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1 EINLEITUNG

1 Einleitung

Im Jahr 2020 wurde bei 19,3 Millionen Menschen Krebs diagnostiziert und bei
10,0 Millionen Menschen war eine Krebserkrankung die Haupttodesursache.'! Damit
sind krebsbedingte Todesfélle nach Herzkreislauferkrankungen, 17,9 Millionen im Jahr
2016, die zweithiufigste Todesursache auf der Welt.”] In den letzten Jahren nahm die
Anzahl der diagnostizierten Krebserkrankungen kontinuierlich zu und innerhalb der
nichsten zwanzig Jahre wird ein weiterer Anstieg von 47 % auf 28,4 Millionen
diagnostizierte Krebserkrankungen pro Jahr erwartet.’! Dieser Anstieg kann zum einen
mit der demographischen Entwicklung in vielen Léndern sowie der ansteigenden
Weltbevolkerung erklart werden. Inzwischen hat Brustkrebs mit 2,3 Millionen neuen
Diagnosen pro Jahr (11,7 % aller Krebserkrankungen) Lungenkrebs (11,4 %) als am
haufigsten diagnostizierte Tumorform abgeldst, gefolgt von kolorektalen Karzinomen
(10,0 %), Prostata- (7,3 %) und Magenkrebs (5,6 %). Lungenkrebs ist hierbei die maligne
Krebsform mit der grofiten Mortalitét von 1,8 Millionen Todesfédllen pro Jahr (18 % aller
krebsbedingten Todesfille), gefolgt von kolorektalen Karzinomen (9,4 %), Leber-
(8,3 %), Magen- (7,7 %) und Brustkrebs (6,9 %)."!

Dem entgegen stehen neue und verbesserte Moglichkeiten in der frithen Diagnostik und
damit verbundenen besseren Moglichkeiten hinsichtlich erfolgreicher chirurgischer
Eingriffe sowie Therapien zur Behandlung der Tumore.[*! Ein entscheidender Faktor
hierbei ist der Einsatz der sogenannten personalisierten Medizin, durch welche die
zielgerichtete Adressierung von onkogenen Biomolekiilen méglich ist.’) Diese
Prizisionsmedizin fiihrt zu einer deutlichen Erhéhung der Lebenszeit, Uberlebenschance

und Verbesserung der Lebensqualitit der Patienten.

1.1 Prizisionsmedizin in der Krebstherapie
Uber Jahrzehnte hinweg bis zum Anfang des 21. Jahrhunderts erfolgte die Behandlung
von Krebs mittels chirurgischer Eingriffe sowie zytotoxischer Strahlen- und
Chemotherapie.[®! Mit dem Abschluss des Humangenomprojekts im Jahr 2003 konnte das
komplette humane Genom erfolgreich entschliisselt werden, womit die phénotypische
Erkrankung in Korrelation zu der genotypischen Lision gebracht werden kann.!” Dies
ermdglicht somit eine genaue Behandlung des Krankheitsbildes anhand der

genotypischen Erkrankung und ermoglicht insbesondere fiir die Krebstherapie eine
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neuartige personalisierte Behandlungsstrategie entsprechend ihrer genetischen

Lisionen.!®

Die Tumorentstehung wird durch eine genetische Lasion eines Tumorsupressor- oder
Protoonkogens ausgeldst.””) Sowohl Protoonkogene als auch Tumorsupressorgene
regulieren zentrale biologische Funktionen wie beispielsweise Zellproliferation,
-iiberleben, -differenzierung und Apoptose.l'’! Diese zelluldren Funktionen konnen unter
anderem durch /oss of function Mutationen in Tumorsupressorgenen fehlreguliert werden,
was zu einer Tumorgenese fithren kann.[''! Im Falle genetischer Lisionen in einem
Protoonkogen, z. B. Punktmutationen oder Genamplifikationen, kann ein Onkogen
entstehen, wodurch eine dauerhafte Aktivierung oder Uberexpression des Onkoproteins
hervorgerufen wird, die zu einer Entartung der Zelle zur malignen Krebszelle fiihrt.[!%!
Dies fiihrt zu einer Abhéngigkeit der Zelle vom onkogenen Signal, der vom WEINSTEIN
beschriebenen oncogene addiction.!3) Diese Abhiingigkeit macht sich die zielgerichtete
Krebstherapie zu Nutze, indem hierbei das Onkogen gezielt adressiert und inhibiert wird,
wodurch die Apoptose induziert wird und die Tumorzelle degeneriert, der sogenannte

oncogenic shock.!'*!

Essentiell fiir den Ansatz der Priazisionsmedizin ist die erfolgreiche Identifikation von
Biomarkern, damit die Patienten entsprechend ihrer genetischen Lision klassifiziert
werden kénnen (Abb. 1).13] Diese Biomarker kénnen unter anderem Gene, Proteine oder
Metabolite sein, deren Identifikation unverzichtbar ist, um die Entwicklung einer
Krankheit und eine gezielte therapeutische Antwort vorhersagen zu konnen.['® Die
Identifikation solcher Biomarker ist mit der Entwicklung von stetig verbesserten,
schnelleren Sequenzierung eng verkniipft, da hiermit Patientengruppen sehr effizient
stratifiziert werden konnen.!'”! Dies bedeutet aber zugleich, dass die Prizisionsmedizin
absolut abhéngig von solchen Biomarkern ist und die Identifizierung weiterer essentiell

fiir eine verbesserte und grof3flichigere Krebsbehandlung ist.
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Abbildung 1: Schematische Darstellung der Prézisionsmedizin. Eine Patientengruppe mit der
phénotypisch gleichen Krebserkrankung wird mittels diagnostischer Biomarker Identifikation in

Subpopulationen entsprechend ihrer genotypischen Lédsion eingeteilt und dementsprechend mit

zielgerichteten Therapeutika behandelt.!'>

Eine wichtige weitere Grundlage fiir die zielgerichtete Onkologie stellen die hallmarks of
cancer dar, mit Hilfe derer die relevanten Angriffspunkte von potentiellen Therapeutika
beschrieben werden.'¥! Zu diesen zentralen Eigenschaften einer Tumorzelle wurden zehn
elementare  Prozesse  definiert:  Eigenversorgung mit  Wachstumssignalen,
Unempfindlichkeit gegenliber Wachstumshemmern, Immunevasion, unbegrenzte
Replikation, tumorfordernde und entziindliche Mikroumgebung, Aktivierung von
Gewebeinvasion und Metastasierung, fortlaufende Angiogenese, Genominstabilitdt und
-mutation, Resistenz gegeniiber dem Zelltod und Deregulierung des zelluldren
Energiestoffwechsels.!'?] So kdnnen beispielsweise Cyclin-abhiingige Kinaseinhibitoren,
wie Palbociclib und Abemaciclib, genutzt werden, um die Unempfindlichkeit gegeniiber

Wachstumshemmern zu adressieren.!'”)
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Abbildung 2: Darstellung der hallmarks of cancer nach WEINSTEIN.[!213] Die zehn elementaren Prozesse

kennzeichnen eine Tumorzelle und stellen mogliche Angriffspunkte fiir die Prazisionsmedizin dar.

Ein weiterer Angriffspunkt von Tumorzellen, die Eigenversorgung mit
Wachstumssignalen, wird beispielsweise zur Behandlung von nicht-kleinzelligen
Lungenkrebs (engl. non small cell lung cancer, NSCLC) genutzt.”®! Hierbei konnten
aktivierende Mutationen im epidermalen Wachstumsfaktor-Rezeptor (engl. epidermal
growth factor receptor, EGFR) oder Genfusionen in anaplastischen Lymphom-Kinasen
(ALK) als entsprechende Biomarker identifiziert werden, die mittels Tyrosinkinase-

Inhibitoren behandelt werden konnen.?!!

Durch den Einsatz von zielgerichteten
Therapeutika wie den EGFR-Inhibitoren Osimertinib (Tagrisso, AstraZeneca), Afatinib
(Giotrif, Boehringer Ingelheim) oder dem ALK-Inhibitor Lorlatinib (Lorviqua, Pfizer)
konnte die mittlere Uberlebenszeit von acht Monaten auf bis zu 30 Monate signifikant
gesteigert werden.!””) Der Einsatz der Tyrosinkinase-Inhibitoren ist somit von groBem
Erfolg geprigt, aber wird gleichzeitig durch einen weiteren hallmark of cancer, der
Genominstabilitdt und -mutation, limitiert. So treten im EGFR zum Beispiel die T790M
oder C797S Resistenzmutationen auf, die durch den Inhibitor-basierten Selektionsdruck
entstehen konnen.’] Solche Resistenzmutationen erfordern die Weiterentwicklung
bestehender Therapeutika hin zu ergdnzenden Behandlungsstrategien, wie zum Beispiel

der Entwicklung kovalenter Modulatoren oder neuen innovativen Methoden wie dem

Wirkstoff-induzierten Proteinabbau.?*
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Dariiber hinaus wird das Anwendungsspektrum fiir die Prézisionsmedizin immer starker
erweitert, da mit neuen Proteomics-Methoden neue Biomarker identifiziert werden
konnen, die dann durch die Entwicklung gezielter Therapeutika adressiert werden
konnen.!*! Die Adressierung dieser Biomarker ist hiufig herausfordernd, da diese zum
Beispiel Bestandteil des sogenannten undruggable Genoms, beispielsweise Protein-
Protein-Interaktionen oder unzugingliche Proteinbindetaschen, sein kénnen.?®! Eine
weitere Herausforderung stellen Zielproteine wie die Serin-/Threoninkinase Akt dar, fiir
die bisher robuste Marker fiir die Entwicklung eines effizienten therapeutischen

Behandlungsansatzes fehlen.*”!

1.2 Relevanz der Proteinkinase Akt in der zielgerichteten Onkologie
Das humane Kinom umfasst 535 Proteine und steuert die intrazelluldren Signalwege
durch die Phosphorylierung der entsprechenden Proteinsubstrate.®! Hierbei sind etwa
85 % des Kinoms an mindestens einer Krankheit oder Entwicklungsstorung aufgrund
einer Dysregulation beteiligt. Solche Dysregulationen fithren zu einer fehlerhaften
Funktion der Kinasen, deren Haupteigenschaft die Ubertragung von der y-
Phosphatgruppe des Adenosintriphosphats (ATP) auf Hydroxylgruppen von

(29 Dabei unterscheiden sie sich je nach adressierter Aminoséure in

Substratproteinen ist.
Tyrosin- und Serin/Threonin-Kinasen. Aufgrund der zentralen Rolle der Kinasen in den
Signaltransduktionswegen fiihrt eine Fehlregulation in vielen Féllen zu einem
unkontrollierten Zellwachstum, die zur Tumorentstehung fiihrt.?% Dies wiederum fiihrt
zu einer hohen Relevanz in Hinsicht auf die chemische Modulation ihrer enzymatischen

Aktivitit.B!]

Die Proteinkinase B (PKB), Akt, mit seiner zentralen Position im PI3K/Akt/mTor-
Signalweg und der damit verbundenen hohen Anzahl an Substraten und nachgeschalteten
Signaltransduktionswegen, stellt ein vielversprechendes Zielprotein flir die
medizinalchemische Adressierung dar.*?! Akt ist eine Serin/Threonin-Kinase der AGC-
Familie (Proteinkinasen A, G und C) mit drei Isoformen, Aktl-3, die sich in Funktion
und Lokalisation, trotz der hohen Sequenzhomologie von 73 %, deutlich voneinander
unterscheiden.!*3] Akt mit seiner zentralen Rolle in der PI3K/Akt/mTor-Signalkaskade
steuert elementare zelluldre Prozesse wie die Proliferation, Metabolismus und

Zelliiberleben reguliert werden.*#!



1 EINLEITUNG

Eine abnormale Aktivitit einer Komponente des Signalwegs fiihrt zu einer dauerhaften

Aktivierung, die eine Entartung der Zelle und die Entstehung von Krebs bedingt.!*!

1.2.1 Akt als Schliisselkomponente in der PI3K/Akt/mTOR-Signalkaskade
Die Aktivierung von Akt innerhalb des PI3K/Akt/mTOR-Signaltransduktionswegs
erfolgt durch die extrazelluldre Stimulation, ausgelost von Zytokinen oder
Wachstumsfaktoren (EGF), von Rezeptortyrosinen oder G-Protein-gekoppelten
Rezeptoren. Diese aktivieren zunichst die Lipidkinase Phosphoinositid-3-Kinase (PI3K),
die  Phosphatidylinositol-3,4-bisphosphat ~ (PIP2) zum  second  messenger
Phosphatidylinositol-3,4,5-triphosphat (PIP3) phosphoryliert.*®! Das PIPs sorgt fiir die
Rekrutierung von Akt an die Plasmamembran, indem PIP; iiber basische Aminosduren
wie Lysin, Arginin und Asparagin an die pleckstrin homology (PH) Doméne von Akt
bindet.*”) Mit Hilfe dieser Bindung wird die PH-out Konformation induziert und durch
die ebenfalls PIPs-rekrutierte Phosphoinositid-abhédngige Proteinkinase 1 (PDK1) wird
Thr308 in der Aktivierungsschleife phosphoryliert.*®! Mittels der Phosphorylierung von
Ser473 durch den mechanistic target of rapamycin (mTOR) complex 2 (mTORC2) im C-
terminalen hydrophoben Motiv wird zum einen die Phosphorylierung von Thr308 durch
PDK1 erleichtert und zum anderen Akt vollstindig aktiviert.*”] Das so aktivierte Akt
leitet das Signal durch Phosphorylierungen an die nachstehenden Substrate wie z. B.
Glykasekinase-3 (GSK3), Prolin-reiches Akt Substrat (PRAS40) und Bcl-2-antagonist of
Cell death (BAD) weiter.l*”] Die Regulation der Akt-Aktivitit wird durch verschiedene
Phosphatasen kontrolliert, die zu einer Dephosphorylierung von Akt fithren und die Akt-
initiierte Signalweiterleitung unterbrechen.*?! So werden die Aktivierungsmodulationen
pThr308 durch die Protein Phosphatase 2A (PP2A) und pSer473 durch die PH-Doménen
Leucin-reiche Protein Phosphatasen 1/2 (PHLPP1/2) dephosphoryliert.*!) Ebenso
reguliert der Tumorsuppressor Phosphatase & Tensin Homolog (PTEN) die Akt-Aktivitdt
durch die Dephosphorylierung von PIP3; zu PIP», sodass die Rekrutierung von Akt an die
Plasmamembran unterbunden wird.[*?! Neben der Regulation der Akt-Aktivitit durch die
Kinase-Domine zeigt Akt eine Kinase-unabhéngige Aktivitit in Hinsicht auf die
Regulation des Zelliiberlebens.[**) Diese Funktion ist unabhingig von der Bindung zu
PDKI1 und die Signalweiterleitung erfolgt voraussichtlich iber PH-Doménen-vermittelte
Protein Interaktionen, wobei diese Interaktionspartner bisher noch nicht vollstindig

erforscht sind (Abb. 3).
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Abbildung 3: Schematische Darstellung des PI3K/Akt/mTOR-Signalweg.*¥ Ausgangspunkt ist die
extrazelluldire Stimulation von RTKs, durch die PI3K aktiviert wird. PI3K phosphoryliert das
membrangebundene PIP, zu PIP3, das Akt durch Bindung zur PH-Doméne an die Membran rekrutiert und
in der Enzym-aktiven PH-out Konformation stabilisiert. Hier wird Akt durch PDK1 und mTORC2
phosphoryliert und aktiviert, sodass es durch Phosphorylierung von Substratproteinen eine
Signalweiterleitung induziert. Diese steuern wichtige zelluldre Prozesse wie Proliferation, Metabolismus,
Apoptose und das Zelliiberleben. Ebenso werden diese Prozesse noch durch die Kinase-unabhédngige
Aktivitdt von Akt reguliert, wobei hier die Identifikation der Protein-Interaktionspartner noch nicht

abgeschlossen ist.[32 431

Die PI3K/Akt/mTor-Signalkaskade steuert unter anderem wichtige zelluldre Prozesse
wie Metabolismus, Angiogenese, Zellproliferation und Apoptose.[**! Eine abnormale
Aktivitdt innerhalb des Signalwegs ist hierbei mit verschiedenen Krankheiten assoziiert,
wie kardiovaskuldren und neurodegenerativen Erkrankungen, Typ 2-Diabetes und einer
Vielzahl von Tumorarten (Brust-, Lungenkrebs und Endometriumkarzinomen).!*’! Dabei
sind genetische Lésionen in Akt selbst nur von geringerer Bedeutung, da eine Akt-
Uberaktivierung meist aufgrund von Fehlregulation weiterer Mitglieder des
PI3K/Akt/mTor-Signalweg ausgeldst wird.**) Vor allem aktivierende Mutationen oder
Amplifikationen in EGFR oder PI3K, Uberexpression von PDK1 oder loss of function
Mutationen des Tumorsuppressorgens PTEN 16sen solche Fehlregulationen aus.!*¢! Trotz
der niedrigen Relevanz von Mutationen von Akt selbst treten fiir die prominenteste E17K-
Treibermutation Inzidenzen in Kolorektal-, Lungen-, Eierstockkarzinomen und ER'-
Brustkrebs auf.l*”! Eine weitaus hohere Relevanz weist diese Mutation jedoch in einer
seltenen Uberwuchserkrankung, dem Proteus Syndrom, auf und dient hierbei als
pradiktiver klinischer Biomarker.'*¥! Durch den Austausch der negativ geladenen

Glutaminséure zur basischen Lysin-Seitenkette entsteht eine elektrostatische Repulsion,
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die eine Verschiebung des Gleichgewichts von der inaktiven PH-in Konformation zur
aktiven PH-out Konformation zur Folge hat.*”) Dies fiihrt zu einer verstirkten
Rekrutierung von Akt zur Plasmamembran und einer konstitutiven Aktivitdt der Kinase.
Die weiteren bekannten Treibermutationen L52R, Q79K und D323H, die eine weitaus
geringere Relevanz als die E17K-Mutation haben, schwéchen ebenfalls die Interaktion
zwischen PH- und Kinasedomine und haben somit eine Verschiebung des
Gleichgewichts zur aktiven PH-out Konformation zur Folge.’®! Dariiber hinaus lassen
sich in mehreren Tumorarten Akt2-Genamplifikationen nachweisen und sowohl bei der
Strahlen- und Chemotherapie als auch der personalisierten Medizin ist eine

Uberexpression von Akt als Resistenzmechanismus bekannt.>!]

1.2.2 Struktur der Proteinkinase Akt
Fiir die erfolgreiche medizinalchemische Adressierung ist die genaue Identifikation und
Analyse der Struktur von Akt essentiell.>?! Akt besteht prinzipiell aus drei funktionellen
Dominen, der Kinase-, der N-terminalen PH-Domine und dem C-terminalen
hydrophoben Motiv (HM).I**! Die hoch konservierte Kinase-Doméne besteht aus einer
N-terminalen und C-terminalen Subdomaine, die iiber die Scharnierregion miteinander
verbunden sind.®* An der Scharnierregion befindet sich auch die ATP-Bindungstasche
und somit das katalytische Zentrum der Kinase. AuBBerdem befindet sich das DFG-Motiv,
die aC-Helix und die Phosphorylierungsstelle Thr308 in der Kinasedomine. Die zweite
fiir die Akt-Aktivitdt relevante Phosphorylierungsstelle Ser473 befindet sich im C-
terminalen HM, welches aus etwa 40 Aminosduren besteht. Die dritte strukturelle Akt-
Domine stellt die N-terminale PH-Doméne dar, die tber einen ca. 30 Aminoséduren
langen, flexiblen Linker mit der Kinase verbunden ist und selbst aus etwa 120
Aminosduren besteht. Die hohe Flexibilitit ist entscheidend fiir die Regulation der
Kinaseaktivitdt, da hieriiber das Gleichgewicht zwischen der Kinase-inaktiven PH-in
Konformation und der aktiven PH-out Konformation gesteuert wird.>>! Der aktive PH-
out Zustand wird durch polare Interaktionen zwischen dem second messenger PIP; und
der PH-Doméne induziert. Im Gegensatz dazu legt sich die PH-Domine bei der PH-in
Konformation iiber die Kinase-Doméne und erzeugt somit einen geschlossenen Zustand
der Kinase, der durch polare Wechselwirkungen von Glul7 der PH-Doméne mit Arg273
der Kinase-Doméne sowie polarer Interaktionen von Thr81/Thr82 der PH-Doméne und
Lys178/Asp292 der Kinasedomine und weiterer unpolarer Wechselwirkungen stabilisiert

wird.l!
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Die PH-in Konformation fiihrt zu einer Verdringung der aC-Helix aus der allosterischen
Bindungstasche, der Induktion der DFG-out Konformation und zur Blockierung der ATP-
Bindetasche durch die Aminosiure Phe293.1°%1 Zugleich entsteht eine allosterische
Bindungstasche zwischen Kinase- und PH-Domine, die von grofler Relevanz fiir die

Modulation durch niedermolekulare Verbindungen ist.[>!

Abbildung 4: Proteinkristallstruktur von Akt (PDB: 6HHJ).571 Akt befindet sich in der Kinase-inaktiven
PH-in Konformation mit DFG-out Zustand und verdringter aC-Helix (blau). Die Kinasedomine (grau)
besteht aus einer N-terminalen und C-terminalen Subdoméne, die iiber die Scharnierregion (pink)
miteinander verkniipft sind. Die Aktivierungsschleife (rot) befindet sich in der Kinase-Doméne und die

regulatorische PH-Doméne (griin) ist N-terminal mit der Kinase-Doméne verbunden.

1.2.3 Medizinalchemische Adressierung der Proteinkinase Akt
Der klassische Ansatz zur Adressierung von Proteinkinasen ist der Einsatz von ATP-
kompetitiven niedermolekularen Verbindungen, die das aktive Zentrum der Kinase
besetzen und somit die Bindung von ATP inhibieren.*!:>¥] Der Akt-Inhibitor GSK690693
(GlaxoSmithKline), basierend auf einen Aminofurazan Grundgeriist, war einer der ersten
Akt-Inhibitoren, der bei akuter lymphoblastischer Leukdmie das Zellwachstum,
erfolgreich hemmt, aber jedoch zu starken Nebenwirkungen fiihrt, sodass er in der

klinischen Entwicklung scheiterte (Abb. 5).°%! Weiterfiihrend befinden sich weitere ATP-
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kompetitive Akt Inhibitoren, Capivasertib (AstraZeneca) bzw. Ipatasertib (Genentech)
mit alternativen chemischen Grundgeriisten, wie z. B. Pyrrolopyrimidin bzw.
Cyclopentapyrimidin in verschiedenen Phase I/II-Studien.[®”) Diese so modifizierten
Wirkstoffe zeigen ein verbessertes Selektivititsprofil und unter anderem fiir ER"-
Brustkrebs oder Endometriumkarzinomen mit einer Akt1E!7® Mutation kann ein
stagnierendes bis leicht riickldufiges Tumorwachstum beobachtet werden.[*”?! Jedoch
treten auch fiir diese beiden Inhibitoren signifikante Nebenwirkungen wie z. B. Diarrh6

und Hyperglykimie auf[¢!]

Den stark ausgeprigten Nebenwirkungen liegt der
Wirkmechanismus der ATP-kompetitiven Verbindungen zu Grunde, da diese die hoch
konservierte ATP-Bindetasche adressieren und im Falle von Akt insbesondere off target
Effekte bei weiteren Proteinkinasen der AGC Subfamilie, wie PKA oder der Rho-

assozierten Proteinkinase (ROCK), zeigen.[?]

Einen weiteren Ansatz zur Akt-Adressierung stellen PIP3-Mimetika dar, die kompetitiv
zu PIP3 in die Bindetasche von Akt an die PH-Domine binden und somit die Rekrutierung
von Akt an die Plasmamembran verhindern.[®¥] Zwei entsprechende Modulatoren sind die
beiden Alkylphospholipide Perifosin und Miltefosin.[** In der priklinischen Entwicklung
konnten erfolgsversprechende Ergebnisse beobachtet werden, die aber nicht auf die
klinischen Studien iibertragen werden konnten.[® Aufgrund ihrer chemischen Struktur,
der Lipophilie und Amphiphilie, ist nur eine schlechte Loslichkeit und Zellpermeabilitit
gegeben. Dies fiihrte ebenso wie die geringe Selektivitit der PIP3-Analoga zu
Nebenwirkungen, wie einer hohen gastrointestinalen Toxizitdt, da die PIP3-Bindetasche
in der PH-Doméne ein hoch konserviertes Strukturelement, welches in einer Vielzahl

weiterer Proteinen vorhanden ist.[®%]

Da die geringe Akt-Selektivitit letztendlich bei den kompetitiv-basierten Akt-
Modulatoren zu einem Scheitern in klinischen Studien fiihrte, wurde mittels eines
Hochdurchsatz-Screenings nach neuen Leitstrukturen gesucht.[®”) Hierbei konnten erste
allosterische Molekiile identifiziert werden, die zu den klinischen Kandidaten Akti-1/2
und MK-2206 fiihrten, die erstmals ein angemessenes Selektivititsprofil fiir Akt
zeigten.[%®) 2010 konnte mit der ersten Akt1-Volllingen-Kristallstruktur im Komplex mit
Akti-1/2 der postulierte allosterische Bindungsmodus zwischen der PH- und Kinase-
Domiine nachgewiesen werden.>! Diese Bindetasche ist deutlich weniger konserviert als
die zwei zuvor beschriebenen funktionellen Proteinregionen, sodass eine deutlich bessere
Selektivitit erreicht werden kann (Abb. 5).1°1 Zudem miissen allosterische Verbindungen

nicht mit natiirlichen kompetitiven Liganden konkurrieren, sodass geringere
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Konzentrationen eingesetzt werden konnen und eine hohere Verweildauer der

Modulatoren gegeben ist.!”’!

Durch die Bindung in diese allosterische Tasche wird die inaktive PH-in Konformation
stabilisiert, wodurch die ATP-Bindetasche blockiert ist.>> Im Vergleich zu den ATP- und
PIP;-kompetitiven Akt-Inhibitoren weisen die allosterischen Akt-Inhibitoren ein deutlich
besseres Sicherheitsprofil, einhergehend mit einer verminderten Hyperglykimie, auf.!”!}
Trotz dieser Optimierung konnten in verschiedenen Phase I/II Studien mit MK-2206
bisher keine effiziente Tumorbehandlung erzielt werden.!”? Dies ist jedoch groBtenteils
auf das Fehlen von hochpridiktiven und effizienten Biomarker fiir Akt-assoziierte
Tumorerkrankungen zuriickzufiihren.[”>! Auf Grundlage dieser zwei ersten allosterischen
Akt-Modulatoren wurden zudem weitere klinische Kandidaten entwickelt. Zum einen das
Imidazopyridazin-basierte BAY 1125976 (Bayer AG) und die beiden Imidazopyridin-
basierten Miransertib und Vevorisertib (ArQule) wurden in verschiedenen Phase I/II-
Studien untersucht.l’”*! Trotz erster vielversprechender Ergebnisse und einer guten
Wirkstoff-Vertraglichkeit konnte insbesondere in Monotherapien kein signifikanter
Tumorriickgang beobachtet werden.!”>) Neben dem Einsatz bei soliden Tumoren wird der
Wirkstoff Miransertib noch in Phase I/II-Studien bei Aktl1E!7bedingten
Uberwuchskrankheiten, dem Proteus Syndrom und dem PIK3CA-related overgrowth

[76

spectrum (PROS), eingesetzt.’®! Dabei zeigen erste Studienergebnisse eine Reduktion

des Krankheitsbildes nach erfolgter Miransertib Indikation.

Da jedoch mit den allosterischen Inhibitoren bisher auch kein durchschlagender Erfolg
erreicht werden konnte, konnten diese mit der Einfiihrung einer elektrophilen Gruppe zu
kovalent allosterischen Akt Inhibitoren (CAAI) weiterentwickelt werden.[”’”! Dabei
besitzt die meist genutzte reaktive Gruppe in Kinase-Inhibitoren das elektrophile
Acrylamid, welches die nukleophile Thiolgruppe der Cystein-Aminosdure modifiziert,
das aktuell groBte Potential.’®! Der Einsatz von kovalenten Kinase-Inhibitoren hat
beispielsweise bei der Therapie des NSCLC mit Osimertinib fiir eine deutlich verbesserte
Behandlungsstrategie gesorgt.’””! Kovalente Modulatoren haben eine Vielzahl von
Vorteilen gegeniiber reversiblen Verbindungen, da die irreversible Bindung z. B. zu einer
hoheren Potenz, Ligandeneffizienz, Verweildauer und Selektivitét fithren kann, sodass
auch geringe Wirkstoff-Dosen verabreicht werden kénnen.®®! Durch die reaktive
elektrophile Gruppe konnen jedoch auch toxische off target Effekte auftreten, die durch
die richtige Auswahl der Reaktivitit des sogenannten warheads gesteuert werden

konnen.B!l Mit Hilfe der Analyse von Rontgenkristallstrukturen von Aktl im Komplex
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mit allosterischen Modulatoren konnten in der allosterischen Bindungstasche zwischen
der PH- und Kinasedoméne zwei redoxsensitive Thiolgruppen des Cys296 und Cys310
identifiziert werden.®® Auf Grundlage dieses strukturbasierten Wirkstoffdesigns
entstand eine kleine Bibliothek an 1,6-Naphthyridinon-basierten Inhibitoren, die ein
Acrylamid als funktionelle Gruppe aufweisen, welches eine Michael-Addition mit
Cys296 oder Cys310 eingehen kann.””-82] Hierbei konnte mit Borussertib eine gesteigerte
Potenz im Vergleich zu MK-2206 erzielt werden sowie ein vielversprechendes

Selektivititsprofil gegeniiber weiteren 100 Proteinen.!

GSK6920963

HO
Ipatasertib

BAY 1125976
o

AR 192

Borussertib

Abbildung 5: Proteinkristallstruktur von Akt (PDB: 6HHF), inklusive Illustration der ATP-kompetitiven
(rot) als auch der allosterischen Bindetasche (blau) zwischen der PH-Doméne (griin) und Kinase-Doméne
(grau). Darstellung der ATP-kompetitiven Inhibitoren GSK690963, Ipatasertib und Capivasertib sowie der
allosterischen Liganden ARQ092, Akt-1/2, BAY 1125976, MK2206 und Borussertib. [+ 821
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Die CAALI stellen somit einen interessanten Ansatzpunkt zur erfolgreichen Adressierung
von PI3K/Akt/mTor-assoziierten Tumorerkrankungen bzw. Uberwuchskrankheiten dar.
Zudem konnen diese Modulatoren als Sondenmolekiile weiterentwickelt werden, um ein
tieferes Verstindnis der biologischen Funktionalitdt aller drei Akt-Isoformen zu
erreichen. Hierfiir ist der Einsatz solcher Molekiile auch zur Identifizierung geeigneter
Biomarker von hoher Relevanz, da diese bisher fiir Akt-assoziierte Dysregulationen
fehlen und somit eine Grundvoraussetzung in der Prizisionsmedizin nahezu nicht

vorhanden ist.[”!

1.3 Positronen-Emissions-Tomographie
Der erfolgreiche Einsatz der vielversprechenden Akt-Inhibitoren scheitert momentan
aktuell zumeist in klinischen Phase I/II-Studien, da aufgrund der hohen Komplexitit der
Akt Regulation und koexistierender Mutationen im Signalweg die Identifizierung
entsprechender Biomarker noch nicht erfolgreich abgeschlossen werden konnte.[*’?) Um
eine erfolgreiche Translation in die Klinik zu gewdhrleisten ist ein detaillierteres
Verstiandnis der Biologie von Akt im Kontext der Tumorentstehung von Néten. Hierzu
stellt die Technologie der Positronen-Emissions-Tomographie (PET) ein entsprechendes
starkes Werkzeug, um die Tumorbiologie im Kontext mit Akt-assoziierten Erkrankungen

und Inhibitor Verteilung zu untersuchen sowie die Diagnostik zu optimieren, dar.[®]

PET ist ein Verfahren der funktionellen Bildgebung, bei dem durch kleine Molekiile, die
mit einem Radionuklid versehen sind, sogenannten PET Tracern, eine Anreicherung
dieser Molekiile in spezifischen Geweben moglich ist.!'®¥ PET ist dabei nicht invasiv und
sehr sensitiv, sodass kleinste, nicht-pharmakologische Dosen verabreicht werden konnen,
um die Tumorbiologie in der préiklinischen Entwicklung sowie in der klinischen
Diagnostik untersuchen zu konnen. Dabei konnen dreidimensionale Bilder erstellt
werden, durch welche die Konzentration und Lokalisation der Tracer moglich ist.[3
Beim PET-Scan werden hochenergetische Gammastrahlen (y-Strahlung) detektiert, die
durch die Emission eines Positrons (f-Strahlung) aus dem Kern eines radioaktiven
Isotops entsteht.[®*! Das Positron trifft nahezu unverziiglich auf ein Elektron, wodurch die
hochenergetische y-Strahlung (511 keV) in Form zweier Photonen, die in nahezu
entgegengesetzter Richtung emittiert werden, entsteht. Geeignete Isotopen fiir PET-Scans
sind unter anderem ''C, 1*N, 150, '¥F, Ga, ¥Zr und *’Rb, wobei das '3F-Isotop das

Meistgenutzte ist, da die Halbwertszeit mit 110 Minuten den praktikablen klinischen

13



1 EINLEITUNG

Einsatz ermdglicht.[®® Das '8F-Isotope wird ebenso wie die ''C, 1*N, 130 Isotope in einem
Zyklotron, in dem Ionen durch ein elektrisches Feld (10 bis 500 meV) auf einer
spiralihnlichen Bahn beschleunigt werden, hergestellt.®”! Ein weiteres Isotop, welches
immer mehr an Relevanz in PET Tracern gewinnt, ist das %°Zr, da es aufgrund der
langeren Halbwertszeit (3,3 Tage) die Analyse der in vivo Distribution von monoklonalen
Antikdrpern ermdglicht.!® Durch den Einsatz der beschriebenen Isotope in PET Tracern
kann eine Aufldsung von maximal 1-2 mm?® erreicht werden.®”! Das zentrale Element bei
der PET ist der Tracer, der eine Reihe von unabdingbaren Eigenschaften erfiillen muss."’!
Zu allererst muss die chemische Bindung des Radionuklids zu der niedermolekularen

Verbindung stabil sein.!!

Zugleich sollte durch die Einfiihrung des Radionuklids keine signifikante Verdnderung
der biologischen Eigenschaften (z. B. Transport, Affinitit zum Zielprotein) der
Ausgangsverbindung ausgeldst werden.®3! Zudem sollte eine schnelle Verteilung des
Tracers gewihrleistet sein, damit sich das Molekiil schnell am Zielprotein anlagert,
sodass ein hoher Kontrast zwischen dem Tumor und der Umgebung erzielt werden kann.
Damit ist ebenfalls ein hoher Efflux verbunden mittels dem der Tracer moglichst kurz
bei nicht relevanten Zielstrukturen verweilt. Das Besondere im Vergleich zu
vergleichbaren Technologien, wie zum Beispiel der Magnet-Resonanz-Tomographie
(MRT), ist, dass nicht nur am Zielort, sondern dauerhaft ein Signal aufgenommen wird.[*?
Dies ermdglicht eine dynamische Analyse in Hinsicht auf Kinetiken sowie biochemische

und physiologische Prozesse.

Der aktuell meist genutzte PET Tracer ist das Fluordesoxyglukose (FDG), ein
Strukturanalogon zu D-Glukose, das bereits in den 1980ern Jahren im Kontext mit
Hirntumoren verwendet wurde.[®>! Inzwischen wurde die Anwendung auf eine Vielzahl
weiterer Tumorerkrankungen, wie z.B. Lungenkrebs und Brustkrebs, erweitert.”* FDG
wird vermehrt in Tumorgeweben angereichert, da Tumorzellen einen gesteigerten
Glukose-Metabolismus im Vergleich zu nicht-entarteten Zellen haben.®> Dies stellt
jedoch zugleich eine Limitation dieses Tracers dar, weil hierdurch ein erhohter
Hintergrund in der Bildgebung gegeben sein kann und zudem konkurriert FDG mit
Glukose, sodass in der klinischen Praxis Patienten 4-6 Stunden fasten miissen, um die
Kompetition mit Glukose zu minimieren.”® AuBerdem ist die Bildgebung von
Hirnmetastasen limitiert, da FDG zu einem groflen Teil in der Grauen Substanz des
Zentralnervensystems akkumuliert wird.””! Aufgrund all dieser Limitationen und dem

Bedarf von spezifischen Biomarkern ist die Entwicklung von weiteren PET Tracern von
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hoher Bedeutung.®® Das '8F-Fluorthymidin (FLT) stellt hierbei einen weiteren PET
Tracer dar, der als Biomarker fiir die Zellproliferation dient, da in Tumorzellen die
Anzahl an DNA-Replikationen erh6ht und ein groBBerer Bedarf an Thymidin vorhanden
ist.” Insbesondere aufgrund der besseren Verteilung als FDG im Hirn stellt dieser
Tracer einen interessanten alternativen Ansatz dar.['% Jedoch weist FLT im Kontext der
Spezifitit die gleichen Limitationen auf wie FDG.!®¥ Unter anderem aus diesem Grund
ist die Entwicklung neuartiger PET Tracer auf Grundlage von spezifischen Protein-
Modulatoren wie z. B. den CAAIs ein vielversprechender Ansatzpunkt. Hierbei gilt zu
beachten, dass diese parentalen Molekiile die oben genannten Eigenschaften, wie
beispielsweise einen erhdhten Efflux, besitzen sollten.®* %1 Des Weiteren sollte die
Funktionalisierung mit einem Radionuklid im letzten Syntheseschritt, beispielsweise mit
der sogenannten late stage functionalization (LSF), durchgefiihrt werden, damit die

direkte klinische Applikation moglich ist.!!%%]

1.3.1 Late Stage Functionalization
Die LSF kann dazu genutzt werden, um im letzten Syntheseschritt gezielt eine
funktionelle Gruppe in das Zielmolekiil einzufiihren.[!®! Dies hat insbesondere eine hohe
Relevanz fiir die Funktionalisierung von bioaktiven Molekiilen mit Radionukliden, da
diese aufgrund ihrer begrenzten Halbwertszeit erst im letzten Syntheseschritt eingefiihrt
werden sollten, damit anschliefend unverziiglich die Indikation in den Patienten erfolgen
kann. Die Hauptanforderungen an LSF ist die Chemoselektivitit, da im letzten
Syntheseschritt bereits zumeist mehrere funktionelle Gruppen im Zielmolekiil vorhanden
sind, von denen lediglich eine funktionelle Gruppe die Reaktion eingehen soll und die

weiteren Gruppen unverindert intakt bleiben sollen.[!%!

Fiir die Einfilhrung von
Radionukliden, wie z.B. dem '8F, eignet sich insbesondere die Funktionalisierung von
aromatischen C-H-Bindungen (Abb. 6).'%! Eine direkte Funktionalisierung kann mittels
einer Aktivierung der C-H-Bindung durch einen Palladium-Katalysator erzielt werden.
Durch diese Aktivierung konnen mildere Fluorierungsmittel wie Selectfluor oder N-
Fluorbenzolsulfonimid (NFSI) verwendet werden, sodass auch hochfunktionalisierte
Zielmolekiile fluoriert werden konnen.['%?] Eine alternative indirekte Fluorierung ist die
aromatische C-H-Oxygenerierung mittels eines Ruthenium-Komplex iiber ein
Arylmesylat hin zum fluorierten Aromaten.!'%® Der Vorteil dieser Methode ist, dass ein
breites Spektrum an Substraten, elektronenarme/-reiche Arene, Heteroarene und

hochfunktionalisierte Substanzen mit Hilfe von bis(Methansulfonyl)peroxid eine
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oxidative C-O-Bindungsbildung, gefolgt von einer Fluorierung, eingehen kénnen. Eine
weitere Methode zur '8F-Fluorierung ist die Funktionalisierung von Phenolen mittels
einer Ruthenium-katalysierten Komplexierung.['%! Durch die Bildung eines n-
Komplexes konnen selbst elektronenreiche Aromaten, wie beispielsweise Aromaten mit
basischen Amin-Substituenten, fluoriert werden, wodurch ein breites Substratspektrum

abgedeckt werden kann.

Pd Catalyst,
A Ry Selectfluor/NFSI %
) S g™
'm.y’-"“"l_l g
BH H‘AJ\ [Ru(bpy)sl(PFsl, Wi CpRU(COD)CI, PImCl, 10
5 ~ Rt ——— R{
SNFH Bis (methane- ~ “OMs E\_A,dl

sulfonyl) peroxide

CpRu(COD)CI Pimcl, 19F

Abbildung 6: Schematische Darstellung der LSF Methoden zur Einfiihrung eines 'F-Isotops.[195-196] A)
Palladium-katalysierte elektrophile aromatische C-H-Fluorierung: Direkte Fluorierung der C-H-Bindung
mittels Pd-Katalysator. B) Late-Stage aromatische C-H-Oxygenerierung: Fluorierung {iber ein
Arylmesylat-Intermediat. C) '®F-Deoxyfluorierung von Phenolen via Ru-n-Komplexen: Fluorierung eines

Phenols katalysiert mittels der Ausbildung eines Ru-n-Komplexes.

