Wildtyp mit Referenzverbindungen und
kovalent-allosterischen Inhibitoren analysiert. Um die Proteinstabilitéat quantifizieren zu
kdnnen, wurde das vor-inkubierte Protein mit Hilfe eines TSA-Assays vermessen und die
Schmelztemperaturen bestimmt (Abbildung 50).

Die Betrachtung der ICso-Werte der Akt1E7K-Inhibition ergibt keinen Potenzverlust fiir das
ATP-kompetitive Capivasertib, sodass diese Verbindung trotz der Mutation in der PH-
Domane weiterhin ein starker Inhibitor der Kinase-Aktivitat darstellt.” Dies ist auf den PH-
Domaénen-unabhangigen Bindungsmodus dieser Inhibitorklasse zuriickzufiihren, wobei die
katalytische ATP-Bindungstasche adressiert und die aktive Konformation stabilisiert wird,
welche ebenso durch die Mutation induziert wird. Zusatzlich wird dies dadurch bestarkt,
dass die Ligandenbindung durch Capivasertib keinen Einfluss auf die Stabilitat der Mutante
(Tm = 54 °C) als auch des Wildtyp-Proteins (Tm = 54 °C) im Vergleich zum Apo-Zustand
(jeweils Tm = 54 °C) hat. Im Gegensatz dazu flihrt die Bindung des allosterischen
Inhibitors Miransertib an das Wildtyp-Protein zu einer drastischen Steigerung der
Proteinstabilitat mit einer Erhéhung der Schmelztemperatur um 13 °C. Die Stabilisierung
der inaktiven PH-/n-Konformation und der damit verbundenen Einschrankung der
Flexibilitét der PH-Domane flihrt somit zu einer insgesamt stabileren Proteinkonformation
im Vergleich zur flexiblen PH-out-Konformation. Bei der Betrachtung der E17K-Mutante
allerdings wird diese Stabilitatssteigerung durch die allosterische Bindung von Miransertib
(Tm = 54 °C) aufgehoben, was ebenfalls durch den drastischen Verlust der inhibitorischen
Potenz unterstlitzt wird. Der Verlust der biochemischen Aktivitat auf der Mutante wird
prinzipiell auch in den ICso-Werten der kovalent-allosterischen Inhibitoren beobachtet.
Nichtsdestotrotz zeigen die Ergebnisse des TSA-Assays auch fir die E17K-Mutante eine
weiterhin bestehende deutliche Stabilisierung der inaktiven PH-/n-Konformation
(Tm = 65 °C) durch die irreversible Bindung von Borussertib. Mit der neuartigen
Inhibitorklasse von kovalent-allosterischen Akt-Inhibitoren, welche im Arbeitskreis
entwickelt wurden, konnte dieser Effekt mit der Verbindung RL2788 weiter gesteigert
werden, was sich auch in einer erhéhten biochemischen Aktivitat duBert.”

Insgesamt verdeutlichen diese Daten die effizientere allosterische Modulation der E17K-
Mutante durch die zusatzliche kovalente Adressierung, welche aus einer erhdhten
Stabilisierung der inaktiven Konformation resultiert. Insbesondere die innovativen
neuartigen CAAIs kdnnten somit vielversprechende Inhibitoren zur effizienten

* Bestimmung der HTRF ICso-Werte auf der Akt1E7%-Mutante durch Dr. Jorn Weisner (AG D. Rauh,
TU Dortmund).
 Synthese von RL2788 durch M. Sc. Sven Brandherm (AG D. Rauh, TU Dortmund).
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Adressierung der Akt1E’%-Mutante darstellen, wobei

der Selektivitatsvorteil

der

allosterischen Modulation im Vergleich zu ATP-kompetitiven Inhibitoren ausgenutzt wird.

Apo
T/ °C
72
68
64
RL2788 60 Capivasertib
IC50 = - ICSO =
lizo01nM 09=01nM
Borussertib Miransertib
IC50 = IC50 =
0.8 +0.3nM 1.4 £ 0.6 nM
Apo
Tm / °C
68
64
60
RL2788 Capivasertib
IC50 = 56 IC50 =
35+1nM 0.4 £0.1nM
1 17K
Borussertib Miransertib
ICSO = IC50 =
117 + 46 nM 256 + 100 NM

Abbildung 50: TSA-Assay zur Untersuchung der Proteinstabilitat nach Ligandenbindung durch verschiedene
Akt-Inhibitoren. A: Einfluss auf die Stabilitdt von Akt1"T mit den jeweiligen Akt1WT-HTRF ICso-Werten.
B: Einfluss auf die Stabilitat von Akt157% mit den jeweiligen Akt157%-HTRF ICso-Werten. Die Bindung der CAAIs
zeigt eine starkere Stabilisierung der inaktiven PH-/Konformation in der Akt1F7%-Mutante im Vergleich zum
allosterischen Inhibitor Miransertib, was sich in einer erhéhten biochemischen Potenz duBert. Die HTRF ICso-
Werte wurden durch Dr. Jérn Weisner bestimmt.
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3.4.3 Zellulare Charakterisierung von Akt-Inhibitoren zur Adressierung
von Akt1E1i7K

Die biochemische Steigerung der Effizienz der Akt1F!’K-Adressierung durch kovalent-
allosterische Inhibitoren im Vergleich zu allosterischen Modulatoren sollte im Rahmen
dieser Arbeit weitergehend in komplexeren zelluldren Modellsystem validiert werden. Mit
der KU-19-19 Zelllinie stand zwar eine Zelllinie, welche die Akt1E’K-Mutation aufweist, zur
Verfligung, diese zeigt jedoch aufgrund einer zuséatzliche NRAS®RR-Mutation keine
onkogene Abhdngigkeit vom PI3K/Akt-Signalweg. Daher ist eine Analyse des Einflusses
einer Akt-Inhibition auf die Zellproliferation mit dieser Zelllinie nicht aussagekraftig. Da
alternative kommerzielle Krebszelllinien, welche eine onkogene Abhadngigkeit von der
E17K-Mutante aufweisen, nicht zur Verfigung standen, sollte mit den murinen Ba/F3-
Zellen ein geeignetes Modellsystem zur Untersuchung des Einflusses der Akt1E7K-
Inhibition auf die Zellproliferation generiert werden.

3.4.3.1 Exkurs: Retrovirale Transduktion zur Generierung von Ba/F3-
Modellsystemen

Die rasche experimentelle Untersuchung neuartig identifizierter Mutationen eines Proteins
zur Evaluierung der Relevanz und einer mdglichen Adressierung ist im Zeitalter der
personalisierten Medizin von groBter Bedeutung flir die Identifizierung eines potentiellen
Therapieansatzes. Ein daflir prominentes zellulares Modellsystem basiert auf der murinen
pro-B-Zelllinie Ba/F3, deren Uberlebens- und Proliferationssignale von der exogenen
Zufuhr des Wachstumsfaktors Interleukin-3 (IL-3) abhdngig sind.??! Insbesondere die
hohe Proliferationsrate und die einfache Einbringung von Transgenen (GolI, engl. gene of
interest) durch beispielsweise retrovirale Transduktion macht diese Zelllinie besonders
attraktiv fur die Erforschung diverser klinisch relevanter Mutanten. Dabei wird die IL-3-
abhangige Proliferation der Ba/F3-Zellen ausgenutzt, welche den Entzug des
Wachstumsfaktors nicht (berleben. Durch die Integration dominanter Onkogene Uliber
retrovirale Transduktion kann jedoch die Abhangigkeit des Zelliiberlebens vom IL-3-
induzierten Signalweg auf das konstitutive Proliferationssignal der Treibermutation
transferiert werden, sodass eine onkogene Abhangigkeit der Ba/F3-Zellen vom Transgen
erreicht werden kann (Abbildung 51). Im Feld der Kinase-Forschung konnte dieses System
bereits fiir eine Vielzahl von Onkogenen, wie beispielsweise der Bcr-Abl-Kinase, c-Kit oder
EGFR, etabliert werden.???
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I. Herstellung des II. Infektion von III. Erzeugung einer

retroviralen Vektors Ba/F3-Zellen onkogenen Abhangigkeit
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Abbildung 51: Schematische Darstellung der retroviralen Transduktion von murinen Ba/F3-Zellen zur
Darstellung einer onkogenen Abhdngigkeit. Durch Co-Transfektion eines Transfer- (pBABE) und
Verpackungsplasmids (pCL-Eco) in HEK293T-Zellen werden retrovirale Vektoren generiert, welche das
Transgen (Gol, engl. gene of interest) durch Infektion von Ba/F3-Zellen in das Wirtsgenom integrieren. Durch
sukzessiven Entzug des Wachstumsfaktors IL-3 wird eine onkogene Abhangigkeit der Ba/F3-Zellen vom
Transgen erzeugt.

Durch die Transduktion der Ba/F3-Zellen lber retrovirale Vektoren, welche auf dem
Genom des murinen Leukamie-Virus (MLV) basieren, kann eine stabile Integration eines
Transgens in das Wirtsgenom wahrend der Zellteilung erreicht werden.??® Die Herstellung
des viralen Vektors kann dabei unter anderem durch die Co-Transfektion eines
Transferplasmids, wie beispielsweise dem pBABE-Vektor, und eines Verpackungsplasmids
in HEK293T-Zellen erfolgen.??* Das Transferplasmid enthdlt sowohl die Sequenz des
einzubringenden Transgen, als auch verschiedene regulatorische Elemente fir die
Integration und Expression in der Wirtzelle. AuBerdem vermittelt der pBABE-Vektor eine
Puromycin-Resistenz, die eine Selektion der infizierten Ba/F3-Zellen ermdglicht.??* Das
Verpackungsplasmid enthdlt die viralen Genombereiche gag, po/ und env, welche die
genetischen Informationen fur die essentiellen viralen Strukturproteine der Matrix und des
Kapsids (gag), der fir die Integration notwendigen Protease, Reversen Transkriptase und
der Integrase (pol) sowie der viralen Hiillproteine (env) codieren.?? Die Co-Transfektion
dieser Plasmide in der einfach zu transfizierenden humanen embryonalen Nierenzelllinie
HEK293T flhrt somit zur Generierung virusahnlicher Partikel, den sogenannten
retroviralen Vektoren.??® Diese retroviralen Vektoren kénnen anschlieBend zur Infektion
der Ba/F3-Zellen verwendet werden, wobei die virale RNA durch die reverse Transkriptase
zunachst in doppelstrangige DNA transkribiert wird. Wahrend der Zellteilung kann diese
an einen zufdlligen Integrationsort im Wirtsgenom eingebracht werden, sodass theoretisch
eine stabile Expression des Transgens Uber die vollstandige Lebensdauer der Ba/F3-Zellen
erfolgen kann.??” Die IL-3-unabhangige Proliferation der Ba/F3-Zellen, deren Wachstum
stattdessen vom Uberlebenssignal des eingebrachten Onkogens abhéngig ist, kann ein
leistungsfahiges Werkzeug zur Untersuchung der Sensitivitdt der Zellen gegeniber
verschiedenen Wirkstoffen darstellen.
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Dies ermdglicht die Entwicklung neuartiger Therapieansatze, sodass das Ba/F3-System
daher ein beliebtes Modellsystem in der Medizinischen Chemie darstellt.

3.4.3.2 Etablierung des murinen Ba/F3-Systems zur Darstellung der
onkogenen Abhdngigkeit von Akt1F17K

Flr die Produktion des endogenen Retrovirus in HEK293T-Zellen und anschlieBender
Infektion der murinen Ba/F3-Zellen wurde ein kommerziell erhadltlicher pBABE-Vektor
(Addgene) verwendet, welcher bereits das Aktl Wildtyp-Gen und eine Puromycin-
Resistenz als Selektionsmarker enthielt.??* Durch ortsgerichtete Mutagenese wurde in
diesen Vektor die E17K-Mutation eingebracht. Weiterhin sollte eine Ba/F3-Zelllinie
generiert werden, welche eine Abhangigkeit vom Signal des Akt1-Wildtyps zeigt, wofir die
Kinase mit einem N-terminalen Myristoyl-Tag versehen wurde. Dies fihrt zu einer
dauerhaften Lokalisation an der Plasmamembran und einer damit verbundenen
konstitutiven Aktivitdt des Proteins. Das Akt1-Gen aus dem kommerziell erhaltenen pBABE-
Vektor wurde daher in einen anderen pBABE-Vektor subkloniert, welcher den Myristoyl-
Tag bereits enthielt. Die generierten pBABE-Vektoren dienten als Transferplasmide zur
Einbringung des Aktl-Gens in das virale Genom, wobei die weiteren genetischen
Informationen Uber das Verpackungsplasmid pCL-Eco vermittelt wurden.??* Diese beiden
Plasmide wurden Uber das TransIT-LT1 Transfektionsreagenz (Mirus Bio LLC) in HEK293T-
Zellen eingebracht und die Zellen flir 72 Stunden kultiviert. Der so produzierte ecotrope
Retrovirus wurde isoliert und die Ba/F3-Zellen direkt infiziert, wobei jedoch keine
Bestimmung des Virustiters erfolgte. Die Infektion der Ba/F3-Zellen wird im Folgenden am
Beispiel der Integration der Akt1E’%-Mutante beschrieben.

Eine Verfolgung der Zellzahlen nach 48-stiindiger Infektion zeigte eine Stagnation der
Proliferation, wahrend fiir die nicht-infizierten, parentalen Zellen in diesem Zeitraum ein
starkes Wachstum beobachtet werden konnte (Abbildung 52A). Die anschlieBende
Selektion der infizierten Zellen mit Puromycin, welche nach erfolgreicher Infektion eine
Resistenz gegentiber diesem Antibiotikum aufweisen, flihrt zu einer leichten Reduktion der
Zellzahl nach 48 Stunden, wahrend parentale Zellen die Kultivierung mit Puromycin nicht
Uberleben. Dies lasst auf eine hohe Infektionsrate und somit erfolgreiche Transduktion
eines signifikanten Anteils an Ba/F3-Zellen schlieBen. Nach 5-tdgiger Selektion konnte
zudem eine Verdopplung der Zellzahl und gesteigerte Viabilitat beobachtet werden,
wodurch eine Erholung der Zellen von der Infektion deutlich wird.
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Abbildung 52: Wachstumsverhalten transduzierter Ba/F3-Zellen mit dem Transgen Akt1E7K, A: Zellzahlen
viabler Zellen nach Infektion mit dem Retrovirus und Selektion mit Puromycin. Die Zellzahlen der infizierten
Ba/F3-Zellen bleiben relativ stabil. B: Zellzahlen der infizierten Ba/F3 Akt1F17X-Zellen wahrend des sukzessiven
IL-3-Entzugs. Nach jeweils 2 Tagen (Tag 2) wurde die Zellzahl bestimmt und anschlieBend eine Subkultivierung
in einem Verhaltnis von 1:10 durchgefiihrt. Nach weiteren 2 Tagen (Tag 4) wurde erneut die Zellzahl bestimmt.
Das Zellwachstum erholt sich innerhalb weniger Tage nach Reduktion von IL-3.

Um die initiale IL-3-bedingte Abhangigkeit der Proliferation auf eine Abhangigkeit von dem
durch die Akt1E’%-Mutante resultierenden Proliferationssignal zu transferieren, wurde die
Methode der sukzessiven Reduktion der IL-3-Konzentration wahrend der Kultivierung
gewahlt. Eine Kultivierung der parentalen Zelllinie fihrt unter vollsténdiger Abwesenheit
von IL-3 zu einem radikalen Verlust der Uberlebensfahigkeit, sodass bei fortwéhrender
Proliferation der infizierten Zellen von einer Abhangigkeit von dem eingebrachten Onkogen
ausgegangen werden kann. Nach anfanglicher Kultivierung mit 10 ng/mL, wurde die IL-3-
Konzentration nach jeweils viertagiger Kultivierung auf 5, 2,5 und 1 ng/mL reduziert sowie
anschlieBend vollsténdig entfernt. Insgesamt zeigte das Wachstumsverhalten wahrend der
Kultivierung mit der jeweiligen IL-3-Konzentration einen raschen Anstieg der Zellzahl
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(Abbildung 52B). Unter vollstandiger Abwesenheit von IL-3 konnte jedoch zunachst eine
Stagnation der Proliferation Uber mehrere Tage verzeichnet werden. Dies kann
mdoglicherweise auf einen nicht ausreichend hohen Selektionsdruck wahrend der
langwierigen Entzugsphase mit IL-3 zurlickgeflhrt werden. Durch die standige
Anwesenheit des Wachstumsfaktors kdnnte eine Subpopulation entstanden sein, welche
keine signifikante Abhdngigkeit der Proliferation von dem eingebrachten Onkogen
aufweist. Die Aufrechterhaltung dieser eher parentalen Eigenschaften kann sich jedoch
unter Abwesenheit von IL-3 nicht durchsetzen, sodass ausschlieBlich die vom onkogenen
Signal abhangigen Ba/F3-Zellen proliferieren kdnnen. Dies auBert sich ebenfalls in der
deutlichen Steigerung des Wachstums nach ca. 10-tagiger Kultivierung ohne den initialen
Wachstumsfaktor IL-3. Eine Mdglichkeit, um die anfangliche Stagnation durch die
unzureichende Abhdngigkeit der Proliferation vom onkogenen Signal zu verhindern,
konnte eine Verkiirzung der IL-3-Entzugsphase liefern.??

Insgesamt deutet das langzeitig stabile Wachstum der infizierten Ba/F3-Zellen eine
erfolgreiche Transduktion mit dem Akt1f7K-Gen und dem Erreichen einer durch das
onkogene Signal-bedingten Proliferation hin. Um die Einbringung des Zielproteins und
dessen Auswirkung auf die Signalweiterleitung zu untersuchen, wurden intrazelluldre
Veranderungen im Vergleich zur parentalen Zelllinie mit Hilfe von Western Blots analysiert
(Abbildung 53A). Die Verwendung eines Aktf’K-spezifischen Antikorpers konnte die
Prasenz der Akt-Mutante in lediglich der transduzierten Ba/F3 Akt1E!’K-Zelllinie
nachweisen, sodass die Einbringung des Zielgens erfolgreich war. Die weitere Betrachtung
der Akt-Aktivitat zeigt zudem eine Phosphorylierung von Akt an der Aktivierungsstelle
Ser473, welche in der parentalen Zelllinie ausbleibt und somit dem Einfluss der
eingebrachten E17K-Aktivierungsmutante zugeordnet werden kann. Zusatzlich deutet eine
verstarkte Phosphorylierung des Proteins PRAS40 auf die Aktivierung nachgeschalteter
Signalwege hin. Das Ribosomale Protein S6 dagegen, welches an der Regulation der
Zellproliferation beteiligt ist, zeigt im Vergleich zur parentalen Zelllinie eine schwachere
Phosphorylierung in den IL-3-unabhangigen Ba/F3 Akt1E17K-Zellen.?2° Moglicherweise kann
dies auf eine IL-3-induzierte erhdhte Erkl/2-Aktivitat in den parentalen Ba/F3-Zellen
zurlickgefiihrt werden, welches ebenso die Aktivierung des Proteins S6 kontrolliert.'%* Die
Ba/F3-Zellen, welche mit dem myristoylierten Wildtyp-Protein transduziert wurden, zeigen
insgesamt die gleichen Effekte wie die Ba/F3 Akt1F17K-Zellen, wobei jedoch prinzipiell eine
starkere Aktivierung von Akt und den nachgeschalteten Proteinen beobachtet werden
kann.