1.4 Wirkstoff-induzierter Proteinabbau
Da die konventionellen medizinalchemischen Methoden bisher noch keinen Wirkstoff
zur Adressierung von Akt hervorgebracht haben, der alle klinischen Phasen erfolgreich
durchlaufen konnte, sind neue innovative Technologien ein vielversprechender weiterer
Ansatzpunkt. In den letzten Jahren hat im Bereich der Medizinalchemie der gezielte
Wirkstoff-induzierte Proteinabbau durch neuartige Strategien an Bedeutung gewonnen.
Dabei soll durch niedermolekulare Verbindungen der gezielte Proteinabbau mittels des
proteasomalen Systems ausgelost werden. Dieser Abbau kann mittels zwei verschiedener
Ansidtze herbeigefiihrt werden, dem hydrophobic tagging (HyT) oder Proteolyse
Targeting Chimera (PROTAC).I'%1 Beide Technologien basieren auf einem #hnlichen
Prinzip mit bifunktionalen chemischen Verbindungen. Dabei wird ein Modulator des zu
adressierenden Proteins iiber einen Linker mit einem Liganden fusioniert, der den

gezielten Proteinabbau induziert.
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Beim HyT werden mit Adamantyl- oder Boc3Arg-Gruppen hauptsichlich zwei Liganden
verwendet.['%) Diese beiden Liganden kdnnen mit einem entsprechenden Modulator,
entweder einem natiirlichem Substrat oder einem chemischen Liganden, fusioniert
werden, der sowohl kovalent als auch nicht-kovalent an das Zielprotein binden kann.
Durch die Bindung des HyTs erfolgt die Erkennung des Proteins durch Chaperone, die
den proteasomalen Abbau induzieren.!'” Der Ansatz des HyT kann ebenfalls dazu
genutzt werden, um Proteine des sogenannten undruggable Genoms zu adressieren.!'%”]
Das erste erfolgreiche Beispiel hierfiir war die Adressierung der Pseudokinase HER3.[!1]
Jedoch weist der HyT Ansatz eine starke Limitation in Hinsicht auf die klinische
Translation auf, wie unter anderem die hydrophoben Molekiileigenschaften, die mit
schlechten PK Eigenschaften einhergehen sowie off-target Effekte u. a. durch die

Adressierung von mTORC]1 durch die hydrophoben Substituenten.[!97 1111

Hingegen stellt der PROTAC-Ansatz eine deutlich vielversprechendere Technologie dar,
der bereits zu ersten Wirkstoffkandidaten in friihen klinischen Studien fiihrte.!''?! Ebenso
wie beim HyT-Ansatz bestehen PROTACSs aus bifunktionalen Molekiilen, wobei statt der
hydrophoben Gruppe der HyTs ein Ligand einer E3-Ligase iiber einen Linker mit dem
Modulator des Zielproteins verkniipft wird.!!'*! Durch die Bindung des PROTACS an das
Zielprotein und der E3-Ligase wird ein terndrer Komplex ausgebildet, mittels welchen
das adressierte Protein in direkte rdumliche Néhe zu der Ligase gebracht wird (Abb. 7).
Hierdurch wird das Zielprotein an Oberfldchenlysinen polyubiquitiniert und somit im

Proteasom degradiert.

Ziel |
protein ||

protein

Abbildung 7: Schematische Darstellung der PROTAC (PDB:4W9H) Technologie zum wirkstoff-
induzierten Proteinabbau.l'’l Der PROTAC bindet an das Zielprotein sowie an eine E3 Ligase und bildet
somit einen terndren Komplex mit den beiden Proteinen. Durch die rdumliche Néhe zur E3 Ligase kann
das Zielprotein polyubiquitiniert, die Polyubiquitinkette durch das Proteasom erkannt und das Zielprotein

degradiert werden.
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Zentraler Baustein in den PROTAC:S sind hierbei die Liganden der E3-Ligasen, wie u.a.
cellular inhibitor of apoptosis protein (clAP), mouse double minute 2 homologue
(MDM2), von Hippel-Lindau (VHL), Cereblon (CRBN).[''"Y Die Auswahl des
bestgeeigneten E3-Liganden ist von entscheidender Bedeutung fiir die erfolgreiche
Etablierung eines PROTACs, wobei generell CRBN- und VHL-rekrutierende PROTACs

das groBte Potential zeigen. ')

Eine nicht minder essentielle Rolle nimmt der Linker zwischen dem Protein-Modulator
und dem E3-Liganden ein, da zur Ausbildung eines stabilen terndren Komplexes die
Linge und Flexibilitit des Linkers zur optimalen Ausrichtung des PROTACs
beitragen.['!®! So kann ein zu kurzer Linker zu einer ungiinstigen Orientierung zwischen
Zielprotein und E3-Ligase fiihren, sodass kein stabiler Komplex geformt werden kann.
Ein zu langer oder falsch ausgerichteter Linker wiederum beeintrichtigt die
Erreichbarkeit von Oberfldchenlysin fiir die E3-Ligase zur Ubiquitinierung. Somit ist das
Zusammenspiel eines geeigneten E3-Liganden und eines optimalen Linkers entscheidend
fiir die Etablierung eines PROTACSs. Aufgrund der beiden per Linker verkniipften
funktionellen Gruppen, dem Zielprotein-Modulator und dem E3-Liganden, ist das
Molekulargewicht der PROTACSs im Verhiltnis zu klassischen Wirkstoffen relativ hoch,
sodass die Zellpermeabilitdt limitiert sein kann. Einen moglichen alternativen Ansatz
stellen in-cell click-formed proteolysis targeting chimeras (CLIPTACs) dar, bei denen
die beiden funktionellen Gruppen einzeln und mittels Click-Chemie erst in der Zelle in
situ zum aktiven PROTAC werden.!!!” Hierfiir eignen sich kupferfreie Cycloadditionen,

wie z. B mit Tetrazinen und trans-Cyclo-Octenen.

Die ersten beiden PROTACs, ARV-110 & ARV-471, die den vollstindigen
Optimierungsprozess durchlaufen haben, befinden sich aktuell in klinischen Phase II-
Studien und haben die ersten Sicherheits- und PK-Analysen bestanden.['!'> ¥ Bis zu 15
weitere PROTAC:s sollen bis Ende 2021 ebenfalls in klinischen Phase I-Studien evaluiert
werden.!'!”) Dabei soll eine groBe Brandbreite an Proteinen degradiert werden, wie
Androgen-/Ostrogen-Rezeptoren, BTK, BRD9 und STAT3. Dies unterstreicht das
enorme Potential dieser neuen Technologie und stellt einen interessanten Ansatzpunkt
zur Adressierung von weiteren Proteinen wie Akt, die bisher noch nicht erfolgreich
adressiert werden konnten oder bei denen die Translation in die Klinik anspruchsvoll ist,

dar.
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1.4.1 Adressierung von Akt mittels PROTACSs
Akt stellt aufgrund seiner zentralen biologischen Funktion in der PI3K/Akt/mTor-
Signalkaskade ein attraktives Target fiir PROTACSs dar, weil bisher mit den klassischen
medizinalchemischen Strategien keine erfolgreiche Translation in die Klinik erreicht
werden konnte.!’”¥ PROTACs sind ein vielversprechender ergéinzender Ansatz,
insbesondere weil flir Akt ein Kinase-unabhingiges Zelliiberlebenssignal bekannt ist,
welches mit den aktivititsbasierten Inhibitoren nur unzureichend adressiert werden
kann.*’] Diese Kinase-unabhingige Aktivitit konnte mit Hilfe von PROTACs inhibiert
werden, sodass durch eine gezielten Akt-Degradierung eine verbesserte Modulation von
Akt-abhingigen Zellsignalen erreicht werden konnte. PROTACs wiirden es zusétzlich
ermdglichen, die biologische Rolle von allen drei Akt-Isoformen tiefergehend zu
analysieren, und dariiber hinaus konnten PROTACs mit weiterfiihrenden Entwicklungen

zu einer alternativen klinischen Behandlungsstrategie werden.

Auf Grundlage dieser Analysen wurden bereits zwei PROTACs zur Adressierung von
Akt entwickelt (Abb. 8). Der erste entwickelte PROTAC basiert auf einem Akt2-
Aktivator, CPP-tri_a-PR 1, und der zuletzt entwickelte auf dem ATP-kompetitiven
Inhibitor Ipatasertib, INY-03-141 2.1'201 CPP-tri_a-PR ist ein protein catalyzed capture
agent (PCC), der mit einem zelldurchdringenden Peptid konjugiert ist und an das C-
terminale hydrophobe Motiv von Akt2 bindet und es aktiviert.['2% Durch die Einfiihrung
des VHL-E3-Liganden konnte fiir diesen PROTAC nach vier Stunden eine 50 %ige
Degradierungs-Konzentration (eng. degradation concentration, DCso) von 128 + 19 uM
in OVCAR3 Zellen bestimmt werden. Einen weitaus effizienteren Ansatz stellt der
PRTOAC INY-03-141 dar, welcher den ATP-kompetitiven Akt-Inhibitor Ipatasertib {iber
eine Polyethylenglykol (PEG) Linker mit dem CRBN-Liganden Lenalidomid
verkniipft.['?®  INY-03-141 zeigt in verschiedenen zelluliren Systemen eine
halbmaximale Degradation von Akt zwischen 100 und 250 nM. Bei hdoheren
Konzentrationen, iiber 500 nM, wurde der bekannte Hook-Effekt beobachtet. Durch den
Hook-Effekt werden lediglich bindre Komplexe entweder aus PROTAC mit E3-Ligand
oder PROTAC mit Akt aufgebaut, sodass kein terndrer Komplex aus Akt, PROTAC und

E3-Ligand gebildet werden kann, sodass keine Ubiquitinierung stattfinden kann.
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HOOC o NH;

INY-03-041 2

Abbildung 9: Darstellung der chemischen Struktur der beiden publizierten PROTACs, CPP-tri_a-PR 1
und INY-03-141 2.01120

1.5 Aktivititsbasierte Proteinprofilierung
Die klinische Adressierung der Proteinkinase Akt konnte bisher noch nicht erreicht
werden. Ein Grund hierflir ist unter anderem das unvollstindige Verstindnis der
biologischen Funktionen von Akt in Hinsicht auf Tumorerkrankungen bis ins letzte
Detail.l”¥! Ein wichtiger Baustein hierbei ist die Analyse des Interaktoms von Akt,
insbesondere aufgrund der Kinase-unabhingigen Aktivitit.[**) In diesem Zusammenhang
ist die Entschliisselung der Interaktionen der zwei Aktivitits-relevanten Konformationen,

der Kinase-aktiven PH-ouf und der Kinase-inaktiven PH-in von hoher Relevanz.
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Diese Analyse wird mittels proteomischer Methoden durchgefiihrt und mit in vitro
Technologien, wie z. B. dem Protein-fragment Complementation Assay (PCA) oder der
NMR-Spektroskopie, konnen die Funktionen, Interaktionen und Expressionslevel von
Proteinen untersucht werden.'?!! Jedoch sind diese Ansétze auf in vitro Systeme limitiert,
sodass zur in vivo Analyse der Proteine und ihres Interaktoms das activity based protein
profiling (ABPP) sehr vielversprechend ist.['??) Aufgrund der natiirlichen Zellumgebung
beim ABPP konnen alle wichtigen Parameter wie posttranslationale Modifikationen
(PTM), das zelluldre Proteinlevel und das zellulire Expressionslevel abgebildet
werden.!'?] Jedoch ist es lediglich moglich qualitative und keine quantitativen Analysen
durchzufiihren und die Detektion von Proteinbindungspartnern mit niedrigen

Bindungsaffinititen kann limitiert sein.

Der zentrale Baustein dieser Technologie sind bifunktionale Sondenmolekiile, die auf der
einen Seite eine funktionelle Gruppe zur kovalenten Proteinmodifizierung besitzen,
welche iiber einen Linker mit dem zweiten funktionellen Part der sogenannten
Reportergruppe, wie Proteinabbau-induzierende Gruppen, Fluorophore, Affinitédtstags
oder bioorthogonale Gruppen, verkniipft ist (Abb. 9).['>*) Wie in Kapitel 1.4 beschrieben
konnen Proteinabbau-induzierende Gruppen dazu genutzt werden, gezielt ein Protein
abzubauen. Durch diese gezielte Degradierung eines Proteins oder sogar einer einzelnen
Isoform kann die Funktion des Proteins untersucht werden wobei die restliche Zelle
komplett intakt bleibt.['>*! Durch den Einsatz von Fluorophor-Reportern konnen mittels
In Gel Fluoreszenz und live cell imaging die Funktion und Lokalisation analysiert
werden.!'?’! Dariiber hinaus konnen Affinititstags verwendet werden, mit Hilfe derer
Pulldown-Experimente durchgefiihrt werden, durch die Protein-Protein-Interaktionen
(PPI) mittels Crosslinker (z. B. Disuccinimidyl Suberat (DSS)) und der Analyse mit Hilfe
der Proteomics detektiert werden konnen.['2! Zuletzt stellen bioorthogonale Gruppen die
vielseitigste Reportergruppe dar, weil mit Hilfe dieser, groBtenteils per Kupfer-
katalysierten Alkin-Azid Cycloaddition (CuAAC), die zuvor beschriebenen Reporter
auch in situ hinzugefiigt werden kénnen.!'?”! Der Vorteil der bioorthogonalen Gruppen
begrenzt sich nicht nur auf die flexible Einfiihrung von diversen Reportern, sondern auch
darauf, dass kleinere Substanzen verwendet werden konnen, die eine bessere
Zellpermeabilitit  besitzen. Zudem konnen die sterisch  anspruchsvolleren
Reportergruppen zu einer stiarkeren Herabsetzung der Affinitdt der Sonden im Vergleich
zu den bioorthogonalen Gruppen fithren. Auf der anderen Seite jedoch stellt der Einsatz

des Kupfer-Katalysators aufgrund der Zelltoxizitét eine Limitation fiir diesen Ansatz dar,
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sodass der Einsatz von alternativen bioorthogonalen Gruppen im Fokus steht.['?! Ein

weiterer Ansatz ist die strain-promoted azide-alkyne cycloaddition (SPAAC), bei dem

beispielsweise ein Cyclooctin statt eines klassischen Alkins verwendet wird.['**! Durch

den Bindungswinkel von 163° wird die Ringspannung deutlich erhdht, sodass die Alkin-

Azid-Cycloaddition ohne zusdtzlichen Katalysator ablaufen kann.
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Abbildung 9: Schematischer Aufbau von molekularen Sonden, bestehend aus Protein-Modulator und

Reporter verkniipft iiber einen Linker. Darstellung der verschiedenen Reportergruppen mit Fluorophoren,

Affinitétstags,

Anwendungsgebiet.
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2 Motivation und Zielsetzung

Aufgrund der zentralen Rolle der Proteinkinase Akt in einer Vielzahl von
Signaltransduktionswegen, mit denen eine Vielzahl von Protoonkogenen und
Tumorsupressorgenen verbunden sind, stellt Akt ein hochrelevantes Zielprotein fiir die
Prazisionsmedizin dar. Trotz der Entwicklung mehrerer ATP-kompetitiver als auch
allosterischer Inhibitoren konnte bisher noch keine erfolgreiche Entwicklung bis hin zum
Einsatz in der klinischen Behandlung erreicht werden. Durch die Etablierung des
Sondenmolekiils Borussertib konnte in biochemischen und zelluldren Systemen eine
deutlich gesteigerte Potenz erzielt werden. Borussertib zeichnet hierbei der allosterische
Bindungsmodus sowie die kovalente irreversible Modifizierung zweier Cysteine in dieser
Bindetasche aus, sodass eine erhohte Verweildauer an Akt und ein verbessertes
Selektivitétsprofil erzielt werden kann. Fiir die erfolgreiche klinische Translation von Akt
Inhibitoren miissen bisher noch fehlende pradiktive Biomarker identifiziert werden und
die genaue Tumorbiologie im PI3K/Akt/mTor-Signalweg untersucht werden. Dafiir
stellen die CAAIs und insbesondere Borussertib 3 einen vielversprechenden

Ausgangspunkt dar (Abb. 10).

Hochskalierung Erweiterung des
chemischen Raums

| -

4 q ':

PET Tracer

PROTAC Molekulare Sonden

Abbildung 10: Borussertib 3 als zentraler Ausgangspunkt fiir die Entwicklung neuer CAAIs und der
detaillierten Analyse der Tumorbiologie von Akt: Hochskalierung der Borussertib-Synthese zur
préklinischen Evaluierung in Xenograft-Modellen (patient-derived xenografts PDX). Strukturbasierte
Optimierung von Borussertib, Fokus auf das 1,6-Naphthyridinon-Grungeriist, zur Erweiterung des

chemischen Raums. Design und Synthese von PET Tracern zur Identifizierung von neuen pridiktiven
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Biomarkern. Etablierung von molekularen Sonden (Biotin-, Fluorophor-basiert) zur detaillierten Analyse
von Akt inkl. des Interaktoms der PH-in Konformation. Entwicklung von PROTACs zum gezielten

Proteinabbau von Akt, mittels derer die Kinase-unabhéingige Funktionalitét adressiert werden kdnnen.

Borussertib zeigt in biochemischen und zelluldren Systemen ein vielversprechendes
Aktivitdts- und Selektivitdtsprofil, welches in Tiermodellen weiter zu evaluieren ist.
Hierfiir sollte eine Hochskalierung der bereits etablierten Syntheseroute durchgefiihrt
werden, um Borussertib im Multi-Gramm Malstab zu erhalten. Zugleich konnte bereits
in Bezug auf die PK-Eigenschaften von Borussertib festgestellt werden, dass diese grof3es
Optimierungspotential besitzen, um letztendlich einen validen Wirkstoffkandidaten zu
erhalten. Daher ist die medizinalchemische Optimierung von Borussertib essentiell fiir
eine mogliche Translation der CAAIs in die klinische Anwendung. Hierbei konnen
bereits erhaltene Rontgenkristallstrukturen von Akt im Komplex mit CAAIs genutzt
werden, um eine neue Generation von CAAIs strukturbasiert zu designen und
synthetisieren. Von zentraler Bedeutung hierbei ist die Reduktion des
Molekulargewichts, das durch die Substitution des Grundgeriists und Erweiterung des
chemischen Raums erreicht werden sollte. Durch diese Substitutionen soll zugleich u.a.
die hohe Lipophilie und der hohe Efflux von Borussertib verringert werden. Dies wére
der erste Schritt, um die PK-Eigenschaften dahingehend zu optimieren, dass Borussertib

zu neuen oral bioverfiigbaren CAAIs weiterentwickelt werden kann.

Wie oben beschrieben ist die groite Limitation in Hinsicht auf die Translation von Akt
Inhibitoren in die klinische Anwendung die Identifizierung von priadiktiven Biomarkern.
Ein moglicher Ansatzpunkt zur Adressierung dieser Problematik stellen Akt-selektive
PET Tracer dar. Diese ermoglichen eine nicht-invasive Bildgebung von Tumoren mit
Wirkstoffdosen weit unterhalb der sonstigen pharmakologisch relevanten Menge. Bei den
PET Tracern ist unter anderem zudem ein hoher Efflux zielfithrend, da hierdurch erst ein
hoher Kontrast zwischen Zielprotein und der sonstigen Umgebung moglich ist. Diese
Eigenschaften sind fiir Borussertib gegeben, sodass dieses Sondenmolekiil eine gute
Ausgangsverbindung zur Entwicklung eines Akt-spezifischen PET Tracers darstellt. Fiir
das Design eines potentiellen 7racers konnen die Ergebnisse genutzt werden, die durch
die strukturbasierte Optimierung von Borussertib erhalten werden. Bei diesen Analysen
muss zugleich die Durchfiihrbarkeit der chemischen Synthese mit einbezogen werden.

Hierfiir eignen sich besonders Methoden der LSF, weil das Radionuklid mdglichst im
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letzten Syntheseschritt eingefiihrt werden soll, ohne die bereits vorhandenen

funktionellen Gruppen zu modifizieren.

Ein weiterer essentieller Punkt fiir die zukiinftige Entwicklung von neuen Akt-
Wirkstoffen, bis hin zum therapeutischen Einsatz dieser, ist das detaillierte Verstandnis
der Tumorbiologie von Akt. Jedoch sind die allosterischen Wechselwirkungen, die auf
Protein-Protein-Interaktion (PPI) beruhen, bisher kaum erforscht. So ist das Interaktom
fiir die Kinase-aktive PH-out Konformation nahezu vollstindig aufgeschliisselt, jedoch
fehlt fiir das Interaktom der inaktiven PH-in Konformation diese detaillierte Analyse.
Diese Analyse ist jedoch von immenser Relevanz fiir die Behandlung von Akt-
assoziierten Tumorerkrankungen, um die Behandlungsstrategie dahingehend anzupassen
oder komplett neue Methoden zu entwickeln. Eine geeignete Technologie zur
detaillierten Analyse von Akt in vivo stellt das ABPP dar mittels kleiner chemischen
Sondenmolekiilen. Fiir diese Sondenmolekiile ist Borussertib ein guter Ausgangspunkt,
dass durch die Einfilhrung von verschiedenen Reportergruppen, z. B. Biotin als

Affinitatstag oder Alkin als bioorthogonale Gruppe, erweitert werden soll.

Im abschlieBenden Teil dieser Arbeit soll ein weiterer Ansatz zur Adressierung von Akt
analysiert werden. Bei den bisher etablierten Akt-Wirkstoffkandidaten handelte es sich
ausschlieBlich um Liganden der Enzym-vermittelten Aktivitit. Eine alternative Methode
stellt der wirkstoffinduzierte Proteinabbau dar, mit dem Akt iiber bifunktionale Molekiile
durch das Proteasom degradiert werden kann. Hierfiir sollen neuartige PROTACSs
synthetisiert werden, indem Borussertib liber einen Linker mit entsprechenden E3-
Ligase-Liganden verknilipft wird. Fiir das Design der PROTACs dienen die bereits
vorhandenen Rontgenkristallstrukturen von Akt im Komplex mit den CAAls, da die
Ausrichtung und Platzierung des E3-Liganden essentiell fiir eine erfolgreiche
Degradierung ist. Die so dargestellten PROTACs sollen anschlieBend in einem ersten
Schritt biochemisch evaluiert werden und anschlieBend der Proteinabbau in

verschiedenen zelluldren Systemen quantifiziert werden.
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3 ERGEBNISSE UND DISKUSSION

3 Ergebnisse und Diskussion

3.1 Hochskalierung der Borussertib-Synthese zur priklinischen

Evaluierung
Fir die Evaluierung in biochemischen und zelluldren Assay-Systemen des
Sondenmolekiils Borussertib waren zunichst nur geringere Mengen im Mallstab von bis
zu 100 mg ndtig. Diese konnten bereits durch die erstbeschriebene Syntheseroute nach
WEISNER und GONTLA ef al. und FANG et al. erzielt werden.””- 3% Die Synthese
erfolgte hierbei durch eine konvergente Synthesestrategie des 1,6-Naphthyridinon-
Grundgeriistes und eines Benzo[d]imidazolon-Derivates, die iiber eine reduktive
Aminierung miteinander verkniipft und anschlieBend mit einer Acrylamid-Gruppe
modifiziert wurden. Fiir den Ubergang von der Leitstrukturentwicklung hin zu der
praklinischen Entwicklung werden jedoch 1000-fache hohere Mengen (10-100 g) des

t.1131 Mittels der Optimierungen der Synthesestrategie

potentiellen Wirkstoffes benotig
des 1,6-Naphthyridinon Grundgeriistes, einer optimierten Aufreinigung des
Benzo[d]imidazolon-Derivates und der Substitution der klassischen reduktiven
Aminierung zur Verkniipfung der beiden Bausteine durch eine Leuckart-Wallach
Reaktion konnte die Gesamtausbeute der Syntheseroute bereits von 3 % auf 9 % erhoht
werden.['*”) Da die Syntheseroute des 1,6-Naphthyridinons bereits im Vorfeld dieser
Arbeit ausreichende Ausbeuten ermoglichte, wurde die Synthese lediglich in einzelnen

Syntheseschritten leicht optimiert, sodass auch in hoheren Multigramm-Anséitzen keine

Verluste oder sogar eine Steigerung der Ausbeuten beobachtet werden konnte.

Die Darstellung des 1,6-Naphthyridinon-Grundgeriistes 11 erfolgte ausgehend vom 4-
Amino-2-chlor-pyridin 4, an dem in 4-Position eine fert-Butyloxybarbonyl(Boc)-
Schutzgruppe eingefiihrt wurde (Abb. 11). Als nukleophiler Katalysator wurde DMAP
genutzt.''*! Durch das schrittweise und langsame Hinzugeben von Boc,O konnte eine
zweifache Modifizierung des Amins mit der Boc-Schutzgruppe vermieden und die
urspriingliche Produktausbeute von 53 auf 60 % erhoht werden. Das Boc-geschiitzte
Pyridin-Derivat 5 wurde in 3-Position, mittels der Bildung eines Organolithium-
Intermediats, durch Verwendung von tert-Butyllithium, formyliert. Im konvergenten
Synthese Strang wurde der Aldehyd des 4-Cyanobenzaldehyds 7 durch die Bildung eines
zyklischen Acetals durch Ethylenglykol geschiitzt. Im ndchsten Syntheseschritt wurde
mit Benzylmagnesiumchlorid eine Grignardreaktion durchgefiihrt, die in dem Phenon 9
Zielmolekiil resultierte. Hierbei musste die urspriingliche Reaktionsdauer angepasst
werden, da erst nach 16 Stunden ein voller Eduktumsatz bei gro3eren Gramm Ansétzen
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3 ERGEBNISSE UND DISKUSSION

erzielt werden konnte. Das Pyridin- 6 und Phenon-Derivat 9 konnten durch eine
basenkatalyiserte Friedldnder-Chinolin-Synthese zum 1,6-Naphthyridinon-
Grundgeriistes 10 umgesetzt werden. Durch die abschlieBende Entschiitzung der Acetal
Gruppe hin zu der Aldehyd Funktionalitit konnte der finale gewiinschte 1,6-
Naphthyridinon-Baustein 11 erhalten und durch die Erhohung der Temperatur von
Raumtemperatur auf 120 °C eine Verkiirzung der Reaktionszeit um zwei Stunden erreicht

werden.

NHBoc i NHBoc
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Cl Cl
5 6

0
0
O O
o) —_— 5
|
I 4 d
7 8

Abbildung 11: Synthese des 1,6-Naphthyridinon Grundgeriistes 11. (i) Boc,O, DMAP, TEA, DCM, RT,
16 h, 60 % Ausbeute. (i) DMF, ‘BuLi, dTHF, -78 °C-rt, 16 h, 86 % Ausbeute. (iii) Ethylenglykol, p-TsOH,
Toluol, Reflux, 16 h, 86 % Ausbeute. (iv) Benzylmagnesiumbromid, THF, 0 °C-RT, 16 h, 65 % Ausbeute.
(v) NaOMe, MeOH, 65 °C, 4 h, 63 % Ausbeute. (vi) HCI, 120 °C, 1 h, 91 % Ausbeute.

Die urspriingliche lineare Syntheseroute zur Darstellung des Benzo[d]imidazolon-
Derivates 15 sah im abschlieBenden Syntheseschritt die Boc-Schiitzung Amins in 6-
Position vor (Abb. 12). Im ersten Syntheseschritt wurde das kommerziell erhéltliche 5-
Chloro-1-(piperidin-4-yl)-1,3-dihydro-2H-benzo[d]imidazol-2-on 12 mittels Salpeter-
sdure nitriert, gefolgt von einer Pd-katalysierten Hydrierung zum Amin sowie einer
reduktiven Dehalogenierung. Im letzten Syntheseschritt erfolgte durch die Verwendung
eines essigsauren Losungsmittels eine selektive Boc-Schiitzung des anilinischen Amins

gegeniiber dem aliphatischen Amin des Piperidins.
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Abbildung 12: Urspriingliche Syntheseroute des Benzo[d]imidazolon-Derivates 15.1132 (i) 69 % HNO3, o-
Xylol, 60 °C, 2 h, quant.. (ii) Pd/C, NHsHCOO, MeOH, 80 °C, 16 h. (iii) Boc:0, 10 % Essigsiure/H;0,
1,4-Dixoan, RT, 16 h, 51 % Ausbeute iiber zwei Schritte.

Die abschlieBende Synthese von Borussertib erfolgt mittels drei weiterer Syntheseschritte
mit den beiden zuvor dargestellten Bausteinen, dem 1,6-Naphthyridinon-Grundgeriist 11
und dem Benzo[d]imidazolon-Derivat 15 (Abb. 13). Zundchst werden beide Molekiile
iiber eine Leuckart-Wallach Reaktion, eine reduktive Aminierung mit Ameisensaure,
miteinander verkniipft. Hierbei konnte unter anderem als Nebenprodukt das 1,6-
Naphthyridinon-Grundgeriist mit Alkohol Funktionalitit beobachtet werden, sodass nur
eine moderate Ausbeute von 54 % erhalten werden konnte. Im néichsten Schritt erfolgte
die Abspaltung der Boc-Schutzgruppe mit 4 M Salzsdurelosung in 1,4-Dioxan und im
letzten Reaktionsschritt die Einfithrung der Acrylamid-Gruppe mittels Acryloylchlorid
durch eine Additions-Eliminierungsreaktion. Jedoch konnte bei groferen

Reaktionsansétzen eine doppelte Addition des Acryloylchlorids beobachtet werden.
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NHBoc

Abbildung 13: Urspriingliche Synthese des CAAls Borussertib per Leuckart-Wallach Reaktion.['3? (i)
MeCN, Ameisensdure, 80 °C, 16 h, 54 % Ausbeute. (i) 4 M HCl in 1,4-Dioxan, RT, 16 h, 75 % Ausbeute.
(iii) Acryloylchlorid, DIPEA, dTHF, RT, 16 h, 82 % Ausbeute.

Die Syntheseroute des 1,6-Naphthyridinon-Grundgeriistes ist sehr zeit- und
ressourcenintensiv, und limitiert damit die Skalierbarkeit der gesamten Borussertib
Synthese. Da die Verkniipfung der beiden Bausteine mit der Leuckart-Wallach Reaktion
lediglich eine moderate Ausbeute ergibt und im letzten Syntheseschritt bei groferen
Reaktionsansétzen eine doppelte Addition mit der Acrylamid-Gruppe beobachtet werden
konnte, wird die Gesamtausbeute der kompletten Syntheseroute deutlich herabgesetzt.
Um groBBere Mengen an Borussertib zu erhalten und eine bessere Skalierbarkeit fiir die
praklinische Entwicklung zu erzielen ist die Optimierung der Syntheseroute dahingehend
sinnvoll. Daher sollte die Synthese des Benzo[d]imidazolon-Derivates modifiziert
werden, sodass dieses bereits die Acrylamid-Gruppe trigt und Borussertib im finalen
Schritt mit dem modifizierten Benzo[d]imidazolon-Derivat und dem 1,6-
Naphthyridinon-Grundgeriist erhalten werden kann. Essentiell hierfiir ist die Etablierung
einer geeigneten reduktiven Aminierung, die nicht zu Komplikationen mit der Acrylamid

Funktionalitit fiihrt.

Ebenso wie die urspriingliche Syntheseroute des Benzo[d]imidazolon-Derivates wurde
zunéchst das Edukt 12 mittels Salpetersdure nitriert (Abb. 14). Hierbei wurde die ortho-
dirigierende Eigenschaft des Chlor-Substituenten in 5-Position ausgenutzt, um eine
regioselektive Nitrierung in 6-Position 13 zu gewihrleisten.['* Im Gegensatz zur

urspriinglichen Syntheseroute wurde nun das aliphatische Amin des Piperidins direkt im
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basischen Milieu Boc-geschiitzt und durch die Einfiihrung der Boc-Schutzgruppe die
sdulenchromatographische Auftrennung, auch fiir die darauffolgenden Schritte, deutlich
verbessert. Im nichsten Schritt erfolgte die Pd-katalysierte Hydrierung der Nitro-Gruppe
in 6-Position zum Amin sowie die reduktive Dehalogenierung des Chlor Substituenten in
5-Position. Hierbei musste die Reaktionszeit von 16 auf 26 Stunden erh6ht werden, da
nach 16 Stunden keine vollstindige Dehalogenierung detektiert werden konnte.
AnschlieBend wurde die Acrylamidgruppe mittels einer Additions-Eliminierungsreaktion
unter Schotten-Baumann-dhnlichen Bedingungen mittels Acryloylchlorids eingefiihrt.
Dabei konnten die gleichen Reaktionsbedingungen wie in der urspriinglichen
Syntheseroute verwendet werden, bis auf eine leichte Modifikation des Losungsmittels,
da sich das Edukt 18 in reinem THF nur unvollstindig geldst hatte. Daher wurde ein
Losungsmittelgemisch aus THF und DCM (9:1) verwendet, sodass eine gute Ausbeute
von 73 % erreicht werden konnte. Im abschlieBenden Syntheseschritt des
Benzo[d]imidazolon-Bausteins 20 sollte die Boc-Schutzguppe durch den Einsatz eines
sauren Milieus entfernt werden. Der Einsatz von wéssriger Salzsdureldosung, equivalent
zu der urspriinglichen Syntheseroute, fiihrte jedoch Aufgrund der schlechten Loslichkeit
des Boc-geschiitzten Edukts 19 zu langen Reaktionszeiten sowie zu einer
problematischen Aufreinigung aufgrund der freien Base des Piperidins. Daher wurde die
Entfernung der Boc-Schutzgruppe in einem Gemisch aus DCM und TFA (3:1)
durchgefiihrt. Hierdurch konnte per reversen Sdulenchromatograhie das gewiinschte
Benzo[d]imidazolon-Derivat 20 in Form eines TFA-Salzes mit einer sehr guten Ausbeute
von 92 9% erhalten werden. Durch die Optimierung der Syntheseroute des
Benzo[d]imidazolon-Bausteins hat sich die Syntheseroute dieses Bausteins zwar um zwei
Syntheseschritte auf insgesamt fiinf erhoht, aber da im Folgenden Borussertib 3 durch
eine finale reduktive Aminierung aufgebaut werden kann, bleibt die Anzahl der
Syntheseschritte zur Darstellung von Borussertib unverdndert. Die einzelnen
Syntheseschritte zur Darstellung des neuen Benzo[d]imidazolon-Bausteins 20 liefern
hohe Ausbeuten im Multigramm-Malstab, sodass diese neue modifizierte Syntheseroute

sehr gut geeignet ist fiir die Skalierbarkeit der Synthese von Borussertib.
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Abbildung 14: Optimierte Syntheseroute des Benzo[d]imidazolon-Bausteins. (i) 69 % HNOs3, o-Xylol,
60 °C, 2 h, quant.. (ii) Boc,O, TEA, DCM, RT, 2 h, 80 % Ausbeute. (iii) Pd/C, NHsHCOO, MeOH, 80 °C,
26 h, 93 % Ausbeute. (iv) Acryloylchlorid, DIPEA, dTHF/DCM (9:1), RT, 16 h, 73 % Ausbeute. (v)
DCM/TFA (3:1), RT, 2 h, 92 % Ausbeute.

Durch die Anderung der Syntheseroute des Benzo[d]imidazolon-Bausteins musste im
letzten Syntheseschritt lediglich eine reduktive Aminierung durchgefiihrt werden. Hierbei
bestand die Herausforderung, dass die Acrylamidgruppe des Benzo[d]imidazolon-
Derivates 20 intakt bleiben muss. Zunédchst wurde die Reaktion unter den urspriinglichen
Reaktionsbedingungen der Leuckart-Wallach Reaktion durchgefiihrt (Tab. 1). Unter den
sehr milden Reaktionsbedingungen der Leuckart-Wallach Reaktion (1.1) konnten
lediglich Spuren von Borussertib 3 detektiert werden. Daher wurden zwei alternative
Reaktionsbedingungen der reduktiven Aminierung bei verschiedenen Temperaturen
getestet. Zum einen wurde der Einsatz von Tetraisopropylorthotitanat getestet, welches
als Lewis-Sdure Katalysator fungiert und zur Bildung eines Imins fiihrt, das durch

U351 Hier wurde zunichst bei

Natriumborhydrid zum Produkt reduziert wird.
Raumtemperatur nur ein unvollstindiger Umsatz der Edukte beobachtet, da
voraussichtlich  die  Iminbildung nur unzureichend unter den milden
Reduktionsbedingung ablief, sodass per LCMS Analyse lediglich ein Umsatz von 20 %
detektiert werden konnte. Durch eine Erh6hung der Reaktionstemperatur konnte ebenfalls
keine gesteigerte Reaktivitdt erzielt werden. Daher wurde mit dem Einsatz von
Natriumcyanoborhydrid zur reduktiven Aminierung ein weiterer klassischer Ansatz zur

reduktiven Aminierung getestet.['*) Bei Raumtemperatur konnte wiederum nur ein

schwacher Umsatz der Edukte detektiert werden.
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Jedoch konnte durch die Erh6hung der Reaktionstemperatur auf 75 °C ein vollstindiger

Umsatz der Edukte und eine Ausbeute von 73 % des finalen Borussertibs erhalten werden.

Tabelle 1: Testung verschiedener Reaktionsbedingungen zum finalen Syntheseschritt zur Darstellung des

CAAIs Borussertib mittels reduktiver Aminierung.

o
O =0 HN//z; N HNJ{?

o L o CL)N\@

I O . PN HN I = O 7 NH

1 20 3

Nr. Reaktionsbedingungen Umsatz/Ausbeute

1.1 MeCN, Ameisensaure, 80 °C, 16 h Spuren”

1.2 EtOH, Ti(O1Pr)s4, NaBH4, kat. AcOH, RT, 16 h 20 %

1.3 EtOH, Ti(OiPr)4, NaBH4, kat. AcOH, 75 °C, 16 h 15 %"

14 MeOH, NaBH3CN, kat. AcOH/Et;N, RT, 16 h 10 %

1.5 MeOH, NaBH3CN, kat. AcOH/Et:N, 75 °C, 16 h 73 %

@ {iber LCMS Analyse bestimmter Umsatz.

Durch die Modifizierung der Synthese eines neuen Benzo[d]imidazolon-Derivates und
der Anpassung der reduktiven Aminierung mit dem 1,6-Naphthyridinon-Grundgeriistes
konnte die Skalierbarkeit der Borussertib-Synthese erhoht werden. Dies ermdglichte die
Synthese von weiteren 2,5 g Borussertib, die fiir weiterfiilhrende in vivo Studien in
Patienten-abgeleiteten Xenograft-Modellen (patient-derived xenografts, PDX) bendtigt
werden.!'3”l Wie in Kapitel 1.2 beschrieben, sind genetische Lisionen in Akt, die zur
Tumorentstehung beitragen, selbst sehr selten, aber aktivierende Mutationen des
Onkogens KRas konnen zu einer fehlerhaften Regulation von Akt fithren. Da die
Adressierung von KRas sehr herausfordernd ist, sollten nachgeschaltete Proteine wie
MEK inhibiert und somit MEK-Inhibitoren verwendet werden, um den nachgeschalteten
MAP-Kinase Signalweg zu adressieren.['*8] Da jedoch eine alleinige Inhibierung dieses
Signalweges zu keinem dauerhaften antiproliferativen Effekt auf das Tumorvolumen
fiihrte, da der PI3K/Akt/mTor-Signalweg redundant aktiviert wird, ergibt sich das
Rational fiir eine Kombinationstherapie zur Inhibierung beider Signalwege.['**! Aus

diesem Grund wurden acht KRas-abhéngige Pankreas- und Kolorektalkarzinome sowohl
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in Monotherapie mit dem MEK-Inhibitor Trametinib (perorale Applikation, 0,5 mg/kg)
und Borussertib (i.p. Applikation 20 mg/kg) als auch in Kombinationstherapie
behandelt.’”! Fiir die Monotherapie konnte mit der Trametinib-Behandlung in allen
Modellen ein signifikant schwécheres Tumorwachstums detektiert werden, wobei mit
Borussertib nur in einzelnen Modellen eine Abschwéchung erreicht werden konnte (Abb.
15). Deutlich stirkere Effekte konnten fiir die Kombinationstherapie bis hin zu einer
partial response (partieller Tumorriickgang um 30 %) im kolorektalen Tumormodel
Boc103 erzielt werden. Ebenso konnte mit der Kombinationstherapie eine Stabilisierung

des Tumorvolumens in dem Pankreas-Tumormodel Bo103 erhalten werden.

Bo103 5 BoC105

Kontrolle - Kontrolle
Tra Antinib M

LER R

Bo

Relatives Tumorwachstum
Relatives Tumorwachstum

0 4 & 12 16 20 24 28
Tage der Behandlung Tage der Behandlung

Abbildung 15: /n vivo Effizienz von Trametinib, Borussertib und der Kombinationstherapie in KRas-
abhéngigen pankrealen (Bo103) und kolorektalen (Boc105) PDX-Modellen. PD: Progressives Wachstum
(+20 % der Basislinie), PR. Partielles Regression (-30 % der Basislinie).; **p < 0,01; ****p < 0,0001,

Zweistichproben—t-Test.C

Somit kann sowohl fiir KRas-abhéngige koloreaktale als auch Pankreas-Karzinome in in
vivo PDX-Modellen ein signifikanter positiver Effekt fiir die Kombinationstherapie von
einem MEK-Inhibitor mit Borussertib festgehalten werden. Dies zeigt die erfolgreiche
Translation von der in vitro Aktivitidt von Borussertib in biochemischen und zelluldren

Assay-Systemen auf die weitaus komplexeren in vivo Modelle.

€ Die PDX-Xenograft-Studien wurden durch die Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Stephan Hahn getétigt
(Christoph Reintjes, Ruhr-Universitat Bochum)
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3.2 Medizinalchemische Optimierung von Borussertib
Die durchgefiihrten PDX-Model-Studien in Kapitel 3.1 zeigen das enorme Potential von
CAALISs zur Behandlung von Tumorerkrankungen, insbesondere da es sich hierbei um ein
Sondenmolekiil mit limitierenden PK Eigenschaften handelt.'*?! Insbesondere die
kinetische Loslichkeit (SolRank-Assay) ist problematisch, da sich Borussertib nur
schlecht im wissrigen physiologischen Milieu 18st.’”) Die schlechte Loslichkeit hingt
mit der hohen Lipophilie des Molekiils zusammen (cLogP 4,1). Neben der schlechten
Loslichkeit ist die Permeabilitit von Borussertib als kritisch einzustufen, da im
kiinstlichen System (PAMPA) lediglich 5 % der Substanz die Membran passieren konnen
und im Caco-2 Assay sogar ein aktiver Efflux beobachtet werden kann. Unter anderen
aus diesen Griinden ist eine medizinalchemische Optimierung des Sondenmolekiils

Borussertib von Noten.

Da die hohe Lipophilie von Borussertib einen negativen Einfluss auf die PK
Eigenschaften hat und Borussertib mit 596,7 g/mol ein hohes molekulares Gewicht
aufweist, sind die Reduktion von diesem sowie die Erhohung der Hydrophilie durch die
Einfiihrung polarer Gruppen erste Ansatzpunkte. Als erste Arbeiten hierzu haben
UHLENBROCK und SMITH et al. Struktur-Wirkungsbeziehungen (engl. structure
activity relationship, SAR) mittels der Substitution des Benzo[d]imidazolon-
Grundgeriistes durchgefiihrt.®?! Hierbei konnten fiir Phenylamid- und Phenylurea-
Derivate neue potente CAAIs dargestellt werden, die jedoch zu keinem signifikant
besseren PK-Profil gefiihrt haben. Daher war der néchste Schritt die Substitution des 1,6-
Naphthyridinon-Grundgeiistes, da hier die SAR noch nicht ausreichend untersucht wurde.
Das 1,6-Naphthyridinon-Grundgeiist bildet zum Trp80 {iber =n-m-stacking eine der
elementaren Wechselwirkungen zu Akt aus (Abb. 16 A). Es sollte untersucht werden, ob
diese Wechselwirkung ebenfalls mit monozyklischen Aromaten ausgebildet werden
kann. Ebenso sollte der Einfluss des Phenylrings in 3-Position tiefgehender analysiert
werden, indem weitere polare Gruppen an diesem eingefiihrt werden (Abb. 16B).
Grundlage fiir die Einfilhrung an dieser Position ist unter anderem der allosterische
klinische Kandidat Miransertib, der an dieser Position ein Aminopyridin trigt.[*”) Hierbei
muss beachtet werden, dass lediglich kleine polare Gruppen genutzt werden konnen, da
sich der Phenylring in einer engen hydrophoben Tasche von Akt, ausgebildet von Leu264,
Leu210 und I1e290, befindet. Zudem flankieren die beiden Phenylringe in 2- und 3-
Position des 1,6-Naphthyridinon-Grundgeriistes das Tyr272 und bilden somit eine
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essentielle Wechselwirkung aus, sodass nur aromatische Substituenten in 3-Position

eingefiihrt werden konnen.

Borussertib 3 PyX

Abbildung 16: A) Rontgenkristallstruktur von Aktl im Komplex mit Borussertib 3 (PDB:6 HHF), mit
Darstellung von Trp80, das ein m-m-stacking mit dem 1,6-Naphthyrdinon ausbildet. Die hydrophobe
Tasche, in die der 3-Phenylring des 1,6-Naphthyrdinon-Grundgeriistes orientiert ist, wird von den
Aminosduren Leu210, Leu264 und 11e290 gebildet. Die beiden Phenylsubstituenten bilden eine Art
Sandwich mit Tyr272 und die kovalente Bindung zu Akt von Borussertib wird an Cys296 gekniipft. B)
Darstellung von Borussertib 3 und der Modifizierung hinsichtlich einer Pyrdin-basierten Molekiilbibliothek
mit Substitutionen am Phenylring in 3-Position PyX.

3.2.1 Generierung einer fokussierten Pyridin-basierten Molekiilbibliothek
Zur Reduktion des molekularen Gewichts von Borussertib 3 wurde zunidchst die
Substitution des bizyklischen 1,6-Naphthyridinon-Grundgeriist durch das monozyklische
Pyridin getestet werden. Da moglichst effizient eine groBBere Molekiilbibliothek fiir die
Untersuchung des chemischen Raums in 3-Position generiert werden sollte, war eine
Modifizierung der Syntheseroute notwendig, um erst im letzten Syntheseschritt
verschiedene aromatische Heterozyklen einzufiihren. Aus diesem Grunde wurde das in

Kapitel 3.1 beschriebene Benzo[d]imidazolon-Derivat 20 durch eine reduktive
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Aminierung um den Phenylring, der sich bei der Borussertib-Synthese an der 2-Position
des 1,6-Naphthyridinon-Grundgeriist befindet, erweitert (Abb. 17). Fiir die
Zuginglichkeit in der weiteren Synthesestrategie trigt dieser Phenylring einen

Boronsiure-Pinacolester 27.
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Abbildung 17: Synthese eines modifizierten Benzo[d]imidazolon mit einem Boronsdure-Pinacolester 28

per reduktiver Aminierung. (i) MeOH, NaBH3CN, cat. AcOH/Et;N, 75 °C, 16 h, 85 % Ausbeute.’

Fiir die Synthese des neuen Benzo[d]imidazolon Derivates 28 konnten die gleichen
Reaktionsbedingungen wie bei der optimierten Synthese von Borussertib erfolgreich
angewendet werden, sodass bei diesem Schritt keine Optimierung nétig war.® Dieser
Baustein sollte anschlieBend per Suzuki Reaktion an ein Pyridinring eingefiihrt werden.
Ein geeigneter Baustein hierfiir ist das 2-Brom-3-chlorpyridin 29, da dieser aufgrund
seiner zwei Halogensubstituenten im ersten Schritt die Reaktion mit dem
Benzo[d]imidazolon Derivat 28 und anschlieBend eine weitere Funktionalisierung per
Suzuki-Reaktion ermoglicht. Im ersten Syntheseschritt erfolgte die Suzuki Reaktion an
2-Position, da Brom bei der Palladium-katalysierten Kreuzkupplung gegeniiber dem

Chlorsubstituenten deutlich reaktiver ist (Abb. 18).114%!

6 Synthese in Zusammenarbeit mit Dr. Niklas Uhlenbrock, Dr. Lena Quambusch, Dr. Laura Levy (in
Kooperation mit Taros)
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Abbildung 18: Geplante Syntheseroute zur Darstellung neuer CAAIs per zweifacher Suzuki Reaktion. Die
erste Suzuki Reaktion konnte erfolgreich durchgefiihrt, beim zweiten anschlieBenden Syntheseschritt
konnte kein Umsatz zum Produkt Pyl detektiert werden. (i) 28, (Ci7H14P):Fe PdCl,, K3PO4, H20O/1,4-
Dioxan, MW, 130 °C, 0.5 h, 62 % Ausbeute.

Bei der Suzuki-Kreuzkupplungsreaktion konnen C-C-Bindungen ausgebildet werden,
indem Palladium Katalysatoren verwendet werden. Besonders geeignete Katalysatoren
sind [1,1'-Bis(diphenylphosphin)ferrocen]palladium(II)dichlorid, sogenanntes Ferrocen-
Palladium, sowie Tetrakis(triphenylphosphine)palladium(0), sogenanntes Tetrakis-
Palladium.!'*!) Mit dem Ferrocen-Palladium Katalysator konnte fiir die erste Suzuki
Reaktion des doppelt Halogen-substituierten Pyridinrings ein deutlich hoher Umsatz
erzielt werden als mit dem Tetrakis-Palladium Liganden. Die Ausbeute von 30 war mit
62 % gut, konnte jedoch nicht durch Variation der Reaktionsbedingungen (ldngere
Reaktionszeit bis zu zwei Stunden, Reaktionstemperatur: 80 °C und 150 °C) erhdht
werden. Hervorzuheben ist die kurze Reaktionszeit, durch die innerhalb kiirzester Zeit
eine hohe Menge des Produktes zur Generierung der Substanzbibliothek erzeugt werden
kann. Im zweiten Syntheseschritt sollte die C-C-Bindungskniipfung in 3-Position des
Pyridinrings mit Phenylboronsdure 31 erfolgen. Hierbei wurden wiederum beide
beschriebenen Palladium Katalysatoren eingesetzt, sowie die Temperatur, Reaktionszeit
und verschiedene Basen (n-BuLi, K3;PO4, NaOrBu) getestet. Jedoch konnte keinerlei
Umsatz der Edukte beobachtet werden. Da der Chlor-Substituent nur eine schwache
Abgangsgruppe ist, sollte dieser ersetzt werden, um die urspriinglich geplante
Syntheseroute mit den zwei Suzukis beizubehalten.['*?] Eine mdgliche Gruppe, die eine
bessere Abgangsgruppe als das Chlor darstellt, sind Triflate, die jedoch zugleich eine

193] Aus diesem Grund wurde 2-

geringere Reaktivitit als der Brom Substituent besitzen.
Brom-3-chlorpyridin 29 durch 2-Brom-3-pyridinol 32 ersetzt. In einem ersten

Syntheseschritt wurde die Hydroxyl-Gruppe in das erwiinschte Triflat 33 mittels
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Trifluormethansulfonsdureanhydrid tiberfiihrt (Abb. 19). 33 konnte mit einer sehr guten
Ausbeute von 96 % in ausreichender Menge fiir die nun zwei folgenden Suzuki-
Kreuzkupplungsreaktionen erhalten werden. Die erste der beiden C-C-
Bindungskniipfungen verlief equivalent zu den zuvor beschriebenen Bedingungen. Die
Ausbeute von 34 war jedoch mit 44 % etwas geringer als zuvor, da das Triflat in geringer
Menge abgespalten wurde. Eine erneute FEinfiihrung des Triflats aus diesem
Nebenprodukt war jedoch nicht erfolgreich, da keine Triflat Bildung beobachtet werden
konnte. Nichtsdestotrotz konnten ausreichende Mengen von 34 erhalten werden, sodass
eine Molekiilbibliothek mit verschiedenen Aromaten in 3-Position generiert werden kann.
Hierfiir wurden nahezu analoge Reaktionsbedingungen wie zuvor angewendet, lediglich
die Reaktionsdauer musste von einer halben auf anderthalb Stunden verdreifacht werden,
da die Kreuzkupplung mit dem Triflat, wie zuvor beschrieben, etwas reaktionstrager ist

als mit dem Brom-Substituenten.

N B . N Br . N

SN el oL
Z oH Z ot Z ot A R

32 33

HN HN

o o

34 PyX

Abbildung 19: Optimierte Syntheseroute zur Erweiterung des chemischen Raums der CAAIs per
Triflatbildung und anschlieBender zweifacher Suzuki Reaktion. (i) Tf,O, TEA, 0 °C-RT, 16 h, 96 %
Ausbeute. (ii) 28 (Ci7H14P)2Fe PdCly, K3PO4, H>0O/1,4-Dioxan, MW, 130 °C, 0,5 h, 44 % Ausbeute. (iii)
BPy1-12, (Cy7H4P)2Fe PdCl,, K3PO4, H,0/1,4-Dioxan, MW, 130 °C, 1,5 h, 22-45 % Ausbeute.

Hierdurch konnten letztendlich zwo6lf verschiedene Aromaten mit moderaten Ausbeute
von 22-45 % erhalten werden (Abb. 20). Diese moderaten Ausbeuten waren ausreichend,
da fiir eine erste SAR nur kleinste Mengen im Milligramm Bereich bendtigt werden. Als
Referenzverbindung wurde zunichst ein Phenylring, wie er ebenfalls bei Borussertib
vorhanden ist, eingefiihrt. Dem gegeniiber sollten Aromaten eingefiihrt werden, die einen
positiven Einfluss auf die Loslichkeit der neuen Derivate haben sollten. Unter anderem
wurden hierfiir Pyridin-Amine, Methylsulfonylbenzol und Pyrazole eingefiihrt. Ebenso
wurden kleine elektronenreiche Substituenten wie Fluor genutzt, die ebenfalls positive

Einflisse auf die metabolische Stabilitdt haben konnen.
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Abbildung 20: Darstellung der zwolf Aromaten Py1-12, die in 3-Position des Pyridinrings eingefiihrt

wurden, um die SAR zu analysieren.®

3.2.2 Biochemische Evaluierung
Die Analyse der Effiktivitidt der neuen potentiellen CAAIs erfolgte per homogenious
time-resolved fluoresence (HTRF®) KinEASE™ Assay, mittels der die inhibitorische
Aktivitdt ermittelt werden kann. Durch die Verwendung eines biotinylierten
Substratpeptids, das mit ATP, zwei Fluorophoren und Akt koinkubiert wird, kann durch
Inhibitor-basierte konzentrationsabhingige Messungen der Fluoreszenzemission die
halbmaximale inhibitorische Konzentration 1Cso bestimmt werden. Hierbei wird ein
Forster-Resonanz-Energie-Transfer (FRET)-Signal detektiert, das in Korrelation zum
Phosphorylierungslevels des Substratpeptids und somit auch zur Akt Kinase-Aktivitét
steht. Akt Inhibitoren sind in der Lage dieses FRET-Signal zu inhibieren, sodass hieriiber

ihr ICso bestimmt werden kann.

Die neue Pyridin-basierte Verbindung mit einem Phenylring Py1 in 3-Position weist eine
Aktivitit von 77 £ 14 nM auf (Tab. 2).° Dies entspricht etwa einem 80-fachen Verlust der
inhibitorischen Aktivitit im Vergleich zu Borussertib (10,4 nM).

¢ Synthese in Zusammenarbeit mit Dr. Lena Quambusch
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Durch die Reduktion des bizyklischen 1,6-Naphthyridinon-Grundgeriistes zum
monozyklischen Pyridin konnte es sein, dass die Schliisselinteraktion zwischen dem
Liganden und dem Trp80 von Akt, das ein n-n-stacking ausbildet, deutlich abgeschwécht
wird. Nichtsdestotrotz zeigt sich immer noch eine deutliche Inhibierung der
Kinaseaktivitdt im nanomolaren Bereich. Somit eignet sich Pyl als gute Referenz zur
Generierung einer SAR des Substituenten in 3-Position. Die stirkste inhibitorische
Wirkung kann fiir die beiden Aromaten mit Fluorsubstituenten, zum einen in meta-
Position Py11 und zum anderen in ortho- und para-Position Py12, detektiert werden. Mit
ICso-Werten von 463+4 nM und 472449 nM ist jedoch im Vergleich zu Py1 ein 6-facher
Aktivititsverlust vorhanden. Gefolgt von diesen beiden Verbindungen zeigt lediglich das
2-Phenol Py4 noch eine Aktivitit im nanomolaren Bereich. Das 3-Pyridin Py2 besitzt
danach bereits mit einer Aktivitdt 1713 £ 120 uM nur noch eine schwache inhibitorische
Aktivitdt. Alle weiteren Verbindungen mit 16slichkeitsvermittelnden Gruppen oder das
Pyrazol Py9 haben inhibitorische Aktivititen von iiber 10 uM bis hin zu einer Aktivitit

unterhalb der im Assay verwendeten Konzentration von 20 uM.

¢ Biochemische Charakterisierung durchgefiihrt von Dr. Lena Quambusch
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Tabelle 2: Biochemische Charakterisierung der dargestellten Pyridin-basierten Molekiilbibliothek PyX
mittels Ermittlung der ICsp-Werte durch HTRF® KinEASE™ Assay.t Farbliche Illustration der Aktivitit
von Rot (stirkste Aktivitét) bis hin zu Griin (schwache/keine Aktivitit).

Substanz Substitution Aktl ICso [nM]

Borussertib

Pyl

Py2 S 1713+ 120

Py3 12450 + 2799

571 £+ 280

8738 + 3222

Es konnten lediglich fiir vier Derivate nanomolare Aktivititen beobachtet werden. Neben
Py1 waren dies auBBerdem die beiden Substanzen mit Fluorsubstituenten Py11 und Py12
sowie das 2-Phenol Py4. Fluor ist lediglich ein kleiner, unpolarer Substituent, sodass der

sterische Anspruch dieser Gruppe nur gering ist und polare AbstoBungen eher
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unwahrscheinlich sind. Der sterische Anspruch von anderen Substituenten, wie z.B. dem
Methylsulfonyl, ist deutlich hoher und fiir all diese Verbindung zeigt sich nur eine
minimale bis keine inhibitorische Wirkung. Zudem kann die Polaritét der Substituenten
zu Repulsionen zwischen dem Liganden und Akt fithren. Somit zeigt sich das nur
kleinste, unpolare Substituenten wie Fluor toleriert werden. Diese Analyse wird durch
Py4 bestitigt, da diese Gruppe auch nur einen geringen sterischen Anspruch hat. Fiir
kleine Aromaten wie das Pyrazol Py9 kann auch lediglich eine geringe Aktivitit
beobachtet werden, da dieser anscheinend zu einer nicht favorisierten Ausrichtung des
Liganden fiihrt, wodurch die Wechselwirkungen des Pyrazols und des Phenylrings in 2-
Position zum Tyr272 abgeschwicht wird.

AbschlieBend kann festgehalten werden, dass durch die Reduktion des 1,6-
Naphthyrdinon-Grundgeriistes zum Pyridin ein deutlicher Aktivitéitsverlust beobachtet
werden kann. Ebenfalls fiihrt die Substitution des Phenylringes in 3-Position zu einer
deutlichen Minderung der inhibitorischen Aktivitit. Die Pyridin-basierte
Molekiilbibliothek lieferte wertvolle Einblicke in die SAR. So zeigt die SAR das Potential
der Einfilhrung von kleinen Substituenten an den Phenylring in 3-Position des 1,6-
Naphthyrdinons, welches fiir die Entwicklung von neuartigen molekularen Sonden

genutzt werden kann.

42



3 ERGEBNISSE UND DISKUSSION

3.3 Entwicklung eines Akt-PET-Tracers
Die CAAIs, insbesondere Borussertib, vereinen eine sehr gute Selektivitét fiir die drei
Akt-Isoformen gegeniiber dem restlichem Kinom mit einer herausragenden
inhibitorischen Potenz. Neben dem potentiellen therapeutischen Einsatz, u.a. in der
Krebstherapie, konnen diese Inhibitoren ebenfalls als diagnostisches Werkzeug
eingesetzt zu werden, um die komplexe Akt-Biologie im Kontext eines Tumorgeschehens
chemisch zu adressieren.®’] Borussertib weist in vivo giinstige PK- und
pharmakodynamische (PD)-Eigenschaften fiir die Entwicklung eines 7racers auf, wie
zum Beispiel unter anderem eine hohe Stabilitdt im physiologischen System und einen
hohen Efflux, der fiir eine gute Verteilung und eine entsprechende Bildgebung notig ist.
Zudem konnte in ersten Xenograft-Modellen mit Borussertib in Kombination mit dem
MEK-Inhibitor Trametinib eine Tumorregression beobachtet werden. Aufbauend auf
diesen FEigenschaften sollte ein !|Fluor-markierter Akt-spezifischer Radioligand
entwickelt werden, der fiir die diagnostische PET-Bildgebung und die Identifizierung von
Tumoren mit Uberexpression von intrazellulirem Akt geeignet ist. Aufgrund der
kovalenten Eigenschaft einer potentiellen CAAI-PET-Sonde sollte diese eine vorteilhafte
Tumorretention und gute Biodistributions- und Prizisionsbildgebungseigenschaften im
Vergleich zu reversiblen Tracern haben.'*!  Dariiber hinaus iiberwinden
niedermolekulare PET-Tracer Einschrankungen, die iiblicherweise mit fluoreszierenden
Sonden verbunden sind, die regelmaBig fiir in vitro Studien verwendet werden, wie z. B.
unzureichende PK-Eigenschaften, die eine ausreichende Stabilitét, Tumorpenetration und
Zellpermeabilitit ermdglichen.!'*) Um die in vivo Bildgebung von Tumoren zu
ermdglichen, die Akt iiberexprimieren, ein Merkmal, das gemdl dem Catalogue of
Somatic Mutations in Cancer (COSMIC) héufig bei Brust-, Endometrium- und
Ovarialtumoren beobachtet wird, sollte ein niedermolekularer PET-Tracer auf der Basis

von Borussertib dargestellt werden.[!46]

3.3.1 Design und Synthese von '¥°F-Borussertib
Das meistgenutzte Radionuklid im Bereich der PET-Bildgebung ist das '*Fluor-Isotop
mit einer Halbwertszeit von 110 min. Diese Halbwertszeit ermdglicht die klinische
Anwendung, sofern ein robustes Protokoll zur Funktionalisierung im letzten
Syntheseschritt erfolgen kann. Hierfiir sind insbesondere Synthesemethoden der LSF (s.

Kapitel 1.3.1) zur direkten oder indirekten Fluorierung von aromatischen C-H-Bindungen
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geeignet. Neben der Moglichkeit der Fluorierung via LSF muss ebenfalls die SAR der
CAAIs miteinbezogen werden, da der PET Tracer moglichst vergleichbare
biochemische, zelluldire und PK Eigenschaften zu den bereits etablierten Inhibitoren
besitzen sollte. Aufgrund der synthetischen Zuginglichkeit per LSF ist hierfiir
insbesondere der Phenylring in 3-Position des 1,6-Naphthyridinon-Grundgeriistes
favorisiert (Abb. 21). Wie die SAR in Kapitel 3.2 zeigt, werden hier die Modifizierung
des Phenylringes mit kleinen, weniger polaren Substituenten, wie Fluor- oder
Hydroxygruppen, toleriert und gehen lediglich mit einem 6-fachen Aktivitétsverlust im
biochemischen System einher. Dies wird ebenso von der Analyse der
Rontgenkristallstruktur von Akt im Komplex mit Borussertib (PDB: 6HHF) untermauert,
da sich der Phenylring in einer engen, hydrophoben Tasche befindet, die durch die
Aminosduren Leu210, Leu264 und I1e290 ausgebildet wird.

18F/19F .Borussertib 35/36

lAbbildung 21: A) Rontgenkristallstruktur von Aktl im Komplex mit Broussertib (PDB: 6HHF).
Darstellung der Bindung des Phenylrings des 1,6-Naphthyridinon-Grundgeriistes von Borussertib in eine
hydrophobe Tasche von Akt ausgebildet von Leu210, Leu264 und 11e290. Anhand der SAR eignet sich
diese Position zur Einfiihrung eines Fluor-Substituenten. B) Chemische Struktur eines potentiellen PET

Tracers, '*F-Borussertib 35, sowie seines nicht radioaktiven Analogons, ’F-Borussertib 36.
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Basierend auf der chemischen Zugénglichkeit per LSF ist theoretisch eine Einfiihrung des
8F_Isotops sowohl in der ortho- als auch para-Position des Phenylringes mdglich. Daher
wurde zunidchst das in Kapitel 3.1 synthetisch hochskalierte Borussertib mit einem
neuartigen Pd(IT)-Katalysator (ligiert mit einem Terpyridin und einem Bidentat), der die
direkte aromatische C-H-Fluorierung ermdglicht, umgesetzt (Abb. 22).°11%% Durch den
Einsatz des Katalysators ist es moglich, selbst hochfunktionalisierte Molekiile wie
Borussertib mit milden Fluorierungsmitteln, wie Selectfluor oder NFSI, zu fluorieren, da
ein reaktives Ubergangsmetallfluorid-Elektrophil generiert wird. Bei dieser Art der
Fluorierung erfolgt zumeist die Synthese von zwei konstituellen Isomeren, dem ortho-
und para-Isomer, die jedoch durch geeignete Aufreinigungsprotokolle voneinander
getrennt werden konnen. Im Falle des Borussertibs 3 war als Hauptprodukt 35 aufgrund
der sterischen Zugénglichkeit eine Substitution des Phenylrings in 3-Position erwartet
worden. Jedoch konnte keine Umsetzung von Borussertib mit den milden
Fluorierungsmittel trotz des FEinsatzes des aktivierenden Pd(II)-Katalysators erreicht
werden. Dies kann damit begriindet werden, dass es sich bei Borussertib um ein
hochkomplexes Molekiil handelt, sodass die mittels dem Katalysator vermittelte Fluorid-
gekoppelte Elektronen Transfer Aufgrund zu geringer Elektrophilie des Phenylrings nicht

stattfinden kann.

Abbildung 22: Die Palladium-katalysierte elektrophile aromatische C-H-Fluorierung zur direkten
Einfiihrung des '®F-Isotops an Borussertib 3 zeigte keinen Umsatz. (i) Pd(II) Katalysator, Selectfluor/NFSI,
MeCN, RT, 12-24, kein Reaktionsumsatz.%

Neben der direkten Fluorierung von Borussertib, die nicht erfolgreich war, besteht

ebenfalls die Moglichkeit der indirekten Fluorierung mittels

Bis(methansulfonyl)peroxid.6[105b]

€ Die LSF Reaktionen wurden durch die Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Tobias Ritter durchgefiihrt (Jens
Rickmeier, MPI Miihlheim)
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Hiermit wird iiber ein charge transfer (CT) Komplex die Moglichkeit gegeben selbst an
komplexere Molekiilen, wie Borussertib, sowohl mit elektronenreichen als auch -armen
Heteroaromaten eine C-O-Bindungskniipfung zu ermdéglichen (Abb. 23).

Das Substratspektrum kann hierbei noch durch den Einsatz von [Ru(bpy)3](PFs)2, das als
single electron transfer (SET) Katalysator agiert, erweitert werden. Hierbei konnen an
einfach-substituierten Aromaten drei konstituelle Isomere entstehen, wobei jedoch eine
Priferenz fiir die Substitution in para-Position vorliegt. Durch die C-O-
Bindungskniipfung kann eine Funktionalisierung mit einer Mesylatgruppe durchgefiihrt
werden, die eine gute Fluchtgruppe darstellt, sodass im

zweiten Syntheseschritt das !'®F-Isotop mit Hilfe des Ruthenium Komplexes
CpRu(COD)CI eingefiihrt werden kann. Trotz der Verwendung des Ru-basierten
Katalysators, konnte keine erfolgreiche Mesylierung des Phenylrings in 3-Position des
1,6-Naphthyridinon-Grundgeriistes erzielt werden. Dies hédngt mit der Vielzahl an
aromatischen Ringen in Borussertib zusammen, wodurch keine selektive C-H-

Oxygenerierung moglich ist.
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Abbildung 23: Die aromatische C-H-Oxygenerierung zur direkten Einflihrung des '*F-Isotops an
Borussertib zeigte keinen Umsatz. (i) Bis(methansulfonyl)peroxid, [Ru(bpy);](PFs)2, MeCN, RT, 12-24 h,
kein Reaktionsumsatz. (ii) CpRu(COD)CI, 'ImCl, 18F-.%

Da keine Fluorierung, weder per direkter noch indirekter Methode, des bereits
synthetisierten Borussertibs 3 im letzten Syntheseschritt moglich war, sollte eine neue
Syntheseroute zur Darstellung von Borussertib mit dem '®F-Isotop etabliert werden. Eine
mogliche alternative Syntheseroute zur Einfilhrung des Fluor-Substituenten besteht {iber

die '8F-Deoxyfluorierung von Phenolen mittels eines Ru-n-Komplexes.!'! Durch den

46



3 ERGEBNISSE UND DISKUSSION

Einsatz des Ru-Komplexes wird ein Meisenheimer-Komplex mit dem Phenolring
aufgebaut, sodass die Elektronendichte im Phenol gesenkt wird, wodurch die
Reaktionsenergie zur Einfithrung des Fluorsubstituenten herabgesetzt wird. Aus diesem
Grund sollte bei Borussertib in para-Position des 3-Phenylrings des 1,6-Naphthyridinon-
Grundgeriistes eine Hydroxylgruppe eingefiihrt werden. Basierend auf der etablierten
konvergenten Borussertib-Synthese sollte nun eine modifizierte Synthesestrategie
entwickelt werden. Der Benzo[d]imidazolon Baustein konnte weiterhin analog zur

Borussertib Syntheseroute dargestellt werden (s. Kapitel 3.1).

In Zusammenarbeit mit dem MPI Miilheim wurde eine Syntheseroute zur Darstellung des
1,6-Naphthyridinon-Grundgeriistes mit einem Phenolring in 3-Position entwickelt (Abb.
24). Als Edukt diente hierfiir 4-Hydroxyphenylessigsdure 38, die mittels N,O-
Dimethylhydroxylaminhydrochlorid und Propanphosphonsidureanhydrid zum Weinreb
Amid 39 umgesetzt wurde, das ohne sdulenchromatographische Auftrennung
weiterverarbeitet wurde. Im nédchsten Syntheseschritt wurde die Schiitzung der
Phenolgruppe mit p-Methoxybenzyl durchgefiihrt, da die Hydroxygruppe ansonsten in
den niichsten Syntheseschritten zu ungewollten Nebenreaktion gefiihrt hitte. Uber diese
beiden Syntheseschritte konnte eine sehr gute Ausbeute von 68 % erzielt werden. Im
ndchsten Syntheseschritt wurde das geschiitzte Weinreb Amid 40 mit (4-(1,3-Dioxolan-
2-yl)phenyl)lithium 41 unter Grignard-dhnlichen zu 1-(4-(1,3-Dioxolan-2-yl)phenyl)-2-
(4-((4-methoxybenzyl)oxy)phenyl)ethan-1-on 42 umgesetzt. Mittels des Einsatzes des
Pyridinderivates 6 aus der Borussertib Synthese wurde das 1,6-Naphthyridinon-
Grundgeriist 43 per Friedldnder-Chinolin Synthese aufgebaut. Ebenso wie bei der
equivalenten Syntheseroute des Borussertibs konnte 43 mit einer guten Ausbeute von
75 % aufgebaut werden, sodass keinerlei Optimierung des Syntheseschritts nétig war. Im
letzten Syntheseschritt zum Autbau des 1,6-Naphthyridinon-Grundgeriist 44 erfolgte die
Entschiitzung des Aldehyds am Phenylring in 2-Position sowie des Phenols in 3-Position
des 1,6-Naphthyridinon-Grundgeriistes. Das Phenol fiihrte zu einer hohen Hydrophilie
der Substanz, sodass lediglich eine Aufreinigung per reverser Sdulenchromatographie
moglich war, die trotz eines vollstindigen Reaktionsumsatzes lediglich zu einer Ausbeute
von 40 % fiihrte. Diese konnte durch eine Optimierung des Aufreinigungsprotokolls
erhoht werden, da jedoch ausreichend Material fiir die anschlieBende reduktive
Aminierung erhalten wurde, erfolgte die Umsetzung mit dem Benzo[d]imidazolon-
Derivat 20. Hierbei konnte das Borussertib-OH 45 mit einer moderaten Ausbeute von

27 % unter den gleichen Synthesebedingungen wie bei der optimierten Borussertib

47



3 ERGEBNISSE UND DISKUSSION

Syntheseroute erhalten werden. Somit konnte 45 fiir eine erste biochemische
Charakterisierung per HTRF Assay erhalten werden und fiir die abschlieBende
Komplexierung und Einfiihrung des '8F-Isotops. Die biochemische Analyse per HTRF
Assay zeigte eine inhibitorische Aktivitdt von 9 + 2 nM auf Aktl. Dies entspricht der
SAR zum Phenylring in 3-Position des 1,6-Naphthyridinons, bei dem die Einfithrung von
kleinen Substituenten zu einem 5-10-fachen Aktivititsverlust fiihren (s. Kapitel 3.2).
Diese geringe Einbuf3e in der Aktivitét stellt einen ersten Indikator fiir den erfolgreichen
Ansatz zur Einfiihrung des Radionuklids in der para-Position des Phenylrings dar. Der
nichste Syntheseschritt zur Darstellung des '3F-Borussertib ist die Komplexierung mit
dem Ru-Liganden. Diese war jedoch nicht erfolgreich, da aufgrund der hohen Anzahl an
Aromaten eine Mehrfachkomplexierung des Edukts 45 auftrat. Zudem war die
Loslichkeit problematisch, sodass nur ein geringer Anteil von 45 umgesetzt werden
konnte und der tibrige Teil auch nicht reisoliert werden konnte. Die Hauptproblematik in

diesem Syntheseschritt stellt somit die schlechte Loslichkeit der Substanz dar.
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Abbildung 24: Syntheseroute zur Darstellung des '*F-Borussertibs via '®F-Deoxyfluorierung von Phenolen
mittels Ru n-Komplexen. (i) CH;:NH(OMe) HCI, T3P, DIPEA, DCM, RT, 10 min. (ii) PMBBr, K,COs,
DMF, 70 °C, 12 h, 68 % Ausbeute iiber zwei Syntheseschritte. (iii) »-BuLi, THF, -78 °C, 2 h, 70 %
Ausbeute, (iv) NaOMe, MeOH, 80 °C, 16 h, 75 % Ausbeute. (v) HCI, 90 °C, 3 h, 40 % Ausbeute,
(vi) 20, NaBH3;CN, AcOH, Et:N, MeOH, 75 °C, 16 h, 27 % Ausbeute. (vii) CpRuNaphtalen OTT,
DCE/ACN (9:1), 80 °C, 16 h, kein Umsatz. (viii) '*F, 130 °C, 30 min.?

Da die Komplexierung des Borussertib-Ohs 45 nicht erfolgreich durchgefiihrt werden
konnte, sollte bereits das neu synthetisierte 44 komplexiert werden, bevor die reduktive
Aminierung mit 20 erfolgt. Durch diese Optimierung der Syntheseroute konnte eine
vollstindige Umsetzung des Edukts 44 und eine sehr gute Ausbeute von 48 mit 79 %
erhalten werden (Abb. 25). Dies hiangt mit einer besseren Loslichkeit 44 im Vergleich zu
45 zusammen. Im néchsten Syntheseschritt erfolgte die reduktive Aminierung zu 46 nach
dem bekannten Reaktionsprotokoll mit einer sehr guten Ausbeute von 85 %. Mit der so
etablierten Syntheseroute konnte somit 46 fiir die '*F-Deoxyfluorierung dargestellt und
durch den Ru-basierten Meisenheimer Komplex ein sehr guter 75 %iger Umsatz des
Edukts zum '8F-Borussertib 35 detektiert werden. Nach erfolgter Aufreinigung konnte
das 35 mit einer sehr guten radiochemischen Ausbeute (eng. radiochemical yield, RCY)
von 52 % erhalten werden. Das eingefiihrte '®F-Isotop wird dabei in einem Zyklotron
generiert, sodass dieser letzte Syntheseschritt gut vom Chemielabor in medizinische

Einrichtungen transferierbar ist.
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3 ERGEBNISSE UND DISKUSSION

Abbildung 25: Optimierte Syntheseroute zur Darstellung des '®F-Borussertibs 35 via '*F-Deoxyfluorierung
von Phenolen mittels Ru n-Komplexen. (i) CpRuNaphtalen OTf, DCE/ACN (9:1), 80 °C, 16 h, 79 %
Ausbeute. (i) 20, NaBH3CN, AcOH, EtN, MeOH, 75 °C, 16 h, 85 % Ausbeute. (iii) “F,
EtOH/Veratrol/PivCN (1:4:4), 130 °C, 30 min, Elution Effizienz: 90%, DC-Umsatz: 75%, HPLC-Reinheit:
77%, RCY =52%.5

Vor der Translation in préklinische und klinische Studien ist eine umfassende
biochemische, zelluldre und PK-Analyse des Fluor-markierten Borussertibs notig. Dies
ist ebenso von groBBer Relevanz um den Designansatz zu validieren, sodass zunichst die
Synthese des nicht-radioaktiven '°F-Derivats 36 erfolgen sollte. Die Synthese sollte dabei
equivalent zu der bereits etablierten '8F-Borussertib-Synthese durchgefiihrt werden Da
keine freie Hydroxygruppe vorliegt, kann das '°F-1,6-Naphthyridion-Grundgeriist 53 mit
nur vier Syntheseschritten aufgebaut werden (Abb. 26). Die Synthese beginnt mit der
Umsetzung der 2-(4-Fluorphenyl)essigsédure 49 zum Weinreb-Amid 50, gefolgt von einer
nukleophilen Addition. Mit einer Ausbeute von 90 % bzw. 69 % fiir den ersten und
zweiten Syntheseschritt lag die Ausbeute fiir die beiden Syntheseschritte im selben
Bereich wie fiir die bereits etablierte Syntheseroute. Im nichsten Schritt konnte das 1,6-
Naphthyridion-Grundgeriist 52 durch die Friedldnder-Chinolin-Synthese mit einer guten
Ausbeute von 68 % aufgebaut werden. Die abschlieende Entschiitzung zum freien

Aldehyd lieferte das finale '°F-1,6-Naphthyridion-Grundgeriist 53 mit einer 77 %igen

50



3 ERGEBNISSE UND DISKUSSION

Ausbeute. Im Vergleich zu 44 war die Loslichkeit dieses Bausteins deutlich besser, sodass
die Aufreinigung deutlich effizienter durchfiihrbar war. SchlieBlich wurde das '°F-
Borussertib 36 durch reduktive Aminierung analog zu den vorherigen
Reaktionsbedingungen erhalten. Die moderate Ausbeute von 45 % lieferte ausreichend

Substanz fiir die geplanten biochemischen, zelluldren und PK Analysen.

NHBoc

Abbildung 26: Syntheseroute zur Darstellung des nicht radioaktiven '’F-Borussertibs 36. (i) CH;NH(OMe)
HCI, T3P, DIPEA, DCM, RT, 1 h, 90 % Ausbeute. (ii) n-BuLi, THF, -78 °C, 2 h, 69 % Ausbeute. (iii)
NaOMe, MeOH, 80 °C, 16 h, 68 % Ausbeute. (iv) HCI, 90 °C, 3 h, 77 % Ausbeute, (v) 20, NaBH3;CN,
AcOH, Et;N, MeOH, 75 °C, 16 h, 45 % Ausbeute.

3.3.2 Biochemische, zellulire und PK-Profilierung

Zunichst wurde der kovalente Bindungsmodus von °F-Borussertib durch Inkubation in
Gegenwart von Aktl und anschlieBender Protein-Massenspektrometrie nachgewiesen,
die beobachtete Massenverschiebung entspricht der stochiometrischen, irreversiblen
Proteinmarkierung durch 36 (Abb. 27A). Neben dem Nachweis der kovalenten
Bindungskniipfung per Massenspektrometrie konnte der kovalent-allosterische
Bindungsmodus durch eine Co-Kristallstruktur von Aktl im Komplex mit °F-
Borussertib mit einer Auflssung von 2,2 A, verifiziert werden (Abb. 27B).° Demnach
zeigte das fluorierte Derivat eine mit Borussertib identische Orientierung des 1,6-
diphenylsubstituierten Naphthyridinon-Grundgeriists, wobei der Fluorsubstituenten in
der hydrophoben Bindetasche (Leu210, Leu264, 11e290) keinen Einfluss auf die
Proteinkonformation im Vergleich zu Borussertib zeigt (Abb. 27C).
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Trotz der identischen Orientierung des 1,6-Naphthyridinons wurde festgestellt, dass
Cys310 kovalent modifiziert wurde. Im Gegensatz zu der Rontgenkristallstruktur von Akt
in Komplex mit Borussertib (PDB:6HHF), bei der die Modifizierung von Cys296
beobachtet wird. Somit wird auch eine Verschiebung des Piperidins und
Benzo[d]imidazolons in der Bindetasche in Richtung von Cys310 beobachtet. Jedoch
zeigt die Rontgenkristallstruktur nur einen kurzen Ausschnitt der Bindungsdynamik und
fiir weitere CAAIs konnte gezeigt werden, dass sowohl Cys296 als auch Cys310
modifiziert werden konnen. Fiir eine genaue Differenzierung, welches Cys favorisiert von

9F-Borussertib modifiziert wird, wiire eine quantitative MS/MS-Analyse notig.

Akt1WT Akt1WT
A M, = 51670 Da M, = 51670 Da
a
o 58
2 &~ A 614 Da
B
S o
E "
51500 H1800 52300 52700 ;'.‘+ = 51500 51800 52300 52700
mass [Da] mass [Da]

Abbildung 27: Verifizierung des kovalenten Bindungsmodus zu Akt des nicht radioaktiven '°F-
Borussertibs. A) Massenspektrometrischer Nachweis des kovalenten Bindungsmodus des nicht
radioaktiven 'F-Borussertibs. B) Rontgenkristallstruktur von Akt in Komplex mit '°F-Borussertibs.t C)

Rontgenkristallstruktur von Akt in Komplex mit '°F-Borussertibs iiberlagert mit Borussertib.®

¢ Rontgenkristallstrukturanalyse durchgefiihrt von Dr. Ina Landel
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Neben der Analyse der inhibitorischen Aktivitidt auf Aktl wurde der HTRF Assay
ebenfalls fiir die zwei weiteren Akt2 und Akt3 Isoformen durchgefiihrt. Fiir Akt1 konnte
im Vergleich zu Borussertib der schwichste Aktivititsverlust (5-fach) fiir '°F-Borussertib
festgestellt werden (Tab. 3).> Dem entgegen steht die deutlich geringere Hemmung von
Akt2 und Akt3 im Vergleich zu Borussertib von etwa 7- bis 9-fach geringerer Effektivitit.
Dies flihrt zu einer Selektivitdt fiir Aktl, die fiir nachfolgende PET-Studien
miteinbezogen werden muss. Kinetische Analysen mit aktiviertem Aktl zeigten
Bindungs- und Inaktivierungseigenschaften, die mit denen von Borussertib vergleichbar
sind, wie die ICso-, Ki- und kinaci-Werte zeigen, wobei ein etwa 8-facher Verlust der
Bindungsaffinitit teilweise durch eine beschleunigte kovalente Bindungsbildung
kompensiert wird. In Ubereinstimmung mit den biochemischen Daten war die
antiproliferative Wirksamkeit von '°F-Borussertib etwa 5-fach niedriger in den PI3K- und
PTEN-mutierten Zelllinien AN3-CA und ZR-75-1 mit ECso-Werten von 983 nM bzw.
25 nM, verglichen mit dem parentalen Borussertib, das in diesen Zelllinien halbmaximale
effektive Konzentrationen von 190 nM bzw. 5 nM aufweist. ® Dariiber hinaus zeigte die
in vitro PK-Profilierung von '°F-Borussertib eine verbesserte wissrige Loslichkeit
(SolRank) mit 47 pM gegeniiber 14 uM im Vergleich zu Borussertib.® Die moderate
Permeabilitiét iiber ein kiinstliches Membransystem (PAMPA) von 22 % zeigt eine leichte
Optimierung im Vergleich zu Borussertib. Bemerkenswert ist, dass die orale
Bioverfiigbarkeit, die, durch das Caco-2-Assay-System vorhergesagt wird, bei oraler
Verabreichung eine unbefriedigende Aufnahme zeigte, da im Vergleich zu Borussertib
ein 4-facher hoherer aktiver Efflux vorliegt. Dieser liegt begriindet auf dem aktiven
Transport aus der Zelle heraus, wobei die Aufnahme in die Zelle unverdndert gering
bleibt. Aufgrund des kurzlebigen '*F-Isotops wiirde die Anwendung der potenziellen
PET-Sonde durch intravendse oder intraperitoneale Injektion jedoch unabhingig davon
einer oralen Verabreichung vorgezogen werden und ein aktiver Efflux ist sogar
erwiinscht, da der PET-Tracer somit nur eine kurze Zeit im Organismus verbleibt. Die
fiir PET-Tracer hochst relevante Stabilitdt in murinen Lebermikrosomen (CLine MLM)
zeigt eine aullerordentlich gute Robustheit, sodass die fluormarkierte Verbindung fiir die

in vivo Anwendung geeignet ist.