Um einen Hinweis auf eine onkogene Abhangigkeit von der Akt1E7K-Mutation zu erlangen,
wurde zudem eine Inhibition des Akt-Signals durch 4-stiindige Inkubation der
transduzierten Zellen mit dem kovalent-allosterischen Akt-Inhibitor Borussertib untersucht
(Abbildung 53B). Die Behandlung der Zellen mit Borussertib flhrt zu einer erwarteten
vollstandigen Reduktion der Akt-Aktivitat und Inhibition der nachgeschalteten Signalwege.
Besonders interessant ist zudem das erhdhte Level des gespaltenen PARP-Proteins
(cPARP), was eine Induktion der Apoptose nach Borussertib-Behandlung und dessen anti-
proliferative Aktivitat verdeutlicht.
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Neben der beobachteten IL-3-Wachstumsfaktor-unabhdngigen Proliferation flhrte dies zu
der initialen Annahme einer onkogenen Abhéangigkeit der Zelllinie vom Akt1E7%-Signal, was
im Rahmen des CellTiter-Glo Assays (Promega) weiter validiert werden sollte.
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Abbildung 53: Western Blot Analysen der transduzierten Zelllinie Ba/F3 Akt1E7X, A: Vergleich der
intrazelluldren Einfliisse durch Einbringung von Akt1F7K und myristoyliertem Akt1WT im Vergleich zur
parentalen Zelllinie. Sowohl die erfolgreiche Insertion des Zielgens als auch die Aktivierung des Proteins und
nachgeschalteter Signalwege konnte nachgewiesen werden. B: Untersuchung der onkogenen Abhangigkeit
durch Inhibition mit 1 pM Borussertib fiir 4 Stunden fiihrt zur Inhibition des Akt-Signals und Induktion der
Apoptose.

Mit dem verwendeten Protokoll konnte insgesamt ein murines Ba/F3-Modellsystem zur
Darstellung der onkogenen Abhangigkeit von der Akt1E7K-Mutante generiert werden. Dies
ermdglicht eine Charakterisierung von verschiedenen Verbindungen hinsichtlich ihrer anti-
proliferativen Aktivitat im Rahmen des CTG-Assays. Somit kann eine Untersuchung einer
moglichen effizienten Adressierung der onkogenen Aktivierungsmutation Akt1E% durch
kovalent-allosterische Inhibitoren erfolgen.

3.4.3.3 Zelluldre Charakterisierung von Akt-Inhibitoren im Ba/F3 Akt1Fi7k-
Modellsystem

Flr die Vermessung verschiedener Verbindungen im Rahmen des CTG-Assays (Promega)
wurde zundchst eine Zellzahl festgelegt, welche im linearen Bereich der Lumineszenz-
Intensitat liegt, um eine Proportionalitat zur Viabilitat zu erreichen (Kapitel 6.7, Abbildung
67). AnschlieBend wurden Dosis-Wirkungskurven mit den Ba/F3 Akt1®7K zur zelluldren
Charakterisierung verschiedener Referenzverbindungen und kovalent-allosterischer Akt-
Inhibitoren aufgenommen und die jeweiligen ECso-Werte bestimmt (Tabelle 3-5).
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Tabelle 3-5: Bestimmung der ECso-Werte verschiedener Referenzverbindungen und kovalent-allosterischer
Akt-Inhibitoren in der Ba/F3 Akt1E7K-Zelllinie.

Akt1E17K Ba/F3 Akt1f17K
HTRF ICso / nM* CTG ECso / NM
Inhibitor

ATP-kompetitive  Capivasertib 0,9 * o1 290 + 103
Akt-Inhibitoren Ipatasertib 1,5 £ 07 191 * 57
Allosterische MK-2206 4800 * 1800 254 = 81
Akt-Inhibitoren Miransertib 256 * 100 103 * 23
Borussertib 117 * 46 46 + 9

RL1782 840 * 226 274 £ 13°
CAAIs RL2788 35 £ 1,0 22 £ 6
RL3159 35 11 19 = 7
RL3160 2,8 £ 1,2 14 £ 5

PI3K-Inhibitor Pictilisib n.b. 4987 * 273
MEK-Inhibitor Trametinib n.b. > 30000 *+ 0

a Zweifach-Messung; n.b. nicht bestimmt.

Insgesamt zeigt die Ba/F3 Akt1F17%-Zelllinie eine ausgesprochene Sensitivitdt gegeniiber
einer Akt-Inhibition mit den verschiedenen Verbindungen. Im Gegensatz dazu weist die
Zelllinie gegentiber Inhibitoren, welche nicht den PI3K/Akt-Signalweg adressieren, wie
beispielsweise dem MEK-Inhibitor Trametinib, einen deutlichen Sensitivitatsverlust auf.
Dies bestarkt die Annahme der onkogenen Abhdngigkeit der Zelllinie vom Uberaktivierten
Akt-Signal. Weiterhin flhrt eine Inhibition der Akt-vorgeschalteten Kinase PI3K durch den
Inhibitor Pictilisib?>® nur zu einer moderaten Inhibition der Zellproliferation, was die
konstitutive Signalweiterleitung durch die E17K-Mutation in Akt zusatzlich unterstreicht.
Durch Kontrollexperimente mit der parentalen Ba/F3-Zelllinie, in welcher keine
signifikanten anti-proliferativen Effekte der Akt-Inhibitoren beobachtet werden konnten,
konnte auBerdem die spezifische Inhibition des Zielproteins und somit vermutlich keine
generellen zytotoxischen Effekte der Inhibitoren in den Ba/F3-Zellen verdeutlicht werden

* Bestimmung der HTRF ICso-Werte durch Dr. Jorn Weisner und M. Sc. Lena Quambusch (AG
D. Rauh, TU Dortmund).
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(Kapitel 6.7.2, Tabelle 6-10). Die Resultate unterstreichen demnach die Anwendbarkeit
dieses artifiziellen Zellmodells flir die Charakterisierung der Akt-Inhibitoren hinsichtlich der
Adressierung von Akt1El7¥,

Interessanterweise fiihrt die ATP-kompetitive Inhibition mit Capivasertib und Ipatasertib
in den Ba/F3 Akt1El’K-Zellen zu eher moderaten anti-proliferativen Aktivitdten, welche
jedoch im biochemischen Kontext durch duBerst potente Inhibition der isolierten Mutante
herausstechen. Eine mégliche Erkldrung dieses Potenzverlusts im zelluldaren Modellsystem
kdnnte die von VIVANCO et al. beschriebene fehlende Inhibition der nicht-katalytischen
Funktionen von Akt liefern.'®® Durch die Aufrechterhaltung der aktiven PH-out
Konformation durch Ligandenbindung ATP-kompetitiver Inhibitoren, wird zwar die durch
Phosphorylierungen-bedingte Signalweiterleitung unterdriickt, jedoch bleiben die bisher
nicht vollstdndig aufgeklarten konformations-abhdngigen Funktionen von Akt bestehen,
sodass weiterhin ein Uberlebenssignal (ibermittelt wird. Da die in Zellen bestehenden
komplexen Interaktome im biochemischen Assay nicht prasent sind, ist der verwendete
HTRF-Assay nicht pradiktiv fir die tatsachliche inhibitorische Aktivitat ATP-kompetitiver
Akt-Inhibitoren im zelluldren Kontext. Dies unterstiitzt zudem die Relevanz eines zelluldren
Modellsystems zur validen Untersuchung einer Akt-Adressierung, welches im Rahmen
dieser Arbeit durch die Generierung der Ba/F3 Akt1E’K-Mutante etabliert werden konnte.

Die zelluldren Potenzen der allosterischen Referenzinhibitoren MK-2206 und Miransertib
weisen im Vergleich zu den ATP-kompetitiven Inhibitoren keine signifikante Steigerung
auf. Die kovalent-allosterischen Inhibitoren dagegen erreichen mit ECso-Werten im unteren
nanomolaren Bereich signifikante anti-proliferative Aktivitdten in der Ba/F3 Akt1F17K-
Zelllinie. Insgesamt kann eine gute Korrelation der gemessenen ECso-Werte mit den
biochemischen Potenzen fir die allosterischen und kovalent-allosterischen Akt-Inhibitoren
beobachtet werden. Aufgrund der stabilisierten inaktiven PH-/n-Konformation werden
zelluldr sowohl aktivitats- als auch konformations-abhangige Signale gehemmt, sodass der
biochemische Assay als pradiktiv flir die Zellantworten allosterischer Akt-Inhibitoren
betrachtet werden kann. Insbesondere die neuartigen kovalent-allosterischen Inhibitoren
RL2788, RL3159 und RL3160 kénnen eine starke Inhibition der Proliferation erreichen.
Dies steht ebenso im Einklang mit der biochemischen Aktivitdat und den im TSA-Assay
bereits gezeigten gesteigerten Stabilisierung der inaktiven PH-/7Konformation durch
Bindung der kovalenten CAAIs im Vergleich zum allosterischen Inhibitor Miransertib. Um
die Uberlegenheit der kovalent-allosterischen Inhibitoren zudem intrazellulér zu validieren,
wurden weiterhin die in vitro pharmakodynamischen Einfliisse in der Ba/F3 Akt1El7K-
Zelllinie untersucht (Abbildung 54).

111



(o]
Y . Q
:é P Q\"b ?\‘ e ¢

pAkts473 | P

tAktEL7K |-— A . — — - |
—=|
g ————

CPARP |-._“-—“|

pS65235/236 | =

- — O,

PPRAS40™C | quue

B-Actin | N N — |
Ba/F3 AKt1E17K

C RL3160 / nM
0‘“"0 oSS ~,°°°
pAKkts473 |-.__ |
R
S
pPRAS40T246 |'4 e A |
B-Actin s A st s |

Ba/F3 Akt1E17K

O

[y

(=]

o
1

N
4]
1

pAKT*3_Level / %
N wu
0'1 o

o

» O O O
N s@ 6,°

s
RL3160 / nM

Abbildung 54: In vitro pharmakodynamische Einfliisse der verschiedenen Akt-Inhibitoren in Ba/F3 Akt1EL7K-
Zellen nach 4-stiindiger Behandlung. A: Vergleich von jeweils 1 uM der Inhibitoren. B: Quantifizierung des
Levels an gespaltetem PARP-Protein (cPARP). C: Dosis-abhangige Inhibition mit dem CAAI RL3160 und dem
allosterischen Inhibitor Miransertib. D: Quantifizierung der pAKTS473-Level nach Behandlung mit den jeweiligen
Inhibitoren. Durch die CAAIs wird eine effektivere intrazelluldare Akt-Inhibition und Apoptose-Induktion im
Vergleich mit den gezeigten Inhibitoren erreicht. Fiir die Quantifizierung der Western Blots wurde die Software
Image Studio Lite (LI-COR Biosciences) verwendet. Die Intensitéten der jeweiligen Banden wurden dabei
zunachst auf das Aousekeeping-Protein B-Actin derselben Bahn und anschlieBend auf die DMSO-Kontrolle
normalisiert. Aufgrund lediglich einmaliger Durchfiihung der Western Blot-Analysen konnten keine

Standardabweichungen angegeben werden.
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Eine allosterische und kovalent-allosterische Inhibition zeigt eine deutliche Hemmung des
pAKTS*73-Signals und der Phosphorylierung der Akt-Substrate S6 und PRAS40, wahrend
die ATP-kompetitive Verbindung Capivasertib eine durch dessen Wirkungsmechanismus
bekannte Hyperphosphorylierung von Akt hervorruft (Abbildung 54A). Durch die
konstitutive Lokalisation von Akt an der Plasmamembran in der aktiven PH-out
Konformation, welche durch die ATP-kompetitiven Inhibitoren stabilisiert wird, kann die
Dephosphorylierung der Aktivierungsstellen durch PP2A und PHLPP1 aufgrund
eingeschrankter Zuganglichkeit nicht erfolgen.?! Zudem wird ein verminderter Effekt von
Capivasertib auf die Akt-nachgeschalteten Proteine, wie PRAS40, deutlich.
ErwartungsgemaB weist auch der PI3K-Inhibitor Pictilisib lediglich eine moderate Inhibition
des Akt-Signals auf, was im Einklang mit der geringen zelluldren Potenz im Viabilitdtsassay
steht. Insbesondere die Betrachtung der Apoptose-Induktion verdeutlicht jedoch die
Effizienz der (kovalent-)allosterischen Inhibition, da im Vergleich mit Capivasertib und
Pictilisib deutlich erhéhte Level an gespaltenem PARP-Protein fiir Borussertib, RL3160 und
Miransertib vorliegen (Abbildung 54B). Die kovalente Adressierung verstarkt den pro-
apoptotischen Effekt zudem, was sich ebenfalls in der erhéhten anti-proliferativen Aktivitat
der CAAIs im Viabilititsassay widerspiegelt. Um die Uberlegenheit der CAAIs gegeniiber
den allosterischen Akt-Inhibitoren weiter aufzulésen, wurden auBerdem dosis-abhangige
Einflisse von RL3160 und Miransertib auf die /n vitro-Pharmakodynamik in den Ba/F3
Akt1F17%-Zellen  untersucht  (Abbildung 54C). Die Betrachtung des  Akt-
Phosphorylierungslevels zeigt dabei eine verminderte Inhibition der Akt-Aktivitat durch den
allosterischen Akt-Inhibitor Miransertib im Vergleich zu RL3160 (Abbildung 54D). Zudem
werden gesteigerte Effekte auf die Reduktion der PRAS40-Phosphorylierung durch RL3160
deutlich. Insgesamt bestérken die Western Blot-Analysen somit die bereits im
Viabilitédtsassay erwiesene zelluldre Effizienz der CAAIs, wobei insbesondere die neuartige
Inhibitorklasse von kovalent-allosterischen Inhibitoren, vor allem mit der Verbindung
RL3160, einen vielversprechenden Ansatz zur Adressierung der onkogenen Akt1E17K-
Mutante darstellen kénnten.
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3.4.4 Zusammenfassung und Ausblick

Die strukturbasierte Entwicklung von Inhibitoren, welche die onkogene Akt1E!’K-Mutante
adressieren, erfordert detaillierte Einblicke in den Einfluss dieser Mutation auf die
Proteinkonformation sowie das veranderte Interaktionsprofil mit den verschiedenen Akt-
Inhibitoren. Die Erhaltung einer Kristallstruktur dieser Mutante ist daher von groBter
Relevanz. Im Rahmen dieser Arbeit konnte ein Expressions- und Reinigungsprotokoll
etabliert werden, welches zur Isolierung des Proteins in hohen Ausbeuten und ordentlicher
Reinheit flhrt. Im Vergleich zum Wildtyp-Protein erwies sich dabei ein verandertes Muster
an Phosphorylierungen, welche aus der Expression in Sf9-Zellen resultieren. Die
zahlreichen anschlieBenden Kristallisationsansatze, sowohl unter Verwendung der
phosphorylierten als auch dephosphorylierten Proteinlésung, flhrten zundachst lediglich
zum Wachstum von Spharoliten. Nach Variation verschiedenster Parameter und durch die
Durchfiihrung mehrerer Optimierungsexperimente konnten allerdings keine Kristallformen
erzeugt werden, welche flir Réntgenbeugungsexperimente geeignet sind. Die Co-
Inkubation mit dem Inhibitor RL3160, ein neuartiger kovalent-allosterischen Inhibitor mit
hoher biochemischer Aktivitdt auf der Akt1E’“-Mutante, fiihrte jedoch durch erneute
Screening-Experimente zum Wachstum von Nadelclustern. Somit konnten letztlich
vielversprechende Kristallisationsbedingungen identifiziert werden, deren Optimierung
maoglicherweise zu Kristallen flihren kénnte, die die erstmalige Strukturbestimmung der
Akt1E17K-Mutante ermdglichen. Dabei konnten beispielsweise Seeding-Experimente oder
Additiv-Screenings zielfihrend sein.

Die biochemische Charakterisierung der Akt1®!’%-Adressierung durch verschiedene Akt-
Inhibitoren im Rahmen eines TSA-Assays verdeutlichte auBerdem eine effizientere
allosterische Inhibition durch die zusatzliche kovalente Adressierung, welche sich in einer
erhdhten Stabilisierung der inaktiven PH-/n-Konformation durch die CAAIs im Vergleich zu
Miransertib duBerte. Weitere Mdoglichkeiten zur Untersuchung einer veranderten
Proteindynamik der Akt1E’-Mutante im Vergleich zum Wildtyp kdnnten beispielsweise die
Wasserstoff-Deuterium-Austausch-Massenspektrometrie (HDX-MS, engl.
hydrogen/deuterium exchange mass spectrometry) oder die Elektronenspinresonanz
(EPR)-Spektroskopie liefern, wobei letztere bereits im Arbeitskreis im Rahmen eines
Kooperationsprojekts realisiert wird.” Diese Experimente ermdglichen zudem die
Validierung der unterschiedlichen Stabilisierung der inaktiven Proteinkonformation durch
die Bindung der verschiedenen Akt-Inhibitoren.

Um diese Beobachtung auch im zelluldren Kontext zu validieren, wurde im Rahmen dieser
Arbeit ein Ba/F3-Modellsystem etabliert, in welches die Akt1E7K-Mutante durch retrovirale
Transduktion eingebracht und eine onkogene Abhdngigkeit vom Akt-Signal induziert
wurde. Die Charakterisierung dieser Zelllinie erwies die Anwendbarkeit zur Evaluierung der
anti-proliferativen Aktivitaten verschiedener Inhibitoren. Dabei konnte insbesondere das
Defizit ATP-kompetitiver Akt-Inhibitoren beziglich einer effizienten zelluldren Aktivitat

* EPR-Messungen in Kooperation mit der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. M. Drescher (Universitat
Konstanz).
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nachgewiesen werden, welche auf die fehlende Inhibition nicht-katalytischer Funktionen
zurlickgefuihrt werden kann. Auch allosterische Referenzinhibitoren wiesen eine eher
moderate zellulare Potenz auf, wahrend die kovalent-allosterischen Inhibitoren deutliche
anti-proliferative Aktivitaten mit ECso-Werten im unteren nanomolaren Bereich erzielen.
Diese Ergebnisse konnten zusatzlich durch die Betrachtung der in vitro
pharmakodynamischen Einfllisse bestatigt und die spezifische on-target-Inhibition gezeigt
werden.