® Biochemische und zellulire Evaluierung durchgefiihrt von Dr. Ina Landel und Dr. Lena Quambusch; PK
Profilierung durchgefiihrt vom LDC (Dr. Matthias Baumann)
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Tabelle 3: Biochemische, kinetische, zellulire und PK Parameter von Borussertib 3 und '°F-Borussertib

36. Die Einfiihrung des Fluorsubstituenten bewahrt die relevanten Eigenschaften von Borussertib.®

Borussertib YF-Borussertib
wtAktl 0,8+0,3 4+1
ICs0 /mM wtAkt2 59+ 16 520+ 90
wtAkt3 650 + 1703 4900 + 3400
Ki/mM 2,2+0,3 16 +1
wtAktl Kinact /min’! 0,111 +0,020 0,154 + 0,055
Kinae/Ki /uM1 71 0,853 + 0,038 0,158 = 0,050
AN3-CA 190 + 90 983 £ 430
ECa/mM ZR-75-1 5+1 25+5
SolRank @ pH 7.4 / uyM 14 47
PAMPA @ pH 7.4 / %flux <5 22
Caco-2 (pH 6,5/7,4) Papp [10-6 cm/s] A>B 0,04 0,04
Caco-2 (pH 6,5/7,4) Papp [10-6 cm/s] A>B 4,0 17,6
Verhiltnis Caco-2 B > A/B > A 105 405
Clint [WL/min/mg] murin 31 43

3.3.3 in vivo PET-Studien
Da die biochemischen Daten eine Selektivitit fiir Aktl zeigten, wurden verschiedene
humane Zelllinien fiir die Xenograft-Implementierung und die anschlieende Validierung
des '8F-Borussertib-PET-Tracers in vivo ausgewihlt, die hinsichtlich ihrer Aktl-
Konzentrationen analysiert wurden® Zur Kontrolle wurde auch die Aktl-
Konzentrationen in murinen NIH/3T3-Zellen analysiert, die entweder nicht transduziert
oder zur Uberexpression von humanem Akt1 transduziert wurden (NIH/3T3+Akt1) (Abb.
28A). Dementsprechend wies die NIH/3T3+Akt1 Zelllinie das hochste Aktl-Level unter
allen getesteten Zelllinien. Trotz allgemein geringerer Aktl-Levels in den Tumorproben
im Vergleich zu den jeweiligen Zelllysaten, zeigten alle getesteten Tumorhomogenate
Aktl-Mengen, die durch WB leicht nachweisbar waren, und qualifizieren sich daher als
potentielle Modellsysteme fiir die Validierung des '3F-Borussertib (Abb. 28B). Auf
Grundlage der bereits etablierten Xenograft-Modelle sollten erste PET-Studien in der
humanen Pankreaszelllinie Pancl und in der murinen NIH/3T3+Aktl durchgefiihrt

werden.

¢ Zelllinien-Analyse durchgefiihrt von Dr. J6rn Weisner
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Abbildung 28: A) WB-Analyse der Aktl-Expressionslevel in verschiedenen humanen und murinen
Zelllinien. B) Quantifizierung der Aktl-Expressionsniveaus basierend auf den WB. Das hochste Aktl-
Level zeigt wie erwartet NTH/3T3 +Aktl. Normalisiert wurde auf die Aktl-Konzentration in AN3-CA.

Zunichst erfolgte die Injektion von '8F-Borussertib in Pancl-Xenografts.® Hierbei
werden den Mausen kleinste nicht pharmakologische Mengen des potentiellen Tracers
verabreicht. Die verabreichte Menge wird hierbei in der Einheit der Radioaktivitit,
Becquerel, angegeben. Es wurden zwei Méuse mit unterschiedlich ausgeprigten
Tumoren behandelt, eine Maus mit einem Tumorvolumen von 800 mm?® und eine mit 200
mm?®. Die Injektion des Tracers erfolgte intraperitoneal und es wurden 21,5 MBq bzw.
16,3 MBq injiziert. In erster Linie ist festzuhalten, dass '*F-Borussertib ein radioaktives
Signal in vivo erzeugt und somit stabil im biologischen System ist. Zudem zeigt sich eine
gute Verteilung des Radioliganden, da sowohl nach einer als auch zwei Stunden eine gute

Verteilung der Radioaktivitit sichtbar ist, ist auch kein freies '®Fluor vorhanden.

® Die PET Xenografts wurden durch die Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Jens Sieveke getitigt (Marija
Trajkovic-Arsic, WTZ Essen)
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Somit sind prinzipiell die grundlegenden Voraussetzungen zur PET-Bildgebung des
Zielproteins Akt gegeben. Der Hauptanteil des '*F-Borussertibs konnte zwei Stunden
nach Injektion in der Leber, Galle, Magen und Darm mittels in vivo PET-Scans bei beiden
Maiusen nachgewiesen werden (Abb. 29A). Neben der Anreicherung in diesen Organen
konnte fiir die Maus mit einem groBeren Tumor eine leichte Anreicherung der
radioaktiven Substanz im Tumor detektiert werden. Nach einer weiteren Stunde erfolgte
die ex vivo-Untersuchung der Verteilung des '®F-Borussertibs per Organextraktion und
Analyse mittels eines Gamma-Zéahlers (Abb. 29B). Hierbei konnte der Hauptanteil der
injizierten Radioaktivitdt unter anderem in der Gallenblase und Leber ausgemacht
werden. Lediglich 0,12 % der injizierten Radioaktivitit pro Gewebegramm (%IA/g)

konnten im Tumor lokalisiert werden.

Tumor

Tumor

Magen ] n} 31

Darm

Abbildung 29: A) In vivo PET-Scans der Panc1-Xenograft-Maus, die einen Tumor mit 800 mm? Volumen
tragt. Es zeigt sich eine deutliche Anreicherung im Magen/Darm-Trakt und lediglich eine minimale
Aufnahme im Tumor. B) Ex vivo-Analyse via Gamma-Zéhler zur Ermittlung der %IA/g der einzelnen
Organe und Gewebe. Der Hauptanteil der Radioaktivitit konnte in der Leber und Gallenblase nachgewiesen

werden. Lediglich 0,12 %IA/g konnten im Tumor nachgewiesen werden.®

Die hohe Anreicherung im Darm kann teilweise mit der intraperitonealen Injektion
zusammenhédngen. Zum anderen ist Akt unter anderem im Glukose-Metabolismus
beteiligt und somit auch vermehrt im Magen-Darm-Trakt lokalisiert..'4”] Die Aufnahme
des Radioliganden in den Tumor mit 0,12 %IA/g ist so gering, dass es als nicht signifikant
eingestuft werden muss. Diese geringe Aufnahme kann zum einen mit den moderaten
PK-Eigenschaften des '*F-Borussertibs zusammenhingen (Tab. 3), durch die ein sehr
starker Efflux des Molekiils vorliegt, sodass keine ausreichende Bindung an Akt erfolgen

kann.
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Dariiber hinaus kann die Anreicherung in Leber und Niere ein Indiz fiir einen aktiven
Metabolismus der Substanz sein. Eine weitere Limitation stellt das Pancl-Xenograft
Modell dar, weil lediglich geringe Mengen an Akt1 mittels WB in Panc1-Zellen detektiert
werden konnten (Abb. 28).

Aus diesem Grund wurde eine zweite Xenograft-Studie mit implantierten NIH/3T3+Akt1
Zellen durchgefiihrt. Die Injektion in diese Xenografts erfolgte auch wie zuvor
intraperitoneal, wobei jedoch in dieser Studie bereits die Verabreichung von etwa 3 MBq
ausreichend war fiir eine erfolgreiche PET-Bildgebung. In dieser Xenograft-Studie
wurden insgesamt vier Mduse mit jeweils zwei Tumoren behandelt werden. Jeweils eine
und zwei Stunden nach erfolgter Injektion wurden in vivo PET-Scans durchgefiihrt.
Innerhalb dieser konnte wie in den Pancl-Xenografts eine Anreicherung in der
Gallenblase nachgewiesen werden, wohingegen nur geringste Mengen der Radioaktivitét
in den Tumoren nachgewiesen werden konnte (Abb. 30A). Drei Stunden nach der
Injektion erfolgte wiederum die ex vivo Analyse per Gamma-Zéhler (Abb. 30B). Diese
Auswertung bestétigte die ersten Analysen der in vivo PET-Scans nach einer und zwei
Stunden, bei denen die groBte Radioaktivitit in der Gallenblase nachgewiesen werden
konnte. In den vier Mdusen mit den zwei Tumoren konnten lediglich kleinste Mengen

von Radioaktivitit in allen Tumoren detektiert werden (0,06-0,15 %IA/g).

A B

Tumor rechts Tumor links Gallenblase

0.13 %IAlg  0.06 %lAlg 46.5 %IA/g 60-

I

Abbildung 30: A) /n vivo PET-Scans einer NIH/3T3+Aktl-Xenograft-Maus, mit zwei implantierten
Tumoren. Es zeigt sich eine deutliche Anreicherung in der Gallenblase und lediglich einer minimalen
Aufnahme in die Tumore. B) Ex vivo Analyse via Gamma-Zahler zur Ermittlung der %IA/g der einzelnen
Organe und Gewebe. Der Hauptanteil der Radioaktivitidt konnte in der Leber, Niere und Gallenblase

nachgewiesen werden. Lediglich 0,13 %IA/g konnten im Tumor nachgewiesen werden.®
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Diese Ergebnisse decken sich mit den Analysen der ersten Xenograft-Studie, bei der eine
dhnliche Anreicherung von '®F-Borussertib in Gallenblase, Leber und Magendarmtrakt
stattfindet. Dies spricht fiir einen aktiven Metabolismus bzw. Ausscheidung des
Radioliganden. Zum anderen kann die nicht vorhandene Anreicherung im Tumorgewebe
auf die intraperitoneale Verabreichung zuriickgefiihrt werden, die zu einer Akkumulation
der Substanz im Magendarmtrakt fithren. Daher wiren weitere Xenograft-Studien mit
intravendser Injektion von Noéten. Da jedoch die PK-Eigenschaften von '®F-Borussertib
sehr limitierend sind fiir die weitere Applikation bis hin zu einem finalen PET-Tracer,

sollte eine Optimierung dieses ersten Radioliganden durchgefiihrt werden.

Nichtsdestotrotz stellt das '3 F-Borussertib einen ersten erfolgreichen Ansatz zur
Etablierung eines PET-Tracers dar. So besitzt das Borussertib-Derivat ein dhnliches
biochemisches, zellulires und PK-Profil, wie mittels des nicht radioaktiven '°F-
Borussertibs nachgewiesen werden konnte, und bindet weiterhin kovalent an Akt, wie per
Massenspektrometrie- und Rontgenkristallstruktur-Analyse belegt werden konnte.
Dariiber hinaus konnte ebenfalls die in vivo Stabilitit des '*F-Borussertib in Xenograft-
Studien nachgewiesen werden, indem ein radioaktives Signal in PET-Scans sichtbar ist,

welches durch den Radioliganden ausgeldst wird.
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3.4 Etablierung molekularer Sonden
Zur detaillierteren Analyse der komplexen Biologie von Akt zusammen ist der Einsatz
von funktionalen Sonden ein vielversprechender Ansatzpunkt.l'??l Wie VIVANCO et al.
zeigen konnte geht die Akt-Funktionalitdit mit einem Kinase-unabhédngigen,
Konformations-abhiingigen Uberlebenssignale weit iiber die klassische Enzymaktivitit

5.1 Da diese Konformations-abhingigen Uberlebenssignale von der Enzym-

hinau
inaktiven PH-out Konformation weitergeleitet werden, eignen sich die CAAIs als
Grundlage von funktionalen Sondenmolekiilen, die im Bereich des ABBPs genutzt
werden konnen. Aus diesem Grund wurden bereits im Vorfeld dieser Arbeit die ersten
beiden Alkin-modifizierten Sonden AS1-2 erfolgreich synthetisiert und per erster /n Gel-

Fluoreszenz-Experimente validiert.l!*¥]

In einem weiterflihrendem In Gel-Fluoreszenz-Experiment sollte der allosterische
Bindungsmodus von Akt verifiziert und quantifiziert werden, indem ein
Kompetitionsexperiment mit Borussertib durchgefiihrt wird. Hierfiir wurde Akt zunichst
mit verschiedenen Borussertib-Konzentrationen (0- 100 Equivalente) fiir zwei Stunden
vorinkubiert. AnschlieBend erfolgte die Zugabe von 10 eq. der AS2 und die Inkubation
fiir 24 Stunden. Anschlieend wurde die etablierte in situ CuAAC durchgefiihrt und die
Ansitze auf ein SDS-Gel aufgetragen (Abb. 31 A). Das Cy3-induzierte Fluoreszenzsignal
wurde gemessen; anschlieBend erfolgte die Normalisierung der Fluoreszenzbanden iiber
die Coomassie-gefarbten Banden, um etwaige Ungenauigkeiten bei der Auftragung auf
das Gel auszugleichen. So ist anhand des Fluorophor-basierten Gels eine deutliche
Reduktion des Fluoreszenzsignals detektierbar. Dies bestitigt den kovalenten
allosterischen Bindemodus der Alkin-Sonden, da Borussertib die Bindetasche blockiert,
sodass die Sonde nicht kovalent an Akt binden und somit Akt nicht fluoreszierend-
modifiziert werden kann. Durch die Quantifizierung der Banden kann bereits mit 0,5 eq.
Borussertib nur noch ein Fluoreszenzsignal von 42 % erreicht werden (Abb. 31B). Dieses
nimmt mit steigenden Borussertib Konzentration weiter ab, bis lediglich nur noch ein
Signal von 16 % bei 50 eq. Borussertib erhalten wird. Bei 100 eq. Borussertib kann mit
18 % keine weitere Verringerung des Fluoreszenzsignals erhalten werden. Dieser
Unterschied ist aber im Vergleich zu der Probe mit 50 eq. Borussertib nicht signifikant,
sodass von einem Erreichen eines Plateaus bei hohen Konzentrationen ausgegangen
werden kann. In der Theorie sollte bei solch hohen Konzentration kein Fluoreszenzsignal
zu detektieren sein, da Borussertib Akt bereits bei 3-fachen Uberschuss vollstindig

modifiziert.
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Nichtsdestotrotz zeigt dieses Kompetitionsexperiment erfolgreich, dass die Alkin-Sonden
in der allosterischen Bindetasche binden und auch eine grundlegende Quantifizierung des

kovalenten Bindemodus von CAAI moglich ist.

Akt[10puM] + + + + + + + + + AKt[10puM]  + + + + + + 4+ + +
Borussertib[eq.] - 051 2 5 10 25 50 100 Borussertib [eq.] -051 2 5 10 2550 100
AS2[0.1mM] + + + + + + + + + AS2[0.1mM] + + + + + + + + +
Cy3[0.1mM] + + + + + + + + + Cy3[0.1mM] + + + + + + + + +
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Abbildung 31: Kompetitionsexperiment mit Borussertib und einer Alkin-Sonde AS2. Aufsteigend von 0
eq. (Bahn 1) bis 100 eq. (Bahn 9) Borussertib wurde Akt fiir zwei Stunden bei 4 °C vorinkubiert.
AnschlieBend erfolgte die Zugabe von 10 eq. der Alkin-Sonde, gefolgt von der etablierten CuAAC. A)
Linkes Gelbild: Visualisierung des Cy3-Fluorophors per Typhoon. Rechtes Gelbild: Coomassie-Farbung
der SDS-PAGE. Im linken Gelbild zeigt sich eine deutliche Abnahme der Fluoreszenz mit ansteigender
Borussertib Konzentration. B) Quantifizierung (via ImageStudio) des Fluoreszenzsignals normiert auf die
Coomassie-Bande und auf 100 % fiir 0 eq. Borussertib. Die Fluoreszenz wird bis maximal zu 84 % (50 eq.

Borussertib) durch die Kompetition verringert.
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3.4.1 Synthese und Etablierung einer Cy3-basierten chemischen Sonde
Die Einfiihrung der Reportergruppen konnte zwar mittels in situ CuAAC erfolgreich
etabliert werden, jedoch stellt das redoxsensitive Kupfer eine mogliche Limitation in
Hinsicht auf die Translation in komplexere in vivo Systeme dar. Aus diesem Grund sollten
neben den bereits etablierten Sonden eine direkt mit dem Cy3-gekoppelte Fluorophor-

Sonde CyS und eine mit einem Cyclooctin-modifizierte Sonde COS dargestellt werden.

Bei der Fluorophor-markierten Sonde wird eine deutliche Reduktion der
Bindungsaffinitit K; und kovalenten Bindungskniipfung kinact zZu Akt erwartet, da der
Fluorophor im Vergleich zu dem kleinen Alkin-Reporter sterisch anspruchsvoller ist und
die Orientierung des Michael-Akzeptors stiarker beeinflusst (Abb. 32A). Zur Einfiihrung
an die bereits etablierte Reporterposition eignen sich insbesondere zwei Cy3-Derivate
(Abb. 32B). Zum einen das Cy3-Azid, welches bereits erfolgreich bei der in situ CAAAC
eingesetzt werden konnte und direkt per CuUAAC an die Alkine eingefiihrt werden konnte.
Jedoch werden fiir die in situ CuAAC nur kleinste Mengen, im Nanogramm-Bereich,
bendtigt, wohingegen fiir die synthetische Darstellung deutlich grof3ere Substanzmengen,
im Milligramm-Bereich, erforderlich sind. Aus diesem Grund sollte das Cy3-Fluorophor
mit einem alternativen Cy3-Derivat, dem Cy3-COOH, eingefiihrt werden. Dieses kann
durch die freie Carbonsdure per Amid-Kupplung eingefiihrt werden und ist zusétzlich

sulfoniert, was zu einer verbesserten Wasserloslichkeit der Sonde beitragen soll.

NH

n=1: Alkin-Sonde 1 (AS1)
n=2: Alkin-Sonde 2 (AS2)

SOzH
Cy3-Azid Cy3-COOH
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Abbildung 32: A) Darstellung der etablierten Alkin Sonden AS1-2. B) Zwei Cy3-Derivate, Cy3-Azid und
Cy3-COOH, zur Einfithrung an das Borussertib Grundgeriist zur Darstellung einer Fluorophor-markierten

Sonde.

Die Synthese der CyS erfolgt analog zu der etablierten Syntheseroute der Alkin-Sonden
mit der Funktionalisierung des Borussertib-Grundgeriist 54 mit Fumaryldichlorid 55
(Abb. 33). Da damit sowohl der Borussertib-Baustein 56 als auch das Cy3-COOH eine
freie Carbonsidure tragen, sollte ein aliphatisches Diamin als Linker eingesetzt werden.
Daher wurde das 1,3-Diaminopropan 57 per Amidkupplung an das funktionalisierte
Borussertib eingefiihrt. Aufgrund der zwei freien Amin-Gruppen besteht die Moglichkeit
der Bildung eines Dimers, daher wurde ein deutlicher Uberschuss des Diamins eingesetzt,
um dies zu vermeiden. Trotz des Einsatzes verschiedener Kupplungsreagenzien (HOBt,
HATU, EDC, DCC) und anorganischer als auch organischer Basen (K>.CO3, CsCOs,
DIPEA, Et;N) konnte lediglich das Dimer als Produkt detektiert werden. Daher wurde
das N-Boc-1,3-Diaminopropan 58 verwendet, bei dem eine der beiden Amingruppen
geschiitzt ist. Hiermit konnte das Diamin erfolgreich eingefiihrt werden und musste im
ndchsten Schritt, bevor das Cy3-Fluorophor eingefiihrt werden konnte, im sauren Milieu
entschiitzt werden. Die Amidkupplung zur finalen Fluorophor-Sonde CyS lieferte eine
Ausbeute von nur 15 % bei vollstindigem Reaktionsumsatz, da bei der Aufreinigung drei
sdulenchromatographische Auftrennungsschritte nétig waren, um das Produkt von
iiberschiissigem Cy3-COOH und den Kupplungsreagenzien zu isolieren. Da diese
Isolierung jedoch ausreichend CyS lieferte, wurde auf eine Optimierung der
Reaktionsbedingungen ~ (Reduktion des  Cy3-COOHs  Uberschusses/  der

Kupplungsreagenzien) und des Aufreinigungsprotokolls verzichtet.
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Cyclooctinsonde (CyS)

Abbildung 33: Synthese einer Cy3-funktionalisierten Akt-Sonde CyS. (i) DIPEA, THF, 0 °C-RT, 16 h,
68 % Ausbeute. (ii)) HATU, DIPEA, THF, RT, 16 h, 37 % Ausbeute. (iii) 4 M HCI in 1,4-Dioxan, quant.
Ausbeute. (iv) HATU, DIPEA, THF, RT, 16 h, 15 % Ausbeute.

Nach der erfolgreichen synthetischen Darstellung der CyS erfolgte die biochemische und
zelluldre Evaluierung per Massenspektrometrie, HTRF- und CTG-Assays (Abb. 34,
Tab. 4). Zur Verifizierung der kovalenten Bindung an das Protein wurde die CyS mit
einem 10-fachen Uberschuss mit Aktl koinkubiert. Wie schon bei den bereits etablierten
AS1-2 konnte keine signifikante kovalente Bindungsbildung nach zwei Stunden, sondern

erst nach weiteren 22 Stunden beobachtet werden.
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A Akt1-wt (2 h Inkubation) Akt1-wt (24 h Inkubation)
Apo Akt Borussertib Borussertib
pa M, = 596.7 Da Apo Akt M, = 596.7 Da
51500 52500 53500 51500 52500 53500 51500 52500 53500 51500 52500 53500
mass [Da] mass [Da] mass [Da] mass [Da]
( 52500 3500 51500 52500 53500
mass [Da mass [Da)
AS2 CyS AS2 CyS
M.=691.8Da M. = 1309.6 De M,=691.8 Da M. = 1309.6 Da

Abbildung 34: Koinkubation von Aktl mit einem 10-fachen Uberschuss an Borussertib, AS2 und CyS bei
4 °C. A) Massenspektrometrische Analyse nach zwei Stunden von Apo-Akt, Borussertib als Positiv-
Kontrolle, AS2 und CyS. Lediglich die Koinkubation mit Borussertib zeigt eine entsprechende
Verschiebung der Masse, die mit einer Modifikation mittels Borussertib von Akt einhergeht. B)
Massenspektrometrische Analyse nach 24 Stunden von Apo-Akt, Borussertib als Positiv-Kontrolle, AS2
und CyS. Fiir alle drei Substanzen kann eine Verschiebung der Masse beobachtet werden, die mit einer

Modifikation mittels Borussertib, AS2 bzw. CyS von Akt einhergeht.

Diese langsamere kovalente Modifizierung korreliert mit den biochemischen Daten, da
CyS im biochemischen HTRF Assay eine 20- bzw. 9-fach geringere Aktivitit als
Borussertib und die AS2 besitzt.® Dieser Aktivititsverlust kann durch die grofe
Reportergruppe und dem damit verbundenen erhohtem sterischen Anspruch erklirt
werden, wodurch zunichst die reversible Bindung und ebenfalls die anschlieBende
kovalente Bindungskniipfung verlangsamt wird. Zudem wurde die anti-proliferative
Aktivitdt in verschiedenen Zellmodellen bestimmt, da diese auch ebenfalls einen ersten
indirekten Anhaltspunkt iiber die Zellpermeabilitét gibt. In AN3-CA, T-47D und ZR-75-
1-Zellen konnen mit 2615, 1122 bzw. 605 nM nur schwache ECso-Werte nachgewiesen
werden, die um einen Faktor von 13-120 schwicher sind als fiir Borussertib.® Dies hingt
vermutlich zum einen mit der generellen schwicheren inhibitorischen Aktivitdt
zusammen, aber wahrscheinlich ebenfalls mit einer verminderten Zellpermeabilitit, da
die CyS unter anderem durch die Erhéhung des Molekulargewichts eine sehr hohe

Lipophilie aufweist.

® Biochemische und zellulire Assays durchgefiihrt von Dr. Ina Landel und Dr. Lena Quambusch
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Tabelle 4: Biochemische und zelluldre Evaluierung der CyS. Biochemisch (HTRF) ist ein 20- bzw. 9-
facher und zelluldr (CTG) ein bis 120- bzw. 30-facher Aktivititsverlust im Vergleich zu Borussertib bzw.
der AS2 detektierbar.’

Borussertib

ICso / nM wtAktl 17,4+ 4,0
ECso / nM AN3-CA 2615 +91

ECso/nM T-47D 1122+ 92
ECso/ nM ZR-75-1 605 + 146

Der letzte Schritt der Etablierung der Cy3-Sonde erfolgte per In Gel-Fluoreszenz, indem
Akt mit der CyS fiir 24 Stunden koinkubiert und anschlieBend auf ein SDS-Gel
aufgetragen wurde (Abb. 35). Hierbei wurden drei verschiedene Konzentration (100, 150,
200 pM) der Sonde getestet, um zu analysieren, wie viel Uberschuss an Sonde nétig ist,
um ein moglichst starkes Fluoreszenzsignal zu erhalten. Als Vergleich wurden ebenfalls
die beiden AS1-2 aufgetragen, bei denen zusétzlich die in situ Click-Reaktion mit Cy3-
Azid durchgefiihrt werden musste. Fiir alle drei Sonden konnte ein signifikantes
Fluoreszenzsignal bei allen drei Konzentrationen detektiert werden. Die
Fluoreszenzintensitdt war fiir jede Sonde innerhalb des Konzentrationsbereich nahezu
identisch (Differenz von £ 10 %), sodass ein 10-facher Uberschuss ausreichend ist, um
ein stabiles Signal zu erhalten. Die CyS zeigte jedoch im Vergleich zu der Alkin-Sonden
AS2 ein deutlich schwiécheres Signal mit einer Abnahme der Bandenintensitéit von 73 +
4 %. Da die massenspektrometrische Analyse zeigen konnte, dass nach 24 Stunden eine
vollstdndige Besetzung von Akt mittels der CyS erzielt werden kann, wurde ein ebenso
starkes Signal wie fiir die Alkin-Sonden erwartet. Eine mogliche Erkldrung fiir die
verringerte Fluoreszenz konnte sein, dass die irreversible Bindung der CyS nicht so stabil
ist, wie die der Alkin-Sonden, wodurch im denaturierenden Gel, die kovalente Bindung
zu Akt stellenweise verloren geht. Damit einhergehend ist bei den drei Proben mit der
CyS auf jeder Bahn im unteren Bereich ein Fluoreszenzsignal sichtbar, welches durch die
freie CyS ausgelost werden konnte. Anhand dieses Gels zeigt sich, dass die Nutzung der
Alkin-Sonden fiir fluorophorbasierte Anwendungen vorteilhaft ist, da diese ein

signifikant stirkeres Fluoreszenzsignal erzeugen.
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Akt [10 pM]  + o+ + + o+ 4 + 4+ + Akt[10uM] + + + + + + + 4 +
AS1 [eq.] 10 15 20 - - - - - - AS1 [eq.] 10 15 20 - - -
AS2 [eq.] - - - 10 15 20 - - -  AS2[eq] : - - 10 15 20 = - =
CyS [eq.] - - 10 15 20  CyS|[eq.] - - . - - - 10 15 20
Cy3[0.1mM] + + + + o+ o+ &= - Cy3[0.1mM] + + + + 2 = -

M 12 3 45 6 7 8 9 ka M 1 2 3 4 5 6 7 8 9

250
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100
70
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Abbildung 35: SDS-Gel zur Etablierung der CyS per In Gel-Fluoreszenz im Vergleich zu den beiden AS1-
2. Akt [10 uM] wurde fiir 24 Stunden mit den AS1-2 und der CyS [100, 150, 200 uM] bei Raumtemperatur
inkubiert und anschlieBend die in situ Click-Reaktion fiir AS1-2 fiir weitere 24 Stunden durchgefiihrt.
AnschlieBend wurden die neun Proben mit SDS-Probenpuffer versetzt und aufs Gel aufgetragen. Die
Fluoreszenz wurde (links) ausgelesen gefolgt von der Coomassie-Farbung (rechts) des Gels. Fiir alle drei
Sonden kann ein signifikantes Fluoreszenzsignal erhalten werden, welches unabhédngig von der
verwendeten Konzentration der Sonde ist. Fiir die CyS wird das schwichste Fluoreszenzsignal detektiert.

Das Coomassie-Gel dient zur Kontrolle der aufgetragenen Akt Menge.

3.4.2 Etablierung einer Cyclooctin-Sonde und der in situ SPAAC
Neben der bereits etablierten CuAAC gibt es verschiedene weitere bioorthogonale
Reaktionen, wie zum Beispiel die inverse Diels-Alder, Staudinger-Reduktion und die
SPAAC.1"?% Der Mechanismus der SPAAC ist vergleichbar mit der CuAAC, allerdings
mit dem Unterschied, dass kein Metall-Katalysator benétigt wird. Durch die Verwendung
eines Cyclooctin-Rings und die damit verbundene Ringspannung durch einen
Bindungswinkel von 163 © ist ausreichend Energie fiir eine metallfreie Azid-Alkin-
Cycloaddition vorhanden. Die Synthese einer Cyclooctin-Sonde konnte ausgehend von
dem Fumaryldichlorid-funktionalisiertem Borussertib-Grundgeriist 56 und einem
Cyclooctin-Derivat 62 mit einem PEG2-Linker und einem freien Amin in einem Schritt
durchgefiihrt werden (Abb. 36A). Die Amidkupplung lieferte die finale Cyclooctin-
Sonde COS mit einer moderaten Ausbeute von 30 %. Nach der erfolgreichen Darstellung
der neuen Sonde erfolgte die Verifizierung der kovalenten Bindung an das Protein per
massenspektrometrischer Analyse (Abb. 36B). Wie schon fiir die zuvor etablierten
Sonden kann nach zwei Stunden nur eine minimale Modifizierung von Akt dargestellt
werden. Nach 24 Stunden ist eine vollstindige Modifikation detektierbar, sodass die

kovalente Bindung auch fiir die COS nachgewiesen werden konnte.
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Abbildung 36: Darstellung der COS per Amidkupplung, sowie massenspektrometrischer Analyse. A) (i)
HATU, EDC, THF, RT, 16 h, 30 % Ausbeute. B) Koinkubation von Akt mit der COS und
massenspektrometrische Analyse nach zwei und 24 Stunden. Nach zwei Stunden ist nur eine minimale
Massenverschiebung, die der Modifikation mit der Sonde entspricht, detektierbar. Nach 24 Stunden kann

eine vollstindige Modifikation von Akt anhand der Massenverschiebung detektiert werden.

Ebenso erfolgte noch die biochemische und zelluldre Evaluierung (Tab. 6). Im
biochemischen HTRF Assay kann eine inhibitorische Aktivitit von 4,9 + 0,9 nM
nachgewiesen werden, die somit 6-fach im Vergleich zu Borussertib verringert ist. Diese
Aktivitét liegt im Bereich der AS1-2. Fiir die T-47D und ZR-75-1 wird ein minimal
groferer Aktivitdtsverlust als bei den AS1-2 beobachtet, der im Bereich der CyS liegt.
Bei der AN3-CA Zelllinie wird lediglich eine Aktivitdt von 6,8 + 0,5 uM detektiert. Diese
groBeren Aktivitdtsverluste der COS konnen auf eine deutlich schlechtere
Zellpermeabilitit zurlickgefiihrt werden, da durch den PEG-Linker und den Cyclooctin-

Ring die Lipophilie stark erhoht wird.
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Tabelle 5: Biochemische (HTRF) und zelluldre (CTG) Evaluierung der Cyclooctin-Sonde (COS).6

ICso / nM ECso / nM ECso / nM ECso / nM
wtAktl AN3-CA T-47D ZR-75-1

6774 £ 565 1054 4 863

Fir die Etablierung der COS wurde die Sonde zunidchst auf Grundlage der
massenspektrometrischen Analyse fiir 24 Stunden im 10-fachen Uberschuss mit Akt
inkubiert, um eine vollstindige Modifikation von Akt zu erzielen. Erst anschlieend
wurde das Cy3-Azid hinzugegeben, damit die SPAAC erst am Protein und nicht schon
an der freien COS erfolgt (Abb. 37A). Hierdurch wiirde die Bindung zum Protein deutlich
verschlechtert werden. Da die SPAAC langsamer als die CuAAC verlauft, wurden Proben
nach einer, zwei, vier und 24 Stunden (Bahn 3-6) auf ein Gel aufgetragen (Abb. 37B).
Als Positiv-Kontrolle wurde eine Alkin-Sonde mit den etablierten in situ CuAAC-
Bedingungen aufgetragen (Bahn 7) sowie die AS2 lediglich mit dem Cy3-Azid ohne
Click-Reagenzien wie bei den SPAAC-Bedingungen. Bereits nach einer Stunde (Bahn 3)
kann schon ein schwaches Fluoreszenzsignal (86 % schwécher als das Fluoreszenzsignal
der AS2 Probe) detektiert werden. Dieses nimmt iiber zwei Stunden (72 % schwaicher)
bis hin zu vier Stunden (55 % schwicher) weiter zu. Nach 24 Stunden (Bahn 6) ist das
Signal nur noch vergleichbar zu dem Signal nach einer Stunde. Dies konnte durch eine
gewisse Proteininstabilitit sowie des Cy3-Azids im wissrigen Medium ausgelost werden,
da die Probe nach 24 Stunden insgesamt durch die Sonden-Inkubation fiir 48 Stunden bei
4 °C aufbewahrt wurde. Auf Bahn 7 ist die stirkste Fluoreszenzsignalbande des Gels fiir
die klassische CuAAC als Positiv-Kontrolle zu sehen. Als Negativ-Kontrolle auf Bahn 8
ist kein Fluoreszenzsignal sichtbar, sodass hiermit gezeigt werden kann, dass die Azid-
Alkin-Cycloaddition nicht mit dem hier verwendeten Alkin, sondern lediglich mit einem
Cyclooctin moglich ist. Das Signal nach vier Stunden ist zwar im Vergleich zu der
CuAAC nicht ganz so stark, aber trotzdem signifikant. Dies zeigt, dass der Umsatz der
SPAAC geringer ist wie der der CuAAC. Eine Erhohung dieses Fluoreszenzsignals wire
moglicherweise durch einen héheren Uberschuss des Cy3-Azids mdglich oder eine
Erhohung der Reaktionstemperatur von 4 °C auf Raumtemperatur, wobei hierbei

moglicherweise die Stabilitédt des Proteins limitierend ist.

® Biochemische und zellulire Assays durchgefiihrt von Dr. Ina Landel und Dr. Lena Quambusch
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Ein weiterer Optimierungsansatz wére eine Verlangerung des Linkers, durch den die
Cyclooctin-Einheit weiter aus der Bindungstasche heraussticht und hierdurch eine

bessere Zuginglichkeit und schnellere Addition fiir das Cy3-Azid gegeben ist.
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Abbildung 37: SDS-Gel zur Etablierung der COS und der in situ SPAAC per In Gel-Fluoreszenz im
Vergleich zu AS2. Akt [10 pM] wurde fiir 24 Stunden mit der COS [0.1 mM] bei 4 °C inkubiert und
anschlieBend die SPAAC fiir weitere ein, zwei, vier und 24 Stunden (Bahn 3-6) durchgefiihrt. Als Positiv-
Kontrolle wurde mit AS2 die etablierte CUAAC (Bahn 7) durchgefiihrt. Als Negativ-Kontrolle wurde die
AS2 lediglich mit Cy3-Azid ohne die Click-Reagenzien inkubiert (Bahn 8). AnschlieBend wurden die acht
Proben mit SDS-Probenpuffer versetzt und aufs Gel aufgetragen. Die Fluoreszenz wurde (links)
ausgelesen, gefolgt von der Coomassie-Féarbung (rechts) des Gels. Fiir alle vier Zeitpunkte bei der SPAAC
kann ein signifikantes Fluoreszenzsignal erhalten werden, wobei nach vier Stunden das stirkste Signal

detektiert wird. Dieses Signal ist jedoch etwas schwiécher als das Fluoreszenzsignal der CuAAC.
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3.4.3 Synthese und Etablierung von Biotin-Sonden

Neben der Fluorophor-basierten Sonden sollten ebenfalls Affinitéts-basierte Sonden
ausgehend von Borussertib etabliert werden. Auf Grundlage der bisherigen Vorarbeiten
sollten Biotin-basierte Sonden im Rahmen einer Masterarbeit dargestellt werden.® Durch
ein computerbasiertes Docking konnte festgestellt werden, dass die bereits etablierten
Alkin-Sonden dazu fiihren konnten, dass Biotin, welches direkt ohne Linker eingefiihrt
wird, zu einem sterischen Konflikt zwischen Akt und Avidin fithren konnte. Aus diesem
Grund wurde noch eine zusitzliche Alkin-Sonde AS3 mit einem PEG3-Linker dargestellt
(Abb. 38). Ebenso wurde das Biotin mit einem PEG3-Linker an eine der beiden bereits
etablierten Alkin-Sonden BS1 sowie der neuen Alkin-Sonde BS2 per Click-Chemie
eingefiihrt.
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Abbildung 38: Darstellung der Biotin-Sonden BS1/2 sowie deren AS2/3-Vorldufern und dem Borussertib-
Grundgeriist.®

Im ersten Schritt erfolgte wiederum die biochemische, =zellulire und

massenspektrometrische Evaluierung (Abb. 39).

¢ Synthese und erste Etablierung der Biotin-Sonden durchgefiihrt im Rahmen der Masterarbeit von M. Sc.
Mirko Schmidt
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Diese bestitigten eine kovalente Modifizierung von Akt, wobei BS1 nach 24 Stunden
lediglich zu einer unvollstindigen Modifikation von Akt fiihrte, wohingegen BS2 eine

vollstdndige Modifikation zeigte.

Akt1-wt (2 h Inkubation)

Borussertib
Apo. AL M, = 596.7 Da
51500 52500 53500 51500 52500 53500
mass [Da] mass [Da]
51500 52500 53500 51500 52500 53500 51500 52500 53500
mass [Da] mass [Da] mass [Da]
AS3 BS1 BS2
M,=895.0 Da M, =1138.4 Da M,=1341.6 Da
Akt1-wt (24 h Inkubation)
Borussertib
Apo Akt M, = 596.7 Da
51500 52500 53500 51500 52500 53500
mass [Da] mass [Da]
51500 20 33300 51500 52500 53500 51500 32500 53500
mass [Da] mass [Da] mass [Da]
AS3 BS1 BS2
M, = 895.0 Da M,=1138.4 Da M,=1341.6 Da
Abbildung 39: Koinkubation von Akt mit AS3 sowie den Biotin-Sonden BS1/2 und

massenspektrometrische Analyse nach zwei und 24 Stunden. Nach zwei Stunden ist nur eine minimale
Massenverschiebung fiir AS3 und BS2 detektierbar. Nach 24 Stunden kann eine vollstdndige Modifikation
von Akt fiir AS3 und BS2 anhand der Massenverschiebung detektiert werden, wohingegen bei BS1 nur

eine unvollstdndige Modifikation erfolgt.

Damit sind grundlegend alle dargestellten Alkin- und Biotin-Sondenmolekiile fiir
nachfolgende Pulldown-Experimente geeignet, wobei fiir die Biotin-Sonde BS1 mit

verkiirztem Linker kein vollstandiger Pulldown zu erwarten ist.
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Zunichst konnte der erfolgreiche in situ-Pulldown mit AS2 und AS3 fiir aufgereinigtes,
isoliertes Akt etabliert werden (Abb. 40).° Dabei konnte eine vollstindige Anreicherung
von Akt in der Pulldownfraktion (PD) per magnetischer Streptavidin-(SA)-Beads
gegeniiber dem Uberstand (US) erzielt werden. Als Kontrolle fiir eine spezifische
Bindung der Sonden in der allosterischen Bindetasche erfolgte ebenso ein
Kompetitionsexperiment mit Borussertib, das zundchst mit Akt vorinkubiert wurde.
Hierbei war keinerlei Modifikation von Akt mittels der Sonden zu detektieren, sodass der

allosterische Bindemodus verifiziert werden konnte.