Insgesamt stellen die kovalent-allosterischen Akt-Inhibitoren aufgrund der gesteigerten
inhibitorischen Aktivitat im Vergleich zur allosterischen Verbindung Miransertib einen
auBerst vielversprechenden Ansatz zur effizienten Adressierung der aktivierenden Akt1517K-
Mutante dar. Darliber hinaus unterstreicht die zusatzliche Inhibition der nicht-katalytischen
Funktionen im Gegensatz zu den ATP-kompetitiven Inhibitoren, welche lediglich die
katalytische Aktivitat inhibieren, das Potential der CAAIs. Insbesondere die neuartige
Inhibitorklasse der CAAIs kdnnte dabei effiziente Modulatoren im Rahmen weiterflihrender
in vivo-Experimente, wie beispielweise in Xenograft-Modellen mit der hier etablierten
Ba/F3 Akt1E7K-Zelllinie, liefern.
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3.5 Kristallisation von c-Kit und PDGFR«

Gastrointestinale Stromatumoren (GIST) stellen die hdufigsten Sarkom-Erkrankungen des
gastrointestinalen Trakts dar und sind haufig mit Metastasen-Bildung verbunden. In 85 %
der Fdlle ist die Entstehung dieser Tumore auf genetische Lasionen in der
Rezeptortyrosinkinase c-Kit sowie mit 8 %-iger Haufigkeit auf Mutationen in PDGFR«
zurlickzufiihren, sodass diese Kinasen attraktive Zielproteine fiir einen personalisierten
Therapieansatz darstellen.3>?3? Dies wird insbesondere dadurch unterstiitzt, dass
klassische Behandlungsmethoden, wie die Strahlen- und Chemotherapie, fir
metastasierende GIST-Tumore ineffektiv sind.”* Im Gegensatz dazu flhrte die
zielgerichtete Krebstherapie mit spezifischen c-Kit- und PDGFRa-Inhibitoren, wie
beispielsweise den Typ II-Kinaseinhibitoren Imatinib und Sunitinib, zu einem Durchbruch
des klinischen Erfolges der GIST-Behandlung und deutlicher Steigerung der
Uberlebensrate.’>* Dennoch konnte bei 80 % der Patienten ein erneutes
Tumorwachstum und somit eine Resistenzentwicklung beobachtet werden, welche durch
weitere Sekundarmutationen der adressierten Tyrosinkinasen hervorgerufen werden.?>
Die Entwicklung der meisten zur Therapie von GIST verwendeten Kinase-Inhibitoren
erfolgte auBerdem urspringlich nicht fur die Behandlung dieser Tumorerkrankungen. Der
Inhibitor Imatinib ist beispielsweise zur Adressierung der Bcr-Abl-Kinase im Kontext von
chronischer myeloischer Leukdmie (CML) entstanden und GIST-Tumore stellten die ersten
soliden Tumore dar, welche mit diesem Wirkstoff behandelt werden konnten.?® Ein starker
Fokus auf das Erreichen einer hohen Selektivitdt und Potenz gegeniber den fur GIST
relevanten Tyrosinkinasen c-Kit und PDGFR« im Rahmen der praklinischen Entwicklung
neuartiger Inhibitoren, kénnte fiir die Uberwindung der Resistenzentwicklung jedoch
zielfhrend sein. Somit ist die Darstellung und intensive Charakterisierung derartiger
Inhibitoren von gréBtem Interesse, woflir erneut das strukturbasierte Wirkstoffdesign ein
wichtiges Werkzeug darstellt.?%

Um die strukturbasierte Entwicklung neuartiger c-Kit- und PDGFRea-Inhibitoren zu
ermdglichen, ist analog zur Aktl-Kinase die Etablierung eines validen
Kristallisationssystems unerlasslich. Daher sollten die bereits etablierten Methoden auch
fur die Rezeptortyrosinkinasen c-Kit und PDGFR« im Rahmen dieser Arbeit angewandt
werden und die Kristallisation dieser Proteine erfolgen, was im folgenden Kapitel naher
erlautert wird.
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3.5.1 Design der c-Kit- und PDGFRa-Kristallisationskonstrukte

Fir die Kristallisation von c-Kit beschrankt sich das Konstrukt auf die Juxtamembran-
(JMD) und Kinase-Domanen, wobei das C-terminale Ende (935-976) nicht enthalten ist.
Somit umfasst es die Aminosduren 551-934 (Uniprot-ID: P10721). Angelehnt an eine
bereits publizierte Kristallstruktur der c-Kit-Kinase-Domadne (PDB: 6GQK) enthadlt die
Aminosdurensequenz eine Deletion des kinase insert loop in der C-terminalen Subdomane
(688-765), welche durch eine alternative Sequenz ersetzt wurde (Kapitel 4.4.2).23” Zudem
sind zahlreiche Punktmutationen enthalten. Das durch GeneArt AG synthetisierte Gen im
pET-15b-Vektor wurde auBerdem N-terminal mit einem Hise-Tag sowie einer
nachfolgenden Erkennungssequenz flir die Thrombin-Protease versehen. Die Expression
in £. coli sollte unter Co-Expression der Tyrosin-Phosphatase YopH erfolgen, um eine
maoglicherweise flir die Zellen toxische Phosphorylierung anderer Proteine durch das
exprimierte c-Kit zu verhindern. Daftir wurde eine Subklonierung des c-KIT-Gens in einen
pCDFDuet-1 Dualvektor (Merck Millipore) vorgenommen, welcher das Gen der
katalytischen Domadne der YopH-Phosphatase bereits enthielt. Das PDGFRa-
Kristallisationskonstrukt der Kinase-Domadne basiert ebenfalls auf der Sequenz einer
bereits publizierten Struktur (PDB: 5GRN), wobei es die Aminosdauren 550-973 (Uniprot-
ID: P16234) unter Deletion des Bereiches von 697-768 in der C-terminalen Subdomane
umfasst. Das durch GeneArt AG synthetisierte Gen liegt einem pIEX/Bac-3-Vektor vor und
ist somit kompatibel flir die Expression in Insektenzellen nach dem BacMagic-Protokoll
(Merck Millipore). AuBerdem ist es ebenfalls N-terminal mit einem Hisio-Tag sowie einer
sich anschlieBenden Erkennungssequenz der PreScission-Protease versehen.

In beide dargestellten DNA-Konstrukte von c-Kit und PDGFR« wurden durch ortsgerichtete
Mutagenese einige bis dato klinisch relevante Mutationen eingebracht, sodass insgesamt
elf Konstrukte fiir die Kristallisation der Proteine zur Verfligung standen (Tabelle 3-6)."2%8
Die initiale Etablierung der Kristallisation sollte zundachst mit den jeweiligen Wildtyp-
Proteinen erfolgen.?* Da die Reproduktion der Literaturbedingungen sowie die zahlreichen
Screening-Experimente fur den PDGFRa-Wildtyp zwar zu vielversprechenden Ansatzen,
jedoch nicht zur Generierung von diffraktionsfahigen Kristallmorphologien flihrten, wird im
Folgenden lediglich die Reinigung und Kristallisation des c-Kit Wildtyp beschrieben."
Weitere Kristallisationsansatze flir PDGFR« und c-Kit, insbesondere der jeweiligen klinisch
relevanten Mutanten, werden im Rahmen der Dissertation von Alina Teuber behandelt.

* Darstellung der Kristallisationskonstrukte von c-Kit und PDGFR« im Rahmen der Bachelorarbeit
von B. Sc. Luca Krdll (AG D. Rauh, TU Dortmund).

 Reinigung und Kristallisation von c-Kit und PDGFR« im Rahmen der Masterarbeit von M. Sc. Alina
Teuber (AG D. Rauh, TU Dortmund).
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Tabelle 3-6: Ubersicht {iber die generierten Kristallisationskonstrukte von c-Kit und PDGFRe.

Kinase Mutation Expressionssystem

Wildtyp
c-Kit V559D/V654A E. coli
V559D/T6701

D842V/V658A
PDGFR«a D842V/V658A/G652E Sf9-Zellen
D842V/G680R
D842V/T6741
T6741

3.5.2 Reinigung des c-Kit Kristallisationskonstrukts

Fir eine erfolgreiche Reproduktion der literaturbekannten Kristallisationsbedingungen
kann bereits die Vorbereitung der Proteinlésung durch die Verwendung der analogen
Reinigungs- und Pufferbedingungen entscheidend sein. Daher wurden die beschriebenen
Pufferzusammensetzungen und Expressions- bzw. Reinigungsprotokolle aus der
Publikation der PDB-Struktur 6GQK ibernommen.?*” Dies beinhaltet fiir den c-Kit Wildtyp
(c-Kit"T) zundchst die Co-Expression in E. coli mit einer Tyrosin-Phosphatase. Im
Gegensatz zu der in der Publikation beschriebenen Protein-Tyrosin-Phosphatase 1B
(PTP1B) wurde im Rahmen dieser Arbeit die Tyrosin-Phosphatase YopH verwendet, da ein
Dualvektor mit dem entsprechenden Gen der Phosphatase im Arbeitskreis zur Verfligung
stand. Nach erfolgreicher Expression wurde das Protein mit dem beschriebenen
Reinigungsprotokoll gereinigt (Abbildung 55).

Dialyse &
| Nickel-IMAC I})}) [ Thrombin- J » [ngﬁ‘éfﬁn‘jm} }}})[ SEC J »
Spaltung

—A—

langfristige
Lagerung
bei -80 °C

Abbildung 55: Reinigungsstrategie fiir c-Kit"™. Nach Isolierung Uber eine Nickel-IMAC erfolgt eine Dialyse
und Entfernung des Hisg-Tags durch die Thrombin-Protease, welche (iber eine reverse Nickel-IMAC abgetrennt
wird. AbschlieBend wird eine GréBenausschlusschromatographie durchgefiihrt.

Die Isolierung von c-Kit"" nach dem Zellaufschluss erfolgte zunachst mit einer Nickel-
Affinitatschromatographie durch Elution mit einem Imidazol-Gradienten (Abbildung 56).
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Abbildung 56: Erste Nickel-Affinitatschromatographie zur Reinigung von c-Kit"T. A: UV-Chromatogramm.
Blau: UV-Signal, griin: Gradient der Imidazol-Konzentration. B: SDS-Gel der ersten Nickel-IMAC. M: Marker,
VI: vor Induktion, NI: nach Induktion, UF: unlsliche Fraktion, LF: lésliche Fraktion, D: Durchfluss, W:
Waschfraktion, 1: Fraktionen des Elutionspeak 1. Das Zielprotein konnte im Elutionspeak neben leichten

12004

Verunreinigungen isoliert werden.

Nach der Induktion der Expression mit IPTG (NI) konnte eine erfolgreiche Uberexpression
von c-Kit mit einer GréBe von 39,2 kDa und der Phosphatase YopH mit einer GroBe von

35,5 kDa verzeichnet werden. Das Zielprotein c-Kit"" konnte weiterhin in einem
hoher- und niedermolekulare

symmetrischen Elutionspeak isoliert werden, wobei
Verunreinigungen vorliegen. Die Fraktionen des Elutionspeaks wurden im Rahmen einer

Dialyse mit der Thrombin-Protease proteolytisch verdaut, um eine Abspaltung des Hise-
Tags zu erzielen. Durch eine reverse Nickel-Affinitdtschromatographie sollte die His-

getaggte Protease anschlieBend wieder abgetrennt werden (Abbildung 57).
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Abbildung 57: Reverse Nickel-Affinitatschromatographie zur Reinigung von c-Kit"T. A: UV-Chromatogramm.
Blau: UV-Signal, grin: Imidazol-Konzentration. B: SDS-Gel der reversen Nickel-IMAC. M: Marker,
Ni-1: Elutionsfraktion der ersten Nickel-Affinitdtschromatographie, UD: unlésliche Fraktion der Dialyse, LD:
I6sliche Fraktion der Dialyse, D: Durchfluss, 1: Fraktionen des Elutionspeak. Das geschnittene Zielprotein

konnte im Durchfluss isoliert werden.
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Das geschnittene Zielprotein mit einer GréBe von 37,2 kDa konnte im Durchfluss isoliert
werden und erfolgreich von der Thrombin-Protease abgetrennt werden. Eine vollstéandige
Proteolyse war jedoch nicht erfolgreich, welche mdglicherweise durch eine hdéher
eingesetzte Konzentration der Protease erreicht werden kann. Der Anteil des
geschnittenen Proteins war jedoch flir die weiterfllhrenden Experimente ausreichend,
sodass die Reinigung mit den entsprechenden Fraktionen fortgefiihrt wurde. Um die
verbleibenden  Verunreinigungen zu entfernen, wurde im Anschluss eine
GréBenausschlusschromatographie durchgefiihrt (Abbildung 58).
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Abbildung 58: GréBenausschlusschromatographie zur Reinigung von c-Kit"T. A: UV-Chromatogramm.
Blau: UV-Signal. B: SDS-Gel der Gelfiltration nach CBB-Farbung (oben) und Silberfarbung (unten).
M: Marker, 1-2: Fraktionen der Peaks 1-2. Das Zielprotein konnte im zweiten Elutionspeak isoliert werden.

Wahrend die hoéhermolekularen Verunreinigungen im ersten Elutionspeak isoliert wurden,
wurde das Zielprotein in hoher Reinheit im zweiten Peak erhalten, was auch durch eine
Silberfarbung bestatigt werden konnte. Mit einer Proteinausbeute von 3,2 mg pro Liter
Expressionskultur konnte c-Kit in guter Ausbeute und Reinheit isoliert werden. Insgesamt
konnte somit das in der Publikation beschriebene Expressions- und Reinigungsprotokoll

erfolgreich adaptiert werden, sodass optimale Vorrausetzungen flir die nachfolgenden
Kristallisationsexperimente vorlagen.

3.5.3 Kristallisation von c-KitWT

Die Reproduktion der beschriebenen Kristallisationsbedingungen (PDB: 6GQK, 3GOE)
fuhrte bereits in den initialen Ansdtzen zum Wachstum diverser Kristallmorphologien,
welche durch Variation verschiedener Parameter in weiteren Fine Screens, sowie durch
Additiv-Screenings, zu Kristallen geeigneter Gr6Be und Form optimiert werden konnten
(Abbildung 59).2%72%0 Die Kristallisation erfolgte dabei innerhalb weniger Tage bei
verschiedenen Temperaturen von 4, 12 und 20 °C.
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AuBerdem war sowohl die Kristallisation der Apo-Form als auch die Co-Kristallisation mit
dem Typ II-Kinaseinhibitor Sunitinib erfolgreich (Abbildung 59 B-D). Mit dem Sunitinib-Co-
Kristall konnte somit die im Arbeitskreis erstmalig geloste Kristallstruktur des c-Kit"T mit
einer sehr guten Auflésung von 1,6 A erhalten werden. Auch die Diffraktion der Apo-
Kristalle an der Beamline des SLS liegt mit Auflésungen um ca. 2,0 A in einem guten
Bereich, was eine optimale Grundlage flir Soaking-Experimente darstellt. Daher wurde mit
diesen Apo-Kristallen die Diffusion des Typ II-Inhibitors RL2319, welcher im Arbeitskreis
zur kovalenten Adressierung der c-Kit Kinase entwickelt wurde, in die Bindungstasche
unter Variation der Inkubationszeit untersucht.?*! Des Weiteren konnten mit
kommerziellen Screenings weitere Bedingungen zur Kristallisation des c-Kit"T identifiziert
werden. Die hohe Bereitschaft zur Kristallisation unterstreicht dabei die Validitat des
etablierten Reinigungs- und Kristallisationssystems fiir c-Kit"" (Abbildung 59E-F).

H
N_o
FQ{%H\/\N/\ N \?\ Jj\/
0 N

Sunitinib RL2319

C

Abbildung 59: Kristallisation des c-Kit"T. A: Molekdilstrukturen der Inhibitoren Sunitinib und RL2319. B: Co-
Kristall mit Sunitinib (6.6 mg/mL, 14 % (w/v) PEG 8000, 20 % (w/v) Ethylenglycol, 100 mM Bicin, 30 mM
Nal/NaBr/NaF, pH 9,5, 12 °C). C: Apo-Kristalle von c-Kit"T aus dem Fine Screen (6.6 mg/mL, 16 % (w/v)
PEG 8000, 20 % (w/v) Ethylenglycol, 100 mM Bicin, 30 mM NaI/NaBr/NaF, pH 8,5, 4 °C). D: Apo-Kristalle von
c-Kit"T aus dem Additive Screen (6.6 mg/mL, 16 % (w/v) PEG 8000, 20 % (w/v) Ethylenglycol, 100 mM Bicin,
pH 9,0, 30 mM Nal/NaBr/NaF, 0,25 % Hexamincobalt(III)chlorid, 0,25 % Salicylamid, 0,25 % Sulfanilamid,
0,25 % Vanillinsaure, 0,02 M Hepes, pH 6,8, 4 °C). E-F: Beispielhafte Apo-Kristalle aus den Screenings.
E: 6,6 mg/mL, 30 % (v/v) PEG 400, 0,1 M CHES, pH 9,5, 4 °C. F: 8 mg/mL, 0,1 M Natriumacetat, 0,1 M MES,
30 % (v/v) PEG 400, pH 6,5, 4 °C.
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Interessanterweise zeigten die Datensatze der Komplexstruktur mit Sunitinib sowie der
gesoakten und ungesoakten Apo-Kristalle die Kristallisation in einer neuartigen
Raumgruppe und mit anderen Zellkonstanten im Vergleich zu den bisher fir c-Kit""
beschriebenen Parametern. Wahrend flir die meisten publizierten Kristallstrukturen die
orthorhombischen Raumgruppe P 21 2; 2; erhalten wird, weisen die hier geldsten
Strukturen die monokline Raumgruppe C 2 mit den Zellkonstanten a = 98 &, b = 69 4,
c =56 A sowie a =90°, f=117°, y= 90 ° auf.

3.5.4 Strukturanalyse der c-KitWT-Kristallstrukturen

Die Komplexstruktur mit dem Typ II-Inhibitor Sunitinib zeigte die Bindung des Inhibitors
in der ATP-Bindungstasche mit dem aus der Literatur bereits bekannten Bindungsmodus
unter Stabilisation der inaktiven Kinase-Konformation mit dem DFG-out-Zustand
(Abbildung 60A).2*° Die N-terminale Juxtamembrandomane (JMD) ragt auBerdem in die
allosterische Bindungstasche hinein, wobei die Bindung von Sunitinib nicht beeinflusst
wird. Durch die hohe Flexibilitét des aliphatischen Diethylaminoethyl-Substituenten ist
dieser Teil des Molekiils wie in der publizierten Struktur nicht vollstandig aufgel6st. In den
Apo- bzw. Soaking-Strukturen wird ebenfalls die DFG-out-Konformation der inaktiven
Kinase sowie eine analoge Faltung der JMD beobachtet. Weiterhin zeigen die
Kristallstrukturen der Soaking-Ansdtze mit dem Ponatinib-basierten kovalenten Inhibitor
RL2319 keine Besetzung der allosterischen Bindungstasche durch die Verbindung. Die
Konformation der Kinase ist auBerdem deckungsgleich mit den Strukturen der Sunitinib-
Komplexstruktur sowie der Apo-Form. Ein Vergleich der regulatorischen Kinase-Elemente
der erhaltenen Apo-Struktur mit publizierten Strukturen der inaktiven (PDB: 1T45) und
aktiven (PDB: 1PKG) Konformation von c-Kit"" verdeutlicht das Vorliegen der inaktiven
Struktur (Abbildung 60B-C).2*>2* Fiir den Erfolg der Soaking-Experimente stellt dies mit
dem Ponatinib-basierten Inhibitor RL2319 jedoch ein Hindernis dar, da die Faltung der
JMD in die allosterische Bindungstasche die Besetzung dieser zu adressierenden Tasche
durch den Typ-II-Inhibitor verhindert. Dabei ist unklar, ob diese inaktive Konformation
bereits in Losung vorliegt, sodass auch eine Co-Kristallisation nicht mdglich ist, oder ob
dies durch die Kristallpackung induziert wird.
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Abbildung 60: Strukturanalyse der erhaltenen c-Kit"T Kristallstrukturen. A: Komplexstruktur mit Sunitinib.
Der Bindungsmodus ist analog zur publizierten Kristallstruktur. B-C: Vergleich der erhaltenen Apo-Struktur
(griin) mit den Strukturen der inaktiven (B, blau) und aktiven (C, rot) Konformation von c-Kit. Die erhaltenen
Strukturen liegen in der inaktiven Konformation vor. Die 2FoFc-Elektronendichte wurde auf o = 1 konturiert.

Da massenspektrometrische Analysen der kovalenten Bindungsknipfung von RL2319 an
c-Kit"" bisher ebenfalls keine spezifische Bindung an das zu adressierende Cys788
nachweisen konnten, ist eine bereits inaktive Konformation des Proteins in Losung jedoch
wahrscheinlich. Eine Verkirzung des Konstrukts durch Deletion der N-terminalen JMD
kdnnte jedoch mdglicherweise zielfuhrend flir den Erhalt von Komplexstrukturen mit den
im Arbeitskreis synthetisierten allosterischen Typ II-Inhibitoren sein.

3.5.5 Zusammenfassung und Ausblick

Flr das strukturbasierte Design von c-Kit- und PDGFRea-Inhibitoren zur effektiven
Adressierung dieser Kinasen konnten sowohl die DNA-Konstrukte der klinisch relevanten
Mutanten dargestellt als auch die publizierten Expressions- und Reinigungsprotokolle
erfolgreich reproduziert werden. Wahrend fiir PDGFR« die Kristallisationsansatze bisher
mit Nadelclustern zu vielversprechenden Ansatzen fiihrten, konnten fiir c-Kit sowohl mit
den publizierten Bedingungen als auch in Screening-Experimenten zahlreiche Kristalle
erhalten werden, die sich bereits flr die Rontgenstrukturanalyse eignen. Somit konnte im
Komplex mit dem Typ II-Inhibitor Sunitinib die erste Kristallstruktur von c-Kit"" im
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Arbeitskreis geldst werden. Die Strukturanalyse der Soaking-Ansatze mit dem kovalenten
Inhibitor RL2319 zeigte jedoch keine Bindung des Molekiils an das Protein, was auf das
Vorliegen der inaktiven Konformation zurtickzufihren ist. Nichtsdestotrotz konnten durch
die geldsten Strukturen Ansdtze zur Optimierung des Kristallisationskonstrukts geliefert
werden, welche moéglicherweise zur erfolgreichen Co-Kristallisation mit den im Arbeitskreis
synthetisierten allosterischen Typ II-Inhibitoren flihren kénnen und das strukturbasierte
Design weiterer Inhibitoren erméglichen. Dabei kdnnten mdglicherweise eine Verkiirzung
des Konstrukts durch Deletion der N-terminalen JMD oder Soaking-Ansatze mit den
Kristallen der neuartig identifizierten Bedingungen, welche eventuell eine veranderte
Kristallpackung und Orientierung der JMD aufweisen, zielfihrend sein. Zur Optimierung
der Nadelcluster von PDGFR« kdnnten sowohl Seeding-Experimente als auch das
Screening nach neuartigen Kristallisationsbedingungen zur Erhaltung geeigneter
Kristallmorphologien flihren.

Insgesamt konnten somit die fir Akt bewdhrten Methoden der Expression, Reinigung,
Kristallisation und Datenprozessierung mit dem c-Kit-Wildtyp auf ein weiteres klinisch
relevantes Zielprotein im Rahmen dieser Arbeit Uibertragen werden.
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4 EXPERIMENTELLER TEIL

4.1 Allgemeine Anmerkungen

Alle fur die Herstellung der Pufferlésungen verwendeten Chemikalien und Reagenzien
wurden von folgenden Anbietern im analytischen Reinheitsgrad bezogen: Alfa Aesar, Acros
Organics, Carl Roth, Fluka, Life Technologies, Merck Millipore, Sigma-Aldrich und VWR.

4.1.1 Verbrauchsmaterialien

Tabelle 4-1: Ubersicht {iber verwendete Verbrauchsmaterialien.

Bezeichnung

Produktbezeichnung und Hersteller

6-welFZellkulturplatten
15-welFKristallisationsplatten

96- welFKristallisationsplatten

Dialyseschlauch

FPLC-Saulen

Kristallisations- Screens

Mikrotiterplatten

PVDF-Membran
Spritzenvorsatzfilter
Zentrifugalkonzentratoren
Zellkulturflaschen

Zellzéhlungs-Objekttrager

TC-Platte 6 well, Standard, F, Sarstedt

EasyXtal 15-we// Tool X-Seal, NeXtal Biotechnologies

96-well sitting drop iQ plates, TTP Labtech
Spectra/Por MWCO 12-14 kDa, Carl Roth

Ni-NTA Superflow Catridge, Qiagen
HiTrap Q HP, Cytiva

MonoQ 5/50 GL, Cytiva

HiLoad 16/600 Superdex 75 pg, Cytiva
Superdex 75 Increase 10/300 GL, Cytiva

JCSG Core I-1V Suites, Qiagen

PACT Suite, Qiagen

PEGI-II Suites, Qiagen

MemGold I-II Suites, Qiagen

AmSO4 Suite, Qiagen

Opti-Salts Suite, Qiagen

Additive Screen HT, Hampton Research
Silver Bullets, Hampton Research

MicroWell 96 wel/ PS, F-Boden, transparent, Nunc

Zellkultur Microplatte, 384 well, PS, F-Boden, weil3,
TC, Greiner Bio-One

Immobilon-FL PVDF Membran, 0,45 pM, Merck
Millipore

Filtropur S, 0,2 uM/0,45 uM, Sarstedt

Vivaspin 6/20 MWCO 30 kDa, Sartorius
TC25/TC75/TC175-Flaschen Standard, Sarstedt

Countess™ Zellzahlungs-Kammerobjekttrager,
Invitrogen
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4.1.2 Verwendete Gerate

Tabelle 4-2: Ubersicht {iber verwendete Gerate.

Bezeichnung

Artikelbezeichnung und Hersteller

Fluoreszenz-Imager
FPLC-System
Gelelektrophoresen-System
Hochdruckhomogenisator

Inkubatoren

Kristallisationsplatten-Imager

LC-MS System

Mikrotiterplatten-Dispensiergerat

Mikrotiterplatten-Lesegerate

Mikroskop
Pipettierroboter
Real-Time PCR-Cycler

Rotoren

Rontgengenerator

Spektralphotometer
Sterilbank
Thermocycler
Thermoschittler
Transfer-Powersystem
Trépfchendispensierer
Zellzahler

Zentrifugen

Odyssey CLx Imaging System, LI-COR Biosciences
AKTA pure, Cytiva

Mini-PROTEAN 3 Cell, Bio-Rad, Hercules

M-110L Microfluidizer, Microfluidics

MaxQ 8000, Thermo Fisher Scientific
CB150 CO;-Inkubator, WTB Binder

Rock Imager 1000, Formulatrix

Velos Pro Dual-Pressure Lineare-Ionenfallen-
Massenspektrometer, Thermo Fisher Scientific

Multidrop Combi Reagenzien-Dispenser, Thermo
Fisher Scientific

EnVision 2104 Multilabel Plattenleser, PerkinElmer
Infinite M1000, Tecan

EVOS XL Core Cell Imaging System, Invitrogen
LCP-Mosquito, TTP Labtech
Lightcycler 480 Instrument II, Roche

Sorvall SA 600, FiberLite F20-6x100, FiberLite F8-
6x1000y, Thermo Fisher Scientific

D8 Venture Diffraktometer, Roéntgenquelle: IuS
3.0, Detektor: Photon II, Bruker

NanoDrop 2000c, Thermo Fisher Scientific
Herasafe KS12/KS18, Thermo Fisher Scientific
Mastercycler PRO, Eppendorf

ThermoMixer C, Eppendorf

Pierce Power Station, Thermo Fisher Scientific
Echo 520 Liquid Handler, LabCyte

Countess II, Invitrogen

Zentrifuge 5804R/5424/5424R, Eppendorf
Sorvall Evolution RC, Thermo Fisher Scientific
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4.1.3 Verwendete Proteine, Reagenzien und Medien

Tabelle 4-3: Ubersicht {iber verwendete Proteine, Reagenzien und Medien.

Bezeichnung

Hersteller

1-Thioglycerol

Amphotericin B

BCA Protein Assay Kit, Pierce

CellTiter-Glo Luminescent Cell Viability Assay
Chameleon Duo Pre-Stained Protein Ladder
Choleratoxin

Ciprofloxacin

cOmplete ULTRA Protease Inhibitor Cocktail
Tablets

DPBS-Puffer

EGF

FBS Good/Good Forte, EU approved

FBS, qualified, Brazil

FBS, EU approved

Geneticin/G418 Sulfat

Insulin, human

Intercept (TBS) Protein-Free Blocking Buffer
Interleukin 3, murin

Medien

Natriumpyruvat

Odyssey Blocking Buffer, TBS

One 7aqg Hot Start DNA Polymerase
Phusion High-Fidelity DNA Poymerase

Sigma-Aldrich

Gibco, Invitrogen
Thermo Fisher Scientific
Promega

LI-COR Biosciences
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich

Roche

Gibco, Invitrogen
PeproTech
PAN-Biotech

Gibco, Invitrogen
Gibco, Invitrogen
Gibco, Invitrogen
Sigma-Aldrich
LI-COR Biosciences
PeproTech

MEM GlutaMax, Gibco, Invitrogen

DMEM, high glucose, GlutaMax, Gibco,
Invitrogen

DMEM/F-12 GlutaMax, Gibco, Invitrogen
RPMI-1640 GlutaMax, Gibco, Invitrogen
Sf-900 III SFM, Gibco, Invitrogen

Gibco, Invitrogen
Li-COR Biosciences
New England Biolabs
New England Biolabs
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PageRuler Plus Prestained Protein Ladder, Thermo Fisher Scientific
10-250 kDa

Penicillin-Streptomycin Gibco, Invitrogen
PhosSTOP Phosphatase Inhibitor Cocktail Roche
Tablets

Polybren Infektions-/Transfektionsreagenz Merck Millipore

Puromycin-Dihydrochlorid Gibco, Invitrogen
QIAamp DNA Mini Kit Qiagen
QIAprep Spin Miniprep Kit Qiagen
QIAquick PCR Purification Kit Qiagen

Restriktionsenzyme BarmHI-HF, Dprl, EcoRI, New England Biolabs
HindllI-HF, Ncol, Ndel, Xhol

RIPA-Puffer Cell Signaling Technologies
SF-900 III SFM Gibco, Invitrogen
T4-DNA-Ligase New Englang Biolabs
Thrombin SERVA

TransIT-LT1 Transfektionsreagenz Mirus Bio LLC

Trypan Blue Stain (0,4 %) Invitrogen
Trypsin-Protease, Pierce, MS Grade Thermo Fisher Scientific
Trypsin-EDTA, Phenolrot (0,25 %) Gibco, Invitrogen

4.1.4 Bakterienstamme und Insektenzelllinien

Tabelle 4-4: Ubersicht {iber verwendete Bakterienstdmme und Insektenzelllinien.

Bezeichnung Anbieter

E. coliXL10 Gold Stratagene

E. coliBL21 (DE3) Merck Millipore Novagen

Sf9, Spodoptera frugiperda Thermo Fisher Scientific

Tnao38, Trichoplusia ni Zur Verfuigung gestellt von Prof. Gary W. Blissard,

Boyce Thompson Institute
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4.2 Molekularbiologische Methoden

4.2.1 Verwendete Plasmide

Flr die Kristallisation von Aktl im Rahmen dieser Arbeit wurden fir das BacMagic-
Expressionssystem (Merck Millipore) kompatible pIEX/Bac-3 Plasmide verwendet, wobei
das Akt1-Gen (Uniprot-ID: P31749) fiir die Expression in Sf9-Zellen codon-optimiert ist.
Das Gen beinhaltet die Aminosduren 2-446 sowie die Oberflachenentropie-reduzierenden
Mutationen E114A/E115A/E116A, angelehnt an die zuvor publizierten Akt1"T-
Kristallstrukturen (PDB: 3096. 4EJN).”#!3% Zusatzlich wurde selbiges Plasmid mit den
mittels zielgerichteter Mutagenese eingebrachten Mutationen E17K, C296S und C310S in
dieser Arbeit verwendet. Alle Konstrukte tragen einen N-terminalen Hiss-Tag, welcher der
Reinigung des Proteins dient, sowie eine anschlieBende Erkennungssequenz der TEV-
Protease.

Die Gene der Rezeptortyrosinkinasen c-Kit (Uniprot-ID: P10721) und PDGFR« (Uniprot-
Eintrag P16234) wurden von GeneArt (Thermo Fisher Scientific) synthetisiert. Das c-Kit-
Gen, codon-optimiert fiir die Expression in £. coli BL21 (DE3), in einem pET-15b Vektor
umfasst die Aminosauren 551-934 und enthalt diverse Mutationen (1563S, V569S, Y609Q,
L631S, M651E, 1662H, D768H, R804N, V825D, C844S, L890S, H894Y, L912D, L923D) und
eine Deletion des kinase insert loop (688-765), welcher durch die Sequenz
EFVPYKVAPEDLYKDFLT ersetzt wurde. Dabei wurden diese Veranderungen angelehnt an
eine zuvor veroffentlichte c-Kit-Kristallstruktur (PDB: 6GQK) vorgenommen.?” Fiir die Co-
Expression mit der Tyrosinphosphatase YopH wurde das Gen in den Dualvektor pCDF-
Duet-1, welcher auBerdem das Gen der katalytischen Domane von YopH enthadlt,
subkloniert. Das Gen fiir PDGFR¢«, codon-optimiert flir die Expression in Sf9-Zellen, ist in
dem Transfervektor pIEX/Bac-3 vorhanden und umfasst die Aminosdauren, wobei es die
Aminosauren 550-973 unter Deletion des Bereiches von 697-768 umfasst. Diese Sequenz
ist angelehnt an eine publizierte PDGFR a~Kristallstruktur (PDB: 5GRN). Als Affinitatstag flr
die Proteinreinigung tragen beide Kinasen einen N-terminalen Hexahistidin-Tag. In die
DNA-Konstrukte der Proteine wurden auBerdem die in Abschnitt 3.5.1 dargestellten
klinisch relevanten Mutationen mittels Mutagenese  eingebracht. Die
Aminosaurensequenzen der in dieser Arbeit verwendeten Kristallisationskonstrukte sind im
Anhang zusammengefasst (Kapitel 6.2).

Die pBABE-Transferplasmide fir die retrovirale Transduktion von Ba/F3-Zellen mit den
unterschiedlichen Akt1-Konstrukten wurden von Addgene bezogen.??* Diese umfassen das
humane Aktl-Gen (Uniprot-ID: P31749) mit den Aminosdauren 1-480 und einem
N-terminalen HA-Tag. In dieses Konstrukt wurde die onkogene E17K-Mutation mittels
Mutagenese eingebracht. Zur zusatzlichen Fusion eines N-terminalen Myristoyl-Tags,
welcher eine dauerhafte Aktivierung des Proteins erzielen sollte, wurde auBerdem das
Akt1"T-Gen in einen pBABE-Vektor, welchen diesen Myristoyl-Tag enthielt, subkloniert.
Das Verpackungsplasmid pCL-Eco (Novus Biologicals) wurde von Prof. Dr. Martin Sos
(Uniklinik K6In) zur Verfiigung gestellt.
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4.2.2 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Zur Amplifikation des Geninserts nach dem Restriktions-/Ligationsprotokoll, der
zielgerichteten Einbringung verschiedener Mutationen mittels Quickchange-Mutagenese
sowie der Validierung der Einbringung des Gens in der Ligation wurden die folgenden
Protokolle flir die Polymerase-Kettenreaktion (engl. polymerase chain reaction, PCR)
verwendet.

Tabelle 4-5: Zusammensetzung des PCR-Reaktionsansansatzes und Verlauf der PCR-Reaktion fiir die
Amplifikation des Geninserts und die zielgerichtete Mutagenese.

Reaktionsansatz PCR-Verlauf Temperatur Dauer

4 uL Phusion HF Puffer (5x) Denaturierung 98 °C 30s

0,4 pL dNTP-Mix (10 mM) Denaturierung 98 °C 10s

1 pL reverse Primer (10 uM) Annealing 55-65 °C 30s 35 Zyklen
1 yL forward Primer (10 pM) Elongation 72 °C 90s

50-100 ng Templat-DNA finale Elongation 72 °C 5 min

0,2 yL Phusion High-Fidelity Halten 4 °C

DNA-Polymerase

auf 20 pL mit ddH20 auffiillen

Zur Entfernung der methylierten Templat-DNA wurde im Anschluss an die PCR 1 U Dprl
zum Reaktionsansatz gegeben und mindestens 3 Stunden bei 37 °C inkubiert. Fir die
Mutagenese-Ansatze erfolgte anschlieBend die Transformation chemisch kompetenter
E. coli XL10 Gold Zellen mit 1 pL PCR-Produkt mittels Hitzeschock. Die transformierte
Bakterienkultur wurde auf LB-Agarplatten, versetzt mit dem entsprechenden
Selektionsantibiotikum, ausgestrichen und tber Nacht bei 37 °C inkubiert.

Tabelle 4-6: Zusammensetzung des PCR-Reaktionsansatzes und Verlauf der PCR-Reaktion zur Uberpriifung
der Einbringung des Gens in der Ligation.

Reaktionsansatz PCR-Verlauf Temperatur Dauer

1 Bakterienkolonie Denaturierung 94 °C 30s

5 UL OneTaq Standard Puffer (5x) Denaturierung 94 °C 30s

0,5 pL dNTP-Mix (10 mM) Annealing 55 °C 30s

0,5 pL reverse Primer (10 pM) Elongation 68 °C N0s 35 Zyklen
0,5 yL forward Primer (10 uM) finale Elongation 68 °C 5 min

0,125 ML  OneTaq DNA- Halten 4 °C

Polymerase

auf 25 pL mit ddH20 auffiillen
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Im Anschluss an die Kolonie-PCR wurde die erfolgreiche Ligation mit Hilfe einer Agarose-
Gelelektrophorese auf 1%-iger Agarose Uberprift.

4.2.3 Restriktionsverdau

Zur Subklonierung des amplifizierten Geninserts wurden sowohl das Zielplasmid als auch
das PCR-Produkt zunachst mit entsprechenden High-Fidelity Restriktionsenzymen
spezifisch fir 3 h bei 37 °C verdaut und die Enzyme anschlieBend fir 5 min bei 80 °C
hitzeinaktiviert. Die Zusammensetzung der Ansdtze flir den Restriktionsverdau ist in
Tabelle 4-7 zusammengefasst.

Tabelle 4-7: Zusammensetzung der Ansatze fiir den Restriktionsverdau.

Zielplasmid PCR-Produkt
DNA 1-3 g 45 pL
Restriktionsenzym I 1L 1L
Restriktionsenzym II 1L 1L
CIP 1L -
CutSmart Puffer (10x) 4 uL 6 pL
mit ddH20 auffiillen auf 40 pL auf 60 uL

Die DNA-Aufreinigung erfolgte mit Hilfe des QIAquick PCR Purifikation Kit (Qiagen).

4.2.4 Ligation

Zur Ligation der DNA-Fragmente wurde ein dreifacher Uberschuss des amplifizierten
Geninserts zu 50 ng Zielplasmid gegeben und der 10 pL-Ansatz mit 0,5 puL T4-DNA-Ligase
(NEB) sowie 1 x Rapid Ligation Puffer flr 16 h bei 16 °C inkubiert. AnschlieBend wurden
E. coli XL10 Gold Zellen mit 1 pyL Plasmid mittels Hitzeschock transformiert und die
Bakterienkultur auf LB-Agarplatten mit dem entsprechenden Antibiotikum flir die Selektion
transformierter Zellen ausplattiert. Diese wurden lber Nacht bei 37 °C inkubiert. Die
selektierten Klone wurden in 5 mL LB-Medium mit dem entsprechenden Antibiotikum
Uberflihrt und Gber Nacht bei 37 °C und 150 rpm inkubiert.