AS2 AS3 AS2 AS3

- Borussertib + Borussertib

Us PD Us PD Us PD Us PD

Bahn 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1

LW :
23 (RN S .. e
wa - : f g

SA-Dye
Light550

Abbildung 40: Akt-Pulldown mit AS2 und AS3. Oberes Gelbild: SDS-Gel mit Coomassie-Anfirbung;
Unteres Gelbild: Visualisierung iiber SA-DyeLight550-Konjugat. Bei den Proben ohne Borussertib-
Vorinkubation (Bahn 1, 2, 4, 5) zeigt sich ein vollstindiger Ubertrag von Akt [10 pM] aus dem Uberstand
(US) in die Pulldownfraktion (PD) mit AS2-3 [0.1 mM]. Bei den Proben mit Borussertib-Vorinkubation
(Bahn 7, 8, 10, 11) kann nur Akt im Coomassie-Gel im Uberstand detektiert werden, sodass dies keinerlei
Modifikation von Akt mit den Sonden verifiziert, da die allosterische Bindetasche mittels Borussertib

blockiert ist.t

Im néchsten Schritt sollte der Pulldown auf komplexere Systeme wie Zelllysate
ausgedehnt werden (Abb. 41).° Da in Vorarbeiten zu dieser Translation gezeigt werden
konnte, dass ein Pulldown mit den Alkin-Sonden aufgrund der Zytotoxizitit des Kupfers
problematisch ist, wurde lediglich die Etablierung mit den Biotin-Sonden BS1-2
durchgefiihrt. Zur Kontrolle wurden neben den Proben mit Zelllysat (Bahn 1, 2, 4, 5) noch
weitere Proben mit den BS1-2, inkubiert mit aufgereinigtem Akt (Bahn 7, 8, 10, 11),
aufgetragen. Die Visualisierung der Akt-Bande erfolgte mittels eines priméren
Antikorpers (anti-tAkt, Maus) und eines sekunddren fluoreszenten Antikorpers (anti-

Maus, DyeLight680, Ziege). Als Kontrolle wurde auf Bahn 13 aufgereinigtes Protein
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ohne jegliche Inkubation aufgetragen. Bei den Proben im Zelllysat kann fiir beide Biotin-
Sonden ein signifikanter Akt-Pulldown festgestellt werden, da auf Hohe der erwarteten
Akt-Bande ein deutliches Fluoreszenzsignal in den PD-Fraktionen detektiert werden
konnte. Hingegen ist in den US-Fraktionen nur noch ein schwicheres Signal zu
vorhanden. Fiir die Proben mit dem aufgereinigtem Protein kann hingegen nur ein
unvollstindiger Pulldown erzielt werden, da die korrespondierenden Akt-Banden in der
PD- und US-Fraktion nahezu identisch sind. Dies kann entweder durch einen Anteil des
Proteins verursacht worden sein, der nicht mit den Sonden modifiziert wurde oder der
nicht an die SA-Beads binden konnte, da deren Bindekapazitét iiberschritten wurde.
Zudem zeigte sich im vorangegangen massenspektrometischen Experiment, dass BS1 nur
zu einer unvollstdndigen Modifizierung von Akt fiihrt. Nichtsdestotrotz konnte ein erster
erfolgreicher Pulldown von Akt aus einem NIH3-Zelllysat erzielt werden, was das

Potential der Biotin-Sonden fiir weiterfilhrende Affinitdts-basierte Experimente zeigt.

NIH3-Zelllysat
10.2 mg/mL Akt1[0.15 pM]
BS1 BS2 BS1 BS2
PD U8 PD US PD Us PD US

kba M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 12 13

130
100

70

Akt

55

35

25

Abbildung 41: Akt-Pulldown aus NIH/3T3-Zelllysat. Auf Bahn 1, 2, 4 und 5 wurden die Proben mit
Biotin-Sonde BS1-2, inkubiert mit Zelllysat, aufgetragen. Zur Kontrolle wurden ebenso Proben der Biotin-
Sonden, inkubiert mit dem aufgereinigtem Protein, auf Bahn 7, 8, 10 und 11 aufgetragen. Die
Visualisierung der Akt-Bande erfolgte mittels eines primédren Antikorpers (anti-tAkt, Maus) und eines
sekundéren fluoreszenten Antikorpers (anti-Maus, DyeLight680, Ziege). Als Kontrolle wurde auf Bahn 13
aufgereinigtes Protein ohne jegliche Inkubation aufgetragen. Fiir beide Biotin-Sonden konnte ein
erfolgreicher Akt-Pulldown im Zelllysat und teilweise flir die Proben mit aufgereinigtem Protein erzielt

werden.
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3.5 SAR-Untersuchung von Akt-PROTACSs
Wie bereits in Kapitel 1.4.1 beschreiben, ist die Adressierung von Proteinen mit
PROTAC:s ein neuer innovativer Ansatz, der eine gute Erginzung zu der konventionellen
Adressierung von Kinasen darstellt. Dies gilt insbesondere fiir Akt aufgrund seiner
Kinase-unabhingigen Aktivitit, da diese nicht mit den klassischen Kinaseinhibitoren
ausreichend unterdriickt werden kann.!*3! Der vielversprechendste bisher etablierte Akt-
PROTAC ist INY-03-141, der mit Ipatasertib auf einen ATP-kompetitiven Inhibitor
basiert.?% INY-03-141 zeigt zwar eine hochpotente Degradierung von Akt, aber dieser
Ligand konkurriert durch seinen Bindemodus mit ATP und zudem ist die Selektivitit
aufgrund der hochkonservierten ATP-Bindetasche limitiert. Aus diesem Grund sollten
weitere PROTAC: etabliert werden, die auf einen anderen Bindungsmodus basieren, wie
er zum Beispiel von den CAAIs dargestellt wird. Auf Grundlage dieser ist es moglich
sowohl kovalente als auch nicht-kovalente allosterische PROTACs zu synthetisieren.
Diese wiirden zunichst die Kinase-inaktive PH-in Konformation stabilisieren, die
anschliefend abgebaut werden wiirde. Somit wére mit den Akt-PROTACs auch die
Inhibierung von den bisher weitgehend unbekannten PPI moéglich. Durch die
Verwendung von bereits etablierten Akt-Isoform-selektiven Inhibitoren und der
PROTAC-Technologie kdnnte zudem in weiterfithrenden Knock-Out Experimenten eine
detaillierte Analyse der biologischen Funktion der einzelnen Isoformen erreicht
werden.3* So gibt es bereits erste Beispiele fiir die gezielte Adressierung von einzelnen

Isoformen fiir andere Kinasen, wie der serum and glucocorticoid-induced protein kinases

3 (SGK3).[1160]

3.5.1 Design und Synthese von Akt PROTAC:Ss
Aus den zuvor genannten Griinden ist Borussertib der Ausgangspunkt fiir das Design von
neuen kovalenten allosterischen PROTAC-Modulatoren. Anhand der Kristallstruktur von
Aktl im Komplex mit Borussertib (PDB: 6HHF) konnte die o, B-ungeséttigte
Carbonylgruppe, der Michael-Akzeptor, als geeigneter Ankerpunkt fiir die Einfiihrung
des E3-Liganden bestimmt werden (Abb. 42A). Diese Position ist aus zwei Griinden
geeignet: Zum einen ist der Michael-Akzeptor mit seiner kovalenten Bindung an das
Cystein 16sungsmittelexponiert, sodass ein E3-Ligand an dieser Position eingefiihrt
werden kann. Dies konnte bereits erfolgreich fiir die aktivitdtsbasierten Sonden mit Biotin

oder verschiedenen Fluorophoren in Kapitel 3.4 gezeigt werden.
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Zum anderen befinden sich sechs oberflichenzugingliche Lysine (K20, K64, K154,
K158, K181, K182) in unmittelbarer Ndhe der Bindungstasche, die durch Verwendung
von PROTACs mit variierender Linkerldnge ubiquitiniert werden konnten (Abb. 42B).
Das CRBN wurde als E3-Ligase-Ziel gewéhlt, da es bereits durch den publizierten
PROTAC INY-03-141 zu einer hohen Degradierungsrate von Akt fiihrte. Der so
ausgewdhlte CRBN-Ligand Lenalidomid soll mit unterschiedlichen PEG-Einheiten (n=2-
4) an das Borussertib-Kerngeriist gebunden werden, da die Linkerldnge entscheidend fiir
die Orientierung des PROTACs und zum Aufbau des terndren Komplexes ist. Aus diesem
Grund sollten je drei Molekiile mit o, p-ungesittigten und o, [-gesattigten
Carbonylgruppen auf Basis von Borussertib dargestellt werden, die im Folgenden als

potentielle allosterische Akt PROTACSs 1-6 (AAP1-6) bezeichnet werden (Abb. 42C).

n=3: AAP2
n=4: AAP3

AAP: Potentiell Allosterische Akt PROTAC

H n=2: AAP4
N (0} n=3: AAP5

n=4: AAP6

Abbbildung 42: Design von allosterischen Akt-PROTACs (AAP). A) Rontgenkristallstruktur von Aktl
im Komplex mit Borussertib (PDB: 6 HHF).
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Hervorhebung des 16sungsmittelexponierten Michael-Akzeptors fiir die Einfiihrung des E3-Liganden. B)
Rontgenkristallstruktur von Aktl im Komplex mit Borussertib (PDB: 6 HHF) mit Hervorhebung der
Oberflachenlysine (K20, K64, K154, K158, K181, K182), die in der Nihe der Bindungstasche und des
Ankerpunkts des E3-Liganden zuginglich sind. C) Chemische Struktur des AAP1-6 mit und ohne a, B-
ungeséttigten Carbonylgruppe (n=2-4 PEG-Einheiten).

Die Synthese der neu synthetisierten potentiellen PROTACs erfolgte analog zur
Borussertib-Synthese. Fiir die Modulatoren ohne Michael-Akzeptor AAP4-6 erfolgte die
Synthese bis hin zum Borussertib-Grundgeriist 54. Fiir die Modulatoren mit Michael-
Akzeptor wurde hingegen noch im letzten Syntheseschritt die bereits etablierte
Funktionalisierung mit Fumaryldichlorid 55 durchgefiihrt. Zugleich erfolgte die Synthese
von 2-(2,6-Dioxopiperidin-3-yl)-4-fluorisoindolin-1,3-dion, Lenalidomid 67, ausgehend
von 3-Fluorphthalsiure 64 (Abb. 43A).1'"*d Mittels Essigsdureanhydrid wurde hiervon
ausgehend das 3-Fluorophthalanhydrid 65 gebildet, das per Rekristallisation ohne
Aufarbeitung erhalten werden konnte. AnschlieBend erfolgte die Umsetzung des
Anhydrids unter sauren Bedingungen mit L-Glutamin, bis das Produkt 66 als weiler
kristalliner Niederschlag ausfiel, der mittels Filtration erhalten werden konnte. Dieser
wurde anschlieBend mit den Kupplungsreagenzien CDI und DMAP umgesetzt, sodass
das gewlinschte Lenalidomid-Grundgertist 67 dargestellt und per
sdulenchromatographischer Auftrennung als gelblicher Feststoff erhalten werden konnte.
Die Ausbeute mit 20 % {iber drei Reaktionsschritte ist moderat und konnte durch eine
Aufreinigung der vorherigen beiden Syntheseschritte erhoht werden. Da jedoch durch die
Einsparung der Aufreinigung die Synthese sehr zeitsparend ist, wurde auf eben diese
Aufreinigung verzichtet, insbesondere da bei der Synthese selbst im Multigramm-
Mafstab keine weiteren Einbuflen in der Ausbeute auftraten. AnschlieBend wurden sechs
verschiedene Linker 68-73 mit zwei bis vier PEG-Einheiten iiber ein freies Amin mittels
nukleophiler Substitution eingefiihrt. Die zweite funktionelle Gruppe des Linkers war im
Falle der Carbonsdure mit einer tert-Butyl-Gruppe maskiert und im anderen Fall des
Amins mit einer Boc-Gruppe geschiitzt. AnschlieBend erfolgte die Entschiitzung, zur
freien Carbonsdure 74-76 oder zum freien Amin 77-79, sodass das Lenalidomid an das
Borussertib-Grundgeriist eingefiihrt werden kann. Der letzte Schritt lieferte AAP1-3
durch eine Amidkupplung von 56 und 77-79 (Abb. 43B). Die a, [B-gesittigten
Gegenstiicke wurden iiber 54 und den Carbonsdure-modifizierten Lenalidomiden 74-76-
gekoppelt. Aufgrund des elektronenarmen Amins von 54 konnte mit konventionellen

Amid-Kupplungen keine erfolgreiche Reaktion erzielt werden. Mit Hilfe des Einsatzes
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von BTFFH erfolgte eine in situ-Bildung zum Acylfluorid, wodurch die Aktivitit
ausreichend gesteigert wird, sodass eine erfolgreiche Kupplung zwischen der
Carbonsdure und dem anilinischen Amin ermdéglicht wird. Hiermit war es moglich die a,

B-gesittigten AAP4-6 zu erhalten (Abb. 43C).
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C NH»
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O o n=2: AAP4
(@] n=3: AAP5

n=4: AAP6

Abbildung 43: Synthese der AAP1-6. A) Synthese der Lenalidomidderivate. (i) Ac,O, Reflux, 2h. (ii) L-
Glutamin, DMF, 4 M HCl/1,4-Dioxan, 90 °C, 8 h. (iii) CDI, DMAP, ACN, Reflux, 5 h, 20 % Ausbeute
iiber 3 Schritte. (iv) 9-14, DIPEA, DMF, 90 °C, 16 h, 2) 4 M HCI/1,4-Dioxan, 2 h, 20-40 % Ausbeute. B)
Synthese von AAP1-3 mit a, B-ungesittigter Einheit im Linker. (v) 77-79, HATU, DIPEA, THF, RT, 16 h,
34-60 % Ausbeute. C) Synthesis von AAP4-6 mit a, $-gesittigter Einheit im Linker (vi) 74-76, BTFFH,
DIPEA, DCM, 80 °C, 16 h, 27-49 % Ausbeute.

3.5.2 Biochemische und zellulire Evaluierung der inhibitorischen Wirkung
Zunidchst wurden die dargestellten AAP1-6 hinsichtlich ihrer biochemischen und
zelluldren Aktivitdit mit dem parentalen Inhibitor Borussertib verglichen. Die
biochemischen Daten aus dem kommerziellen HTRF-Assay dienen hierbei dem
Nachweis der Bindung an Akt und dessen Effekt auf die Proteinaktivitdt, da der
degradierende Effekt hiermit nicht miteinbezogen wird. Ebenso wurden die AAPs
hinsichtlich ihrer antiproliferativen Aktivitdt auf der PTEN-alterierten Brustkrebs-
Zelllinie ZR-75-1 evaluiert.® In der Bestimmung der biochemischen ICso-Werte zeigt sich
ein signifikanter 10-30-facher Abfall der Aktivitit fiir die AAP1-3 mit der Michael
Akzeptor (Tab. 6).° Dies lisst sich durch die Lenalidomid-Einheit teilweise erkliren und
war ebenso fiir die Aktivitits-basierten Sonden zu beobachten. Dies fiihrt aufgrund einer
eingeschrinkten Flexibilitit zu einer geringeren Affinitdt und langsameren Bindung an
Akt. Trotz der a, B-ungesittigten Einheit und einer Vielzahl von Optimierungsansétzen
der massenspektrometrischen Analysen konnte fir AAP1-3 wider Erwarten keine

kovalente Modifizierung von Akt sondern lediglich Apo-Protein detektiert werden.
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Dies kann die Aktivititsabnahme gegeniiber dem kovalenten Inhibitor Borussertib
zusitzlich erkldren. Einen moglichen Ansatz fiir die fehlende kovalente Bindung der drei
PROTACSs mit Michael Akzeptor zu Akt bietet die Analyse und die Modellierung mittels
der Kristallstruktur von Aktl im Komplex mit Borussertib (PDB: 6HHF) hinsichtlich
potentieller Bindemodi. Generell gilt fiir den PEG-Linker, dass eine hohe Flexibilitét
vorhanden ist, sodass eine Vielzahl von mdglichen Bindungsmodi auftreten konnen,
wobei bei dieser Modellierung die kovalente Bindung zu Cys296 als fester Bestandteil
verankert wurde., um die potentiellen kovalenten Bindungsmodus zu analysieren.
Hierdurch wurde fiir die drei AAP1-3 deutlich, dass es zu sterischen Konflikten mit Akt,
direkt an der Bindung in Richtung des Lenalidomids, kommt (Abb. 44). Diese
Modellierung stellt zwar lediglich eine starre Konformation von Akt dar, sodass keine
dynamischen Prozesse der Bindungskniipfung miteinbezogen werden kénnen. Jedoch
gibt diese die Modellierung einen ersten Ansatzpunkt dafiir, dass die kovalente
Modifizierung durch die AAP1-3 nicht ohne sterische Uberschneidungen mit Akt
ablaufen kann, sodass die kovalente Bindungskniipfung sehr unwahrscheinlich ist. Damit
fiihren diese sterischen Konflikte dazu, dass die gewiinschte kovalente Bindung zu Akt
ausbleibt. Da die Vielzahl der publizierten PROTACs nicht-kovalente Molekiile sind und
der postulierte Degradierungsmechanismus (siche Kapitel 1.4) nicht-kovalente Molekiil
vorteilhaft darstellt, konnte das Ausbleiben der kovalenten Bindung fiir die Degradierung
von Akt jedoch vorteilhaft sein.!'!*! Fiir die a, p-gesittigten Verbindungen AAP4-6 wird
eine deutlich stiarkere Aktivitdtsabnahme, bis zu 360-fach, beobachtet. Ein dhnlicher
Trend zeigt sich bei den ECso-Werten in der humanen Brustzelllinie ZR-75-1, wobei die
AAP1-3 entsprechend der biochemischen Daten einen Verlust um das 12-20-fache
gegeniiber Borussertib aufweisen und dennoch eine hohe zelluldre Aktivitdt im niedrigen
nanomolaren Bereich besitzen. Im Vergleich dazu sind AAP4-6 bis zu 60-fach weniger
aktiv. Dies kann zum einen an der bereits im biochemischen Assay gezeigten verringerten
biochemischen Aktivitit und damit limitierten Ligandenbindung liegen, zum anderen

wiederum auch an einer deutlich herabgesetzten zelluldren Permeabilitét.

® Biochemische und zellulire Charakterisierung durchgefiihrt von Dr. Ina Landel und Dr. Lena Quambusch
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Tabelle 7: Biochemische ICso-Werte der PROTACs AAP1-6 im Vergleich zu Borussertib gegen Aktlwt
und zelluldre CTG ECso-Werte auf ZR-75-1.

HTRF ICso
[nM]

Borussertib

CTG ECso [nM]

AAP1

AAP4 196+ 1.9 640 + 230

AAPS 177.2+4.0 4439+ 112
AAP6 289.8 £4.2 3831 + 31

Abbildung 44: Modellierung und Illustration von jeweils einem moglichen kovalenten Bindungsmodus
von den AAP1-3 mit zwei (links oben), drei (rechts oben) und vier (unten) PEG Einheiten mittels der
Rontgenkristallstruktur von Akt in Komplex mit Borussertib (PDB: 6 HHF). In rot ist der kritische Bereich

des sterischen Konflikts der Liganden mit Borussertib markiert.
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3.5.3 in vitro PD Studien

Im néchsten Schritt sollte die Fahigkeit der neu dargestellten Substanzen analysiert
werden, inwiefern sie zu einer Degradierung von Akt im zelluldren System fiihren. Diese
Analyse erfolgte per WB, mittels derer eine genaue Quantifizierung der Akt-Level
moglich ist. Die Analyse hierfiir sollte innerhalb zwei verschiedener Zelllinien, Pancl
und ZR-75-1, erfolgen. Beide Zelllinien exprimieren Aktl in quantifizierbaren Mengen
(s. Kapitel 3.3.2) und weisen eine fiir die in vitro PD Studien praktikable
Verdopplungszeit auf. Dabei sollten verschiedene Inkubationszeiten mit den potentiellen
PROTACs sowie Konzentrations-abhéngige Effekte untersucht werden. Akt hat eine
Reproduktionszeit von 36 Stunden in MCF-7-Zellen, die als erste Orientierung dienen
kann, da sich die Reproduktionszeiten in unterschiedlichen Zelllinien deutlich
voneinander unterscheiden kénnen.!'*’! Zusitzlich besitzt INY-03-141 eine maximale
Degradierungsrate von Akt im Zeitraum von vier bis 24 Stunden, daher sollten zunéchst
die Inkubationszeitpunkte vier und 24 Stunden untersucht werden.!'?®® Ebenso
entscheidend wie die Inkubationsdauer ist der richtige Konzentrationsbereich, da eine zu
geringe Konzentration keinen Effekt auslost, weil in diesem Falle nicht geniigend ternére
Komplexe entstehen. Auf der anderen Seite fiihrt eine zu hohe PROTAC-Konzentration
zu dem in Kapitel 1.4.1 beschriebenen Hook-Effekt.

Anhand der biochemischen Daten sollte im ersten Schritt ein Konzentrationsbereich von
12,3-1000 nM abgedeckt werden. Zundchst wurden die Pancl Zellen mit den
entsprechenden Konzentrationen der sechs AAPs fiir 24 Stunden inkubiert sowie einer
Negativ-Kontrolle mit DMSO und per WB analysiert (Abb. 45) Hierbei konnte keine
Abnahme bei allen sechs AAPs der Akt Konzentration beobachtet werden, wobei jedoch
die Intensitdt und Schirfe der Banden gering sind, sodass die limitierte Qualitdt der WB-
Daten eine genauere Analyse erschweren. Etwaige Schwankungen in der
Bandenintensitdt wurden durch die Normalisierung iiber Aktin untersucht und konnten
nicht als signifikant bestétigt werden. Wohingegen ab einer Konzentration von 333 nM
der AAPs teilweise ein leichter Riickgang des pAkt>*’3-Levels detektiert werden kann.
Dieser ist zwar deutlich geringer als in vorangegangenen WB-Studien mit Borussertib,
aber er zeigt zumindest, dass die AAPs zellgingig sind, an Akt binden und dieses

inhibieren.P”)
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Abbildung 45: WBs von ZR-75-1-Zelllysaten, die 24 Stunden lang mit einer Konzentration von 12,3-
1000 nM AAP1-6 bei 37 °C behandelt wurden. Es kann keinerlei Abnahme des tAktl-Levels beobachtet

werden. Das pAktS*73 Levels wird bei ab einer Konzentration von 333 nM herunterreguliert.

Analog zum vorangegangenen Experiment wurden auch Pancl-Zellen mit den sechs
AAPs behandelt (Abb. 46). Hierbei konnte wiederum keine Degradierung von Akt bei
allen sechs AAPs beobachtet werden. Da die Pancl-Zellen nicht sonderlich sensitiv fiir
Akt-Inhibitoren sind, kann zudem nur eine minimale Verringerung des pAkt>*’>-Signals
bei 1000 nM fiir die sechs AAPs beobachtet werden. Da die Inkubationszeit mit den
AAPs mit 24 Stunden relativ lang ist konnte es sein, dass keine Degradierung detektiert
werden kann, da die Neusynthese von Akt den Effekt der Degradierung iiberdeckt. Zudem
ist fiir Borussertib ein aktiver Efflux bekannt, der auch ebenfalls fiir die AAPs vorliegen
kann, wodurch nur ein kurzzeitiger Effekt auf das tAktl als auch pAkt**’3-Level

erkennbar sein konnte.
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Abbildung 46: WBs von Pancl-Zelllysaten, die 24 Stunden lang mit einer Konzentration von 12,3-
1000 nM AAP1-6 bei 37 °C behandelt wurden. Es kann keinerlei Abnahme des tAktl- und nur eine
minimale Abnahme des pAkt3*3 Levels bei 1000 nM detektiert werden.

Daher wurde die Inkubationszeit der AAPs auf vier Stunden reduziert und der Effekt auf
das tAktl- und pAkt>*’*-Level in den ZR-75-1-Zellen untersucht (Abb. 47). Hierbei
konnte fiir AAP1-3 ein deutlicher Effekt auf das pAkt>*”* oberhalb von 111 nM bis hin
zu einer fast vollstdndigen Abnahme bei 1000 nM beobachtet werden. Fiir die AAP4-6
konnte lediglich bei einer Konzentration von 1000 nM eine Abnahme des pAkt>*73-
Signals beobachten werden, dies korreliert mit den zuvor gezeigten zelluldren Daten
(Tab. 6), bei denen erst im hoheren uM-Bereich ein Effekt fiir AAP4-6 vorhanden war.
Jedoch konnte fiir keinen der AAPs eine Abnahme des tAkt1-Levels registriert werden.

AAP1 [nM] AAP2[nM] AAP3 [nM]

pmso 123 37 111 333 1000 pDMsO 123 37 111 333 1000 DmMsSO 123 37 111 333 1000
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Abbildung 47: WBs von ZR-75-1-Zelllysaten, die vier Stunden lang mit einer Konzentration von 12,3-
1000 nM AAP1-6 bei 37 °C behandelt wurden. Es kann keinerlei Abnahme des tAktl-Levels beobachtet
werden. Das pAktS*”3 Levels wird ab einer Konzentration von 111 nM deutlich reduziert und bei einer

Konzentration von 1000 nM kann fiir die AAP1-3 nahezu kein pAkt$*7? detektiert werden.

Analog zu den ZR-75-1-Zellen wurden ebenfalls Pancl-Zellen mit AAP1-6 fiir vier
Stunden inkubiert (Abb. 48). Hierbei konnte fiir das pAkt>*’3-Signal eine schwichere
Abnahme als in den ZR-75-1-Zellen beobachtet werden. Dies war zu erwarten, da die
Panc1-Zellen nicht abhingig vom Akt-Signalweg sind. Fiir die beiden AAP1/3 kdnnen
minimale Abnahmen des tAktl-Levels ab einer Konzentration von 333 nM detektiert

werden, die jedoch in wiederholenden WB validiert werden miissten.
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3 ERGEBNISSE UND DISKUSSION

Fiir die iibrigen AAPs war keine signifikante Abnahme erkennbar. Da die Abnahmen des
tAktl-Levels fiir die beiden AAP1/3 am oberen Ende des Konzentrationsbereichs
detektiert werden konnten, kénnte eine durchaus stirkere Degradierungsrate fiir hhere
AAP-Konzentration erhalten werden. Daher wurde auf eine Replikation dieser WBs

verzichtet und der Konzentrationsbereich zunichst angepasst.

AAP1 [nM] AAP2 [nM] AAP3 [nM]
DMSO 12,3 37 111 333 1000 DMSO 12,3 37 111 333 1000 DMSO 12,3 37 111 333 1000
TAKEL [ ——— . — tAK] [ — — q tAktl Iﬁ —_— —— — - — — |
. | | : .
Actin l'-——~¢| Actin | Se— - | Actin LWl
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AAP4 [nM] AAP5 [nM] AAP6 [nM]

DMSO 12,3 37 111 333 1000 DMSO 12,3 37 111 333 1000 DMSO 123 37 111 333 1000
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Abbildung 48: WBs von Pancl-Zelllysaten, die vier Stunden lang mit einer Konzentration von 12,3-
1000 nM AAP1-6 bei 37 °C behandelt wurden. Es konnen fiir die APP1/3 minimal Abnahmen des tAktl
Levels ab einer Konzentration von 333 nM beobachtet werden. Die weiteren AAP zeigen keine
Runterregulierung von tAktl. Das pAktS*’® Levels wird teilweise bei Konzentrationen oberhalb von

333 nM runterreguliert.

Aus diesem Grund wurde der Konzentrationsbereich auf 1,9-30 uM der AAP1-6
angepasst. Da der Ressourcenbedarf an AAPs bei diesen hohen Konzentrationen sehr
hoch ist wurden lediglich Panc1-Zellen fiir vier Stunden behandelt (Abb. 49). Aufgrund
der hohen AAP-Konzentrationen konnte in den Pancl-Zellen eine deutliche Reduktion
des pAkt>*7*-Levels erreicht werden. Lediglich bei 1,9 uM war noch ein minimales Signal
detektierbar, oberhalb dieser Konzentration wurde die Serin-Phosphorylierung komplett
inhibiert. Jedoch konnten lediglich fiir die zwei AAP2/3 schwache Reduktionen des
tAktl-Levels bei 1,9 uM beobachtet werden, oberhalb dieser Konzentration blieb das
tAktl-Level auf dem Niveau der Negativ-Kontrolle mit DMSO. Die weiteren AAPs
zeigten bei keiner Konzentration einen Effekt hinsichtlich des tAktl-Levels. Da im
vorherigen Experiment ab einer Konzentration von 333 nM und in diesem Experiment
zumindest noch ein Effekt bei 1,9 uM fiir zwei AAPs zu detektieren war, ist davon

auszugehen, dass die hier gewidhlten Konzentrationen zu hoch sind. Durch diese hohen
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3 ERGEBNISSE UND DISKUSSION

AAP-Konzentrationen konnen sich potentiell rasch bindre Komplexe aus E3-Ligand und
AAP sowie Akt und AAP bilden, die somit die Bildung des terndren Komplex aus E3-
Ligand, AAP und Akt blockieren. Wie bereits beschrieben, ist dieser Hook-Effekt ein
typisches Charakteristikum von PROTACS.

AAP1 [uM] AAP2 [uM] AAP3 [uM]

DMSO 19 38 DMSO 1,9 38 DMSO 1,9 38
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we | ] . =
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Pancl Pancl Pancl
AAP4 [uM] AAPS [uM] AAP6 [uM]
DMSO 1,9 39 75 15 30 DMSO 1,9 38 75 15 30 OMso 19 38 75 15 30
. ] o . - [ Nk R
tAKt1 I- a————l tAkt1 |—-—* - -I tAktl I " GG C———— —I
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Pancl Pancl Pancl

lAbbildung 49: WBs von Panc1-Zelllysaten, die vier Stunden lang mit einer Konzentration von 1,9-30 uM
AAP1-6 bei 37 °C behandelt wurden. Es kann keinerlei Abnahme des tAktl Levels beobachtet werden.
Das pAkt$*”3 Level wird fiir alle Konzentrationen signifikant gesenkt; bei 1,9 uM ist noch eine schwache
Bande zu detektieren, die bei 30 uM nicht mehr zu detektieren ist. Lediglich fiir AAP2/3 kann eine leichte

Abschwichung der Bandenintensitt fiir die Konzentration von 1,9 uM detektiert werden.

Aus diesem Grund wurde die AAP Konzentration auf 125-2000 nM verringert, sodass
ebenfalls wieder die Charakterisierung auf den ZR-75-1 Zellen méglich war (Abb. 50).
Fiir ansteigende Konzentrationen der AAPs kann fiir das pAktS*3-Signal eine
kontinuierliche Abnahme beobachtet werden, die in Korrelation zu den zelluldren CTG-
Daten steht. Fiir die tAkt1-Bande kann in den WBs stellenweise eine minimale Abnahme
in der Intensitdt beobachtet werden. Jedoch muss diese Abnahme auf die Intensitét der
Aktin-Bande normalisiert werden und da diese auch in eben diesen Proben deutlich
schwiécher ausfallen, liegt keine signifikante Degradierung von tAktl vor. Diese
Schwankungen in der Bandenintensitit konnen auf variierende Auftragung der
Probenmenge oder auch eine minimale Abweichung in der Bestimmung der

Proteinkonzentration zuriickgefiihrt werden.
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AAP1 [nM] AAP2 [nM] AAP3 [nM]
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Abbildung 50: WBs von ZR-75-1-Zelllysaten, die vier Stunden lang mit einer Konzentration von 125-
2000 nM AAP1-6 bei 37 °C behandelt wurden. Es kann keinerlei Abnahme des tAktl-Levels beobachtet
werden. Fiir die AAP1-3 ist bereits ab 125 nM eine konzentrationsabhéngige Runterregulierung des
pAktS*73-Levels sichtbar; fiir die AAP4-6 tritt dies erst ab 1000 nM auf. Das tAktl bleibt fiir alle AAPs

unverandert.

Analog hierzu wurden ebenfalls Panc1-Zellen mit den sechs AAPs inkubiert und per WB
analysiert (Abb. 51). Hierbei kann lediglich fiir die drei AAP1-3 mit Michael-Akzeptor
eine Abnahme des pAktS*’® oberhalb von 1000 nM detektiert werden. Die weiteren drei
AAP4-6 zeigen keinerlei Verdnderung des Phosphorylierungslevels, ebenso wie die
tAktl-Konzentration unverdndert bleibt. Hingegen konnen fiir die drei AAP1-3 eine
minimale Abnahme der Bandenintensitit des tAktl-Levels ab 125 nM detektiert werden.
Eine maximale Verringerung der tAktl-Konzentration kann fiir die beiden AAP1/2 mit
kiirzerem Linker bei 1 uM beobachtet werden, wobei die stiarkste Runterregulierung von
Akt bei AAP3 bei 250 nM auftritt. Aufgrund der deutlich geringeren biochemischen
Aktivitidt von AAP4-6 im Vergleich zu AAP1-3, die bis zu 20-fach hoher ist, konnte die
Affinitdt fiir Akt zu gering sein, um einen erfolgreichen terndren Komplex zu bilden;

damit ist es nicht moglich, einen Abbau von Akt zu induzieren.
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Abbildung 51: WBs von Pancl-Zelllysaten, die vier Stunden lang mit einer Konzentration von 125-
2000 nM AAP1-6 bei 37 °C behandelt wurden. Es kann keinerlei Abnahme des tAktl-Levels beobachtet
werden. Das pAktS*7? Level wird bei Konzentrationen ab 1000 nM bzw. bei 2000 nM fiir AAP1-3 oder
AAP4-6 signifikant verringert. Fiir AAP1-3 kann im Konzentrationsbereich zwischen 125 nM und 1000
nM eine schwache Abnahme der tAktl Bandenintensitét detektiert werden. Bei den AAP4-6 kann keine

signifikante Verdnderung der Bandenintensitét fiir tAkt1 detektiert werden.

Um die Signifikanz dieser WBs zu bestétigen, wurden jeweils zwei Proben von den drei

AAP1-3 von zwei verschiedenen Pancl-Zelllysaten-Ansdtzen untersucht und
anschliefend quantifiziert (Abb. 52). Die Quantifizierung der insgesamt vier Proben
bestétigte fiir AAP1-3 eine leichte Verringerung des Aktl-Levels. Eine maximale
Reduktion des tAktl-Levels um 38 % wurde fiir AAP3 bei einer Konzentration von
250 nM beobachtet. Im Gegensatz dazu konnte fiir AAP1/2 eine maximale
Degradierungsrate bei einer Konzentration von 1 pM mit 37 % bzw. 26 % festgestellt
werden. Fiir die AAP1-3 wurde oberhalb dieser Konzentration ein Anstieg des tAktl-
Spiegels beobachtet, der durch den Hook-Effekt erkldrt werden kann. Die stirkste
Degradierung von Aktl wird durch AAP3 ausgeldst, das mit drei PEG-Einheiten den
langsten Linker besitzt. Aufgrund der kiirzeren Linker von AAP1 und AAP2 koénnte es
zu sterischen Konflikten zwischen der rekrutierten E3-Ligase und Akt kommen oder die
Zuginglichkeit zu Oberflichenlysinen problematisch sein. Dies korrespondiert mit
fritheren Studien, in denen gezeigt wurde, dass die Linkerlénge von zentraler Bedeutung
fiir die erfolgreiche Bildung des terndren Komplexes aus Zielmolekiil, E3-Ligase und
PROTAC und den damit verbundenen Abbau des Zielproteins ist.[''% Auch AAP3 mit
tAktl bei 250 nM zeigt

Konzentrationsbereich wie INY-03-141, wobei der Hook-Effekt auch bei hoheren

der groflten Degradation von einen &hnlichen

Konzentrationen auftritt.['2!
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Im Gegensatz dazu liegen die beiden anderen PROTACs AAP1 & AAP2 deutlich hoher
hinsichtlich ihrer maximalen Degradierungskonzentration bei 1 uM, bei der die grofite
Abnahme von tAktl zu beobachten ist. Dies entspricht jedoch der Vermutung, dass die
Bindung der beiden Verbindungen AAP1 & AAP2 an Akt deutlich langsamer verldutft,
wodurch der fiir den Abbau von Aktl notwendige terndre Komplex erst bei hoheren
Konzentrationen entsteht. Folglich wird auch der Hook-Effekt erst bei hoheren

Konzentrationen wie 2 uM beobachtet.

AAP1 [nM] | % tAkt AAP2 [nM] | % tAkt AAP3 [nM] | % tAkt
0 100 0 100 0 100
125 84+3 125 90+8 125 82+ 10
250 79£5 250 83+8 250 6216
500 67+8 500 83+ 10 500 8248
1000 6316 1000 7419 1000 88+3
2000 88 + 10 2000 8916 2000 99+ 10
120 120 120
100 100 100
. 80 . 80 . 80
z g L
< 60 < 60 < 60
X B E
40 40 40
20 20 20
0 0 0
0 125 250 500 1000 2000 0 125 250 500 1000 2000 0 125 250 500 1000 2000
AAP1 [nM] AAP2 [nM] AAP3[nM]

Abbildung 52: Quantifizierung des tAktl/B-Aktin-Spiegels [%] (n=4), normalisiert auf die DMSO-
Kontrolle. Balkendiagramm der tAktl-Entwicklung {iber den abgedeckten Konzentrationsbereich, die den

tAktl-Abbau und den bekannten Hook-Effekt verdeutlichen.

Um diese Annahmen zu untermauern, wurde eine Modellierung des terndren Komplex
mittels der Rontgenkristallstruktur von Aktl im Komplex mit Borussertib (PDB: 6HHF)
durchgefiihrt. Diese Modellierung kann jedoch nur ein sehr artifizielles Modell abbilden
und dient somit nur als eine erste Analyse. Hierfiir wurden die drei AAPs in Discovery
Studios ausgehend von Borussertib erweitert und anschlieend energieminimiert in die
allosterische =~ Akt Bindetasche eingefiigt. AnschlieBend wurde dann die
Rontgenkristallstruktur der Cereblon Isoform 4 in Komplex mit Pomalidomid (PDB:
4V2Z7) hinzugefiigt und per Pair Fit entsprechend an das Lenalidomid der PROTACs
orientiert (Abb. 53). Hierbei ist die Ausrichtung des Linkers und die damit verbundene
Orientierung des Lenalidomids entscheidend. Fiir AAP2 sind hier zwei verschiedene
Bindemodi dargestellt (Abb. 53A/B). Zum einen ist, wie schon in Abb. 44 beschrieben,
ein sterischer Konflikt zwischen der Linkerregion des PROTACs und Akt vorhanden.

Zudem kann fiir beide Konformationen ein starker sterischer Konflikt der E3-Ligase und
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Akt verdeutlicht werden. Durch diese Hinderungen wird der Aufbau des bendtigten
terndren Komplexes fiir die Degradierung von Akt deutlich erschwert. Die gleiche
Problematik kann hier ebenfalls fiir eine Bindungspose von AAP1 gezeigt werden (Abb.
53C). Lediglich mit dem AAP3, der den ldngsten Linker mit vier PEG-Einheiten besitzt,
kann der sterische Konflikt von Akt und E3 Ligand erfolgreich vermieden werden (Abb.
53D). Durch den ldngeren Linker ist eine ausreichende Distanz zwischen den beiden
Proteinen gegeben, sodass es zu keiner Uberschneidung der beiden Proteinoberfléichen
kommt und die Bildung des terndren Komplex hierdurch nicht beeintrachtigt werden
sollte. Die Analyse der Bildung des terndren Komplexes per PyMOL unterstiitzt somit die
Hypothese, dass die Linker von AAP1 und AAP2 zu kurz sind, sodass es zu einem
sterischen Konflikt der beiden Proteine kommt. Erst der langere Linker von AAP3 liefert
keinen sterischen Konflikt und ermdglicht somit eine stabilere und schnellere Bildung

des terndren Komplexes.

Abbildung 53: Modellierung des terndren Komplexes aus den drei AAP1-3 mittels der
Rontgenkristallstrukturen von Aktl mit Borussertib (grau, PDB: 6HHF) und der Cereblon Isoform 4 in
Komplex mit Pomalidomid (braun, PDB: 4V2Z). Visualisierung per PyMOL. A/B) Darstellung des terniren
Komplexes aus E3-Ligand, AAP2 (griin) und Akt mit zwei verschiedenen Orientierungen/Konformationen
des Lenalidomids. In beiden Fillen kommt es zu einem sterischen Konflikt zwischen Cereblon und Akt. C)

Darstellung des terndren Komplexes aus E3-Ligand, AAP1 (lila) und Akt.
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Es tritt ein sterischer Konflikt zwischen Cereblon und Akt auf. D) Darstellung des terndren Komplexes aus
E3-Ligand, AAP3 (braun) und Akt. Durch den lingeren Linker von AAP3 ist ein ausreichender Abstand

zwischen den beiden Proteinen vorhanden, sodass kein sterischer Konflikt vorliegt.