4.2.5 Plasmidisolierung aus E. coli

Die Isolierung der Plasmide aus £. co/i XL10 Gold Zellen erfolgte mit Hilfe des QIAprep
Spin Miniprep Kit (Qiagen) nach Herstellerangaben. Zur Konzentrationsbestimmung der
Plasmid-DNA wurden Absorptionsmessungen bei 260 nm mit den NanoDrop 2000
Spektrophotometer (Thermo Fisher Scientific) durchgefiihrt.
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4.2.6 DNA-Sequenzierung

Zur Uberpriifung der korrekten Einbringung der gewiinschten Mutationen und
erfolgreichen Ligation des Geninserts in das Zielplasmid wurde eine DNA-Sequenzierung
durch Eurofins Genomics durchgefiihrt.

4.3 Proteinexpression

4.3.1 Proteinexpression in Insektenzellen

Die Transfektion von Insektenzellen nach dem BacMagic-Protokoll (Merck Millipore) mit
den fir die Expression von Akt vorliegenden pIEX/Bac3-Transfervektoren sowie die
Generierung des Baculovirus zweiter Generation (P2) erfolgte durch die Dortmund Protein
Facility (DPF, MPI Dortmund). Der P2-Virus diente anschlieBend als Grundlage fur alle
weiteren Expressionsschritte und wurde bei 4 °C lichtgeschiitzt flir mehrere Monate
gelagert. Die Arbeiten mit Sf9- und Tnao38-Insektenzellen wurden unter sterilen
Bedingungen durchgefiihrt und die Zelldichte und -viabilitét in regelmaBigen Abstanden
von zwei bis drei Tagen mittels Trypanblau-Farbung bestimmt. Flir die Subkultivierung
wurde die Zelldichte auf 1-2 - 108 Zellen/mL eingestellt. Als Nahrmedium fiir die Sf9- und
Tnao38-Zellen wurde das Sf-900 III SFM Medium (Gibco) verwendet und die Zellen bei
27 °C in sterilen Erlenmeyerkolben bei 110 rpm inkubiert.

4.3.1.1 Virusamplifikation

Um einen flr die Expression ausreichend hohen Virustiter zu erreichen, wurde zunachst
eine Amplifikation des P2-Virus zum Baculovirus dritter Generation (P3) durchgefihrt.
Daftir wurden 100 mL einer Sf9-Zellsuspension mit einer Zelldichte von 1 - 108 Zellen/mL
mit 40 pL des P2-Virus versetzt und fir 72-96 h bei 27 °C und 110 rpm inkubiert. Bei einer
verbliebenen Zellviabilitdt von 70-80 % erfolgte die Ernte des P3-Virus durch
Zentrifugation der Zellsuspension bei 4 °C, 3000 g fiir 10 min und anschlieBender Filtration
des P3-Virus-enthaltenden Uberstandes (0,45 uM Spritzenvorsatzfilter, Sarstedt). Der P3-
Virus wurde bis zum Ansetzen der Expressionskultur flir mehrere Wochen lichtgeschiitzt
bei 4 °C gelagert.

4.3.1.2 Proteinexpression im praparativen MaBstab

Die Proteinexpression in Sf9-Zellen im 1,5 L-MaBstab erfolgte in sterilen 5L-
Erlenmeyerkolben mit einer Zelldichte von 3 - 10° Zellen/mL durch Infektion mit 50 mL
des Baculovirus dritter Generation. Die Expressionskultur wurde flir 72 h bei 27 °C und
110 rpm inkubiert und die Zellen durch Zentrifugation (3000 g, 20 min, 4 °C) geerntet.
AnschlieBend wurde das Zellpellet zur Entfernung des Mediums mit eiskaltem PBS-Puffer
gewaschen und nach Schockfrieren in flissigem Stickstoff bis zur Proteinreinigung
bei -80 °C gelagert.

132



4.3.2 Proteinexpression in E. coli

Flr die Expression der c-Kit-Konstrukte wurde der chemische kompetente Bakterienstamm
E. coliBL21 (DE3) mit dem entsprechenden Plasmid per Hitzeschock transformiert und auf
einer LB-Agarplatte mit 100 ug/mL Streptomycin selektiert. Zur Herstellung einer Vorkultur
wurden 50 mL TB-Medium, mit 100 pg/mL Streptomycin versetzt, in einem sterilen
250 mL Erlenmeyer-Schikanekolben mit einer von der Agarplatte mit einer sterilen
Pipettenspitze gepickten Kolonie versetzt und tiber Nacht bei 37 °C und 150 rpm inkubiert.
Diese 50 mL-Vorkultur diente der Inokulation von 2 L TB-Medium, wobei das Wachstum
der Bakterienkultur durch Messungen der optischen Dichte bei 600 nm (ODeoo) beobachtet
wurde. Nach Erreichen einer ODsoo von 0,6 wurde die Expression durch Zugabe von
0,4 mM IPTG induziert und die Expressionskultur fir 18 bei 18 °C und 150 rpm inkubiert.
Durch Zentrifugation bei 3000 rpm und 4 °C fir 20 min wurde das Zellpellet geerntet und
nach Schockfrieren in flissigem Stickstoff bei -80°C bis zur weiteren Verwendung gelagert.

4.4 Proteinreinigung und biochemische Methoden

4.4.1 Reinigung der Aktl-Konstrukte

4.4.1.1 Zellyse

Zur Lyse der Sf9-Zellen wurde das aufgetaute Zellpellet in 4 mL Lysepuffer pro Gramm
des Pellet resuspendiert und mit einer Protease-Inhibitor Cocktail-Tablette (Roche) fiir
20 min bei 4 °C inkubiert. Nach dem Zellaufschluss durch einen Hochdruckhomogenisator
(3-4 Zyklen) wurde das Zelllysat mit 1 % CHAPS bei 4 °C flir eine Stunde inkubiert, um
eine hdhere Proteinldslichkeit zu erreichen. Zur Abtrennung der unldslichen Bestandteile
wurde das Lysat fir eine Stunde bei 4 °C und 20000 rpm zentrifugiert und abschlieBend
der Uberstand mit 0,45 pm Spritzenfilter filtriert.

Lysepuffer: 50 mM Tris, 500 mM NaCl, 10 % (v/v) Glycerol, 1 mM DTT, 0,1 % Triton X-100, pH 8.0

4.4.1.2 Nickel-Affinitatschromatographie, Proteaseverdau und Dialyse

In einem ersten Reinigungsschritt wurde das Zelllysat Uber eine Nickel-
Affinitatschromatographie (Ni-NTA Superflow Catridge, Qiagen) aufgetrennt. Daflir wurde
die Saule zunachst nach Herstellerangaben mit Wasser und 0,5 M Natronlauge gewaschen
und anschlieBend mit dem Waschpuffer aquilibriert. Das Zelllysat wurde mit einem Fluss
von 2 mL/min auf die Sdule aufgetragen und die Sdule anschlieBend bis zum Erreichen
konstanter UV- und Leitfahigkeitssignale mit Waschpuffer gewaschen. Mit Hilfe des
Elutionspuffers und einem Gradienten von 0-250 mM Imidazol lber einen Zeitraum von
30 min sowie einer anschlieBenden Schlagelution mit 500 mM Imidazol wurden die
gebundenen Proteine mit einem Fluss von 1,5 mL/min von der Saule eluiert. Nach Analyse
per SDS-Gelelektrophorese wurden die Zielprotein-enthaltenen Fraktionen vereint und mit

133



1 mg TEV-Protease pro 10 mg Protein zur Abspaltung des Hexahistidin-Tags im Zuge einer
ca. 18-stiindigen Dialyse bei 4 °C gegen den Dialysepuffer versetzt.

Waschpuffer: 50 mM Tris, 500 mM NaCl, 10 % (v/v) Glycerol, 1 mM DTT, pH 8.0
Elutionspuffer: 50 mM Tris, 500 mM NaCl, 500 mM Imidazol, 10 % (v/v) Glycerol, 1 mM DTT, pH 8.0
Dialysepuffer: 25 mM Tris, 50 mM NaCl, 5 % (v/v) Glycerol, 1 mM DTT, pH 8.0

4.4.1.3 Reverse Nickel-Affinitatschromatographie

Zur Entfernung der His-getaggten TEV-Protease vom geschnittenen Zielprotein wurde die
Nickel-Affinitatschromatographie-Saule zundchst nach Herstellerangaben vorbereitet und
aquilibriert. Die Proteinldsung, welche nach der Dialyse zundchst zur Entfernung
prazipitierter Proteine zentrifugiert wurde (21000 g, 10 min, 4 °C), wurde mit einem Fluss
von 1 mL/min auf die Sdaule aufgetragen. Die Elution der gebundenen Proteine erfolgte
anschlieBend mit Hilfe einer Schlagelution mit 500 mM Imidazol, wobei die Zielprotein-
enthaltenden Fraktionen vereint wurden.

4.4.1.4 Anionenaustauschchromatographie

Fir die Anionenaustauschchromatographie (HiTrap Q HP bzw. Mono Q 5/50 GL, Cytiva)
wurde die Proteinlésung nach Aquilibrierung der Sulen nach Herstellerangaben mit einem
Fluss von 1 mL/min beladen. Als Aquilibrierungspuffer diente der Dialysepuffer. Die Elution
erfolgte Uber einen Natriumchlorid-Gradienten von 0-500 mM (iber einen Zeitraum von
40 min und anschlieBender Schlagelution mit 1 M Natriumchlorid. Die Fraktionen der
Elution wurden per SDS-Gelelektrophorese analysiert und jene, welche das Zielprotein
enthalten, wurden auf ein Volumen von 1 mL mit Hilfe eines Zentrifugalkonzentrators
(Vivaspin 20, MWCO 30 kDa, Sartorius) eingeengt. Im Falle des Akt1517K-Konstrukts wurde
das Protein zusatzlich dephosphoryliert. Dies wurde durch Co-Inkubation mit der
A-Phosphatase bei 4 °C iiber Nacht, wobei das Akt-Protein in einem 20-fachen Uberschuss
vorlag, erreicht.

Elutionspuffer: 20 mM Tris, 1 M NaCl, 5 % (v/v) Glycerol, 1 mM DTT, pH 8.0

4.4.1.5 Erste GroBenausschlusschromatographie

Die Proteinlésung wurde zunachst zentrifugiert (21000 g, 10 min, 4 °C) und der Uberstand
Uber eine nach Herstellerangaben &quilibrierte Gelfiltrationssaule (HiLoad 16/600
Superdex 75 pg, Cytiva) mit einem Fluss von 1 mL/min aufgetrennt. Die Fraktionen,
welche das Zielprotein enthalten, wurden vereint und mit einem Zentrifugalkonzentrator
auf eine Proteinkonzentration von 3-5 mg/mL aufkonzentriert. Zur langfristigen Lagerung
wurde die Proteinldsung aliquotiert und nach Schockfrieren in flissigem Stickstoff
bei -80 °C gelagert.

Gelfiltrationspuffer: 50 mM HEPES, 200 mM NaCl, 10 % (v/v) Glycerol, pH 7.3
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4.4.1.6 Zweite GroBenausschlusschromatographie

In einem letzten Reinigungsschritt und zur Umpufferung des Proteins in den finalen
Lagerungspuffer, wurde die Proteinlésung lber eine abschlieBende Gelfiltrationssaule
(Superdex 75 10/300 GL Increase, Cytiva mit einem Fluss von 0,5 mL/min eluiert. Das
weitere Vorgehen zur Vorbereitung des Proteins fiir die Kristallisation von Akt1 ist in Kapitel
4.5.1 beschrieben.

Lagerungspuffer: 25 mM Tris, 100 mM NaCl, 10 % (v/v) Glycerol, 5 mM DTT, pH 7.5

4.4.2 Reinigung der c-Kit-Konstrukte

4.4.2.1 Zelllyse

Das aufgetaute Zellpellet der £. coli BL21 (DE3) Zellen wurde in 4 mL Lysepuffer pro
Gramm des Pellet resuspendiert und unter Zugabe einer Protease-Inhibitor Cocktail-
Tablette (Roche) flir 20 min bei 4 °C inkubiert. Der Zellaufschluss erfolgte tber einen
Hochdruckhomogenisator (3-4 Zyklen) und flir die Abtrennung unldslicher Bestandteile
wurde das Zelllysat fiir eine Stunde bei 20000 rpm und 4 °C zentrifugiert.

Lysepuffer: 40 mM HEPES, 300 mM NaCl, 20 mM Imidazol, 10 % (v/v) Glycerol, 1 mM TCEP, pH 8.0

4.4.2.2 Nickel-Affinitatschromatographie, Proteaseverdau und Dialyse

Mit Hilfe einer nach Herstellerangaben mit dem Waschpuffer &quilibrierten Nickel-
Affinitatschromatographie (HisTrap Q FF crude, Cytiva) wurde eine erste Isolierung des
Zielproteins erreicht, in dem das Protein mit einem Fluss von 2 mL/min auf die Saule
aufgetragen wurde und mit einem linearen Gradienten des Elutionspuffers von 0-250 mM
Imidazol Uber 30 min und anschlieBender Schlagelution mit 500 mM Imidazol bei einer
Flussrate vom 1 mL/min eluiert wurde. Durch eine SDS-Gelelektrophorese wurden die
Zielprotein-enthaltenden Fraktionen ermittelt und vereint. Um eine Abspaltung des
Hexahistidin-Tags zu erreichen, wurde die Proteinlésung mit 1 U Thrombin pro 100 pg
Protein versetzt und liber Nacht gegen den Dialysepuffer bei 4 °C dialysiert.

Waschpuffer: 40 mM HEPES, 300 mM NaCl, 20 mM Imidazol, 10 % (v/v) Glycerol, 1 mM TCEP, pH 8.0
Elutionspuffer: 40 mM HEPES, 300 mM NaCl, 500 mM Imidazol, 10 % (v/v) Glycerol, 1 mM TCEP, pH 8.0
Dialysepuffer: 40 mM HEPES, 300 mM NaCl, 10 mM Imidazol, 10 % (v/v) Glycerol, 0,5 mM TCEP, pH 8.0

4.4.2.3 Reverse Nickel-Affinitatschromatographie

Nach der Dialyse wurde die Proteinlésung zunachst zur Entfernung des entstandenen
Prazipitats zentrifugiert (21000 g, 10 min, 4 °C). Zur Isolierung des geschnittenen
Zielproteins wurde das Protein erneut lber eine mit Waschpuffer aquilibrierte Nickel-
Affinitatschromatographie mit einem Fluss von 1 mL/min aufgetrennt und die an die Saule
gebundenen Proteine mit einer Schlagelution durch 500 mM Imidazol eluiert.
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Die Zielprotein-enthaltenden Fraktionen wurden vereint und mit Hilfe eines
Zentrifugalkonzentrators (Vivaspin 20, MWCO 10 kDa, Sartorius) auf ein Volumen von
1 mL eingeengt.

4.4.2.4 GroBenausschlusschromatographie

Zur abschlieBenden Entfernung verbliebener Verunreinigungen wurde die Proteinlésung
nach Zentrifugation (21000 g, 10 min, 4 °C) auf einer mit dem Gelfiltrationspuffer
aquilibrierten GréBenausschlusschromatographie-Saule (HiLoad 16/600 Superdex 75 pg,
Cytiva) mit einer Flussrate von 1 mL/min aufgetrennt. Nach Analyse per SDS-
Gelelektrophorese wurden die Protein-enthaltenden Fraktionen vereint und auf eine
Proteinkonzentration von 5-10 mg/mL aufkonzentriert, in flissigem Stickstoff eingefroren
und bei -80 °C gelagert.

Gelfiltrationspuffer: 20 mM Tris, 200 mM NaCl, 1 mM TCEP, pH 8.0

4.4.3 Proteinstabilitatsassay

Die Bestimmung der Proteinstabilitdt wurde mit Hilfe eines Thermal Shift Assays (TSA)
durchgeftihrt. Dafir wurden jeweils 2 yL des Proteins mit einer Konzentration von
1 mg/mL in die Kavitdten einer 96-welFLightcycler-Platte (Sarstedt) vorlegt und dazu
11 pL bidestilliertem Wasser, 5 uL des entsprechenden Puffers und zuletzt 2 uL eines
SYPRO Orange Farbstoffs zugegeben. Fir die Untersuchung des Einflusses einer
Ligandenbindung wurde das Protein zuvor mit einem dreifachen molaren Uberschuss des
Liganden versetzt und flr eine Stunde auf Eis inkubiert. Die Ansdtze in den qPCR-Platten
wurden anschlieBend mit einer thermostabilen Folie abgedeckt und die Platte kurz
runterzentrifugiert. Der TSA-Assay wurde mit Hilfe eines Real-Time PCR-Cyclers
(Lightcycler 480 Instrument II, Roche) durchgeflihrt, wobei die Temperatur tber einen
Zeitraum von ca. 40 min von 20-85 °C schrittweise erhéht wurde.

4.5 Strukturbiologische Methoden

4.5.1 Kristallisation von Aktl

Die Kristallisationsstudien mit den Aktl-Konstrukten wurde vorzugsweise im direkten
Anschluss an die in Kapitel 3.2.3 erlauterte, abschlieBende
GréBenausschlusschromatographie der Proteinreinigung durchgefiihrt. Sofern jedoch
zuvor eine Lagerung der Proteinldsung bei -80 °C erfolgte, wurde das Protein vor der
Verwendung fir Kristallisationsexperimente zunachst Uber eine Gelfiltrationssaule
(Superdex 75 Increase 10/300 GL, Cytiva) von mdglichen Oligomeren getrennt, um eine
homogenere Proteinldsung zu erhalten (Kapitel 4.4.1.6). AnschlieBend wurde die
Proteinlésung mit Hilfe eines Zentrifugalkonzentrators (Vivaspin 20, MWCO 30 kDa,
Sartorius) auf eine Proteinkonzentration von 3-6 mg/mL aufkonzentriert.
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Fiir Co-Kristallisationsstudien wurde das Protein mit einem dreifachen molaren Uberschuss
des jeweiligen Inhibitors versetzt und flr eine Stunde auf Eis inkubiert. Die Proteinlésung
wurde vor der Kristallisation zentrifugiert (21000 g, 4 °C, 10 min) und der Uberstand in
ein neues Eppendorfgefal tiberflihrt.

4.5.1.1 Kristallisations-Screening

Flr das Screening mit diversen kommerziellen Kristallisationsbedingungen (JCSG Core I-
IV Suites, PACT Suite, PEGI-II Suites, MemGold I-II Suites, AmSQO4 Suite, Qiagen) wurden
70 uL der jeweiligen Reservoir-Lésung in einer 96-we/FKristallisationsplatte (IQ Plates,
TTP Laptech) vorgelegt. GemaB der sitting drop-Methode wurden anschlieBend 100 nL der
Proteinlésung mit 100 nL Reservoir-Losung mit Hilfe eines Pipettierroboters (Mosquito
Crystal, TTP Laptech) unter feuchtem Milieu versetzt und die Kristallisationsplatten mit
einer Klarsichtfolie luftdicht verschlossen. Die Inkubation der Platten erfolgte bei 4 °C und
20 °C in einem Kristallisationsplatten-Dokumentationssystem (Rock Imager 1000,
Formulatrix) Uiber einen Zeitraum von 21 Tagen. Mit dem gleichen experimentellen Aufbau
wurden auch Additiv-Screenings (Opti-Salts Suite, Qiagen und Additive Screen HT, Silver
Bullets, Hampton Research) angesetzt, wobei 63 yL der als Grundlage gewahlten
Reservoir-Losung in einer 1,1-fachen Konzentration mit 7 pL der jeweiligen Additiv-
Komposition versetzt wurden.

4.5.1.2 Kristallisation in Fine Screens

Zur weiteren Optimierung der Kristallisationsbedingungen in Fine Screens wurde die
jeweilige Reservoir-Losung in 15-we/FKristallisationsplatten (EasyXtal 15-Well Tools X-
Seal, Qiagen) pipettiert und auf einem Kreisschittler vermischt. Nach der
Dampfdiffusionsmethode per hanging drop-Prinzip wurde je 1 pyL der Reservoir-Lésung
mit 1 pL der Proteinlésung auf einem fusselfreien Deckel versetzt und dieser luftdicht auf
die daflir vorgesehene Kavitat mit der entsprechenden Reservoir-Losung geschraubt. Die
Inkubation der Kristallisationsplatten erfolgte fir mehrere Wochen sowohl bei 4 °C als
auch, insbesondere im Falle von Akt1"", bei 18 °C und das Kristallwachstum wurde tber
diesen Zeitraum in regelmaBigen Absténden beobachtet. Die nach wenigen Tagen
entstandenen Co-Kristalle des Akt1VT im Komplex mit verschiedenen Inhibitoren wurden
mit Hilfe eines Nylon-Loops aus dem Tropfen entnommen, kurz in einen Tropfen einer
40 %-iger Ethylenglykol-Ldsung als cryoschiitzende Substanz eingetaucht und in fliissigem
Stickstoff eingefroren und gelagert.

Kristallisationsbedingungen Akt1WT: 12-24 % PEG 2000 MME, 1,25 mM Na-Acetat, 3,75 mM Na-Citrat,
pH 6.5-7.5, 3 mg/mL Akt1"T, 18 °C

4.5.1.3 Microseeding

Flr Microseeding-Experimente wurden Akt1V-Kristalle oder Spharolite von Akt1f17K
mithilfe des Crystal Crusher (Hampton Research) zerkleinert und anschlieBend wurde

137



mithilfe des Seed Bead Kits (Hampton Research) eine Seeding-Lésung mit der jeweiligen
Reservoir-Losung in verschiedenen Verdinnungen (1:1000-100.000) hergestellt. Beim
Ansetzen der Fine Screens wurde je 1 UL Reservoir mit 1 pL Proteinlésung und 0,2 uL der
jeweiligen Seeding-L6sung vermischt.

4.5.2 Datensammlung und -prozessierung

Kristalle mit einer geeignet guten Diffraktion wurden durch Testmessungen am im
Arbeitskreis verfligbaren Rontgendiffraktometer (D8 Venture Diffraktometer, IpuS 3.0
Réntgenquelle, Photon II Detektor, Bruker) fir die Vermessung am Swiss Light
Synchrotron (PSI, Villigen, Schweiz) ausgewahlt. Die Datensatze wurden dort an der PXII
X10SA Rontgenquelle sowohl mit dem 6MF Detektor (Pilatus) als auch dem Eiger X 9M
Detektor bei 100 K und einer Wellenlsnge um 1 A aufgenommen. Fiir die Integration und
Indexierung der Datensdatze wurde zundchst das Programm XDS verwendet und im
Anschluss eine Skalierung mit dem Programm XSCALE durchgefiihrt.?®® Fir den
molekularen Ersatz zur Erhaltung eines Proteinmodells wurde das Programm PHASER
eingesetzt.>** Dabei diente zunachst eine publizierte Akt1"T-Kristallstruktur (PDB: 3096)
als Modellvorlage und im weiteren Verlauf dieser Arbeit wurde die eigens geloste Akt1"T-
Kristallstruktur mit RL1780 (PDB: 6HHG) als Templat verwendet.”#3¢ Mit Hilfe des
Programms WINCOOT wurde in iterativen Zyklen das Modell modifiziert und mit dem
Programm PHENIX verfeinert.?*>-?*” Fiir den Einbau des gebundenen Liganden wurde eine
Koordinaten- und Topologie-Datei mit Hilfe des Servers PRODRG erstellt.?®® Zur
Validierung der finalen Kristallstruktur wurde eine Qualitatsiberprifung mit Hilfe des
PDB_REDO Servers durchgefiihrt. Die Visualisierung der Proteinstrukturen im Komplex mit
verschiedenen Inhibitoren und die Strukturanalyse im Rahmen dieser Arbeit erfolgte
abschlieBend mit Hilfe von PyMol.24%:2%0

4.5.3 Kristallisation von c-Kit

Die Vorgehensweise der Kristallisationsstudien von c-Kit entsprechen den in Kapitel 4.5.1
erlauterten Methoden. Fur die Ansatze wurden Proteinkonzentrationen von 6.6-8 mg/mL
verwendet und die Inkubation der Kristallisationsplatten erfolgte sowohl bei 4 °C als auch
bei 12 °C und 20 °C. Das Kristallwachstum konnte nach mehreren Tagen und Wochen
beobachtet werden und die Kristalle wurden ohne Verwendung eines Cryoschutzes in
flissigem Stickstoff eingefroren und bis zur Durchflihrung der Beugungsexperimente
gelagert. Die Datensammlung und —prozessierung wurde ebenfalls wie in Kapitel 4.6.3
durchgefiihrt, wobei fiir den molekularen Ersatz die publizierte c-Kit"" Struktur
(PDB: 6GQK) verwendet wurde.

Kristallisationsbedingungen c-Kit"™: 10-18 % PEG 8000, 100 mM Tris-Bicine, 100 mM Bicine, pH 8.5-9.5,
6.6-8 mg/mL c-Kit"T, 4 °C, 12 °C und 20 °C.
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4.5.3.1 Soaking-Experimente

Um eine Diffusion des Liganden in die Bindungstasche des Proteins im Kristall zu erreichen,
wurden Soaking-Experimente durchgefiihrt. Dazu wurden die erhaltenen Apo-Kristalle mit
Hilfe eines Nylon-Loops aus dem Muttertropfen in einen Tropfen Uberflihrt, welcher aus
einer 1 mM Inhibitor-Lésung in der jeweiligen Reservoir-Losung bestand. Die Inkubation
erfolgte  Uber verschiedene Zeitraume von 5-60min bei der jeweiligen
Kristallisationstemperatur und der Kristall wurde anschlieBend wie in Kapitel 4.5.1.2
beschrieben ohne Verwendung einer cryoschiitzenden Substanz gefischt.

4.6 Zellbiologische Methoden

Die verschiedenen im Rahmen dieser Arbeit verwendeten humanen und murinen Zelllinien
wurden bei 37 °C und bei einer 5 %-igen CO,-Atmosphdre und einer feuchten
Luftumgebung in TC75-Zellkulturflaschen (Sarstedt) kultiviert. Alle Arbeiten und die
Verwendung von autoklavierten bzw. sterilen Medien, Puffern und Reagenzien erfolgten
unter sterilen Bedingungen. Alle zwei bis drei Tage wurde das Medium gegen frisches
Medium ausgetauscht und bei Erreichen einer Konfluenz von 70-80 % eine Subkultivierung
der adharenten Zellen vorgenommen. Daflir wurde zunachst das Medium entfernt und der
Zellrasen mit 10 mL DPBS-Puffer gewaschen. Zum Ablésen der Zellen wurden diese
anschlieBend mit 2,5 mL einer 0,25 %-igen Trypsin/EDTA-L6sung (Gibco) flir 5 min bei
37 °C behandelt und die Zellen mit 9,5 mL Medium von der Oberflaiche der
Zellkulturflasche abgewaschen. Nach Zentrifugation bei 1000 rpm flr 5 min wurde der
Uberstand entfernt und das Zellpellet in frischem Medium aufgenommen. Die
Zellzahlbestimmung und Uberpriifung der Viabilitat erfolgte {iber eine Trypanblau-Farbung
und entsprechend der Wachstumsgeschwindigkeit wurde ein jeweiliges Split-Verhaltnis flr
die Weiterkultivierung der nachsten Zellpassage gewahlt. Flir Suspensionszellen, wie die
Ba/F3-Zellen, wurde ebenfalls alle 2-3 Tage eine Subkultivierung durch Zentrifugation
(1000 rpm, 5 min, Raumtemperatur) und anschlieBender Verdlinnung auf eine Zellzahl
von 1 - 108 Zellen/mL vorgenommen. Fir die langfristige Lagerung der Zellen bei -150 °C
wurden die Zellen ebenfalls mit der 0,25 %-igen Trypsin/EDTA-L6sung behandelt, nach
der Zentrifugation wurde das Zellpellet jedoch in DMSO-enthaltenem Medium (10 %
DMSO0) aufgenommen und mit einer Zelldichte von 1 - 10 ¢/mL je 1 mL in Cryoréhrchen
Uberfiihrt. Um eine mdglichst langsame und schonende Gefrierung der Zellen zu erreichen,
wurden die Cryordhrchen zundachst in einem Freezing Container bei -80 °C liber Nacht
eingefroren und anschlieBend bei -150 °C gelagert.

4.6.1 Verwendete Zellllinien

Die im Rahmen dieser Arbeit fiir die Charakterisierung der verschiedenen Inhibitoren
verwendeten Zelllinien, die Zusammensetzung der verwendeten Kultivierungsmedien
sowie die Quelle, von welcher die Zelllinien bezogen wurden, sind in Tabelle 4-8
zusammengefasst.
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Tabelle 4-8: Ubersicht {iber verwendete humane und murine Zelllinien.

Zelllinie Medium Quelle

AN3-CA MEM GlutaMax, 10 % FBS Good Forte, ATCC, zur Verfligung gestellt
EU approved (PAN-Biotech), 1 mM von Prof. Dr. Jan G. Hengstler
Natriumpyruvat 1X Penicillin-
Streptomycin

Ba/F3 RPMI-1640 GlutaMax, 10 % FBS Good, DSMZ, Leibniz-Institut, zur
EU approved (PAN- Blotech), 10 pg/mL Verfligung gestellt von Prof.
Interleukin-3, 1X Penicilin-Streptomycin  Dr. Martin Sos

Bo103 DMEM high glucose, GlutaMAX/ Isolierung der primdren
DMEM/F-12 GlutaMAX (1: 1), 1,6 yg/mL Zelllinie im Rahmen des
Amphotericin B, 10puM  Y-2763, RUCCC, in V/troKuItlwerunP
10 pg/mL  Ciprofloxacin, 8,4 n /mL und zur Verfiigung gestellt
Choleratoxin, 5 pg/mL Insulln 20 nM 1- von Prof. Dr. Stephan A.
Thioglycerol, 2,5 mM Natrlumpyruvat Hahn
5% FBS, EU approved (Gibco), 2X
Penicillin- Streptomycm

BT-474 RPMI-1640 GlutaMax, 10 % FBS Good CLS Cell Lines Service, zur
Forte, EU approved (PAN-Biotech), Verfiigung gestellt von Prof.
10 ug/mL  Insulin,  1X  Penicilin- Dr. Jan G. Hengstler
Streptomycin

DanG DMEM high glucose, GlutaMax, 10 % CLS Cell Lines Service, zur
FBS, ualified, Brazil (Gibco), Verfligung gestellt von Prof.
1X Penicillin-Streptomycin Dr. Jens iveke

HEK293T DMEM high glucose, GlutaMax, 10 % ATCC, zur Verfligung gestellt
FBS Good, EU approved (PAN-Biotech), von Prof. Dr. Daniel
1X Penicillin-Streptomycin Summerer

HPAF-I1 DMEM high glucose, GlutaMax, 10 % CLS Cell Lines Service, zur
FBS, ualified, Brazil (Gibco), Verfligung gestellt von Prof.
1X Penicillin-Streptomycin Dr. Jens T. Siveke

KU-19-19 RPMI-1640 GlutaMax, 10 % FBS Good DSMZ, Leibniz-Institut
Forte, EU approved (PAN-Biotech),
1X Penicilin-Streptomycin

MCF-7 MEM GlutaMax, 10 % FBS Good Forte, CLS Cell Lines Service, zur
EU approved (PAN-Biotech), 1 mM Verfiigung gestellt von Prof.
Natriumpyruvat 1X Penicillin- Dr. Jan G. Hengstler
Streptomycin

T47-D RPMI-1640 GlutaMax, 10 % FBS Good ECACC, Sigma-Aldrich
Forte, EU approved (PAN-Biotech),
10 pg/mL Insulin, 1X  Penicilin-
Streptomycin

ZR-75-1 RPMI-1640 GlutaMax, 10 % FBS Good ECACC, Sigma-Aldrich

Forte, EU approved (PAN-Biotech),
1X Penicilin-Streptomycin
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4.6.2 Viabilitatsassay

Um den Einfluss der verschiedenen Inhibitoren auf die Proliferation der verschiedenen
Zelllinien und entsprechende ECso-Werte zu bestimmen wurde der CellTiter-Glo Assay
(Promega) verwendet. Fir die initiale Bestimmung der flr die Durchflihrung des Assays
geeigneten Zellzahl wurden die Zellen wie in Kapitel 4.6.1 beschrieben passagiert und
Zellsuspensionen entsprechender Konzentrationen angesetzt, sodass in weiBen 384-welF
Zellkulturplatten (uClear, Greiner Bio-One) neben einer Kontrolle durch das Medium
Zellzahlen von 50-3200 Zellen/ well abgedeckt wurden. Je 25 pL dieser Zellsuspensionen
wurden in drei Spalten der 384-welFPlatten mit Hilfe eines Mikrotiterplatten-
Dispensiergerats (MultiDrop, Thermo Fisher Scientific) pipettiert und diese in einer
Feuchtekammer bei 37 °C und 5 %-iger CO,-Atmosphare fir 96-120 Stunden kultiviert.
Entsprechend den Herstellerangaben wurde das CTG-Reagenz angesetzt und je 25 pL des
Reagenzes mit einem Mikrotiterplatten-Dispensiergerdt zu den Zellen in der 384-welF
Platte pipettiert. AnschlieBend wurden die Platten fir 2 min bei 1000 rpm geschdittelt und
20 min in einer dunklen Kammer inkubiert. Mit Hilfe eines Mikrotiterplattenlesers
(EnVision, Perkin Elmer) wurde das Lumineszenzsignal in den einzelnen Kavitaten
vermessen. Die Zellzahl, bei welcher 50 % des maximalen Lumineszenzsignals im linearen
Bereich erreicht wurde, wurde als die fir den CTG-Assay geeignete Zellzahl gewahlt und
fur die anschlieBende Testung der verschiedenen Inhibitoren verwendet. Daflir wurde die
Zellsuspension mit der entsprechenden Konzentration wie beschrieben in 384-we/FPlatten
pipettiert und tiber Nacht bei 37 °C und 5 %-iger CO,-Atmosphare kultiviert. Mit Hilfe eines
akustischen Tropfchendispensiergerats (Echo 520 Liquid Handler, Labcyte) wurde eine
Konzentrationsreihe der jeweiligen Inhibitor-Lésung bestehend aus acht Datenpunkten
von 0,1 nM-30 uM in Duplikaten zu den Zellen in der 384-welFPlatte pipettiert. Zusatzlich
wurden als negative und positive Kontrolle je 16 we/s mit DMSO und 30 uM Staurosporin
versetzt. Nach 96-stlindiger Inkubation bei 37 °C und 5 %-iger CO,-Atmosphare wurde
das Lumineszenzsignal nach Herstellerangaben wie beschrieben ausgelesen. Fir die
Analyse der Daten wurde die Quattro Software Suite verwendet, wobei das
Lumineszenzsignal auf die Kontrollen normalisiert wurde und mit Hilfe einer 4-Parameter
logistischen Funktion (Gleichung 1) der jeweilige ECso-Wert bestimmt.

— A4 :
y= 1+(%)P Gleichung (1)

Ai: Mittelwert der DMSO-Kontrolle, A;: Mittelwert der Staurosporin-Kontrolle, x: Konzentration des Liganden,
xo: Wendepunkt (ECso-Wert), p: Hill-Koeffizient.
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4.6.3 In vitro pharmakodynamische Untersuchungen

4.6.3.1 Verwendete Antikorper

Die flUr die /n vitro-Pharmakodynamik-Studien verwendeten primdren und sekundaren
Antikorper sind in Tabelle 4-9 zusammengefasst.

Tabelle 4-9: Ubersicht {iber verwendete primére und sekundare Antikérper.

Epitop Produkt-Nr. Spezies Hersteller

Priméare Antikorper:

p4E-BP1565 #13443 Hase Cell Signaling Technology
B-Actin A5441 Maus Sigma-Aldrich

pAKktT308 #9275 Hase Cell Signaling Technology
pAktS473 #4060 Hase Cell Signaling Technology
total-Akt #2920 Maus Cell Signaling Technology
total-Akt1 #2938 Hase Cell Signaling Technology
total-AktE7K #14702 Hase Cell Signaling Technology
pErk1/27202/Y204 #4370 Hase Cell Signaling Technology
PARP #9542 Hase Cell Signaling Technology
pPRAS4(Q 724 #2997 Hase Cell Signaling Technology
pS65235/236 #4858 Hase Cell Signaling Technology

Sekundare Antikorper:
Anti-Maus IgG, #5470 Ziege Cell Signaling Technology
DyLight 680
Conjugate
Anti-Hase IgG, #5151 Ziege Cell Signaling Technology

DyLight 800 4X PEG
Conjugate

4.6.3.2 Generierung der Zelllysate

Die Validierung der Inhibition von Aktl wurde in /n vitro pharmakodynamischen Studien
mittels Western Blot-Analyse erhalten. Fur die Generierung der Zelllysate wurde nach dem
Trypsinieren die Zellzahl bestimmt und die Zellen je nach Zelllinie mit einer Zellzahl von
5-8 - 10° Zellen/wel/ in 6-welFTC-Platten (Sarstedt) in einem Volumen von 2,5 mL
ausplattiert und bis zum Erreichen einer Konfluenz von 70-80 % Kkultiviert. Fir die
Behandlung der Zellen mit dem jeweiligen Inhibitor wurden Inhibitor-L6sungen in DMSO
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angesetzt, welche 10-fach héher konzentriert als die zu testende Konzentration waren. Zu
den 2,5 mL Medium wurden je 2,5 pL der Inhibitor-Lésung entsprechender Konzentration
zugegeben und die Zellen fir 2-24 Stunden bei 37 °C im CO,-Inkubator inkubiert. Um
insbesondere die Aktivitdt von Proteasen und Phosphatasen wahrend der anschlieBenden
Zelllyse zu mindern, wurden alle weiteren Arbeitsschritte stets auf Eis und nicht mehr unter
sterilen Bedingungen ausgeftihrt. Nach dem Absaugen des Medium wurde der Zellrasen
zunachst zweimal mit eiskaltem DPBS-Puffer (2 mL) gewaschen, 100 pL RIPA-Puffer (Cell
Signaling Technologies) versetzt mit Protease- und Phosphatase-Inhibitor Cocktail
Tabletten (Roche) auf den Zellrasen pipettiert und 20 min auf Eis inkubiert. Mit Hilfe eines
Zellschabers wurden die Zellen von der we/f-Oberflache abgekratzt und in ein vorgekiihltes
1,5 mL-Eppendorfgefd Uberfuihrt. Nach Zentrifugation bei 14000 g flir 10 min bei 4 °C
wurde der Uberstand erneut in ein neues, vorgekiihltes EppendorfgefaB iberfiihrt, in
flissigem Stickstoff schockgefroren und bei -80 °C gelagert.