3.5.4 Verifizierung des proteasomalen Abbaus
Die Verifizierung der Degradierung durch Bindung der AAPs in die allosterische
Bindetasche von Akt, CRBN und mittels des proteasomalen Systems sollte durch die Ko-
Inkubation mit entsprechenden Modulatoren der einzelnen Bausteine erfolgen. Zundchst
wurde diesbeziiglich Bortezomib eingesetzt, der das Proteasom adressiert und den
Proteinabbau somit inhibiert.'?%°) Hierfiir wurden die Pancl-Zellen zusitzlich zu den
AAP1-3 mit einer konstanten Menge von Bortezomib [0,5 puM] behandelt (Abb. 54).
Durch Quantifizierung der tAktl-Bandenintensitit und Normalisierung iiber Aktin
konnen lediglich nicht signifikante Schwankungen von unter + 5 % (normalisiert auf die
DMSO-Kontrolle) detektiert werden. Somit wird durch die Ko-Inkubation mit
Bortezomib der Abbau von Akt unterdriickt, sodass dies die Annahme der proteasomal-
induzierten Aktl-Degradation belegt. Zusétzlich zum tAkt1-Signal wurde auch wiederum
das Phosphorylierungslevel analysiert. Hierbei kann eine deutliche Abnahme der
Phosphorylierung ab 500 nM beobachtet werden, sodass die Bindung der AAP1-3
weiterhin gegeben ist und das Ausbleiben der Degradierung lediglich auf die Inhibition

des proteasomalen Systems zuriickgefiihrt werden kann.
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Bortezomib

AAP1 [nM] AAP2 [nM] AAP3 [nM]
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Abbildung 54: Darstellung der chemischen Struktur des Proteasom-Inhibitors Bortezomib. WB-Analyse
von AAP1-3 in Panc1-Zellen mit Bortezomib-Ko-Inkubation. Behandlung der Panc1-Zellen mit konstanter
Bortezomib-Konzentration [0,5 uM] und AAP1-3 fiir vier Stunden mit 125-2000 nM zeigten keine
Abnahme des tAkt1-Spiegels, lediglich des pAktS*73-Levels, sodass die Degradierung von Aktl auf das

proteasomale System zuriickgefiihrt werden kann.
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Im néchsten Schritt erfolgte die Vorinkubation mit Borussertib [1 uM], um den
proteasomalen Abbau durch Bindung in die allosterische Bindetasche zu verifizieren
(Abb. 55). Hierfiir wurden die Pancl-Zellen zundchst eine Stunde mit Borussertib
inkubiert, sodass die allosterische Bindungstasche besetzt und fiir die AAPs blockiert ist.
Dies fiihrte fiir alle drei AAPs zu einem konstant unverdnderten tAktl-Level, sodass die
allosterische Bindung zu Akt essentiell fiir den proteasomalen Abbau ist. Ebenso wurde
zur Kontrolle ein WB, durchgefiihrt mit Borussertib-behandelten Panc1-Zellen, bei dem
sich auch keine Verdnderung des tAktl-Levels zeigt. Somit ist die Einfilhrung des

Lenalidomids an das Borussertib-Grundgeriist entscheidend flir den proteasomalen
Abbau.

Borussertib [nM]

DMSO 125 250 500 1000 2000

k1 [ — s e |

Actin Ish——-dl

Pancl

AAP1 [nM] AAP2 [nM] AAP3 [nM]

DMSO 125 250 500 1000 2000 DMSO 125 250 500 1000 2000 DMSO 125 250 500 1000 2000
tAkt1 I _& J-I tAkt1 I_‘_———._l TAKEL [ — s c— —— |
Actin i* —==-_'] Actin [ S— ———— Actin [ S—— e c——

Pancl Pancl Pancl

Abbildung 55: WB-Analyse von AAP1-3 in Pancl-Zellen mit Vorinkubation des CAAIs Borussertib.
Behandlung der Pancl-Zellen mit konstanter Borussertib-Konzentration [1 uM] und AAP1-3 fiir vier
Stunden mit 125-2000 nM zeigten keine Abnahme des tAktl-Spiegels, lediglich des pAktS*73*-Levels,
sodass die Degradierung von Aktl auf die Bindung in die allosterische Akt-Bindetasche zuriickgefiihrt
werden kann. Ebenso wurden die Pancl-Zellen fiir vier Stunden mit 125-2000 nM behandelt, wobei

ebenfalls ein konstantes tAkt1-Signal detektiert werden konnte.

Analog dazu wurden Pancl-Zellen mit dem CRBN-Liganden Thalidomid [10 uM]
vorinkubiert, sodass die Bindetasche der E3-Ligase fiir die drei AAP1-3 blockiert ist
(Abb. 56). Ebenso wie fiir die beiden vorherigen Experimente kann keine Abnahme des
tAktl-Levels beobachtet werden. Durch die Vorinkubation mit Thalidomid ist die
Bindetasche des E3-Liganden blockiert, sodass dieser nicht in rdumliche Ndhe zu Akt

gebracht werden kann; somit bleibt die fiir den Proteinabbau nétige Ubiquitinierung von

Akt aus.
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Abbildung 56: Darstellung der chemischen Struktur des CRBN-Liganden Thalidomid. WB-Analyse von
AAP1-3 in Pancl-Zellen mit Thalidomid-Vorinkubation. Behandlung der Pancl-Zellen mit konstanter
Thalidomid-Konzentration [10 uM] und AAP1-3 fiir vier Stunden mit 125-2000 nM zeigten keine
Abnahme des tAktl-Spiegels, lediglich des pAktS*73-Levels, sodass die Degradierung von Aktl auf die
Bindung zu CRBN zuriickgefiihrt werden kann.

Diese Ergebnisse zeigen, dass die Akt-Degradierung durch die Bindung an die E3-Ligase
CRBN, das Zielprotein Akt sowie der Funktion des proteasomalen Systems induziert
wird. Wird jedoch eine dieser Bindungstaschen durch den entsprechenden Liganden
blockiert, ist ein erfolgreicher Abbau von Aktl nicht mehr mdglich. Dieses Ergebnis
zeigt, dass die erfolgreiche Bildung des terndren Komplexes fiir die Aktl-Degradierung
essentiell ist und dieser anschlieBend im proteasomalen System abgebaut wird. Somit
bestitigen diese Experimente die Annahme, dass AAP1-3 als PROTACs fungieren

konnen.

3.5.5 Zeitabhingige Analyse der Aktl-Degradierung
AnschlieBend wurde noch der zeitabhingige Abbau von Aktl {iber sechs Zeitpunkte von
einer bis 24 Stunden fiir AAP1-3 untersucht, um eine detailliertere Analyse des Aktl-
Abbaus durch allosterische Modulatoren durchzufiihren. Nach einer Stunde liegt keine
Runterregulierung des tAktl-Levels vor (Abb. 57). Dies konnte unter anderem damit
zusammenhéngen, dass die PROTACs aufgrund ihrer begrenzten PK-Eigenschaften nur
langsam die Zellmembran passieren. Aullerdem ist die Bindung der Substanzen an Akt
im Vergleich zu Borussertib schwécher (Tab. 6), was ebenfalls bedeutet, dass die Bildung
des terndren Komplexes eine lingere Zeitspanne benétigt. Es kann auch lediglich eine

Abnahme des pAkt>*” fiir die hchste AAP-Konzentration mit 2 uM detektiert werden,
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was auch mit der Annahme der langsameren Zellpermeabilitit und der abgeschwichten

Akt-Bindung korrelieren wiirde.

AAP1 [nM] AAP2 [nM] AAP3 [nM]

DMSO 125 250 500 1000 2000 DMSO 125 250 500 1000 2000 DMSO 125 250 500 1000 2000
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Pancl Pancl Pancl

Abbildung 57: WB-Analysen von AAP1-3 in Pancl-Zellen nach einer Stunde Inkubation mit
Konzentrationen in Hohe von 125-2000 nM. Es kann keine Abnahme des tAktl-Levels detektiert werden;

auch nimmt die Akt-Phosphorylierung lediglich bei 2 pM ab.

Diese Annahmen konnen durch die Analyse der WBs der Panc1-Zellen, die zwei Stunden
mit den AAPs inkubiert wurden, bestétigt werden, da hier bereits eine erste Degradierung
von Aktl zu beobachten ist (Abb. 58). Diese ist jedoch geringer als nach vier Stunden
(Abb. 52), sodass davon auszugehen ist, dass nach zwei Stunden noch nicht eine
vergleichbare Menge an terndren Komplexen aufgebaut werden konnte. So kann fiir
AAP1 bzw. AAP2 bei 1000 nM eine Runterregulierung von tAktl um etwa 20 % und
10 % und fiir AAP3 bei 500 nM von 15 % beobachtet werden. Damit ist die Abnahme
etwa nur halb so stark wie nach vier Stunden, wobei die Quantifizierung sehr ungenau ist,
da lediglich jeweils nur ein WB zu diesem Zeitpunkt analysiert wurde. Daher ist lediglich
eine qualitative Aussage hinsichtlich des Akt Proteinabbaus iiber die verschiedenen

Zeitpunkte moglich.

AAP1 [nM] AAP2 [nM] AAP3 [nM]
DMSO 125 250 500 1000 2000 DMSO 125 250 500 1000 2000 DMSO 125 250 500 1000 2000
el St — ey R e [ —— ]
tAktl I — —— — -—-—l tAkt1 I‘* — \— S— — dl tAkt1 |~——-——‘—-——|
Actin | Aot | Actin [ S——— o — — Actin  [RSS e |
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Abbildung 58: WB-Analysen von AAP1-3 in Pancl-Zellen nach zwei Stunden Inkubation mit
Konzentrationen in Hohe von 125-2000 nM. Es kann eine minimale Abnahme des tAktl-Levels detektiert

werden, die jedoch schwécher ausfillt als die Akt1-Degradierung nach vier Stunden.
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Der néchste analysierte Zeitpunkt erfolgt nach achtstiindiger Inkubation mit den AAPs
(Abb. 59). Hierbei ist weiterhin eine Reduktion des Akt1-Levels zu detektieren, allerdings
ist diese bereits schwicher als der Proteinabbau nach vier Stunden und liegt quantitativ
auf einem vergeleichbaren Niveau wie nach zwei Stunden. Dies kann zum einen damit
zusammenhéngen, dass der Abbau von Akt in Konkurrenz mit der Neusynthese von Akt
steht. Da der Effekt der AAPs zwar signifikant ist, aber mit maximaler 38 %iger
Proteinabnahme nicht allzu stark ist, kann der Proteinabbau schnell ausgeglichen werden,
sobald die Degradierung von Akt durch eine Verringerung der Wirkstoff-induzierten
Ubiquitinierung abnimmt. Dies kann damit zusammenhéngen, dass AAP1-3, wie bereits
fiir Borussertib beobachtet, einem aktiven Efflux ausgesetzt sind und somit nicht

dauerhaft in der Zelle verweilen.

AAP1 [nM] AAP2 [nM] AAP3 [nM]
DMSO 125 250 500 1000 2000 DMSO 125 250 500 1000 2000 DMSO 125 250 500 1000 2000
o O o
tAkt1 I‘_‘—- ‘—.l tAkt1 !E—--‘—?l taktL [ e —— e |

Actin [ S—— g | A [ — —— o | Actin  [S—————

Pancl Pancl Pancl

Abbildung 59: WB-Analysen von AAP1-3 in Pancl-Zellen nach acht Stunden Inkubation mit
Konzentrationen in Héhe von 125-2000 nM. Es kann eine deutliche Abnahme des tAktl-Levels detektiert

werden, die jedoch schwicher ausfillt als die Aktl-Degradierung nach vier Stunden.

Die letzten beiden untersuchten Inkubationszeitpunkte sind nach zwolf und 24 Stunden
(Abb. 60). Diese beiden Zeitpunkte bestdtigen den Trend der bereits nach acht Stunden
Inkubation sichtbar war. So kann fiir diese beiden Zeitpunkte keine Degradierung von
Aktl detektiert werden, was ebenfalls die oben beschriecbenen Effekte untermauern
wiirde. Auch das pAktS*3-Signal bestitigt diese Hypothese, da fiir diese beiden
Zeitpunkte auch kein Effekt auf das Phosphorylierungslevel zu detektieren ist.
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Abbildung 60: WB-Analysen von AAP1-3 in Pancl-Zellen nach 12 (A) und 24 (B) Stunden Inkubation
mit Konzentrationen in Hohe von 125-2000 nM. Es kann keine Abnahme des tAktl- sowie des pAktS*73-

Levels detektiert werden.

Insgesamt wurden somit sechs verschiedene Zeitpunkte fiir die drei PROTACSs analysiert
(Abb. 61). Dabei konnten fiir kurze Behandlungszeiten keine bis hin zu einer minimalen
(nach ein- bzw. zweistiindiger Behandlung) Abnahme der Akt-Konzentration beobachtet
werden. Fiir zwei Stunden war hierbei die Degradierung bei etwa 15-20 % und damit halb
so stark wie nach vier Stunden. Hier konnte auch der maximale Degradierungseffekt
nachgewiesen, der fiir 1 uM AAP1 bzw. AAP2 bei einer Reduktion des Akt-Levels um
37 bzw. 26 % lag. Im Vergleich dazu zeigte AAP3 die hochste Abnahme von tAktl um
38 % bei einer 4-fach niedrigeren Konzentration von 250 nM. Die Verdopplung der
Inkubationszeit auf acht Stunden hatte wiederum etwa eine Halbierung des Akt-Abbaus
zur Folge, bis hin zu einem nicht mehr detektierbarem Aktl-Abbau fiir die

Inkubationszeitraume von zwolf und 24 Stunden.
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Abbildung 61: WB-Analysen von AAP1-3 in Pancl-Zellen nach einer, zwei, vier, acht, zwolf und 24
Stunden Behandlung mit Konzentrationen in Hohe von 125-2000 nM. Ein signifikanter Proteinabbau kann
lediglich fiir die drei Zeitpunkte nach zwei, vier und acht Stunden detektiert werden. Der stirkste

Degradierungseffekt kann hierbei nach vier Stunden beobachtet werden.
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4 Zusammenfassung und Ausblick

Im Fokus dieser Dissertation stand die Proteinkinase Akt, die aufgrund ihrer zentralen
Rolle in der PI3K/Akt/mTor-Signalkaskade ein vielversprechendes Zielprotein fiir die
zielgerichtete Onkologie ist, da viele der vorgeschalteten Proteine Tumorsuppressoren
oder Protoonkogene sind. Da bisher jedoch kein klinischer Kandidat, weder ATP-
kompetitive noch allosterische Inhibitoren, alle klinischen Studien erfolgreich
durchlaufen konnte, stellt der CAAI Borussertib einen vielversprechenden weiteren
Ansatz dar. Hierflir sind zunéchst in vivo PDX-Modelle nétig, um die Effizienz sowie
Vertraglichkeit in komplexeren biologischen Systemen analysieren zu kdnnen und die
Entwicklung von einer Leitstruktur hin zu einem klinischen Kandidaten voranzutreiben.
Fiir diese Untersuchungen werden groflere Gramm-Mengen des Inhibitors Borussertib
benotigt, sodass die Hochskalierung der Syntheseroute noétig war. Hierbei war
insbesondere die Synthese des 1,6-Napthyridinon-Grundgeriists limitierend. Daher wurde
die Syntheseroute dahingehend umgestellt, dass die reduktive Aminierung zur Fusion des
1,6-Naphthyridinon-Grundgeriists und des Benzo[d]imidazolon-Bausteins erst im letzten
Syntheseschritt erfolgte. Hierfiir wurde die Syntheseroute des Benzo[d]imidazolon-
Bausteins dahingehend modifiziert, dass bereits das Acrylamid eingefiihrt ist. Durch die
Etablierung der reduktiven Aminierung mit Natriumcyanoborhydrid als abschlieBenden
Syntheseschritt konnten 2,5 g Borussertib synthetisiert werden. Hiermit konnte in KRas-
abhingigen PDX-Modellen eindrucksvoll die in vivo Wirksamkeit der CAAIs in einer

Kombinationstherapie mit Trametinib zeigen konnten.

Fiir weiterfithrende Studien ist die Weiterentwicklung des Sondenmolekiils Borussertib
mittels einer medizinalchemischen Optimierung nétig. Da sich bereits im Vorfeld auf
dieser Arbeit hauptsidchlich auf den Benzo[d]imidazolon-Bausteins fokussiert wurde,
wurde im Rahmen dieser Arbeit der Einfluss des 1,6-Naphthyridinon-Grungeriistes und
des Substituenten in 3-Position untersucht und somit der chemische Raum der CAAIs
erweitert. Durch die Substitution des bizyklischen 1,6-Naphthyridinon hin zum
monozyklischen Pyridin konnte das Molekulargewicht der CAAls signifikant vermindert
werden. Da die Aktivitdt weiterhin im niedrignanomolaren Bereich lag, konnten auf
Grundlage dieses neuen Inhibitors die Untersuchung einer kleinen in 3-Position
derivatisierten Substanzbibliothek durchgefiihrt werden. Dabei zeigte sich jedoch das
lediglich minimalste polare Gruppen wie das Hydroxyl toleriert werden und deutlich
polarere und groBere Gruppen, wie zum Beispiel das Methylsulfonyl, zu einer deutlich

erhdhten inhibitorischen Aktivitdt im pM-Bereich fiihren.
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Zusitzlich konnte auch fiir kleine Substituenten wie Fluor gezeigt werden, dass diese
toleriert werden. Letztendlich ermdglichten all die hier durchgefiihrten Substitutionen
eine aufschlussreiche SAR hinsichtlich des Phenylrings in 3-Position, mit dem Ergebnis,
dass der Phenylring das Optimum hinsichtlich der Aktivitit der CAAIs darstellt. Eine
Derivatisierung des Phenylrings mit polaren Gruppen fiihrt zu einer deutlichen
Aktivitdtsabnahme, sodass hierauf fiir die weitere Optimierung von Borussertib verzichtet
werden kann. Die Einfiihrung der Fluorsubstituenten zeigt zwar eine geringe Abnahme
in der Aktivitdt, aber durchaus eine gute Toleranz, sodass dies fiir weiterfilhrende

Optimierungen auch hinsichtlich der metabolischen Stabilitit durchaus nutzbar ist.

Diese Analyse der Substituenten in 3-Position fithrte zwar nicht zu einer
Weiterentwicklung von Borussertib zu einem neuen optimierten CAAI, lieferte aber
wichtige Informationen fiir die Etablierung eines radioaktiven Liganden fiir die
Bildgebung per PET. Hierfiir stellt der CAAI Borussertib aufgrund seiner PK-
Eigenschaften und hohen Selektivitét fiir Akt einen guten Startpunkt dar. Durch die hier
gezeigte SAR konnte ebenso eine geeignete Position zur Einfiihrung des radioaktiven 'SF-
Isotops identifiziert werden, die ebenfalls den Anforderungen der Zugéinglichkeit per LSF
entspricht. Dabei wurde zunéchst eine direkte Fluorierung von Borussertib préferiert,
jedoch konnte keine erfolgreiche Darstellung von Borussertib inklusive des Radionuklids
erhalten werden. Daher wurde die Syntheseroute von Borussertib dahingehend optimiert,
das im letzten Syntheseschritt eine Ruthenium-katalysierte Deoxyfluorierung
durchgefiihrt werden konnte. Hiermit wurde das radioaktive '®F-Borussertib erfolgreich
synthetisch dargestellt. Bevor eine erste in vivo Studie durchgefiihrt werden konnte,
erfolgte die Synthese des '°F-Borussertibs, damit die biochemischen und zelluliren
Eigenschaften evaluiert werden konnten. Dabei wurde eine Abnahme der Aktivitit
hinsichtlich Aktl im 4-fachen Bereich erhalten, die ebenso auf die =zelluldren
Assaysysteme iibertragen werden konnte. Jedoch zeigte '°F-Borussertib eine deutliche
Abnahme der Aktivitit gegeniiber Akt2 und Akt3, sodass es sich bei '*F-Borussertib
lediglich um einen Aktl-spezifischen PET-Tracer handeln konnte. Im néchsten Schritt
wurden erste in vivo Xenograft-Modellen per PET-Bildgebung analysiert. Hierbei konnte
keine signifikante Anreicherung des 7Tracers in den Tumoren detektiert werden, sondern
lediglich unter anderem in der Gallenblase, Leber und im Magen-Darm-Trakt. Jedoch
zeigten diese Ergebnisse zumindest eine gute Verteilung von '8F-Borussertib und
ebenfalls eine gute metabolische Stabilitét, da ein radioaktives Signal detektiert werden

konnte.
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Diese nicht vorhandene Anreicherung im Tumorgewebe kann zum einen damit begriindet
werden, dass die verwendeten Modellsysteme nicht fiir '*F-Borussertib als Tracer
geeignet sind, da zum Beispiel im Falle der Panc1-Zellen das Aktl-Level zu gering ist.
Zum anderen kann der Tracer Aufgrund seines PK-Profils und seiner geringeren Aktivitit
im Vergleich zu Borussertib limitiert sein, da er nicht dazu fahig ist Akt in ausreichendem
MafBstab fiir die PET-Bildgebung zu modifizieren. Aus diesem Grund wire ein erster
Schritt zu einer erfolgreichen PET-Bildgebung die Optimierung des radioaktiven
Liganden, zum Beispiel durch die Einfiihrung des Radionuklids in einer alternativen
Position (Abb. 62). Hierfiir eignen sich zwei weitere Positionen: Zum einen die 3-Position
des Piperidin Rings (Option 1), da hier die Bindetasche von Akt ausreichend Platz liefert.
Diese Position ist jedoch sehr herausfordernd, da die in Kapitel 1.3.1 beschriebenen LSF-
Methoden auf aromatische Systeme beschriankt sind. Daher wére die Option 2 mit der
Einfiihrung des '®F-Isotops in 5-Position des Benzo[d]imidazolon chemisch besser
darstellbar, da hierfiir ebenso die Ruthenium-katalysierte Deoxyfluorierung genutzt
werden konnte. Zudem konnte fiir einen Chlor-Substituenten in derselben Position fiir
das Benzo[d]imidazolon-Grundgeriist eine dhnliche biochemische und zelluldre

Profilierung wie fiir Borussertib erhalten werden. %
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Abbildung 62: Darstellung der zwei Optionen fiir einen optimierten PET-Tracer. Option 1 zeigt
Borussertib mit dem Fluorsubstituenten in 3-Position des Piperidins. Option 2 zeigt Borussertib mit dem

Fluorsubstituenten in 5-Position des Benzo[d]imidazolons.

Zusitzlich zu den PET-Tracern stellen chemische Sonden ein weiteres niedermolekulares
Werkzeug zur detaillierteren Untersuchung der biologischen Funktion von Proteinen dar.
Zusitzlich zu den bereits etablierten Alkin-Sonden konnten im Rahmen dieser Arbeit eine
weitere Alkin-Sonde mit verlangertem PEG-Linker, eine Cyclooctin-, zwei Biotin-Sonde
und eine Cy3-Sonde erfolgreich etabliert werden. Somit konnte die Auswahl an Akt-
Sonden von drei auf acht Substanzen erweitertet werden (Abb. 63A). Die vier Alkin-

basierten Sonden bieten den Vorteil, dass sie aufgrund der kleineren chemischen Gruppe
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fiir die bioorthogonale Reaktion die biologische und zelluldre Aktivitdt der Sonde nur
geringfiigig im Vergleich zu den etablierten CAAIs beeinflussen. Die bioorthogonale
Alkin-Gruppe bietet zudem den Vorteil, dass unterschiedlichste Reporter per CuAAC
oder SPAAC eingefiihrt werden konnen. Hierfiir konnten auch die entsprechenden in situ
Reaktionsbedingungen zur Modifizierung mit Fluorophoren und Affinitétstags etabliert
werden und zusitzlich zwei Fluorophor-basierte Sonden dargestellt werden, die fiir
weiterfithrende Live Cell Imaging-Experimente genutzt werden konnen. Mittels der Live
Cell Imaging-Experimente ist es mdglich, die Lokalisation und Expressionslevel der drei
Akt-Isoformen zu untersuchen und somit die Aktivitdt der drei Proteine detaillierter zu
betrachten. Ebenso konnten zwei Biotin-Sonden erfolgreich in ersten Pulldown-
Experimenten etabliert werden, bei denen zunéchst aufgereinigtes Aktl per magnetischer
Partikel erfolgreich gebunden werden konnte. In einem zweiten Schritt war es moglich
Aktl, ebenfalls aus Akt-liberexprimierenden NIH/3T3 Zelllysaten zu isolieren.
Nachfolgende Experimente wiren die Translation in klinisch relevantere Zelllinien, wie
die ZR-75-1, sowie der anschlieBende Einsatz von Cross Linkern, um allosterische
Bindepartner von der inaktiven PH-in Akt-Konformation identifizieren zu kénnen. Eine
weitere Anwendung der Biotin-Sonden wiire im Bereich der Proteinbesetzung.!'*%! Dabei
kénnen Tumorproben, die zuvor mit einem CAAI behandelt wurden, hinsichtlich ihres
Besetzungsgrad von Akt untersucht werden und die Fragestellung geklart werden, wie
hoch dieser sein muss, um eine ausreichende Runterregulierung der Akt-
Signalweiterleitung zu erreichen, die eine Tumorregression induziert. Dariiber hinaus
wire die Entwicklung von weiteren Sondenmolekiilen von hoher Relevanz, da die
etablierten Sonden aufgrund der Einfiihrung an der Michael-Akzeptor-Position eine
deutliche langsamere kovalente Bindungskniipfung als Borussertib eingehen. Zudem
konnen keine Proteininteraktionspartner im Bereich des Biotins detektiert werden, da
dieser durch die Bindung zum Avidin blockiert ist. Eine alternative Position zur
Einfiihrung von Reportergruppen kann auf Grundlage der etablierten Hybridsubstanzen
von Arq092 und Borussertib identifiziert werden (Abb. 63B).['*!] Dabei ist das 1,6-
Naphthyridinon-Grungeriist durch ein Imidazopyridin ersetzt, an dem sich in 5-Position
ein weiterer Phenylring befindet. Wie die Analyse der Rontgenkristallstruktur in
Komplex mit einer der neuen Hybridsubstanzen, zeigt ist der Phenylring
l6sungsmittelexponiert. Hierbei bilden insbesondere die ortho- als auch meta-Position

geeignete Ausgangsvektoren zur Einfithrung entsprechender Reportergruppen.
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Abbildung 63: A) Darstellung aller etablierten Sondenmolekiile basierend auf dem CAAI Borussertib.

Insgesamt konnten acht Sonden, vier Alkin-, zwei Fluorophor- und zwei Biotin-Sonden, etabliert werden,

die fiir unterschiedlichste Anwendung wie Live Cell Imaging oder Pulldown-Experimente werden konnen.
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B) Darstellung der chemischen Struktur der Hybridsubstanz aus Arq092 und Borussertib sowie die
Rontgenkristallstruktur von Akt mit Markierung der 16sungsmittelexponierten Position zur Einfithrung von

Reportergruppen.

Da bisher mit den klassischen Wirkstoffen noch keine geeignete Behandlungsstrategie in
die Klinik translatiert werden konnte und die biologische Aktivitidt von Akt iiber den
Kinase-abhingigen Mechanismus hinausgeht, sind alternative Therapieansétze von hoher
Relevanz. Aufgrund der Kinase-unabhédngigen Funktion von Akt stellen PROTACs einen
vielversprechenden Ansatz fiir die Adressierung dar, weil somit nicht nur die
Weiterleitung des Phosphorylierungssignals unterbunden wird, sondern ebenfalls
allosterische PPI durch die gezielte Akt-Degradierung inhibiert werden. Auf der
Grundlage von Borussertib konnten sechs verschiedene AAPs synthetisch dargestellt
werden. Dabei zeigten die AAP1-3 eine schwache, jedoch signifikante Degradierung von
Akt in Pancl-Zellen mit einem maximalen Proteinabbau von 38 %. Durch Ko/Vor-
Inkubation mit dem CRBN-Liganden Thalidomid, dem Proteasom-Inhibitor Bortezomib
und dem CAAI Borussertib konnte die Bildung des ternidren Komplexes und die
anschliefende proteasomale Degradierung verifiziert werden. Ebenso erfolgte noch eine
zeitabhingige Evaluierung der drei AAPs. Der starkste Degradierungseffekt trat nach vier
Stunden Inkubation auf. Neben der Analyse des tAktl-Levels per WB erfolgten weitere
biochemische und zelluldre Evaluierungen. Hierbei konnte eine deutliche Abnahme der
inhibitorischen Aktivitdt beobachtet werden, die zu der Hypothese fiihren das eine hohe
Bindungsaffinitit essentiell fiir den erfolgreichen Akt-Abbau ist. Da die Degradierung
von Akt bisher nur fiir Panc1-Zellen mit den AAP1-3 gezeigt werden konnte und in ZR-
75-1-Zellen ausblieb, ist die Optimierung der AAPs nétig. Durch die Einfithrung des
Lenalidomids per PEG-Linker direkt an den Michael-Akzeptor geht die kovalente
Modifizierung von Akt verloren, sodass eine andere Position zur Einfiihrung des E3-
Liganden von Noten ist. Eine geeignete Position bietet hierbei, wie schon fiir die
chemischen Sonden, der Phenylring der Hybridsubstanz aus Arq092 und Borussertib
(Abb. 64). Wie bereits bei den dargestellten AAPs sollten sowohl Substanzen mit als auch
ohne der a, B-ungesittigten Einheit dargestellt werden, um den Effekt der kovalenten
Modifizierung hinsichtlich der Akt-Degradierung untersuchen zu kénnen. Ein weiterer
alternativer Ansatz wire die Verwendung von verschiedenen E3-Liganden, wie zum

Beispiel VHL-Liganden.
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Durch den stetigen Zuwachs an Relevanz der PROTACs nimmt hier die Verfiigbarkeit
kommerziell verfiigbarer Bausteine stetig zu, sodass sehr zeiteffizient eine kleine

Bibliothek an potentiellen PROTACSs aufgebaut werden kann.

Abbildung 64: Darstellung der chemischen Struktur von optimierten AAPs. Die Einfiihrung des E3-
Liganden erfolgt am Phenylring in 5-Position des Imidazopyridins. Das Lenalidomid wird iiber einen PEG-
Linker an den Akt-Binder eingefiihrt, sodass eine optimale Ausrichtung von Akt und CRBN erfolgen kann.
Zur Untersuchung des Einflusses einer kovalenten Modifizierung von Akt auf die Degradierung sollen

sowohl AAPs mit als auch ohne Michael-Akzeptor synthetisch dargestellt werden.
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5 Kurzfassung

Tumorerkrankungen stellen weltweit die zweithdufigste Todesursache dar und aufgrund
der demographischen Entwicklung nimmt die Anzahl der Neuerkrankungen und
Todesfille stetig zu.l*! Dementgegen wirkt zum einen eine verbesserte Diagnostik und
neue chirurgische Behandlungsmoglichkeiten sowie zum anderen der Ansatz der
zielgerichteten Prizisionsmedizin.*! Hierbei erfolgt die Behandlung nicht mehr auf
Grundlage der phénotypischen Erkrankung, sondern auf Basis der zielgerichteten
Adressierung genotypischer Lisionen.[! Ein relevantes Zielprotein ist die Proteinkinase
Akt, fiir das bisher noch kein Wirkstoff die klinischen Phasen durchlaufen konnte und
auch die Identifizierung pridiktiver Biomarker von Noéten ist. Aufgrund des exzellenten
biochemischen und zelluldiren Aktivitdtsprofil des CAAIs Borussertib, stellt dieser
Inhibitor fiir weiterfiihrende Untersuchungen einen vielversprechenden Ansatzpunkt dar.
Durch die Hochskalierung der Synthese konnten 2,5 g Borussertib mittels der
Modifizierung der Synthese des Benzo[d]imidazolon-Bausteins und der reduktiven
Aminierung als letzten Reaktionsschritt dargestellt werden. Hiermit konnte in KRas-
abhingigen PDX-Modellen, in Kombination mit dem MEK-Inhibitor Trametinib, eine
Stabilisierung des Tumorvolumens bis hin zu einer partiellen Tumorregression erzielt
werden. Somit konnte die gute biochemische und zelluldre Aktivitdt ebenfalls in in vivo

Modelle transferiert und das enorme Potential der CAAIs bestitigt werden.

Jedoch besitzt Borussertib eine Reihe von limitierenden PK-Eigenschaften wie einen
aktiven Efflux, schlechte Zellpermeabilitit und geringe Loslichkeit. Daher sollte das
Molekulargewicht reduziert werden und die Einfiihrung 16slichkeitsvermittelnder polarer
Gruppen in 3-Position des 1,6-Nahphthyridinons-Grundgeriistes untersucht werden. Die
kleine fokussierte Substanzbibliothek auf Basis eines monozyklischen Pyridins lieferte
neue Einblicke in die SAR der CAAIs. So wurde eine deutliche Aktivititsabnahme fiir
das Pyridin im Vergleich zum 1,6-Nahphthyridinons beobachtet, die noch weiter durch
die Einfiihrung polarer Gruppen an den Phenylring in 3-Position verstirkt wurde.
Lediglich kleine Substituenten wie Hydroxylgruppen oder auch Fluor wurden toleriert.
Somit konnte lediglich der chemische Raum der CAAIs erweitert, jedoch keine

erfolgreiche Optimierung von Borussertib erzielt werden.

Nichtsdestotrotz lieferte die SAR-Untersuchung des Phenylrings in 3-Position des 1,6-
Nahphthyridinons-Grundgeriistes wertvolle Erkenntnisse, die fiir die Entwicklung eines

radioaktiven PET-Tracers genutzt werden konnten.
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5 KURZFASSUNG

Bislang fehlen geeignete Biomarker flir Akt-assoziierte Lasionen, sodass die Entwicklung
eines Akt-spezifischen PET-Tracers diese Fragestellung adressieren kann. Borussertib
stellt aufgrund seines biochemischen, zelluldren und PK-Profils einen guten Ansatzpunkt
dar und mit Hilfe der LSF und der vorherigen SAR-Analyse war die erfolgreiche
Etablierung von '*F-Borussertib mdglich. Nach erfolgter biochemischer und zellulirer
Validierung des nicht radioaktiven Gegenstiicks, '°F-Borussertib, wurden erste in vivo
Tiermodelle durchgefiihrt. Die PET-Bildgebung konnte erfolgreich das radioaktive
Signal des !8F-Borussertibs detektieren, jedoch ohne eine signifikante Anreicherung des

18F_Borussertib in den Tumoren nachweisen zu konnen.

Da die Tumorbiologie von Akt noch nicht vollstindig aufgeschliisselt ist, werden noch
weitere chemische Werkzeuge wie beispielsweise funktionelle Sonden bendtigt.
Insgesamt konnten acht verschiedene molekulare Sonden durch Erweiterung von
Borussertib mit verschiedenen Reportergruppen synthetisiert werden und in biologischen
Systemen etabliert werden. Einerseits wurden Alkin-basierte Sonden erfolgreich
dargestellt, fiir die die entsprechende in situ CuAAC und SPAAC zur Einfiihrung
verschiedener Reporter etabliert wurde. Andererseits erfolgte die erfolgreiche Synthese
von Fluorophor- und Affinitdts-basierten Sonden, die per In Gel-Fluoreszenz und

Pulldown-Experimente validiert werden konnten.

Aufgrund der fehlenden Akt-Inhibitoren, die die klinische Translation erfolgreich
durchlaufen konnten, ist die Entwicklung von alternativen Behandlungsansétzen von
Noten. Diese Herausforderung kann mit PROTACSs adressiert werden, da diese nicht nur
die Kinaseaktivitdt inhibieren, sondern durch den gezielten Proteinabbau ebenfalls
allosterische PPI ausschalten. Auf der Grundlage von Borussertib war es mdglich sechs
AAPs mit unterschiedlicher Linkerldnge und sowohl mit als auch ohne Michael Akzeptor
darzustellen. Die Evaluierung in biologischen und zelluliren Systemen zeigte eine
Abnahme in der inhibitorischen Aktivitit im Vergleich zu Borussertib. Fiir die drei
potenteren AAP1-3 konnte jedoch per WB-Analyse eine minimale Aktl-Degradierung in
Panc1-Zellen nach vier Stunden detektiert werden. Durch Ko/Vor-Inkubation mit einem
Proteasom-, CRBN- und einem Akt-Liganden konnte die erfolgreiche Bildung eines
terndren Komplexes sowie die proteasomale Degradierung verifiziert werden. Ebenso
wurde die zeitabhéngige Degradierung untersucht, bei der die maximale Degradierung

nach vier Stunden bestdtigt werden konnte.
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6 ABSTRACT

6 Abstract

Cancer is the second most common cause of death worldwide and, due to demographic
developments, the number of new cases and deaths is constantly increasing.’) This is
counteracted on the one hand by improved diagnostics and new surgical treatment
options, and on the other hand by the approach of targeted precision medicine.[l Here,
treatment is no longer based on the phenotypic disease but on targeting genotypic
lesions.®) A potential new therapeutic target is the protein kinase Akt, where no
corresponding agent has yet been able to progress through clinical phases. So there is also
a need for valid biomarkers. A key starting point for this need is the CAAI borussertib
with an excellent biochemical and cellular activity profile. By upscaling the synthesis,
2.5 g of borussertib, via modification of the synthesis of the benzo[d]imidazolone
building block and reductive amination as the final reaction step, could be obtained. With
this, in KRas-dependent PDX models, combined with the Mek inhibitor trametinib,
stabilization of tumour volume up to a slight tumour regression could be achieved. Thus,
the good biochemical and cellular activity could also be transferred to in vivo models,

confirming the enormous potential of CAAIs.

However, borussertib possesses several properties such as active efflux, poor cell
permeability and low solubility. Therefore, the molecular weight should be reduced, and
the introduction of solubility-mediating polar groups in 3-position of the 1,6-
naphthyridinone scaffold should be investigated. The small focused compound library
based on a monocyclic pyridine provided new insights into the SAR of CAAIs. Thus, a
significant decrease in activity was observed for the pyridine compared to the 1,6-
naphthyridinone, which was further enhanced by introducing polar groups to the phenyl
ring in the 3-position. Only small substituents such as hydroxyl groups or even fluorine
were tolerated. Thus, only the chemical space of CAAIs could be extended, but could

achieve no successful optimization of borussertib.

Nevertheless, SAR investigation of the phenyl ring in 3-position of the 1,6-
naphthyridinone scaffold provided valuable insights that could be used to develop of a
radioactive PET tracer. To date, suitable biomarkers for Akt-associated lesions are
lacking, so the development of an Akt-specific PET tracer may address this issue.
Borussertib represents a good starting point due to its biochemical and PK profile, and
with the help of LSF and the preliminary SAR analysis, the successful establishment of

F_borussertib was possible.
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6 ABSTRACT

After biochemical and cellular validation of the non-radioactive counterpart, °F-
borussertib, the first in vivo animal models were performed. PET imaging successfully
detected the radioactive signal of '®F-borussertib, but without detecting a significant

accumulation of 'F-borussertib in the tumours.

Since the tumour biology of Akt has not yet been thoroughly dissected, additional
chemical tools such as functional probes are still needed. In total, eight different
molecular probes could be synthesized by extending borussertib with varying groups of
reporter and established in biological systems. On the one hand, alkyne-based probes
were successfully presented, for which the corresponding in situ CuAAC and SPAAC
were established to introduce different reporters. On the other hand, fluorophore- and

affinity-based probes were validated via in-gel fluorescence and pulldown experiments.

Due to the lack of Akt inhibitors that could successfully undergo clinical translation, the
treatment approaches are needed. This challenge can be addressed by PROTACs, which
not only inhibit kinase activity but also switch off allosteric PPI by small molecule
induced protein degradation. Based on borussertib, it was possible to display six AAPs
with different linker lengths and both with and without o, B-unsaturated moiety.
Evaluation in biological and cellular systems showed a decrease in inhibitory activity in
comparison to borussertib. However, for the three more potent AAP1-3 significant Aktl
degradation was detected in Pancl cells after four hours by WB analysis. Furthermore,
co/pre-incubation with a proteasome, CRBN, and Akt inhibitor verified the successful
formation of a ternary complex and proteasomal degradation. Similarly, time-dependent
degradation was investigated, where maximal degradation was confirmed after four

hours.
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7 EXPERIMENTELLER TEIL

7 Experimenteller Teil

7.1 Organische Synthese
7.1.1 Allgemeines

Die fiir die Synthese verwendeten Chemikalien und Losungsmittel wurden von den
Firmen Acros, Activate Scientific, Alfar Aesar, Bionet, Combi Blocks, Fluka, Fluorchem,
Lumiprobe, Maybridge, Merck, Novabiochem, Roth, Sigma-Aldrich, TCI Chemicals und
VWR bezogen und ohne weitere Aufarbeitung verwendet. Die Durchfiihrung Redox- und
Hydrolyse-sensitiver Reaktionen erfolgte nach Ausheizen der Reaktionsgefaf3e und unter
Argon-Atmosphére. Die Lypholisierung wurde mittels der Gefriertrocknungsanlage
Alpha 2-4 Dpns der Firma Christ durchgefiihrt. Reaktionen unter Einsatz von
Mikrowellen Strahlung wurden mit dem Mikrowellensystem Microwave 300 Reaktor der

Firma Anton Paar vorgenommen.

Die Diinnschichtchromatographie wurde mittels Aluminium-Kieselgel-Platten der Firma
Merck (Kieselgel 60 mit Fluoreszensindikator F254) durchgefiihrt und deren Auswertung
erfolgte mit Hilfe einer UV-Kammer mit den Wellenldngen 254 nm und 366 nm. Eine
Nynhidrin-Lésung wurde zur Aminanfirbung, eine Kaliumpermanganat-Losung zur
Anfarbung von ungesittigten Kohlenwasserstoffverbindung und eine Bromkresolgriin-
Losung zur Carbonsdureanfarbung verwendet. Das expression LCMS-System mit Plate
Express der Firma Advion diente zur Diinnschichtchromatographisch-gekoppelten

Massenspektrometrie.

Zur sdulenchromatographischen Auftrennung wurde Kieselgel der Firma VWR
(PartikelgroBe: 40-63 um) eingesetzt. Dariiber hinaus wurden die automatisierten
Saulenchromatographie-Systeme IsoleraTM Prime der Firma Biotage sowie Flash Prep
System von Biichi zur Aufreinigung verwendet. Die priaparative HPLC wurde mittels des
praperativen Modus des Flash Prep System von Biichi mit VP125/21 Nucleodur C18
Gravity Saule (5 um, Macherey Nagel).

Die LC-MS-Analytik erfolgte mit dem Agilent HPLC-System (1100er Serie) mit CC
125/4 Nucleodur C18 gravity Saule (3 um) von Macherey-Nagel verknlipft mit einem
Thermo Scientific Finnigan LCQ Advantage Max lonenfallen- Massenspektrometer mit

ESA Corona Detector
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7 EXPERIMENTELLER TEIL

Die hochaufgeloste Massenspektrometrie (HRMS) erfolgte mit dem Spektrometer L7TQ
Orbitrap der Firma Thermo Electron Corporation mit einem Accela HPLC-System und

einer Hypersil GOLD-Saule (Thermo Electron).