4.6.3.3 Isolierung der Tumor-Zelllysate

Fir die Isolierung von Zelllysaten aus Tumorgewebe wurden mit einem sterilen Skalpell
Tumorsticke eines Gewichts von 30-50 mg von den bei -80 °C gelagerten Tumore in einer
gekuhlten Mdrserschale auf Trockeneis abgetrennt und in gekiihlte Lysematrix D-GefaBe
(MP Biomedicals) uberfuihrt. Alle Arbeiten wurden unter Kiihlung auf Trockeneis
durchgeflihrt. Zu jeweils 1 mg Tumorgewebe wurden 10 puL RIPA-Puffer (versetzt mit
Protease- und Phosphatase-Inhibitor, Roche) gegeben und die Zellen mit einer
Kugelmihle (6 m/s, 1 min) lysiert. Nach Zentrifugation des Lysats in den Lysematrix-
GefaBen bei 4 °C, 14000 g fiir 10 min wurde der Uberstand in ein neues und gekiihltes
Eppendorf-GefaB tberfiihrt. Dieses Lysat wurde erneut flir 10 min bei 4 °C und 14000 g
zentrifugiert und der Uberstand ebenfalls in ein gekiihltes Eppendorf-GefaB pipettiert, in
flissigem Stickstoff schockgefroren und bei -80 °C gelagert.

4.6.3.4 Western Blots

Nach dem raschen Auftauen der Proteinlésungen wurde die Proteinkonzentration mit Hilfe
des BCA Protein Assay Kits (Pierce, Thermo Fisher Scientific) bestimmt und die
Proteinkonzentration durch Zugabe von SDS-Probenpuffer und autoklavierten Wasser auf
1 mg/mL eingestellt. Die Proteine wurden bei 95 °C denaturiert und vor dem Beladen des
12 %-igen SDS-Gels bei 21000 g fir 5 min runterzentrifugiert. Die Taschen des SDS-Gels
wurde mit 10-15 pg der Proteinlésung des Uberstands beladen und die Proteine (iber eine
SDS-Gelelektrophorese bei einer Stromstarke von 40 mA pro Gel getrennt. Mit Hilfe einer
Powerstation (Pierce, Thermo Fisher Scientific) wurde ein sem/ dry~Transfer der Proteine
bei einer Spannung von 25 V auf eine PVDF-Membran (Immobilon-FL, Merck Millipore)
erreicht, wobei sowohl das Filterpapier als auch die PVDF-Membran zuvor im
Transferpuffer flir mindestens 5 min dquilibriert wurden. Zuvor wurde die PVDF-Membran
auBerdem kurz in Methanol und anschlieBend ddH,0 getaucht. Nach dem Transfer wurde
die Membran fur 5 min in ddH.0 gewaschen und fur 1 h bei Raumtemperatur unter
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leichtem Schitteln mit Blockierungspuffer (Intercept Blocking Buffer, LI-COR Biosciences)
inkubiert. AnschlieBend wurde dreimal mit 5 mL TBS-T-Puffer gewaschen und mit einer
primdren Antikdrper-Losung (s. Tabelle 4-9) in der entsprechenden Verdiinnung im
Blockierungspuffer Gber Nacht bei 4 °C inkubiert. Im Anschluss daran wurde die Membran
erneut dreimal mit TBS-T-Puffer gewaschen und fiir 1 h bei Raumtemperatur mit der
sekundaren Antikdrper-Lésung (s. Tabelle 4-9) inkubiert. Nach einem abschlieBenden
Waschschritt mit TBS-T-Puffer wurden die Fluoreszenz-markierten Proteine auf der
Membran mit Hilfe eines Fluoreszenzlesers (Odyssey CLx Imaging System, LI-COR
Biosciences) detektiert. Die Durchfihrung des PathScan Akt Signaling-Assays (Cell
Signaling Technology) erfolgte nach den Herstellerangaben.” Fiir die Quantifizierung der
Western Blots wurde die Software Image Studio Lite (LI-COR Biosciences) verwendet. Die
Intensitaten der jeweiligen Banden wurden dabei auf das housekeeping-Protein B-Actin
derselben Bahn und anschlieBend auf die DMSO-Kontrolle nhormalisiert.

Transferpuffer: 336 mM Tris, 260 mM Glycin, 140 mM Tricin, 2,5 mM EDTA
TBS-T-Puffer: 50 mM Tris, 150 mM NaCl, 0,05 % Tween-20, pH 7.4

4.6.3.5 Wash-out-Experimente’

Zur Bestimmung der Halbwertszeit der Desphosphorylierung von Akt in wash-out
Experimenten wurden die Zellen in TC100-Zellkulturplatten (Sarstedt) und nach Erreichen
einer 60-70 %-igen Konfluenz mit dem entsprechenden Inhibitor fir 24 Stunden
behandelt. AnschlieBend wurde das Medium entfernt und die Zellen zweimal mit DPBS-
Puffer gewaschen. Nach Zugabe von frischem Kultivierungsmedium ohne Inhibitor wurden
die Zellen bis zu 48 Stunden weiterkultiviert, wobei innerhalb dieses Zeitraumes Zelllysate
zu unterschiedlichen Zeitpunkten wie in Kapitel 4.6.3.2 beschrieben generiert wurden.
Jeweils 15 min vor der Zelllyse wurden die Zellen dabei mit 100 ng/mL EGF (PeproTech)
stimuliert. Die generieten Zelllysate wurden wie in Kapitel 4.6.3.4 beschrieben per Western
Blot analysiert.

4.6.4 Retrovirale Transduktion muriner Ba/F3-Zellen

4.6.4.1 Virusgenerierung

Zur Generierung des Retrovirus flr die retrovirale Transduktion muriner Ba/F3-Zellen
wurde zundachst eine transiente Transfektion der humanen embryonalen Nierenzelllinie
HEK293T durchgefihrt. Dafiir wurden die Zellen in TC60-Zellkulturplatten (Sarstedt)
kultiviert und bei Erreichen einer ca. 70 %-igen Konfluenz mit dem Transfektionsansatz
entsprechend der Herstellerangaben behandelt, wobei zundachst 2,5pg des

*

Durchfiihrung der PathScan-Experimente durch Dr. Marija Trajkovic-Arsic (AG J. Siveke,
Westdeutsches Tumorzentrum, Universitatsklinikum Essen).

" Durchfiihrung der Wash-out-Experimente durch Dr. Christoph Reintjes (AG S. Hahn, Ruhr-
Universitat Bochum).
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entsprechenden retroviralen pBABE-Transfervektors und 2,5 ug des Verpackungsplasmids
pCL-Eco (Novus Biologicals) mit 250 yL OptiMEM-Medium (Gibco) in einem sterilen
EppendorfgefaB vermischt wurden. Nach Zugabe von 7,5puL des TransIT-LT1
Transfektionsreagenz (Mirus Bio LLC) erfolgte eine 20-miniltige Inkubation bei
Raumtemperatur. Der Transfektionsansatz wurde anschlieBend tropfenweise zum Medium
(5 mL) auf den HEK293T-Zellrasen pipettiert und die Zellen fiir 72 Stunden im CO;-
Inkubator bei 37 °C inkubiert. Zur Virusernte wurde das Virus-enthaltene Medium
abgenommen und bei 40 g und Raumtemperatur fiir 4 min zentrifugiert. Der Uberstand
wurde filtriert (0,45 pm Spritzenvorsatzfilter, Sarstedt) und bis zur weiteren Verwendung
flr wenige Tage lichtgeschiitzt bei 4 °C gelagert.

4.6.4.2 Retrovirale Infektion von Ba/F3-Zellen

Mit dem generierten Retrovirus wurden im nachsten Schritt die Ba/F3-Zellen infiziert und
somit eine Integration des Gens in das Genom der Zellen erreicht. Dafiir wurden die Ba/F3-
Zellen auf eine Zelldichte von 2 - 10° Zellen/mL in 1 mL Infektionsmedium, welches
zusatzlich 40 % FBS und 8 pg/mL des polykationischen Infektionsreagenz Polybren (Merck
Millipore) zur Erhéhung der retroviralen Gentransfer-Effizienz enthielt, in einer TC25-
Zellkulturflasche (Sarstedt) verdinnt und mit 2,5 mL des Retrovirus versetzt. Nach 18-
stiindiger Inkubation im CO,-Inkubator bei 37 °C wurde der Infektionsansatz durch
Zugabe von 5 mL des Kultivierungsmediums mit 10 ng/mL Interleukin 3 (IL-3) weiter
verdlnnt. Zur Selektion der transfizierten Zellen wurde anschlieBend nach weiteren
24 Stunden das Medium ausgetauscht, wobei das Selektionsmedium 1 pg/mL das
Antibiotikum Puromycin enthielt. Die Selektion mit Puromycin erfolgte dabei Uiber einen
Zeitraum von funf Tagen. Um anschlieBend eine Abhangigkeit des Zellwachstums anstelle
des von IL-3-induzierten Signalweges durch des vom eingebrachten Gen zu erreichen,
wurde Uber einen Zeitraum von zwei Wochen die IL-3-Zugabe im Kultivierungsmedium
schrittweise von 10 ng/mL auf 5, 2,5 und 1 ng/mL bis zur vollstandigen Abwesenheit
reduziert. Bei erfolgreich erreichter Abhdngigkeit der Zellen vom Onkogen erfolgte die
Weiterkultivierung ohne Zugabe von IL-3 wobei die transduzierten Zellen alle zwei bis drei
Tage auf eine Zelldichte von 1 -10% Zellen/mL in TC75-Zellkulturflaschen (Sarstedt)
passagiert wurden.

4.6.4.3 Genomisolierung und -sequenzierung

Um die erfolgreiche Einbringung des gewiinschten Gens in das Genom der Ba/F3-Zellen
Uberprifen zu kénnen, wurde zunachst die genomische DNA mit Hilfe des QIAamp DNA
Mini Kits (Qiagen) isoliert. Zur Amplifikation des Geninserts wurde anschlieBend eine PCR
mit der in Kapitel 4.2.2 beschriebenen Experimentvorschrift durchgefiihrt. Nach
Aufreinigung der DNA mit Hilfe des QIAquick DNA Purification Kit (Qiagen) wurde die
Einbringung des Zielgens mit einer DNA-Sequenzierung durch Eurofins Genomics
verifiziert.
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4.7 In vivo-Studien mit PDX-Modellen

Die Arbeiten der /in vivo-Studien mit Hilfe der PDX-Modelle erfolgte durch die Arbeitsgruppe
von Prof. Dr. Stephan A. Hahn unter Genehmigung des Ethik-Komitees der Ruhr-
Universitdét Bochum (Registrierungsnummer: 3534-09, 3841-10, 16-5792). Das
entsprechende Pankreas- und Kolonkarzinomgewebe wurde im Rahmen des Ruhr-
Universitat Comprehensive Cancer Centers (RUCCC) operativ nach dem Einverstandnis der
Patienten entnommen und Tumorstiicke einer GroBe von 1-2 mm in Matrigel (Becton
Dickinson) gelagert. Nach 15-30 min Einweichzeit wurden die Tumore subkutan in
5-10 Wochen alte NMRI-Foxn1™/Foxn1™-Mduse implantiert. Zur Erhaltung der
Mauskohorten zur Behandlung mit Borussertib und Trametinib wurden die Tumorstiicke
friiher Passagen (< F5-Generation) ebenfalls in NMRI-Foxn1™/Foxn1™-Mduse implantiert
und die Behandlung nach Erreichen eines Tumorvolumens von 100-200 mm3 begonnen.
Dabei wurden die Mause in Gruppen von jeweils 3-4 Mausen der Kontroll- und
Behandlungskohorte eingeteilt. Die Behandlung mit 0,5 mg/kg p.o. Trametinib erfolgte an
5 Tagen die Woche jeweils einmal tdglich, wahrend 20 mg/kg i.p. Borussertib einmal
taglich Uber 7 Tage die Woche verabreicht wurde. Das Volumen der Tumore wurde an
drei Tagen der Woche durch eine Messung der Lange und Breite bestimmt und durch die
Formel V = (Lange x Breite?)/2 dokumentiert. Entsprechend der RECIST 1.1 Kriterien
wurde die Reduktion bzw. das Wachstum des Tumorvolumens eingeordnet.
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6 ANHANG

6.1 Zelluldre Evaluierung der Kontrollverbindungen

Tabelle 6-1: Anti-proliferative Aktivitaten der Kontrollverbindungen Pictilisib, Trametinib und Doxorubicin in
den unterschiedlichen Zelllinien durch Bestimmung der ECso-Werte.

CTG ECso / NnM

PI3K-Inhibitor MEK-Inhibitor Zytostatikum

Pictilisib Trametinib Doxorubicin

Zelllinie
AN3-CA

PIK3R1R5577K561>Q 201 + 33 > 30000* 31 + 8
PTENR13Ofs

PIK3CA !N
TP53E285K

E545K

PIK3CA

PIK3CAHIR
TP5 3L194F

KU-19-19

PIK3CAR023Q n.b. n.b. 58 + 7
AKT1E17K/E49K
NRASQSIR

KRAsGlzv
E RBB31950T

HPAF-I1

KRAsGlzD
TP53P1515

*: Einfachmessung, **: Zweifachmessung, n.b.: nicht bestimmt.
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6.2 Proteinsequenzen

6.2.1 Akt1

1 MGSTSHHHHH HDHITSLYKK AGFENLYFQG SDVAIVKEGW LHKRGEYIKT WRPRYFLLKN
61 DGTFIGYKER PQDVDQREAP LNNFSVAQCQ LMKTERPRPN TFIIRCLQWT TVIERTFHVE
121 TPEEREEWTT AIQTVADGLK KQAAAEMDFR SGSPSDNSGA EEMEVSLAKP KHRVTMNEFE
181 YLKLLGKGTF GKVILVKEKA TGRYYAMKIL KKEVIVAKDE VAHTLTENRV LQNSRHPFLT
241 ALKYSFQTHD RLCFVMEYAN GGELFFHLSR ERVFSEDRAR FYGAEIVSAL DYLHSEKNVV
301 YRDLKLENLM LDKDGHIKIT DFGLCKEGIK DGATMKTFCG TPEYLAPEVL EDNDYGRAVD
361 WWGLGVVMYE MMCGRLPFYN QDHEKLFELI LMEEIRFPRT LGPEAKSLLS GLLKKDPKQR
421 LGGGSEDAKE IMQHRFFAGI VWQHVYEKKL SPPFKPQVTS ETDTRYFDEE FTAQM

Abbildung 61: Sequenz des Kristallisationskonstrukts von Akt1"T vor Entfernung des Hiss-Tags.

Tabelle 6-2: Uberblick {iber Molekulargewichte und Extinktionskoeffizienten der Kristallisationskonstrukte von
Akt1.

Molekulargewicht / Da  Extinktionskoeffizient / M* cm™

Konstrukt
geschnitten/ungeschnitten geschnitten/ungeschnitten
Akt1WT 55113 / 51670 66810 / 63830
Akt1E7K 55112 / 51669 66810 / 63830
Akt1¢2%65 55097 / 51654 66810 / 63830
Akt13105 55097 / 51654 66810 / 63830
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6.2.2 c-Kit

1 MGSSHHHHHH
61 FGKTLGAGAF
121 ENIVNLLGAC
181 SFSYQVAKGM
241 LPVKWMAPES
301 SPEYAPAEMY

SSGLVPRGSM PMYEVQWKVV EESNGNNYSY IDPTQLPYDH KWEFPRNRLS
GKVVEATAQG LIKSDAAMTV AVKMLKPSAH STEREALMSE LKVLSYLGNH
THGGPTLVIT EYCCYGDLLN FLRRKRDEFV PYKVAPEDLY KDFLTLEHLL

AFLASKNCIH RDLAARNILL

THGNITKICD FGLARDIKND SNYVDKGNAR

IFNSVYTFES DVWSYGIFLW ELFSLGSSPY PGMPVDSKFY KMIKEGFRMS

DIMKTCWDAD PDKRPTFKQI

VQDIEKQISE STNH

Abbildung 62: Sequenz des Kristallisationskonstrukts von c-Kit"T vor Entfernung des Hiss-Tags.

Tabelle 6-3: Uberblick iber Molekulargewichte und Extinktionskoeffizienten des Kristallisationskonstrukts von

C-KitWT,

Konstrukt

Molekulargewicht / Da

Extinktionskoeffizient / M cm™

geschnitten/ungeschnitten geschnitten/ungeschnitten

c-KitWT

39169 / 37150

58330 / 58330

6.2.3 PDGFR«

1 MAHHHHHHHH
61 EFPRDGLVLG
121 IMTHLGPHLN
181 KNLLSDDNSE
241 LARDIMHDSN
301 MMVDSTFYNK
361 KKSYEKIHLD

HHGALEVLFQ GPGKQKPRYE
RVLGSGAFGK VVEGTAYGLS
IVNLLGACTK SGPIYIITEY
GLTLLDLLSF TYQVARGMEF
YVSKGSTFLP VKWMAPESIF
IKSGYRMAKP DHATSEVYEI
FLKSD

IRWRVIESIS PDGHEYIYVD PMQLPYDSRW
RSQPVMKVAV KMLKPTARSS EKQALMSELK
CFYGDLVNYL HKNRDSFLSH KKKSMLDSEV
LASKNCVHRD LAARNVLLAQ GKIVKICDFG
DNLYTTLSDV WSYGILLWEI FSLGGTPYPG
MVKCWNSEPE KRPSFYHLSE IVENLLPGQY

Abbildung 63: Sequenz des Kristallisationskonstrukts von PDGFRa*T vor Entfernung des Hisio-Tags.

Tabelle 6-4: Uberblick liber Molekulargewichte und Extinktionskoeffizienten des Kristallisationskonstrukts von

PDGFRA.
Molekulargewicht / Da  Extinktionskoeffizient / M* cm™
Konstrukt
geschnitten/ungeschnitten geschnitten/ungeschnitten
PDGFRMT 42804 / 40373 62800 / 62800
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6.3 Kinasetitration von Akt1WT

1241 m  Kristallisationskonstrukt Akt1
® Assaykonstrukt Aktl

10

L | LA | R | T LA | T
0.001  0.01 0.1 1 10 100
Kinase-Menge / ng/well

Abbildung 64: Kinasetitration des Kristallisationskonstrukts von Akt1WT (grau) im Vergleich zum aktivierten
Assaykonstrukt des Akt1-Wildtyps (rot) im Rahmen des HTRF-Assays.” Das Kristallisationskonstrukt weist eine
sehr geringe Kinase-Aktivitat mit einem ECgo-Wert von 245,1 ng/wel/ im Vergleich zum Assaykonstrukt mit
einem ECgo-Wert von 0,1 ng/we// auf.

* Durchfiihrung der Kinasetitration fiir das aktivierte Assaykonstrukt des Akt1"T durch Dr. J6rn
Weisner (AG D. Rauh, TU Dortmund).
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6.4 Datenstatistiken der Komplexstrukturen

6.4.1 Datenstatistiken der Aktl-Kristallstrukturen

Tabelle 6-5: Datenstatistiken der Akt1"T Komplexstrukturen mit Borussertib und °F-Borussertib sowie der
Akt1€2%SKristallstruktur. Die Werte in den Klammern beziehen sich auf die jeweils hochste Auflésungsschale.

Akt1WT Akt1WT Akt1€296S
Borussertib 19F-Borussertib RL1780
Datensammlung PDB: 6HHF
Raumgruppe P21212; P21212; P212124

Zellkonstanten

a, b, c(R) 64.37, 68.44, 102.51 67.77, 70.56, 101.97 70.29, 70.84, 91.48
o, B,y (% 90, 90, 90 90, 90, 90 90, 90, 90
Auflssung (R) 46.89 — 2.90 (3.00 — 2.90)  48.88 —2.90 (3.00 —2.90)  43.80 — 2.10 (2.20 - 2.10)
Rmeas (%) 8.4 (175.7) 5.0 (170.4) 5.2 (55.6)
Rmerge (%) 8.1 (169.1) 4.8 (163.7) 5.0 (51.5)
1/0l 18.38 (1.57) 26.62 (1.58) 25.06 (3.00)
CC2 99.9 (77.0) 100.0 (62.9) 100.0 (91.5)
Vollstandigkeit (%) 100.0 (100.0) 99.7 (99.2) 99.7 (99.6)
Redundanz 12.7 (13.7) 13.0 (13.0) 12.1 (7.1)
Verfeinerung
Auflosung () 46.89 — 2.90 48.88 — 2.90 43.80-2.10
Anzahl der Reflexe 10508 11298 27210

Rwork/ Rfree (0/0)

Anzahl der Atome

23.05/27.36 (33.10/37.21)

27.15/32.97 (39.27/42.41)

21.21/24.54 (26.92/33.06)

Protein 3034 2945 3095
Ligand/Ion 45 46 46
Wasser 3 0 64
B-Faktoren
Protein 123.66 133.37 56.08
Ligand/Ion 100.62 98.99 47.60
Wasser 82.04 - 54.29
Standardabweichung
Bindungsliéngen (A) 0.002 0.002 0.002
Bindungswinkel (°) 0.691 0.511 0.566
Wellenldnge (R) 0.97862 0.99999 0.99991
Temperatur 100 100 100
Rontgenquelle PX II am SLS Villigen, CH PX II am SLS Villigen, CH PX II am SLS Villigen, CH
Detektor Pilatus 6MF Eiger2 X 16M Eiger2 X 16M
Ramachandran Plot
Reste in
bevorzugten Bereich 93.63 % 95.91 % 97.07 %
erlaubten Bereichen 3.09 % 4.09 % 2.93 %
Ausreifler 0.28 % 0.00 % 0.00 %
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Tabelle 6-6: Datenstatistiken der Akt1WT Komplexstrukturen mit RL1780, RL1781 und RL1782. Die Werte in
den Klammern beziehen sich auf die jeweils héchste Auflésungsschale.

Akt1WT Akt1WT Akt1WT
RL1780 RL1781 RL1782
Datensammlung PDB: 6HHG PDB: 6HHH PDB: 6HHI
Raumgruppe P21212; P21212; P21212;

Zellkonstanten

a, b, c (R) 70.82, 71.23,91.24 70.32, 70.89, 91.08 70.17, 70.96, 91.11
a, B,y (°) 90, 90, 90 90, 90, 90 90, 90, 90
Auflssung (R) 45.62 — 2.30 (2.40 - 2.30)  45.54 —2.70 (2.80 — 2.70)  45.56 — 2.70 (2.80 — 2.70)
Rmeas (%) 12.8 (145.8) 7.5 (99.7) 8.5 (67.6)
Rmerge (%) 12.6 (137.7) 7.4 (99.7) 8.1 (69.0)
I/ol 12.86 (1.37) 24.48 (2.77) 21.39 (3.71)
CCip2 99.8 (59.9) 100.0 (92.1) 99.9 (95.0)
Vollsténdigkeit (%) 99.9 (99.5) 100.0 (99.8) 100.0 (100.0)
Redundanz 12.0 (7.7) 13.0 (13.8) 13.1 (13.7)
Verfeinerung
Auflosung () 45.62 — 2.30 45.54 — 2,70 45.55 — 2,70
Anzahl der Reflexe 21088 13003 12991

Rwork/Réree (%)

Anzahl der Atome
Protein
Ligand/Ion
Wasser

B-Faktoren
Protein
Ligand/Ion
Wasser

Standardabweichung

Bindungslingen(R)

Bindungswinkel (°)
Wellenldnge (A)
Temperatur

Rontgenquelle

21.04/24.61 (30.08/36.32)

3190
46
78

65.27
56.48
57.84

0.002
0.548
0.99991
100
PX II am SLS Villigen, CH

21.44/26.57 (26.92/33.80)

3132
41
21

92.08
53.46
69.98

0.005
0.787
0.99992
100

PX II am SLS Villigen, CH

22.76/25.80 (30.38/32.42)

3218
44
18

84.17
77.14
64.94

0.003
0.630
0.97769
100
PX II am SLS Villigen, CH

Detektor Pilatus 6MF Pilatus 6MF Pilatus 6MF

Ramachandran Plot

Reste in
bevorzugtem Bereich 97.34 % 96.75 % 97.10 %
erlaubten Bereichen 2.66 % 3.25% 2.90 %
Ausreifler 0.00 % 0.00 % 0.00 %
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Tabelle 6-7: Datenstatistiken der Akt1"WT Komplexstrukturen mit RL2132, RL2232 und RL2323. Die Werte in

den Klammern beziehen sich auf die jeweils héchste Auflésungsschale.

Akt1WT Akt1WT Akt1WT
RL2132 RL2232 RL2323
Datensammlung PDB: 6HH]
Raumgruppe P21212; P21212; P21212;

Zellkonstanten

a, b, c (R) 70.05, 71.37, 90.96 66.30, 69.02,103.18 68.56, 70.64, 102.64
a, B,y (°) 90, 90, 90 90, 90, 90 90, 90, 90
Auflssung (R) 43.81-2.30 (2.40 - 2.30)  47.81—2.80 (2.90 - 2.80)  41.52 — 2.70 (2.80 — 2.70)
Rrneas (%) 20.1 (110.3) 14.3 (134.1) 4.2 (138.3)
Rrerge (%) 18.5 (107.5) 13.8 (129.0) 4.0 (132.8)
I/ol 7.81 (1.37) 12.98 (1.60) 35.34 (2.26)
CCip2 99.4 (70.8) 99.9 (77.2) 100.0 (80.3)
Vollsténdigkeit (%) 99.9 (100.0) 100.0 (100.0) 100.0 (100.0)
Redundanz 7.2 (7.1) 13.1 (13.4) 13.0 (12.8)
Verfeinerung
Auflssung (R) 43.81 - 2.30 41.32-2.80 41.52 - 2.70
Anzahl der Reflexe 20854 12156 13502

Rwork/Réree (%)

Anzahl der Atome
Protein
Ligand/Ion
Wasser

B-Faktoren
Protein
Ligand/Ion
Wasser

Standardabweichung

Bindungslingen(R)

Bindungswinkel (°)
Wellenldnge (A)
Temperatur

Rontgenquelle

22.20/24.35 (30.57/31.17)

3378
46
120

50.85
39.43
41.40

0.002
0.592
1.00000
100
PX II am SLS Villigen, CH

22.16/25.11 (31.50/36.01)

3127
44
23

80.21
54.75
62.61

0.002
0.581
0.91504
100
PX II am SLS Villigen, CH

23.81/25.25 (30.82/34.32)

3049
43

97.26
67.00
70.22

0.003
0.742
0.91504
100
PX II am SLS Villigen, CH

Detektor Pilatus 6MF Pilatus 6MF Pilatus 6MF

Ramachandran Plot

Reste in
bevorzugtem Bereich 97.77 % 95.91 % 96.37 %
erlaubten Bereichen 2.23 % 3.81 % 3.63 %
Ausreifler 0.00 % 0.27 % 0.00 %
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Tabelle 6-8: Datenstatistiken der Akt1"WT Komplexstrukturen mit RL2237, RL2407 und RL2461. Die Werte in
den Klammern beziehen sich auf die jeweils héchste Auflésungsschale.

Akt1WT Akt1WT Akt1WT
RL2237 RL2407 RL2461
Datensammlung PDB: 6S9W PDB: 69SX
Raumgruppe P21212; P21212s P21212;

Zellkonstanten

a, b, c(R) 70.24, 71.20, 90.91 70.07, 71.03, 91.34 71.46, 71.33, 91.56

o, B,y (°) 90, 90, 90 90, 90, 90 90, 90, 90
Auflosung (R) 45.46 - 2.40 (2.50 - 2.40)  45.67 —2.30 (2.40 —2.30)  45.78 — 2.60 (2.70 — 2.60)
Rmeas (%) 11.0 (144.6) 10.2 (170.5) 5.1 (156.6)
Rmerge (%) 10.6 (139.0) 9.8 (163.7) 4.9 (150.8)
I/ol 15.60 (2.16) 15.06 (1.62) 30.05 (1.8)
CCi2 99.9 (76.7) 99.9 (62.9) 100 (76.4)
Volistandigkeit (%) 100.0 (100.0) 91.8 (100) 100.0 (100.0)
Redundanz 12.9 (13.2) 12.6 (12.9) 13.0 (13.8)
Verfeinerung
Auflosung (R) 45.46 — 2.40 45.67 - 2.30 38.53 - 2.60
Anzahl der Reflexe 18411 19149 14732

Rwork/Réree (%)

Anzahl der Atome
Protein
Ligand/Ion
Wasser

B-Faktoren
Protein
Ligand/Ion
Wasser

Standardabweichung

Bindungslingen(R)

Bindungswinkel (°)
Wellenldnge (A)
Temperatur

Rontgenquelle

19.37/23.51 (25.83/29.99)

3226
46
28

67.85
52.30
59.95

0.003
0.690
0.91886
100
PX II am SLS Villigen, CH

20.47/26.06 (28.65/36.85)

3394
42
12

70.94
58.65
54.54

0.003
0.633
0.91886
100
PX II am SLS Villigen, CH

21.15/23.63 (35.99/38.18)

3162
49
12

98.84
82.24
87.74

0.003
0.611
0.91955
100
PX II am SLS Villigen, CH

Detektor Pilatus 6MF Pilatus 6MF Pilatus 6MF

Ramachandran Plot

Reste in
bevorzugtem Bereich 97.12 % 98.02 % 97.58 %
erlaubten Bereichen 2.62 % 1.98 % 242 %
Ausreifler 0.26 % 0.00 % 0.00 %

174



6.4.2 Datenstatistiken der c-KitWT-Kristallstrukturen

Tabelle 6-9: Datenstatistiken der c-Kit"" Komplexstruktur mit Sunitinib und der Soaking-Struktur mit RL2319.
Die Werte in den Klammern beziehen sich auf die jeweils hochste Auflésungsschale.

c-KitWT c-KitWT
Sunitinib Soaking mit RL2319
Datensammlung
Raumgruppe Cc2 Cc2

Zellkonstanten

a, b, cR) 97.77, 69.82, 55.93 98.88, 69.44, 56.35
o, B,y (°) 90, 117, 90 90, 117, 90
Auflésung (R) 43.42 - 1.60 (1.70 — 1.60) 44,76 — 2.10 (2.20 — 2.10)
Rrneas (%) 4.9 (86.2) 9.3 (92.0)
Rmerge (%) 4.5 (79.6) 7.9 (76.6)
I/ol 19.20 (2.62) 10.35 (1.65)
CCip2 99.9 (89.0) 99.9 (62.9)
Vollstandigkeit (%) 98.8 (97.2) 99.0 (99.4)
Redundanz 6.8 (6.9) 3.5(3.3)
Verfeinerung
Auflésung (R) 43.42 - 1.60 43.87 - 2.10
Anzahl der Reflexe 51202 19701

Rwork/Réree (%)
Anzahl der Atome
Protein
Ligand/Ion
Wasser
B-Faktoren
Protein
Ligand/Ion
Wasser
Standardabweichung
Bindungsliéngen (A)
Bindungswinkel (°)
Wellenldnge (A)
Temperatur

Rontgenquelle

22.00/23.87 (31.78/36.09)

2333
29
124

40.19
60.34
48.48

0.006
0.840
0.99999
100
PX II am SLS Villigen, CH

19.44/21.63 (30.53/34.61)

2344
17
62

48.28
59.87
46.86

0.002
0.526
0.99999
100
PX II am SLS Villigen, CH

Detektor Eiger2 X 16M Eiger2 X 16M

Ramachandran Plot

Reste in
bevorzugten Bereichen 97.59 % 98.96 %
erlaubten Bereichen 1.72 % 1.04 %
Ausreifler 0.69 % 0.00 %
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6.5 Simulated Annealing Omit Map der Komplexstruktur von
Akt1T mit Borussertib

Abbildung 65: FoFc simulated annealing omit map der Komplexstruktur von Akt1WT mit Borussertib. Die FoFc-
Elektronendichte wurde auf o = 2 konturiert. Die Differenz-Elektronendichte weist auf eine unvollstandige

Besetzung durch die Adressierung beider Cystein-Seitenketten Cys296 und Cys310. Eine bevorzugte
Modifikation von Cys296 kann flr Borussertib beobachtet werden.
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6.6 Methylierung von Akt1E7K zur Kristallisation
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Abbildung 66: Reduktive Methylierung von Akt1E7X, A: Massenspektrometrische Analyse weist die
Methylierung aller 36 vorhandenen Lysine sowie des N-Terminus nach. Die theoretische Masse einer
angefiigten Methylgruppe betragt 28 Da, sodass eine vollstdndige Methylierung einer Massenverschiebung um
1036 Da entspricht. Mit einer Verschiebung um 1042 Da liegt die identifizierte Masse im Toleranzbereich.
B: Nach einstiindiger Inkubation mit einem dreifachen molaren Uberschuss an Borussertib keine eine
unvollstandige kovalente Modifiaktion beobachtet werden. C-D: Gelfiltration der methylierten Proteinldsung.
C: Chromtogramm. Blau: UV-Signal. D: SDS-Gel der Gelfiltration. M: Marker, 1-2: Elutionspeaks 1-2. Die
Proteinfraktionen des ersten Peaks wurden mit dem Ausschlussvolumen der Gelfiltrationssaule eluiert und
kdnnen vermutlich aggregiertem Protein zugeordnet werden. Daher wurden lediglich die Fraktionen des
zweiten Peaks flr die Fine Screens mit den Spharolit-Bedingungen verwendet, wobei nur klare Tropfen zu

beobachten waren.
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6.7 Viabilitatsassay mit murinen Ba/F3-Zellen

6.7.1 Zellzahlbestimmung der Ba/F3-Zellen

*~ Ba/F3 Akt1F17K
*~ Ba/F3 myr-Akt1""
*— | Ba/F3 parental

™

1.0)(107' 1 +

g
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Abbildung 67: Zellzahlbestimmung im Rahmen des CellTiter-Glo Assays fiir die transduzierten Ba/F3 Akt1EL7K-
und Ba/F3 myr-Akt1"T-Zellinien sowie die parentalen Ba/F3-Zellen. Ba/F3 Akt1F’K: 800 Zellen/well,
Ba/F3 myr-Akt1WT: 400 Zellen/ well, parentale Ba/F3: 100 Zellen/well.

1.5x107 1

Lumineszenz / RLU

6.7.2 Bestimmung des anti-proliferativen Effekts von Akt-Inhibitoren in
parentalen Ba/F3

Tabelle 6-10: Bestimmung der ECsp-Werte verschiedener Referenzverbindungen und kovalent-allosterischer
Akt-Inhibitoren in der parentalen Ba/F3-Zelllinie.

Ba/F3 parental
CTG ECso / nM

Inhibitor
ATP-kompetitive Capivasertib 27894 + 2978
Akt-Inhibitoren Ipatasertib > 30000
Allosterische MK-2206 8525 + 833
Akt-Inhibitoren Miransertib 3637 + 964
Borussertib 24355 * 7218
RL1782 11565 + 3859
CAAIs RL2788 15108 + 265
RL3159 > 30000
RL3160 > 30000
PI3K-Inhibitor Pictilisib 9880 + 2712
MEK-Inhibitor Trametinib 3345 +£ 732

178



7 EIDESTAATLICHE VERSICHERUNG (AFFIDATIV)

Landel, Ina

Name, Vorname
(Surname, first name)

148803

Matrikel-Nr.

(Enrolment number)

Belehrung:

Wer vorsatzlich gegen eine die Tauschung uber Pri-
fungsleistungen betreffende Regelung einer Hochschul-
prufungsordnung verstoRt, handelt ordnungswidrig. Die
Ordnungswidrigkeit kann mit einer Geldbuf3e von bis zu
50.000,00 € geahndet werden. Zustandige Verwaltungs-
behorde fiir die Verfolgung und Ahndung von Ordnungs-
widrigkeiten ist der Kanzler/die Kanzlerin der Techni-
schen Universitat Dortmund. Im Falle eines mehrfachen
oder sonstigen schwerwiegenden Tauschungsversu-
ches kann der Prifling zudem exmatrikuliert werden, §
63 Abs. 5 Hochschulgesetz NRW.

Die Abgabe einer falschen Versicherung an Eides statt
ist strafbar.

Wer vorsatzlich eine falsche Versicherung an Eides statt
abgibt, kann mit einer Freiheitsstrafe bis zu drei Jahren
oder mit Geldstrafe bestraft werden, § 156 StGB. Die
fahrlassige Abgabe einer falschen Versicherung an
Eides statt kann mit einer Freiheitsstrafe bis zu einem
Jahr oder Geldstrafe bestraft werden, § 161 StGB.

Die oben stehende Belehrung habe ich zur Kenntnis
genommen:

Official notification:

Any person who intentionally breaches any regulation of
university examination regulations relating to deception
in examination performance is acting improperly. This
offence can be punished with a fine of up to EUR
50,000.00. The competent administrative authority for
the pursuit and prosecution of offences of this type is the
chancellor of the TU Dortmund University. In the case of
multiple or other serious attempts at deception, the
candidate can also be unenrolled, Section 63, paragraph
5 of the Universities Act of North Rhine-Westphalia.

The submission of a false affidavit is punishable.

Any person who intentionally submits a false affidavit
can be punished with a prison sentence of up to three
years or a fine, Section 156 of the Criminal Code. The
negligent submission of a false affidavit can be punished
with a prison sentence of up to one year or a fine,
Section 161 of the Criminal Code.

| have taken note of the above official notification.

Dortmund,

Ort, Datum
(Place, date)

Titel der Dissertation:
(Title of the thesis):

Unterschrift
(Signature)

Strukturbiologische Untersuchung und Zelluldre Charakterisierung

kovalent-allosterischer Akt-Inhibitoren

| hereby swear that | have completed the present

Ich versichere hiermit an Eides statt, dass ich die vorlie-
gende Dissertation mit dem Titel selbststéandig und ohne
unzuldssige fremde Hilfe angefertigt habe. Ich habe
keine anderen als die angegebenen Quellen und Hilfs-
mittel benutzt sowie wortliche und sinngemaRe Zitate
kenntlich gemacht.

Die Arbeit hat in gegenwartiger oder in einer anderen
Fassung weder der TU Dortmund noch einer anderen
Hochschule im Zusammenhang mit einer staatlichen
oder akademischen Prifung vorgelegen.

dissertation independently and without inadmissible
external support. | have not used any sources or tools
other than those indicated and have identified literal
and analogous quotations.

The thesis in its current version or another version has
not been presented to the TU Dortmund University or
another university in connection with a state or
academic examination.*

*Please be aware that solely the German version of the affidavit ("Eidesstattliche Versicherung") for the PhD thesis is
the official and legally binding version.

Dortmund,
Ort, Datum Unterschrift
(Place, date) (Signature)
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