Fiir die "TH-NMR und '*C-NMR wurden die Avance III HD (CryoProbe)-Spektrometer
AV400 (400 MHz fiir 'H- und 101 MHz fiir *C-NMR), AV500 (500 MHz und 125 MHz),
AV600 (600 MHZz und 151 MHz) und AV700 (700 MHz und 176 MHz) der Firma Bruker
eingesetzt. Die chemischen Verschiebungen sind in ppm wiedergegeben. Der interne
Standard wurde auf das Losungsmittel Deuterodimethylsulfoxid (DMSO-d6 6 = 2.50
ppm bzw. 39.51 ppm) bezogen. Die Multiplizititen der Signale sind mit Hilfe folgender
Abkiirzungen beschrieben: s (Singulett), d (Dublett), dd (Dublett vom Dublett), t
(Triplett), q (Quartett), m (Multiplett), b (breites Singulett). Die finalen Molekiile wiesen

eine Reinheit von > 95 % auf.

7.1.2 Generelle Synthesevorschriften

Allgemeine Synthesevorschrift A: Amid-Kupplung

1 eq. des Carbonsdure-Derivates wurde in THF gelost und 3 eq. DIPEA und 1,5 eq.
HATU hinzugegeben. AnschlieBend wurde das Amin-Derivat (1 eq.) bei
Raumtemperatur langsam hinzugegeben. Die Reaktionsmischung riihrte {iber Nacht bei
Raumtemperatur und anschlieBend wurden die Losungsmittel unter Vakuum entfernt.
Nach erfolgter sdulenchromatographischer Auftrennung (0-20 % MeOH/DCM) konnte

das Reinprodukt erhalten werden.

Allgemeine Synthesevorschrift B: Nukleophilie Substitution

Ein Gemisch aus 2-(2,6-Dioxopiperidin-3-yl)-4-fluorisoindolin-1,3-dion (1 eq.) und
PEG-Linkern (1,1 eq.) in DMF wurde 16 h lang bei 90 °C geriihrt. Das Gemisch wurde
auf Raumtemperatur abgekiihlt, in Wasser (20 mL) gegossen und mit Ethylacetat (35 mL
x 2) extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden mit Wasser (30 mL) und einer
gesdttigten NaCl Losung (30 mL) gewaschen, iiber wasserfreiem Natriumsulfat
getrocknet und unter vermindertem Druck konzentriert. AnschlieBend wurde eine
sdulenchromatographische Trennung (Petrolether/Ethylacetat) durchgefiihrt. Der

resultierende gelbliche Feststoff wurde direkt weiterverwendet und 2 h bei RT in 30 mL
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HCI geriihrt. Dann wurde eine weitere reverse sdulenchromatographische Trennung

durchgefiihrt (H2O/ACN + 0,1% TFA) und die erwarteten Produkte wurden erhalten.

Allgemeine Synthesevorschrift C: Amid-Kupplung PROTACs

Zu einer Losung von 1,2 eq. Carbonsiurederivaten in THF (0,2 M) werden 1 eq. HATU
und 4 eq. DIPEA zugegeben. Anschliefend wurde 1 eq. 2-(4-((4-(6-Amino-2-0x0-2,3-
dihydro-1H-benzo[d]imidazol-1-yl)piperidin-1-yl)methyl)phenyl)-3-phenyl-1,6-
naphthyridin-5(6H)-on zugegeben und das Reaktionsgemisch iiber Nacht bei
Raumtemperatur unter Argonatmosphdre geriihrt. AnschlieBend wurde das
Reaktionsgemisch auf Raumtemperatur abgekiihlt, das Losungsmittel in vacuo
eingedampft und durch sdulenchromatographische Auftrennung das gewiinschte Produkt

erhalten (H2O/ACN+0,1% TFA).

Allgemeine Synthesevorschrift D: in situ Aktivierung mit BTFFH

Die Carbonsdure (1,2 eq.), BTFFH (1,5 eq.) DIPEA (4,5 eq.) wurden in trockenem
Dichlormethan 30 min unter Argon geriihrt. AnschlieBend wurde das Amin (1 eq.)
zugegeben und 16 h bei 80 °C erhitzt. Die Reaktionslosungsmittel wurde im Vakuum

reduziert und das Rohprodukt durch Kieselgelsiulenchromatographie erhalten.!!>?!

Allgemeine Synthesevorschrift E: Reduktive Aminierung mit Natriumcyano-
borhydrid

Das Aldehyd (1 eq.) und das sekundidre Amin (1,1 eq.) wurden in dMeOH (2 mL/mmol)
gelost, 2 Tropfen TEA und AcOH wurden zugegeben. Das Gemisch wurde 4 Stunden
lang bei 75 °C geriihrt. Dann wurde NaCNBH3 (zugegeben und das Reaktionsgemisch
weitere 16 Stunden lang bei 75 °C geriihrt. AnschlieBend erfolgte die Einengung des
Reaktionsgemisches in vacuo, gefolgt von der Extraktion des Riickstandes zwischen
DCM und einer ges. Bicarbonat-Losung. AnschlieBend wurden die organischen Phasen
mit einer ges. NaCl-Losung gewaschen. Die vereinigten organischen Phasen wurden im
Vakuum reduziert und anschlieBend konnte per sdulenchromatographischer Auftrennung

(0-20 % MeOH/DCM) das Rohprodukt erhalten werden.
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Allgemeine Synthesevorschrift F: Suzuki-Kreuzkupplungsreaktion

In einem Mikrowellengefdll wurden unter Argonatmosphére 1-3 eq. der Halogen/Triflat-
Substanz und 1 eq. der Boronsdure/Pinacolester in 1,4-Dioxan und Wasser (5:1, 2
mL/mmol) gelost. Das Gemisch wurde 10 min entgast und anschlieBend wurden 2,0 eq.
der Base K3POs sowie 0,1 eq. [1,1'-Bis(diphenylphosphino)ferrocen]palladium(II)-
dichlorid zugegeben. AnschlieBend wurde die Suspension unter Mikrowellenbestrahlung
0,5 bis 1 Stunde lang bei 130 °C geriihrt. Die resultierende Suspension wurde iiber Celite
filtriert und mit DCM extrahiert, die vereinigten organischen Fraktionen wurden mit
gesittigter NaCl-Losung gewaschen, iiber NaxSOs4 getrocknet und im Vakuum
eingedampft. Kieselgelsdulenchromatographie (0 - 10 % MeOH/DCM) ergab das

gewlinschte Produkt.

7.1.3 Synthese und Analytik

Hochskalierung von Borussertib

Darstellung von fert-Butyl (2-chloropyridin-4-yl)carbamat 5

| N NHBoc
N~

Cl
5

5 g 2-Chloropyridin-4-amin (38,9 mmol, 1 eq.) 4 und 1 g DMAP (7,8 mmol, 0.2 eq.)
sowie 13.5 mL Triethylamin (97,2 mmol, 2,5 eq.) wurden in 70 mL DCM gelost.
AnschlieBend wurden bei 0 °C 10,7 mL Di-tert-butyldicarbonat (46,7 mmol, 1,2 eq.) zu
der Reaktionslosung hinzugegeben. Die Reaktionslosung riihrte iiber Nacht bei
Raumtemperatur unter Argon-Atmosphére. Anschlieend wurde die Reaktionslosung mit
Ammoniumchlorid neutralisiert und mit DCM extrahiert. Die vereinigten organischen
Fraktionen wurden iiber Na2SO4 getrocknet und das Losungsmitte]l am Rotationsver-
dampfer entfernt. Durch eine chromatographische Auftrennung (0-50 % Ethyl-
acetat/Petrolether) konnten 4,9 g (23,3 mmol., 60 %) des Endprodukts 5 erhalten werden.

IH NMR (500 MHz, DMSO) & = 10.10 (s, 1H), 8.17 (d, J= 5.7 Hz, 1H), 7.55 (d, J= 1.8
Hz, 1H), 7.36 (dd, J = 5.7, 1.9 Hz, 1H), 3.32 (s, 1H), 1.48 (s, 9H).

13C NMR (125 MHz, DMSO) 8 = 152.16, 150.90, 150.0, 149.05, 111.70, 111.24, 80.75,
27.87 (3).
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LC-MS: Berechnet: 229.68 fiir C1oH13CIN2O> [M+H]", gefunden: 228.85.

Darstellung von fert-Butyl (2-chloro-3-formylpyridin-4-yl)carbamat 6

| x NHBoc
N~ _0O

Cl
6

4 g tert-Butyl (2-Chloropyridin-4-yl)carbamat 5 (17,5 mmol, 1 eq.) wurden in THF gelost
und bei -78 °C wurden 29,4 mL tert-Butyllithium-Lésung (50 mmol, 2,86 eq.) unter
Argonatmosphidre langsam zugetropft. Nach zweistiindigem Riihren wurden 10.8 ml
DMF (139,9 mmol, 8 eq.) hinzugegeben. Die Reaktionslosung wurde iiber Nacht auf
Raumtemperatur aufgewarmt und anschlieBend mit Methanol neutralisiert. Im Anschluss
wurde mit DCM/Methanol extrahiert und mit Wasser/Bicarbonat gewaschen. Die
vereinigten organischen Fraktionen wurden {iber NaxSOs4 getrocknet und das
Losungsmittel am Rotationsverdampfer entfernt. Das Endprodukt 6 (2,5 g, 9,7 mmol,
56 %) wurde durch eine sdulenchromatographische Auftrennung (0-50 %

Ethylacetat/Petrolether) erhalten.

TH NMR (600 MHz, DMSO) § = 10.94 (s, 1H), 10.32 (s, 1H), 8.42 (d, J = 6.0 Hz, 1H),
8.24 (t,J=7.9 Hz, 1H), 1.50 (d, J= 5.3 Hz, 9H).

13C NMR (125 MHz, DMSO) & = 206.23, 167.17, 165.86, 163.01, 161.61, 125.04,
123.75, 94.27, 39.52 (3).

LC-MS: Berechnet: 257.69 fiir C11H13CIN,O3 [M+H]", gefunden: 256.87.

Darstellung von 4-(1,3-Dioxolan-2-yl)benzonitril 8

N
el
4

8
10 g 4-Formylbenzonitril 7 (76,3 mmol, 1 Eq.), 3,94 g p-TsOH (22,9 mmol, 0,3 eq.) und
17,2 mL Ethylenglycol (305 mmol, 4 eq.) wurden in Toluol gelost. Die Reaktionsldsung

wurde unter Reflux tber Nacht erhitzt und das entstandene Wasser mittels eines

Wasserabscheiders abgetrennt. Die Reaktionslosung wurde mit Ethylacetat extrahiert und
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Wasser/Bicarbonat und einer geséttigten Natriumchlorid-Losung gewaschen.
Anschliefend wurden die vereinigten organischen Fraktionen iiber Na;SO4 getrocknet
und das Losungsmittel am Rotationsverdampfer entfernt. Der {ibrige fliissige Riickstand
wurde gekiihlt bis das Produkt kristallisierte. Das reine Produkt 8 (11.5 g, 65.6 mmol,

86 %) wurde durch eine Rekristallisation mit n-Hexan erhalten.

TH NMR (500 MHz, DMSO) & = 7.88 (d, /= 8.2 Hz, 2H), 7.63 (d, /= 8.2 Hz, 2H), 5.83
(s, 1H), 4.09 — 3.92 (m, 4H).

13C NMR (125 MHz, DMSO) § = 143.41, 132.42 (2), 127.51 (2), 118.63, 111.86, 101.67,
65.06 (2).

LC-MS: Berechnet: 176.19 fiir C1oHoNO> [M+H]", gefunden: 176.10.

Darstellung von 1-(4-(1,3-Dioxolan-2-yl)phenyl)-2-phenylethan-1-on 9
g
o L0
4

4 g 4-(1,3-Dioxolan-2-yl)benzonitril 8 (22,8 mmol, 1 eq.) wurden in THF gel6st und bei
0°C unter Argonatmosphiare wurden 40 mL Benzylmagnesiumchlorid-Losung
(79,9 mmol, 3,5 eq.) hinzugegeben. Die Reaktionslosung wurde bei RT {iiber Nacht
geriihrt und anschlieBend mit Ammoniumchlorid neutralisiert. Das Salz wurde abfiltriert
und mit DCM gewaschen. Die Losungsmittel wurden am Rotationsverdampfer entfernt
und anschlieend erfolgte eine Extraktion mit DCM. Die vereinigten organischen Phasen
wurden liber Na;SO4 getrocknet und am Rotationsverdampfer eingeengt. Das Rohprodukt
9 (3,2 g, 13,2 mmol, 52 %) wurde durch eine sdulenchromatographische Auftrennung (0-
50 % Ethylacetat/Petrolether) erhalten.

IH NMR (500 MHz, DMSO) & = 8.07 (d, J = 8.2 Hz, 2H), 7.58 (d, J = 8.2 Hz, 2H), 7.36
~7.12 (m, 5H), 5.82 (d, J = 8.2 Hz, 1H), 4.40 (s, 2H), 4.10 — 3.90 (m, 4H).

13C NMR (125 MHz, DMSO) 5 = 197.41, 143.04, 136.86, 135.02, 129.70 (2), 128.45 (2),
128.31, 126.84 (2), 126.50 (2), 102.04, 64.94 (2), 44.80.

LC-MS: Berechnet: 269.31 fiir Ci7H;603 [M+H]", gefunden: 269.18.
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Darstellung von 2-(4-(1,3-Dioxolan-2-yl)phenyl)-5-methoxy-3-phenyl-1,6-
naphthyridin 10

O/>
e
\N\

N
oS 1o O

4 g tert-Butyl (2-chloro-3-formylpyridin-4-yl)carbamat 6 (15,6 mmol, 1 Eq.) und 4.3 g
1-(4-(1,3-Dioxolan-2-yl)phenyl)-2-phenylethan-1-on 9 (15,6 mmol, 1 Eq.) wurden in
Methanol unter Argonatmosphédre gelost. AnschlieBend wurden 35,8 mL
Natriummethanolat-Losung (35,8 mmol, 2.3 Eq.) hinzugegeben und die Reaktionslésung
fiir vier Stunden bei 65 °C geriihrt. Danach wurde das Methanol am Rotationsverdampfer
entfernt und mit Ethylacetat extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden tiber
NaSO4 und am Rotationsverdampfer entfernt. Das Produkt 10 (3,7 g, 9,7 mmol, 62 %)
wurde durch eine chromatographische Auftrennung (0-20 % MeOH/DCM) erhalten.

IH NMR (500 MHz, DMSO) & = 8.42 (s, 1H), 8.27 (d, J = 6.0 Hz, 1H), 7.52 (d, J = 6.0
Hz, 1H), 7.45 — 7.20 (m, 9H), 5.71 (s, 1H), 4.14 — 3.81 (m, 7H).

13C NMR (125 MHz, DMSO) & = 161.26, 160.64, 151.05, 143.94, 140.19, 138.89,
138.31, 134.87, 133.70, 129.73 (2), 129.47, 128.47 (2), 127.63, 126.11, 115.81 (2),
113.07, 102.44, 64.86 (2), 54.12.

LC-MS: Berechnet: 385.43 fiir C24H20N>03 [M+H]", gefunden: 385.42.

Darstellung von 4-(5-Oxo-3-phenyl-5,6-dihydro-1,6-naphthyridin-2-yl)benzaldehyd
11

3,7¢ 2-(4-(1,3-Dioxolan-2-yl)phenyl)-5-methoxy-3-phenyl-1,6-naphthyridin 10
(9,6 mmol, 1 eq.) wurden in 60 mL konzentrierter Salzséure geldst und bei 90 °C fiir drei
Stunden geriihrt. Danach wurde die Reaktionslosung auf RT abgekiihlt und 40 %-ige

Natriumhydroxid-Losung bis zu einem pH > 7 hinzugegeben. AnschlieBend wurde der
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ausgefallene Feststoff abfiltriert und in DCM und Methanol aufgenommen und iiber
NaSO4 getrocknet und die Losungsmittel am Rotationsverdampfer entfernt. Nach dem
Trocknem am Hochvakuum konnten 2,2 g des reinen Produktes 11 (6,8 mmol, 71 %)

erhalten werden.

TH NMR (500 MHz, DMSO) § = 10.02 (d, J = 19.5 Hz, 1H), 8.47 — 8.22 (m, 1H), 8.09 —
7.84 (m, 1H), 7.84 — 7.78 (m, 2H), 7.62 (t, J= 12.1 Hz, 1H), 7.54 (dd, J=22.7, 17.5 Hz,
2H), 7.38 — 7.09 (m, SH), 6.66 (t, J= 8.5 Hz, 1H).

13C NMR (125 MHz, DMSO) & = 192.48, 163.73, 158.93, 152.84, 145.28, 138.51 (2),
136.74, 135.09, 132.72, 130.15 (2), 129.12, 128.57 (2), 128.15, 127.90, 127.08 (2),
119.88, 104.61.

LC-MS: Berechnet: 327.35 fiir C21H14N20, [M+H]", gefunden: 327.39.

Darstellung von 5-Chlor-6-nitro-1-(piperidin-4-yl)-1,3-dihydro-2 H-benzo-
|d]limidazol-2-on 13

5 g 5-Chloro-1-(piperidin-4-yl)-1,3-dihydro-2H-benzo[d]imidazol-2-on 12 (19,9 mmol,
1 eq.) wurden in 150 mL p-Cymol gelost und auf 60 °C erhitzt. AnschlieBend wurden
15,8 mL konzentrierte Salpetersdure (238,4 mmol, 12 Eq.) durch einen Tropftrichter
hinzugegeben und die Reaktionsldsung fiir eine weitere Stunde geriihrt. Danach wurde
das Losungsmittel am Rotationsverdampfer entfernt und 7,1 g des Produktes 13

(23,9 mmol, 115 %) wurden durch die Rekristallisation in Methanol erhalten.

TH NMR (500 MHz, DMSO) & = 11.76 (s, 1H), 8.06 (s, 1H), 7.33 — 7.18 (m, 1H), 4.68 —
4.46 (m, 1H), 3.19 — 2.97 (m, 4H), 1.90 (dd, J = 28.3, 12.6 Hz, 4H).

13C NMR (125 MHz, DMSO) & = 153.87, 140.72, 133.13, 128.21, 119.38, 110.66,
106.14, 47.78, 43.14 (2), 25.29 (2).

LC-MS: Berechnet: 297.71 fiir C12H;3CIN4sO3 [M+H]", gefunden: 297.26.
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Darstellung von tert-Butyl 4-(5-chlor-6-nitro-2-oxo-2,3-dihydro-1H-
benzo[d]imidazol-1-yl)piperidin-1-carboxylat 17

NO,

Cl
BocN
G

)/,NH

O17

5-Chlor-6-nitro-1-(piperidin-4-yl)-1,3-dihydro-2H-benzo[d]imidazol-2-on 13 (6 g, 16,7
mmol, 1 eq.) wurde in DCM (80 mL) gelost und TEA (6,87 mL, 18,3 mmol, 1,1 eq.)
zugegeben und 10 min bei RT geriihrt. BocoO (3.91 mL, 18,3 mmol, 1,1 eq.) in 20 mL
DCM zugegeben und die resultierende Losung 2 h bei RT geriihrt. Das Losungsmittel
wurde im Vakuum reduziert und das resultierende Ol mit DCM und satter
Bicarbonatlosung extrahiert. Die vereinigten organischen Fraktionen wurden {iber
Na2S04 getrocknet, eingedampft und iiber Kieselgelsdulenchromatographie (0-3 %
MeOH/DCM) gereinigt. Das Produkt 17 wurde als gelber Feststoff erhalten (5,32 g, 13,4
mmol, 80 %).

TH NMR (500 MHz, DMSO-ds, 5) 11.68 (s, 1H), 8.04 (s, 1H), 7.22 (s, 1H), 4.41 (tt, J
=12.2, 3.9 Hz, 1H), 4.08 (s, 2H), 2.86 (s, 2H), 2.18 (qd, J = 12.5, 4.4 Hz, 2H), 1.71 (dd,
J=11.9,2.0 Hz, 2H), 1.42 (s, 9H).

13C NMR (126 MHz, DMSO-ds, 6) 153.92, 153.85, 140.89,132.74, 128.50, 118.80,
110.24, 106.09, 78.87, 50.73, 43.06, 28.26, 28.11.

HPLC-MS (m/z): Berechnet: 397.12 for C17H2.CIN4Os [M+H]", gefunden: 397.65.

Darstellung von tert-Butyl 4-(6-amino-2-o0xo-2,3-dihydro-1H-benzo|d]imidazol-1-
yDpiperidin-1-carboxylat

NH,

18

tert-Butyl-4-(5-chlor-6-nitro-2-ox0-2,3-dihydro-1H-benzo[d]imidazol-1-yl)piperidin-1-

carboxylat 17 (4,2 g, 10,6 mmol, 1 eq.), 5 % Pd/C (0,34 g) und Ammoniumformiat (15,5

g, 245,8 mmol, 10 eq.) wurden in Methanol (60 mL) gelost und iiber Nacht bei 80 °C
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geriihrt. Das Reaktionsgemisch wurde tiber Celite filtriert, eingedampft und durch
sdulenchromatographische Auftrennung (0-5 % MeOH/DCM) gereinigt. Das Produkt 18
wurde als weiligelber Feststoff erhalten (3,3 g, 10,0 mmol, 93 %).

TH NMR (600 MHz, DMSO-ds 8) 10.31 (s, 1H), 6.64 (d, J= 8.2 Hz, 1H), 6.48 (d, /= 1.8
Hz, 1H), 6.22 (dd, J = 8.2, 2.0 Hz, 1H), 4.69 (s, 2H), 4.21 (tt, J= 12.3, 4.0 Hz, 1H), 4.10
(s, 2H), 2.84 (s, 2H), 2.13 (qd, J = 12.6, 4.5 Hz, 2H), 1.64 (d, J = 10.3 Hz, 2H), 1.43 (s,
9H).

13C NMR (151 MHz, DMSO-ds, §) 153.91, 153.83, 143.13, 129.92, 119.08, 109.16,
106.88, 95.60, 78.84, 49.62, 40.06, 28.62, 28.12.

HPLC-MS (m/z): Berechnet: 333.18 for C17H2sN4O3 [M+H]", gefunden: 333.88.

Darstellung von zer-Butyl 4-(6-acrylamid-2-0x0-2,3-dihydro-1H-benzo|d]imidazol-
1-yl)piperidin-1-carboxylat 19

HNJ\/

oL

NH
o}(
19

Zu tert-Butyl-4-(6-amino-2-0x0-2,3-dihydro-1H-benzo[d]imidazol-1-yl)piperidin-1-
carboxylat 18 (3,5 g, 10,6 mmol, 1 eq.) in 50 mL dTHF/DCM (9:1) wurde DIPEA (3,6
mL, 21,2 mmol, 2 eq.) zugegeben und unter Eiskiihlung geriihrt. Acryyloylchlorid (0.94
mL, 11.6 mmol, 1.1 eq.) in THF (5 mL) wurde langsam zugegeben und die Reaktion iiber
Nacht bei RT geriihrt. Das Reaktionsgemisch wurde im Vakuum reduziert, mit DCM und
gesittigter Hydrogencarbonatlosung extrahiert, iiber NaxSO4 getrocknet, eingedampft
und durch Kieselgelsdulenchromatographie (0-5 % MeOH/DCM) gereinigt. Das Produkt
19 wurde als hellgelber Feststoff erhalten (3,0 g, 7,7 mmol, 73 %).

'H NMR (700 MHz, DMSO-ds, 6) 10.81 (s, 1H), 10.05 (s, 1H), 7.71 (d, J = 1.6 Hz,
1H),7.18 (dd, J = 8.4, 1.8 Hz, 1H), 6.92 (d, J= 8.3 Hz, 1H), 6.40 (dd, J = 16.9, 10.2 Hz,
1H), 6.22(dd, J=16.9, 2.0 Hz, 1H), 5.72 (dd, J=10.1, 2.0 Hz, 1H), 4.28 (tt, J=12.3, 4.0
Hz, 1H), 4.11(s, 2H), 2.88 (s, J = 76.4 Hz, 2H), 2.15 (qd, J = 12.6, 4.5 Hz, 2H), 1.70 (d,
J=10.3 Hz, 2H),1.44 (s, 9H).
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13C NMR (176 MHz, DMSO-ds, §) 163.23, 154.43, 154.36, 133.07, 132.47,129.44,
126.78, 124.97, 112.81, 109.18, 101.39, 79.40, 50.34, 40.50, 29.10, 28.57.

HPLC-MS (m/z): Berechnet: 387.20 for C17H25sN4O3 [M+H]", gefunden: 387.58

Darstellung von N-(2-Oxo-3-(piperidin-4-yl)-2,3-dihydro-1H-benzo|d]imidazol-5-
yDacrylamid 20

e

/>—NH

o}

20
tert-Butyl-4-(6-acrylamido-2-ox0-2,3-dihydro-1H-benzo[d]imidazol-1-yl)piperidin-1-
carboxylat 19 (3,2 g, 8,3 mmol, 1 eq.) wurde fiir anderthalb Stunden bei RT in 40 mL
DCM/TFA (4:1) geriihrt. AnschlieBend wurde das Losungsmittel und TFA im Vakuum
reduziert und durch C18-Silikagel-Sdulenchromatographie (10-30 % ACN/ H20)
gereinigt. Das resultierende Produkt 20 wurde lyophilisiert und kristallisierte als weilles

TFA-Salz (3,1 g, 7,7 mmol, 92 %).

TH NMR (600 MHz, DMSO-d6, ) 10.89 (s, 1H), 10.12 (s, 1H), 8.79 — 8.49 (m, 2H),
7.85(d, J= 1.4 Hz, 1H), 7.00 (dd, J= 8.3, 1.8 Hz, 1H), 6.95 (d, J= 8.3 Hz, 1H), 6.45 (dd,
J=17.0, 10.2 Hz, 1H), 6.25 (dd, J = 17.0, 2.0 Hz, 1H), 5.74 (dd, J = 10.1, 2.0 Hz, 1H),
443 (tt,J=12.2, 3.9 Hz, 1H), 3.44 (d, J = 12.4 Hz, 2H), 3.13 (q, J = 12.7 Hz, 2H), 2.60
~2.52 (m, 2H), 1.89 (d, J = 12.5 Hz, 2H).

13C NMR (151 MHz, DMSO-d6) 6 ppm 162.87, 158.36, 153.97, 132.38, 131.96, 129.01,
126.38, 124.74, 115.72, 113.35, 108.85, 101.67, 47.53, 43.06, 25.66. *F NMR (565 MHz,
DMSO-d6 6) -74.76.

HPLC-MS (m/z): Berechnet: 287.14 fiir C1sHi9N4O, [M+H]", gefunden: 287.16.
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Darstellung von N-(2-Oxo0-3-(1-(4-(5-0x0-3-phenyl-5,6-dihydro-1,6-naphthyridin-2-
yD)benzyl)piperidin-4-yl)-2,3-dihydro-1H-benzo[d]imidazol-5-yl)acrylamid/

HN/(
S 0Wa
= |N\ N
HN 7
o NH
(6]

11 (500 mg, 1 mmol) und 20 (384 mg, 1 mmol) wurde gemidll der allgemeinen

Borussertib 3

Synthesevorschrift E umgesetzt und ergab 450 mg des gewiinschten Produkts 3 (1 mmol,
82 %).

TH NMR (600 MHz,MeOD-d4) § 8.60 (s, 1H), 7.77 (s, 1H), 7.48 (d, J = 7.4 Hz, 1H),
7.39 (dd, J = 26.4, 8.1 Hz, 4H), 7.31-7.28 (m, 3H), 7.25 — 7.20 (m, 3H), 7.02 (d, J = 8.4
Hz, 1H), 6.87 (d, J = 7.4 Hz, 1H), 6.44 (dd, J=16.9, 9.9 Hz, 1H), 6.37 (dd, J=16.9, 1.6
Hz, 1H), 5.78 (dd, J = 10.0, 1.6 Hz, 1H), 4.30 (t, J = 12.3 Hz,1H), 3.72 (s, 2H), 3.13 (d,
J=10.5Hz, 2H), 2.56 (dt, J= 22.1, 11.0 Hz, 2H), 2.36 (s, 2H), 1.81 (d, J= 11.3 Hz, 2H).

13C NMR (151 MHz, MeOD-d4) § 166.05, 164.74, 163.81, 156.58, 154.52, 140.23,
138.69, 136.55, 133.80, 133.74, 132.48, 131.23, 130.81, 130.50, 129.53, 128.79, 127.60,
126.59, 121.93, 115.44, 110.41, 108.15, 103.93, 62.91, 53.93, 51.91, 29.37.

HRMS (m/z): Berechnet: 597,2608 fiir C36H33N¢O3 [M+H]",; gefunden, 597,2614.

Derivatisierung von CAAI

Darstellung N-(2-ox0-3-(1-(4-(4,4,5,5-Tetramethyl-1,3,2-dioxaborolan-2-
yDbenzyl)piperidin-4-yl)-2,3-dihydro-1H-benzo|d]imidazol-5-yl)acrylamid 28

yﬁﬁf L&,
:

=

1,0 g N-(2-Oxo0-3-(piperidin-4-yl)-2,3-dihydro-1H-benzo[d]imidazol-5-yl)acrylamid 19

28

(3,5 mmol, 1,0 eq.) und 625 mg 4-Formylphenylboronsdure 27 (4,2 mmol, 1,2 eq.)
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wurden gemil der allgemeinen Synthesevorschrift E umgesetzt und es konnten 980 mg

des reinen Produkts 28 erhalten werden (2.3 mmol, 66 %).

TH-NMR (700 MHz, DMSO-ds) § ppm 1.94 (d, J= 12.80 Hz, 2H) 2.63 (d, J= 12.80 Hz,
2H) 3.22 (d, J = 11.40 Hz, 2H) 3.50 (d, J= 11.19 Hz, 2H) 4.34 (d, J = 3.98 Hz, 2H) 4.41
-4.47 (m, 1H) 5.71 - 5.76 (m, 1 H) 6.24 (dd, J = 17.05, 1.88 Hz, 1H) 6.44 (dd, J = 16.94,
10.16 Hz, 1H) 6.91 - 7.02 (m, 2H) 7.22 - 7.29 (m, 2H) 7.49 (d, J = 7.96 Hz, 1H) 7.70 -
7.78 (m, 2H) 7.89 (d, J = 7.96 Hz, 2 H) 10.10 (s, 1H) 10.89 (s, 1H).

IBC-NMR (176 MHz, DMSO-ds) § ppm 26.23, 47.52, 51.08, 59.29, 62.92, 101.22,
108.58, 113.34, 124.69, 125.37, 128.89, 130.32, 131.13, 132.29, 133.97, 134.50, 140.08,
144.39, 153.81, 162.87.

HPLC-MS (ESI): Berechnet fiir C22H26BN4Os [M+H']: 421,28; gefunden: 421,27.

Darstellung von 2-Brompyridin-3-yltrifluormethansulfonat 33

N Br
(L
Z 0Tt

33

1 g 2-Bromo-3-Pyridinol 32 (5,7 mmol, 1 eq.) wurde in 20 mL dDCM gel6st und unter
Argonatmosphére bei 0 °C wurden 890 uL TEA (6,3 mmol, 1,1 eq.) hinzugegeben.
AnschlieBBend erfolgte die tropfenweise Zugabe von 1,2 mL Triflatanhydrid (6,9 mmol,
1,2 eq.). Nach vollstindiger Zugabe wurde die Reaktionsmischung fiir 16 Stunden bei RT
geriihrt. AnschlieBend wurde das Losungsmittel in vacuo entfernt und der leicht gelbliche
Feststoff 33 (1,7 g, 5,5 mmol, 96 % Ausbeute) konnte per sdulenchromatographischer
Auftrennung erhalten werden (0-20 % PE/EtOAc).

TH-NMR (600 MHz, DMSO-ds) 6 ppm 7.90 (s, 1 H) 8.60 (s, 1 H) 8.89 (s, 1 H).
BC-NMR (151 MHz, DMSO-de) d ppm 119.75, 126.38, 142.90, 148.72, 153.47, 163.36.

HPLC-MS (ESI): berechnet fiir CéH3BrF3;NOsS [M+H]:307,05; gefunden: 307,03.
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Darstellung von 2-(4-((4-(6-Acrylamid-2-0x0-2,3-dihydro-1H-benzo|d]imidazol-1-
yl)piperidin-1-yl)methyl)phenyl)pyridin-3-yltrifluormethansulfonat

l/ oTf @

HN

34 &O

913 mg 2-Brompyridin-3-yltrifluormethansulfonat 33 (1.0 mmol, 3 eq.) und 500 mg N-
(2-0x0-3-(1-(4-(4,4,5,5-Tetramethyl-1,3,2-dioxaborolan-2-yl)benzyl)piperidin-4-yl)-

2,3-dihydro-1H-benzo[d]imidazol-5-yl)acrylamid 28 (1,0 mmol, 1,0 eq.) wurden nach
der allgemeinen Synthesevorschrift F verwendet und ergaben die finale Substanz als

Feststoff 34 (263 mg, 0,4 mmol, 44 %).

TH-NMR (700 MHz, MeOD-ds) & ppm 1.77 (d, 2 H), 2.25 (t, 2 H), 2.53 - 2.62 (m, 2 H),
3.12 (d, 2 H), 3.57 (s, 2 H), 4.28 (s, 1 H), 5.83 (dd, 1 H), 6.33 - 6.37 (m, 1 H), 6.45 - 6.53
(m, 1 H), 7.23 (dd, 2 H), 7.29 - 7.36 (m, 4 H), 7.54 (dd, 1 H), 7.77 (d, 1 H), 7.92 (dd, 1
H), 8.65 (dd, 1 H), 8.93 (s, 1 H).

I3C-NMR (176 MHz, MeOD-ds) é ppm 29.82, 52.40, 54.17, 63.35, 104.24, 110.53,
115.66, 117.56, 124.13, 129.55, 130.44, 130.68, 130.85, 131.15, 132.63, 133.84, 138.47,
140.52, 140.66, 140.95, 148.95, 156.78, 158.45, 166.24.

HRMS (ESI): berechnet fiir C2sH26F3NsOsS [M+H']: 601,60; gefunden: 601,55.

Darstellung von N-(2-0x0-3-(1-(4-(3-phenylpyridin-2-yl)benzyl)piperidin-4-yl)-2,3-
dihydro-1H-benzo|d]imidazol-5-yl)acrylamid Pyl

“CLNJZ
© NH
o O

HN
O
Py1 <§

25 mg Phenylboronsdure (0,07 mmol, 1,0 eq.) und 29,4 mg (2-(4-((4-(6-Acrylamid-2-
0x0-2,3-dihydro-1H-benzo[d]imidazol-1-yl)piperidin-1-yl)methyl)phenyl)pyridin-3-
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yltrifluormethansulfonat 34 (0,07 mmol, 1,0 eq.) wurden nach der allgemeinen
Synthesevorschrift F verwendet und ergaben die finale Substanz Pyl als Feststoff (17,0
mg, 0,03 mmol, 45 %).

TH-NMR (700 MHz, MeOD-d4) 6 ppm 1.79 (d, J = 10.00 Hz, 2 H) 2.26 (t, J= 11.45 Hz,
2H)2.50-2.59 (m, 2 H)3.09 (d,J=11.83 Hz, 2 H) 3.64 (s, 2 H) 4.30 (s, 1 H) 5.80 (dd,
J=10.00, 1.72 Hz, 1 H) 6.35 - 6.41 (m, 1 H) 6.43 - 6.50 (m, 1 H) 7.04 (d, /J=8.39 Hz, 1
H) 7.19 (dd, J = 6.67,2.90 Hz, 2 H) 7.25 - 7.37 (m, 8 H) 7.52 (dd, J = 7.74, 4.95 Hz, 1
H) 7.74 (d, J=1.72 Hz, 1 H) 7.90 (dd, J = 7.74, 1.72 Hz, 1 H) 8.62 (dd, J = 4.89, 1.67
Hz, 1 H).

I3C-NMR (176 MHz, MeOD-d4) § ppm 29.82, 52.40, 54.17, 63.35, 104.24, 110.53,
115.66, 124.13, 126.78, 127.71, 128.67, 129.55, 130.44, 130.68, 130.85, 131.15, 132.63,
133.84, 138.47, 140.52, 140.66, 140.95, 148.95, 156.78, 158.45, 166.24.

HRMS (ESI): berechnet fiir C33H31NsO0, ((M+H]), 530.2550; gefunden: 530.2557.

Darstellung von N-(3-(1-(4-(3-(3-methoxyphenyl)pyridin-2-yl)benzyl)piperidin-4-
yl)-2-o0x0-2,3-dihydro-1H-benzo[d]imidazol-5-yl)acrylamid Py5S

0

v
& O Q”@

= O O)\NH

_0 Py5

11 mg 3-Methoxybenzolboronsdure (0,1 mmol, 1,0 eq.) und 30 mg (2-(4-((4-(6-
Acrylamid-2-o0x0-2,3-dihydro-1H-benzo[d]imidazol-1-yl)piperidin-1-

yl)methyl)phenyl)pyridin-3-yltrifluormethansulfonat 34 (0,1 mmol, 1,0 eq.) wurden nach
der allgemeinen Synthesevorschrift F verwendet und ergaben die finale Substanz PyS5 als

Feststoff (10 mg, 0,1 mmol, 40 %).

IH NMR (600 MHz, DMSO) § 10.79 (d, J = 13.7 Hz, 1H), 10.06 (d, J = 17.1 Hz, 1H),
8.65 (dt, J = 16.0, 8.0 Hz, 1H), 7.83 (dt, J = 24.8, 12.4 Hz, 1H), 7.68 (s, 1H), 7.45 (dt, J
=14.8, 7.4 Hz, 1H), 7.32 — 7.19 (m, 7H), 6.90 (t, J = 10.3 Hz, 1H), 6.86 — 6.82 (m, 1H),
6.76 (dd, J=10.2, 8.8 Hz, 1H), 6.70 (dd, J= 7.1, 4.9 Hz, 1H), 6.40 (dt, J= 19.2, 9.6 Hz,
1H), 6.27 — 6.22 (m, 1H), 5.73 (dt, J = 18.0, 9.0 Hz, 1H), 3.59 (d, J = 4.7 Hz, 3H), 3.53
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(s, 2H), 2.94 (d, J = 10.8 Hz, 2H), 2.33 — 2.25 (m, 2H), 2.08 (dd, J = 13.3, 9.4 Hz, 2H),
1.63 (t, J = 18.1 Hz, 2H).

I3C NMR (151 MHz, DMSO) 8 162.77, 158.99, 156.20, 154.00, 148.29, 140.83, 138.82,
138.31, 137.76, 135.25, 132.59, 132.01, 129.41, 128.99, 128.32, 126.35, 124.55, 122.37,
121.57,114.92, 113.08, 112.12, 108.57, 100.95, 61.56, 54.84, 52.57, 50.14, 28.68.

LCMS: berechnet fiir C34H33Ns503 ([M+H]), 560.67; gefunden: 560.68.

Darstellung von N-(3-(1-(4-(3-(3-(methylsulfonyl)phenyl)pyridin-2-
yl)benzyl)piperidin-4-yl)-2-0x0-2,3-dihydro-1H-benzo|[d]imidazol-5-yl)acrylamid
Py6
0
v
(!
Ny N
|
= O O)\ NH

0:?:0 PyG

15 mg 3-(Methylsulfonyl)phenylboronsdure (0,1 mmol, 1,0 eq.) und 30 mg (2-(4-((4-(6-
Acrylamid-2-ox0-2,3-dihydro-1H-benzo[d]imidazol-1-yl)piperidin-1-

yl)methyl)phenyl)pyridin-3-yltrifluormethansulfonat 34 (0,1 mmol, 1,0 eq.) wurden nach
der allgemeinen Synthesevorschrift F verwendet und ergaben die finale Substanz Py6 als

Feststoff (13 mg, 0,1 mmol, 40 %).

H NMR (600 MHz, DMSO) & 10.80 (s, 1H), 10.08 (s, 1H), 8.77 — 8.68 (m, 1H), 7.95
(dt, J=16.0, 8.0 Hz, 1H), 7.82 (tt, J= 17.2, 8.8 Hz, 1H), 7.71 — 7.66 (m, 1H), 7.65 — 7.59
(m, 3H), 7.56 — 7.50 (m, 1H), 7.32 — 7.19 (m, 6H), 6.92 (d, J= 8.4 Hz, 1H), 6.40 (dt, J =
25.2, 12.6 Hz, 1H), 6.27 — 6.19 (m, 1H), 5.72 (dt, J = 37.6, 18.8 Hz, 1H), 3.51 (s, 2H),
3.04 (d, J= 9.5 Hz, 3H), 2.94 (d, J = 11.0 Hz, 2H), 2.33 — 2.25 (m, 2H), 2.06 (t, J=11.3
Hz, 2H), 1.64 (d, J = 10.2 Hz, 2H).

I3C NMR (151 MHz, DMSO) 8 163.25, 156.94, 154.47, 149.55, 141.25, 141.01, 139.06,
138.71, 134.85, 134.23, 133.03, 132.50, 130.15, 129.47, 128.95, 128.40, 126.83, 126.14,
124.92,123.13, 112.60, 109.11, 101.38, 62.03, 53.08, 50.62, 43.84, 29.15, 25.13.

LCMS: berechnet fiir C34H33Ns504S ([M+H']), 608.73; gefunden: 608.75.
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Darstellung von N-(3-(1-(4-(3-(2-cyanophenyl)pyridin-2-yl)benzyl)piperidin-4-yl)-
2-0x0-2,3-dihydro-1H-benzo[d]imidazol-5-yl)acrylamid Py10

O
K
N
POAOWe
NH

=

o]

NZ Py10

23 mg 2-Cyanophenylboronséure (0,1 mmol, 2,0 eq.) und 30 mg (2-(4-((4-(6-Acrylamid-
2-0x0-2,3-dihydro-1H-benzo[d]imidazol-1-yl)piperidin-1-yl)methyl)phenyl)pyridin-3-
yltrifluormethansulfonat 34 (0,1 mmol, 1,0 eq.) wurden nach der allgemeinen
Synthesevorschrift F verwendet und ergaben die finale Substanz Py10 als Feststoff (9
mg, 0,1 mmol, 33 %).

H NMR (600 MHz, DMSO) & 10.85 — 10.75 (m, 1H), 10.13 — 10.04 (m, 1H), 8.78 (dt,
J=17.4,8.7 Hz, 1H), 7.89 (ddd, J = 17.5, 7.8, 1.6 Hz, 1H), 7.85 — 7.78 (m, 1H), 7.75 —
7.66 (m, 2H), 7.58 — 7.51 (m, 2H), 7.48 (d, J = 7.7 Hz, 1H), 7.41 — 7.17 (m, 6H), 6.95 —
6.89 (m, 1H), 6.47 — 6.38 (m, 1H), 6.28 — 6.20 (m, 1H), 5.74 (dt, J=22.6, 11.2 Hz, 1H),
3.63 — 3.49 (m, 2H), 2.97 (dd, J = 56.0, 10.1 Hz, 2H), 2.31 (dd, J = 24.9, 12.3 Hz, 2H),
2.07 (t,J=11.7 Hz, 2H), 1.65 (d, J= 10.9 Hz, 2H).

I3C NMR (151 MHz, DMSO) 8 163.24, 157.07, 154.53, 150.19, 149.96, 143.80, 139.36,
138.70, 138.41, 137.68, 133.67, 133.52, 133.11, 132.68, 132.51, 131.68, 129.93, 129.46,
128.98, 128.66, 126.83, 124.92, 122.68, 120.58, 118.19, 112.59, 112.29, 109.11, 101.37,
61.88, 53.07, 50.58, 29.13.

LCMS: berechnet fiir C3aH30N6O> ([M+H]), 555.65; gefunden: 555.62.

Darstellung von N-(3-(1-(4-(3-(2-cyanophenyl)pyridin-2-yl)benzyl)piperidin-4-yl)-
2-0x0-2,3-dihydro-1H-benzo[d]imidazol-5-yl)acrylamid Py7

0O

i
® O QN@

= O O//\"NH

F Py7
F7OF
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14 mg 3-(Trifluormethyl)phenylboronsédure (0,1 mmol, 2,0 eq.) und 30 mg (2-(4-((4-(6-
Acrylamid-2-o0x0-2,3-dihydro-1H-benzo[d]imidazol-1-yl)piperidin-1-yl)methyl)-

phenyl)pyridin-3-yltrifluormethansulfonat 34 (0,1 mmol, 1,0 eq.) wurden nach der
allgemeinen Synthesevorschrift F verwendet und ergaben die finale Substanz Py7 als

Feststoff (14 mg, 0,1 mmol, 49 %).

TH NMR (600 MHz, DMSO) & 10.98 — 10.85 (m, 1H), 10.08 (d, 1H), 9.74 (d, 1H), 8.74
(t, 1H), 7.95 (dd, 1H), 7.85 (s, 1H), 7.64 (d, 1H), 7.62 — 7.47 (m, 4H), 7.39 (dt, SH), 6.93
(d, 2H), 6.43 (dt, 1H), 6.23 (t, 1H), 5.73 (t, 1H), 4.34 (s, 3H), 3.21 (d, 2H), 2.63 (d, 2H),
1.95 (d, 2H).

I3C NMR (151 MHz, DMSO) 8 163.33, 158.47, 156.35, 154.43, 149.47, 141.48, 140.68,
139.18, 134.61, 134.04, 132.89, 132.38, 131.34, 130.60, 130.11, 129.47, 126.92, 125.12,
123.55, 113.78, 109.35, 101.83, 59.31, 51.49, 48.02, 26.32.

LCMS: berechnet fiir C34H30F3NsO2 ([M+H), 598.64; gefunden: 598.64.

Darstellung von N-(3-(1-(4-(3-(3-(methylsulfinyl)phenyl)pyridin-2-
y)benzyl)piperidin-4-yl)-2-0x0-2,3-dihydro-1H-benzo|[d]imidazol-5-yl)acrylamid
Py8
HN/[L
N
® O CLN@
= O//\"NH
Oss Py8

14 mg 3-Methylsulfinylphenylboronsdure (0,1 mmol, 2,0 eq.) und 30 mg (2-(4-((4-(6-
Acrylamid-2-o0x0-2,3-dihydro-1H-benzo[d]imidazol-1-yl)piperidin-1-yl)methyl)-

phenyl)pyridin-3-yltrifluormethansulfonat 34 (0,1 mmol, 1,0 eq.) wurden nach der
allgemeinen Synthesevorschrift F verwendet und ergaben die finale Substanz Py8 als

Feststoff (13 mg, 0,1 mmol, 43 %).

TH NMR (600 MHz, DMSO) 5 10.81 (s, 1H), 10.13 — 10.04 (m, 1H), 8.69 (dd, 1H), 8.15
(t, 1H), 8.04 — 7.91 (m, 1H), 7.70 (s, 1H), 7.54 (d, 4H), 7.37 — 7.22 (m, 5H), 6.93 (d, 1H),
6.47 —6.38 (m, 1H), 6.30 — 6.21 (m, 1H), 5.78 — 5.71 (m, 1H), 4.06 (d, 1H), 3.55 (d, 3H),
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3.08 — 2.87 (m, 2H), 2.69 — 2.55 (m, 3H), 2.44 — 2.00 (m, 2H), 1.61 (d, 2H), 1.30 — 1.12
(m, 1H).

I3C NMR (151 MHz, DMSO) 8 163.26, 156.86, 154.47, 149.24, 146.98, 138.95, 133.08,
132.48, 131.95, 129.95, 129.46, 126.83, 125.03, 112.60, 109.04, 101.34, 62.01, 53.16,
50.59, 43.65, 29.15.

LCMS: berechnet fiir C34H33N503S ((M+H']), 592.73; gefunden: 592.70.

Darstellung von N-(3-(1-(4-(3-(3-Fluorphenyl)pyridin-2-yl)benzyl)piperidin-4-yl)-2-
0x0-2,3-dihydro-1H-benzo[d]imidazol-5-yl)acrylamid Py11

o)
A
L
| s )
= F
O g NH
Py11

11 mg 3-Fluorophenylboronséure (0,1 mmol, 2,0 eq.) und 30 mg (2-(4-((4-(6-Acrylamid-
2-0x0-2,3-dihydro-1H-benzo[d]imidazol-1-yl)piperidin-1-yl)methyl)-phenyl)pyridin-3-
yltrifluormethansulfonat 34 (0,1 mmol, 1,0 eq.) wurden nach der allgemeinen
Synthesevorschrift F verwendet und ergaben die finale Substanz Pyl1 als Feststoff
(14 mg, 0,1 mmol, 47 %).

IH NMR (600 MHz, DMSO) § 10.81 (s, 1H), 10.08 (s, 1H), 8.68 (dt, J=30.7, 15.3 Hz,
1H), 7.87 (dd, J = 11.2, 4.5 Hz, 1H), 7.70 (s, 1H), 7.58 — 7.52 (m, 1H), 7.52 — 7.46 (m,
2H), 7.39 — 7.34 (m, 1H), 7.28 (d, J= 7.9 Hz, 4H), 7.13 (tt, J= 11.9, 5.9 Hz, 1H), 7.02 (t,
J=9.2Hz, 2H), 6.92 (d, J = 8.3 Hz, 1H), 6.41 (dt, J = 21.0, 10.5 Hz, 1H), 6.30 — 6.21
(m, 1H), 5.73 (dt, J=21.7, 10.8 Hz, 1H), 3.61 — 3.46 (m, 2H), 2.92 (t, J = 23.9 Hz, 2H),
2.31(d,J=11.1 Hz, 2H), 2.07 (t, J = 23.5 Hz, 2H), 1.65 (d, /= 9.2 Hz, 2H).

I3C NMR (151 MHz, DMSO) 8 163.32, 161.54, 156.71, 154.47, 149.14, 142.45, 138.99,
134.65, 133.11, 132.51, 131.10, 130.78, 130.00, 129.45, 128.82, 126.80, 126.02, 124.96,
122.91, 116.67, 114.54, 112.58, 108.93, 101.36, 62.00, 53.07, 50.61, 29.13.

LCMS: berechnet fiir C33H30FNsO, ((M+H']), 548.63; gefunden: 548.61.
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Darstellung von N-(3-(1-(4-(3-(2,4-Difluorphenyl)pyridin-2-yl)benzyl)piperidin-4-
yl)-2-o0x0-2,3-dihydro-1H-benzo[d]imidazol-5-yl)acrylamid Py12

0O

NoaoWets

| /
O °
E F Py12

12 mg 2.4-Difluorphenylboronsidure (0,1 mmol, 2,0 eq.) und 30 mg (2-(4-((4-(6-
Acrylamid-2-o0x0-2,3-dihydro-1H-benzo[d]imidazol-1-yl)piperidin-1-yl)methyl)-

phenyl)pyridin-3-yltrifluormethansulfonat 34 (0,1 mmol, 1,0 eq.) wurden nach der
allgemeinen Synthesevorschrift F verwendet und ergaben die finale Substanz Py12 als

Feststoff (14 mg, 0,1 mmol, 49 %).

TH NMR (600 MHz, DMSO) 5 10.80 (s, 1H), 10.06 (d, J = 25.5 Hz, 1H), 8.72 (dt, J =
18.7, 9.3 Hz, 1H), 7.87 — 7.80 (m, 1H), 7.72 — 7.67 (m, 1H), 7.52 — 7.46 (m, 1H), 7.41
(td, J = 8.6, 6.8 Hz, 1H), 7.31 — 7.24 (m, 6H), 7.22 — 7.18 (m, 1H), 7.13 (tt, J = 8.8, 4.3
Hz, 1H), 6.91 (t, J= 13.7 Hz, 1H), 6.41 (dt, J= 36.2, 18.1 Hz, 1H), 6.28 — 6.21 (m, 1H),
5.73 (dt, J=20.6, 10.3 Hz, 1H), 3.53 (d, J= 10.4 Hz, 2H), 2.93 (t, J= 15.4 Hz, 2H), 2.35
—2.25 (m, 2H), 2.09 (t, J = 11.3 Hz, 2H), 1.65 (d, J= 10.3 Hz, 2H).

I3C NMR (151 MHz, DMSO) 8 163.22, 157.43, 154.43, 149.73, 139.72, 138.97, 138.61,
133.12, 132.59, 129.45, 129.19, 128.97, 128.74, 126.81, 124.95, 122.69, 112.58, 109.10,
104.59, 101.37, 61.95, 53.11, 50.60, 29.13.

LCMS: berechnet fiir C33H20F2NsO, ([M+H')), 565.62; gefunden: 565.60.
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Synthese der molekularen Sonden

Darstellung von 6-Amino-1-(piperidin-4-yl)-1,3-dihydro-2H-benzo[d]imidazol-2-on
14

NH,

59 g 5-Chlor-6-nitro-1-(piperidin-4-yl)-1,3-dihydro-2 H-benzo-[d]imidazol-2-on 13
(19,9 mmol, 1 eq.) wurden in 100 mL Methanol gelost und 0,4 g Palladium auf
Aktivkohle hinzugegeben. Nach Erhitzen der Reaktionslosung auf 80 °C wurden 12,5 g
Ammoniumformiat (198,8 mmol, 10 Eq.) hinzugegeben. Nach Riihren iiber Nacht bei
80 °C wurde die Reaktionslosung abgekiihlt und mit Celite filtriert. Die Losungsmittel
wurden am Rotationsverdampfer entfernt. Das Produkt 14 wurde ohne weitere

Aufreinigung im néchsten Reaktionsschritt eingesetzt.

LC-MS: Berechnet: 233.29 fiir C12HisN4O [M+H]", gefunden: 233.26.

Darstellung von  fert-Butyl (2-oxo0-3-(piperidin-4-yl)-2,3-dihydro-1H-benzo-
[d]limidazol-5-yl)carbamat 15

NHBoc

e

15 O/%NH
4,6 g 6-Amino-1-(piperidin-4-yl)-1,3-dihydro-2 H-benzo[d]imidazol-2-on 14
(19,8 mmol, 1 Eq.) wurden in 80 mL 10 %iger Essigsdure gelost und 6,5 g Di-tert-
butyldicarbonat (29,7 mmol, 1,5 Eq.), gelost in 20 mL Dioxan, wurden bei 0°C langsam
hinzugegeben. Die Reaktionslosung riihrte bei RT iiber Nacht und anschlieBend wurde
das Losungsmittel entfernt und 5 M Natriumhydroxid-Losung hinzugegeben bis der pH-
Wert > 7 war. Die Losung wurde anschlieBend mit Ethylacetat und DCM extrahiert und
die vereinigten organischen Fraktionen iiber Na;SOj4 getrocknet. Nach dem Entfernen der
Losungsmittel am Rotationsverdampfer und einer sdulenchromatographischen
Auftrennung (0-20 % MeOH/DCM), konnten 5,2 g des Produktes 15 (10,5 mmol, 78 %

iiber zwei Reaktionsschritte) erhalten werden.
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H NMR (500 MHz, DMSO) 8 = 10.60 (d, /= 116.7 Hz, 1H), 9.07 (d, J = 79.1 Hz, 1H),
7.52 (s, 1H), 6.99 — 6.93 (m, 1H), 6.84 (t, J = 7.3 Hz, 1H), 5.76 (s, 2H), 3.21 — 2.99 (m,
2H), 2.61 (dd, J = 12.0, 10.7 Hz, 2H), 2.25 — 2.10 (m, 2H), 1.59 (t, /= 11.3 Hz, 19H),
1.48 — 1.43 (m, 9H).

13C NMR (125 MHz, DMSO) & = 153.98, 153.01, 133.13, 133.00, 129.12, 123.50,
108.52, 78.64, 54.92, 50.31, 45.65 (2), 29.73 (2), 28.21 (3).

LC-MS: Berechnet: 333.40 fiir C17H24N403 [M+H]", gefunden: 333.13.

Darstellung  von  tert-Butyl  (2-0x0-3-(1-(4-(5-0x0-3-phenyl-5,6-dihydro-1,6-
naphthyridin-2-yl)benzyl)piperidin-4-yl)-2,3-dihydro-1H-benzo|[d]imidazol-5-
yDcarbamat 16

NHBoc

1,4 g 4-(5-Oxo-3-phenyl-5,6-dihydro-1,6-naphthyridin-2-yl)benzaldehyd (4,3 mmol,
1 Eq.) und 1,4 g tert-Butyl (2-ox0-3-(piperidin-4-yl)-2,3-dihydro-1H-benzo-[d]imidazol-
S-yl)carbamat (4,7 mmol, 1.1 Eq.) wurden in 40 mL Acetonitril gelost und 647 pL
Methansdure (17,2 mmol, 4 Eq.) zu der Reaktionslosung hinzugegeben. Die
Reaktionslosung wurde iiber Nacht bei 80 °C geriihrt. AnschlieBend wurde das
Losungsmittel am Rotationsverdampfer entfernt und 1,5 g des Produktes (1,9 mmol,
53 %) durch eine sdulenchromatographische Auftrennung (0-20 % MeOH/DCM)

erhalten.

TH NMR (500 MHz, DMSO) & = 11.57 (t, J = 19.4 Hz, 1H), 10.69 (s, 1H), 9.10 (d, J =
95.6 Hz, 1H), 8.39 (s, 1H), 7.54 — 7.42 (m, 1H), 7.33 (dt, J = 13.0, 7.8 Hz, 5H), 7.30 —
7.21 (m, 4H), 7.09 — 6.95 (m, 1H), 6.84 (d, J= 8.4 Hz, 1H), 6.69 (d, /= 7.3 Hz, 1H), 4.17
—4.03 (m, 1H), 3.55 (s, 2H), 3.24 — 3.10 (m, 1H), 2.89 (t, J = 35.8 Hz, 2H), 2.38 — 2.23
(m, 2H), 2.10 (t, J = 11.3 Hz, 2H), 1.61 (t, J = 15.6 Hz, 2H), 1.47 (d, J = 7.5 Hz, 9H).

13C NMR (125 MHz, DMSO) & = 171.43, 162.00, 161.19, 154.00, 152.96, 152.93,
138.99, 138.15, 136.80, 133.72, 133.50, 133.10, 129.67, 129.38 (4), 129.03, 128.43,
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128.16 (2), 127.47 (2), 123.43, 120.24, 108.54, 105.93, 78.70, 61.27, 52.53 (2), 49.26,
48.12, 28.20 (2), 22.51 (3).

LC-MS: Berechnet: 643.76 fiir C3sH33sNe¢O4 [M+H]", gefunden: 643.29.

Darstellung von  2-(4-((4-(6-Amino-2-0x0-2,3-dihydro-1H-benzo|d]imidazol-1-
yD)piperidin-1-yl)methyl)phenyl)-3-phenyl-1,6-naphthyridin-5(6 H)-on 54

600 mg tert-Butyl (2-0x0-3-(1-(4-(5-0x0-3-phenyl-5,6-dihydro-1,6-naphthyridin-2-
yl)benzyl)piperidin-4-yl)-2,3-dihydro-1 H-benzo[d]imidazol-5-yl)carbamat 16 (0,8
mmol) wurden in 10 mL einer 4 M Salzsdure-Losung in Dioxan geldst und iiber Nacht
bei Raumtemperatur geriihrt. AnschlieBend wurden die Losungsmittel am
Rotationsverdampfer entfernt und der Riickstand mit Bicarbonat und DCM extrahiert.
Die vereinigten organischen Fraktionen wurden iiber NaxSOs getrocknet und am
Rotationsverdampfer eingeengt. Durch eine sdulenchromatographische Auftrennung (0-
20 % MeOH/DCM+1 % NH3) konnten 420 mg (0,7 mmol, 83 %) des Produktes 54

erhalten werden.

H NMR (500 MHz, DMSO) & = 11.54 (t, J = 40.0 Hz, 1H), 10.30 (s, 1H), 8.39 (s, 1H),
7.56 — 7.42 (m, 1H), 7.31 (dd, J = 18.3, 11.6, 9.1 Hz, 5H), 7.28 — 7.20 (m, 4H), 6.69 (d,
J=7.3Hz, 1H), 6.63 (d,J=8.2 Hz, 1H), 6.55 (d, /= 1.3 Hz, 1H), 6.21 (dt,J=30.5, 15.2
Hz, 1H), 4.74 (s, 2H), 4.16 — 3.92 (m, 1H), 3.52 (s, 2H), 2.92 (d, J = 11.2 Hz, 2H), 2.29
(qt, J=19.9, 10.0 Hz, 2H), 2.06 (t, J= 11.3 Hz, 2H), 1.60 (d, J = 10.1 Hz, 2H).

13C NMR (125 MHz, DMSO) & = 162.00, 161.19, 153.95, 152.92, 143.12, 139.04,
138.17, 136.81, 133.72, 133.50, 129.89, 129.66, 129.38 (4), 128.43, 128.24 (2), 127.48
(2), 120.24, 119.07, 109.10, 106.74, 105.92, 95.85, 61.53, 52.71 (2), 49.78, 28.65 (2).

LC-MS: Berechnet: 543.64 fiir C33H30NO, [M+H]", gefunden: 543.50.

129



7 EXPERIMENTELLER TEIL

Darstellung  von  (E)-4-0x0-4-((2-0x0-3-(1-(4-(5-0x0-3-phenyl-5,6-dihydro-1,6-
naphthyridin-2-yl)benzyl)piperidin-4-yl)-2,3-dihydro-1H-benzo|d]-imidazol-5-

yl)amino)but-2-enolsiure 56
0
HNJ&Y
N OH
SASWaRR
N
O O//\'\NH

56

250 mg 2-(4-((4-(6-Amino-2-0x0-2,3-dihydro-1H-benzo[d]imidazol-1-yl)piperidin-1-
yl)methyl)phenyl)-3-phenyl-1,6-naphthyridin-5(6 H)-on 54 (0,5 mmol, 1 Eq.) wurden in
4 mL THF gelost und anschlieBend 241 uL DIPEA (1,4 mmol, 3 Eq.) unter
Argonatmosphire hinzugegeben. Bei 0 °C wurden 52 pL. Fumaryldichlorid (0,5 mmol,
1 Eq.) gelost in 1 mL THF langsam zu der Reaktionslosung zugetropft. Die
Reaktionslésung wurde iiber Nacht bei Raumtemperatur geriihrt und danach Methanol
hinzugegeben. Die Losungsmittel wurden am Rotationsverdampfer entfernt und durch
eine sdulenchromatographische Auftrennung (0-100% ACN/H>O) konnten 201 mg
(0,34 mmol, 68 %) des Produktes 56 erhalten werden.

TH NMR (500 MHz, DMSO) & = 11.63 (t,J = 19.4 Hz, 1H), 11.05 - 10.87 (m, 1H), 10.46
(d, J=29.4 Hz, 1H), 8.43 (s, 1H), 7.90 (s, 1H), 7.52 (dd, J = 13.5, 6.7 Hz, 1H), 7.50 —
7.45 (m, 4H), 7.34 (dd, J= 5.0, 1.5 Hz, 3H), 7.29 — 7.25 (m, 2H), 7.17 (d, J = 6.9 Hz,
1H), 7.15 (s, 1H), 6.97 (d, J=4.7 Hz, 1H), 6.70 (d, J= 7.2 Hz, 1H), 6.65 (d, J= 15.4 Hz,
1H), 4.37 (dd, J = 26.0, 8.1 Hz, 3H), 3.97 (s, 1H), 3.47 (d, J= 10.7 Hz, 2H), 2.69 — 2.58
(m, 2H), 2.03 — 1.91 (m, 2H), 1.36 — .11 (m, 2H).

13C NMR (125 MHz, DMSO) § = 166.64, 162.23, 161.51, 160.79, 158.30, 153.17,
141.08, 138.92, 137.53, 137.23, 134.10, 134.00, 132.29, 131.19, 130.62, 130.46, 129.73
(4), 128.74, 127.75 (2), 125.13 (2), 120.76, 117.12, 115.23, 109.12, 106.08, 101.29,
58.96, 51.35 (2), 47.77, 26.10 (2).

HRMS: Berechnet: 641.2434 fiir C37H3,NOs [M+H]", gefunden: 641.2521.

130



7 EXPERIMENTELLER TEIL

Darstellung von V'-(2-0x0-3-(1-(4-(5-0x0-3-phenyl-5,6-dihydro-1,6-naphthyridin-2-
yDbenzyl)piperidin-4-yl)-2,3-dihydro-1H-benzo[d]imidazol-5-yl)-N*-(prop-2-yn-1-
yDfumaramid AS1

7

0
L =
o \ °
HN F SN
o]
o]

AS1

100 mg (E)-4-0x0-4-((2-0x0-3-(1-(4-(5-0x0-3-phenyl-5,6-dihydro-1,6-naphthyridin-2-
yl)benzyl)piperidin-4-yl)-2,3-dihydro-1 H-benzo[d]-imidazol-5-yl)amino)but-2-
enolsdure 56 (0,2 mmol, 1 Eq.) wurden geméB der allgemeinen Synthesevorschrift A mit
14 uL 1-Amino-2-propyne umgesetzt. Abweichend hierzu wurden sechs statt drei
Equivalente von DIPEA verwendet. Die chromatographische Aufreinigung fiihrte zu 35
mg (0,1 mmol, 33 %) der finalen Verbindung AS1.

TH NMR (500 MHz, DMSO) & = 11.64 (d, J= 5.4 Hz, 1H), 10.92 (s, 1H), 10.42 (s, 1H),
9.76 (d, J=28.1 Hz, 1H), 8.98 — 8.92 (m, 1H), 8.43 (s, 1H), 7.84 (s, 1H), 7.52 (t, J= 10.5,
5.3 Hz, 1H), 7.49 — 7.45 (m, 4H), 7.35— 7.31 (m, 3H), 7.26 (dd, J="7.1, 2.2 Hz, 2H), 7.09
(d,J=15.1 Hz, 1H), 6.96 (dd, J = 16.2, 7.9 Hz, 2H), 6.69 (d, J= 7.3 Hz, 1H), 4.40 — 4.35
(m, 1H), 4.34 (d, J = 3.2 Hz, 2H), 4.01 (dd, J = 5.3, 2.4 Hz, 2H), 3.46 (d, J = 10.7 Hz,
2H), 3.21 (d, J= 6.7 Hz, 1H), 3.19 (dd, J = 11.3, 8.9 Hz, 2H), 2.69 — 2.58 (m, 2H), 1.98
(t,J= 16.6 Hz, 2H).

13C NMR (125 MHz, DMSO) & = 163.33, 161.95, 161.74, 160.58, 153.97, 152.93,
140.86, 138.67, 136.94, 133.82, 133.75, 132.63, 132.21, 130.91, 130.17 (4), 129.71,
129.48, 129.14 (2), 128.50 (2), 127.63, 124.93, 120.54, 113.34, 108.94, 105.80, 101.14,
80.58, 73.52, 58.90 (2), 51.08, 47.65, 28.14 (2), 25.91.

LC-MS: Berechnet: 678.28 fiir C40H3sN704 [M+H]", gefunden: 678.44.

HRMS: Berechnet: 678.2751 fiir C40H3sN704 [M+H]", gefunden: 678.2839.
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Darstellung von N’-(but-3-yn-1-yl)-N*-(2-0x0-3-(1-(4-(5-0x0-3-phenyl-5,6-dihydro-
1,6-naphthyridin-2-yl)benzyl)piperidin-4-yl)-2,3-dihydro-1H-benzo[d]imidazol-5-
yDfumaramid AS2

100 mg (E)-4-0x0-4-((2-0x0-3-(1-(4-(5-0x0-3-phenyl-5,6-dihydro-1,6-naphthyridin-2-
yl)benzyl)piperidin-4-yl)-2,3-dihydro-1H-benzo[d]-imidazol-5-yl)amino)but-2-

enolsdure 56 (0,2 mmol, 1 Eq.) wurden gemal3 der allgemeinen Synthesevorschrift A mit
14 pL 1-Amino-3-butyne (0,2 mmol, 1 Eq.) umgesetzt. Abweichend hierzu wurden sechs
statt drei Equivalente von DIPEA verwendet. Die chromatographische Aufreinigung

fiihrte zu 39 mg (0,1 mmol, 37 %) des finalen Produktes AS2.

TH NMR (500 MHz, DMSO) 8 = 11.60 (d, J = 5.2 Hz, 1H), 10.87 (d, J = 14.5 Hz, 1H),
10.41 (s, 1H), 8.70 (t, J = 5.7 Hz, 1H), 8.39 (s, 1H), 7.66 (s, 1H), 7.53 — 7.47 (m, 1H),
7.33 (m, 5H), 7.29 — 7.21 (m, 4H), 7.06 (d, J = 7.5 Hz, 1H), 7.02 (s, 1H), 6.95 (s, 1H),
6.93 (d, /J=7.9 Hz, 1H), 6.69 (d, /= 7.3 Hz, 1H), 4.11 (dd, /= 14.2, 10.2 Hz, 1H), 3.54
(s, 2H), 3.30 (dd, J=13.0, 6.6 Hz, 2H), 2.92 (t,J= 15.0 Hz, 2H), 2.87 (t, /= 7.9 Hz, 1H),
2.36 (m, 2H), 2.29 (dd, J=21.5, 11.9 Hz, 2H), 2.08 (t, /= 11.3 Hz, 2H), 1.65 (d, /=9.9
Hz, 2H).

13C NMR (125 MHz, DMSO) & = 163.75, 162.04, 161.78, 161.25, 154.01, 152.96,
139.05, 138.81, 138.25, 136.85, 133.76, 133.57, 133.40, 133.06, 132.52, 129.72 (4),
129.43, 129.02, 128.49 (2), 128.37 (2), 127.54, 124.78, 120.28, 112.11, 105.96, 100.79,
82.17,72.34, 61.53, 52.64 (2), 50.16, 38.08, 28.69 (2), 18.61.

LC-MS: Berechnet: 692.29 fiir C41H37N704 [M+H]", gefunden: 692.53.

HRMS: Berechnet: 692.2907 fiir C41H37N704 [M+H]", gefunden: 692.2995.
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Darstellung von tert-butyl (E)-14,17-dioxo-17-((2-0x0-3-(1-(4-(5-0x0-3-phenyl-5,6-
dihydro-1,6-naphthyridin-2-yl)benzyl)piperidin-4-yl)-2,3-dihydro-1H-
benzo[d]imidazol-5-yl)amino)-4,7,10-trioxa-13-azaheptadec-15-enoate VAS3

0

0 0™\_o

(E)-4-0x0-4-((2-0x0-3-(1-(4-(5-0x0-3-phenyl-5,6-dihydro-1,6-naphthyridin-2-yl)benz-
yl)piperidin-4-yl)-2,3-dihydro-1H-benzo[d]-imidazol-5-yl)amino)but-2-enolsdure 56
(100 mg, 0.16 mmol, 1 eq.) wurden mit HATU (77 mg, 0.2 mmol, 1.3Eq.) und EDC HCI
(45 mg, 0.2 mmol, 1.5 eq.) in 3mL eines THF/DMF-Gemisches (2:1 (v/v)) gelost.
AnschlieBend erfolgte die Zugabe von DIPEA (55 uL, 0.3 mmol, 2Eq.). tert-butyl 3-(2-
(2-(2-aminoethoxy)ethoxy)ethoxy)propanoat (52 mg, 0.2 mmol, 1.2 eq.) wurde in 2mL
THF gelost und der Reaktionslosung zugetropft. AnschlieBend wurde fiir vier Stunden
bei RT geriihrt. Das Losungsmittel wurde unter vermindertem Druck entfernt und der
Riickstand in einer Bicarbonat-Losung aufgenommen. Es erfolgte die Extraktion mit
DCM + 10% MeOH. Daraufhin wurden die organischen Phasen vereinigt, iiber Na2SO4
getrocknet und die Losungsmittel unter vermindertem Druck entfernt. Durch eine
sdulenchromatographische Aufreinigung (0-20% MeOH/DCM + 1% NH3) konnte das
Produkt (128 mg, 0.1 mmol, 91 %) als gelblicher Feststoff erhalten werden.

TH NMR (500 MHz, DMSO) 6 = 11.62 (s, 1H), 10.90 (d, J = 35.4 Hz, 1H), 10.42 (s, 1H),
9.09 (s, 1H), 8.61 (s, 1H), 8.40 (s, 1H), 7.82 (s, 1H), 7.68 (s, 1H), 7.51 (s, 3H), 7.42 —
7.20 (m, 8H), 6.99 (t, ] = 20.7 Hz, 3H), 3.73 — 3.54 (m, 5H), 3.50 (d, J = 15.7 Hz, 10H),
3.20 - 3.05 (m, 2H), 2.40 (t, ] = 6.2 Hz, 2H), 2.02 (d, ] = 65.6 Hz, 2H), 1.66 (s, SH), 1.37
(s, 9H).

I3C NMR (125 MHz, DMSO) & = 187.68, 170.45, 128.53, 123.68, 120.24, 107.18, 79.74,
69.75, 68.94, 66.25, 53.38, 39.52, 27.76, 18.01, 16.73.

LC-MS: Berechnet: 900.42 fiir CsoHs7N7O9 [M+H]", gefunden: 900.38.
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Darstellung von N1-(2-ox0-3-(1-(4-(5-0x0-3-phenyl-5,6-dihydro-1,6-naphthyridin-
2-yl)benzyl)piperidin-4-yl)-2,3-dihydro-1H-benzo[d]imidazol-5-yl)-N4-(12-oxo-
3,6,9-trioxa-13-azaheptadec-16-yn-1-yl)fumaramide AS3

0
H
\/\
O 0o
= //\\NH \/\O’\//Z)
AS3 NN=
tert-butyl (E)-14,17-dioxo-17-((2-0x0-3-(1-(4-(5-0x0-3-phenyl-5,6-dihydro-1,6-

naphthyridin-2-yl)benzyl)piperidin-4-yl)-2,3-dihydro-1H-benzo[d]imidazol-5-yl)4,7,10-
trioxa-13-azaheptadec-15-enoat (120 mg, 0.1 mmol, 1 eq.) wurden in SmL eines
HCl/Dioxan-Gemisches (4 M) gelost. Der Reaktionsansatz wurde fiir eine Stunde bei RT
geriihrt. Das Losungsmittel wurde unter vermindertem Druck entfernt. Der verbliebene
Riickstand (120 mg, 0.14 mmol, 1 eq.) wurde mit EDC _ HCI (41mg 0.2 mmol, 1.5 eq.)
sowie HATU (70 mg, 0.2 mmol,1.3 eq.) in 6mL eines THF/DMF-Gemisches (2:1(v/v))
umgesetzt. Nachdem die Feststoffe vollstindig gelost waren erfolgte die Zugabe von
DIPEA (149 pL, 0.9 mmol, 6Eq.). 1-Amino-3-Butyn (14 pL, 0.2 mmol, 1.2Eq.) in 100 pL.
THF gelost und dem Reaktionsansatz langsam zugetropft. Die Losung wurde fiir vier
Stunden bei RT geriihrt. AnschlieBend wurde das Losungsmittel durch einleiten eines
Luftstroms iiber Nacht verdampft. Nachdem der Riickstand in einer geséttigten
Bicarbonat-Losung resuspendiert wurde, erfolgte die Extraktion mit DCM (3x).
Daraufhin wurden die organischen Phasen vereinigt, iiber Na>xSO4 getrocknet und das
Losungsmittel unter vermindertem Druck entfernt. Durch eine sdulenchromatographische
Aufreinigung (0-20% MeOH/DCM + 1% NH3) konnte das Produkt AS3 (20 mg, 22 umol,

16% (liber zwei Reaktionsschritte)) als gelblicher Feststoff gewonnen werden.

'H NMR (400 MHz, DMSO) = 11.58 (d, J = 5.4 Hz, 1H), 10.83 (s, 1H), 10.39 (s, 1H),
8.58 (t,J = 5.5 Hz, 1H), 8.39 (s, 1H), 8.00 (t, J = 5.5 Hz, 1H), 7.54 — 7.45 (m, 1H), 7.39
—7.20 (m, 10H), 6.97 (dt, J = 12.5, 11.7 Hz, 3H), 3.65 — 3.42 (m, 18H), 3.14 (dd, J = 12.9,
7.0 Hz, 2H), 2.94 (d, J = 8.3 Hz, 2H), 2.80 (t, ] = 2.6 Hz, 1H), 2.38 — 2.18 (m, 7H), 1.66
(d, J = 8.6 Hz, 4H).

I3C NMR (101 MHz, DMSO) = 170.16, 163.73, 161.99, 161.83, 156.40, 153.99, 152.92,
136.80, 133.74, 133.51, 133.25, 132.50, 129.39, 128.43, 127.50, 124.75, 120.29, 105.92,
82.26, 72.03, 69.72, 69.68, 69.63, 69.53, 68.91, 66.73,37.71, 36.04, 18.73.
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LC-MS: berechnet: 895.41 fiir CsoHs4NgOg [M+H]", gefunden: 895.28.

LC-HRMS: berechnet: 896.4137 fiir CsoHsaNsOs [M+H]", gefunden: 895. 4144,

Darstellung von  N1-(12-0x0-15-(1-(13-0x0-17-(2-oxohexahydro-1H-thieno[3,4-
d]imidazol-4-yl)-3,6,9-trioxa-12-azaheptadecyl)-1H-1,2,3-triazol-4-yl)-3,6,9-trioxa-
13-azapentadecyl)-N4-(2-0x0-3-(1-(4-(5-0x0-3-phenyl-5,6-dihydro-1,6-
naphthyridin-2-yl)benzyl)piperidin-4-yl)-2,3-dihydro-1H-benzo[d]imidazol-5-
yDfumaramide BS2

0 HN—°

7 PEG ~
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N1-(2-0x0-3-(1-(4-(5-0x0-3-phenyl-5,6-dihydro1,6-naphthyridin-2-yl)benzyl)piperidin-
4-yl)2,3-dihydro-1H-benzo[d]imidazol-5-yl)-N4(12-0x03,6,9-trioxa-13azaheptadec-16-
yn-1-y)fumaramid 56 (12 mg, 13 mol, 1 eq) wurde mit N-[2[2[2(2-
Azidoethoxy)ethoxy]-ethoxy]ethyl hexahydro2-oxo(3aS,4S,6aR) 1 H-thieno[3,4-d

Jimidazole-4-pentanamide (6.6 mg, 15 umol, 1.1 eq.) in SmL eines H2O/DMF-Gemisches
(3:2 (v/v)) gelbst. AnschlieBend wurde der Reaktionsansatz mit CuSOs - 5 H2O (6.7 mg,
27 mol, 2 Eq.) und Natriumascorbat (8 mg, 40 umol, 3Eq.) versetzt. Die Reaktionslosung
wurde auf 30 °C erwdrmt und fiir 20 Stunden geriihrt. Das Ldsungsmittel wurde
untervermindertem Druck eingeengt. Das Produkt BS2 (16 mg, 12 pmol, 89 %) wurde
durch sdulenchromatographische Aufreinigung (RP, 10-100% Acetonitril/H20) als
gelblicher Feststoff erhalten.

TH-NMR (600 MHz, DMSO) = 11.64 (d, J = 5.6 Hz, 1H), 10.92 (s, 1H), 10.39 (s, 1H),
9.79 (s, 1H), 8.61 (t, J = 5.5 Hz, 1H), 8.43 (s, 1H), 7.96 (t, ] = 5.5 Hz, 1H), 7.83 (d, J =
11.1 Hz, 3H), 7.56 — 7.42 (m, 7H), 7.28 (dt, ] = 6.6, 4.2 Hz, 7TH), 6.97 (dd, J = 15.9, 9.9
Hz, 3H), 4.46 (t, ] = 5.3 Hz, 3H), 3.57 — 3.40 (m, 37H), 3.29 (dd, J = 13.3, 7.2 Hz, 3H),
2.85 — 2.70 (m, 3H), 2.67 — 2.54 (m, 3H), 2.30 (t, J = 6.4 Hz, 2H), 2.05 (t, ] = 7.4 Hz,
3H), 1.97 (d, J = 11.2 Hz, 2H), 1.65 — 1.55 (m, 1H), 1.35 — 1.23 (m, 2H).

LC-MS: berechnet: 1339.62 fiir CesHgeN14013S [M+H]", gefunden: 1340.47.

LC-HRMS: berechnet: 1340.6292 fiir CesHseN14013S [M+H]", gefunden: 1339.6320.
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Darstellung von N1-(2-(1-(13-0x0-17-(2-oxohexahydro-1H-thieno[3,4-d]imidazol-4-
yD)-3,6,9-trioxa-12-azaheptadecyl)-1H-1,2,3-triazol-4-yl)ethyl)-N4-(2-ox0-3-(1-(4-(5-
0x0-3-phenyl-5,6-dihydro-1,6-naphthyridin-2-yl)benzyl)piperidin-4-yl)-2,3-
dihydro-1H-benzo[d]imidazol-5-yl)fumaramide BS1

0 HN—°
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N1-(but-3-yn-1-yl)-N4-(2-0x0-3-(1-(4-(5-0x0-3-phenyl-5,6-dihydro-1,6-naphthyridin-
2- yl)benzyl)piperidin-4-yl)-2,3-dihydro-1H-benzo[d]imidazol-5-yl)fumaramid (20 mg,
29 umol, 1 eq.) wurden mit Kupfersulfatpentahydrat (CuSOs - 5 H2O) (0.1 mg, 0.6 pmol,
0.02Eq.), Natriumascorbat (0.6 mg, 3 mol, 0.1 Eq.) und Tris[(1-benzyl-1H-1,2,3-
triazol-4-yl)methyl]amin) (TBTA) (1.5 mg, 3 umol, 0.1 Eq.) in 2mL eines Gemisches aus
Butanol/H>O (1:1 (v/v) gelost. Weiterhin wurde N-[2-[2-[2-(2-
Azidoethoxy)ethoxy]ethoxy]ethyl |hexahydro-2-oxo0-(3aS,4S,6aR)-1H-thieno| 3,4-
d]imidazole-4-pentanamide (14.1 mg, 32 pmol, 1.1Eq.) in ImL des BuOH/H>O-
Gemisches gelost und dem Reaktionsansatz zugetropft. Der Reaktionsansatz wurde fiir
20 Stunden bei 40 °C geriihrt. Das Losungsmittel wurde unter vermindertem Druck
entfernt. Nach einer sdulenchromatographischen Aufreinigung (RP, 10-100%
Acetonitril/H>0) konnte das Produkt BS1 (6 mg, 5.5 umol, 18 %) als hellbrdunlicher

Feststoff erhalten werden.

IH NMR (500 MHz, MeOD) = 11.51 (s, 1H), 10.80 (s, 1H), 10.37 (s, 1H), 8.61 (s, 1H),
7.88 (d,J =35.4 Hz, 2H), 7.51 (dd, T = 19.7, 7.6 Hz, 4H), 7.23 (dd, J = 16.0, 12.7 Hz, SH)
7.00 (dt, J = 14.8, 10.3 Hz, 3H), 4.55— 4.49 (m, 2H), 4.35 (d, J = 13.1 Hz, 2H), 3.67 —
3.50 (m, 15H), 3.27 (s, 17H), 2.88 (ddd, ] = 19.6, 18.1, 13.2 Hz, 3H), 2.68 — 2.60 (m, 2H),
2.14 (ddd, J = 32.4, 19.9, 10.4 Hz, 4H), 1.60 (qdd, J = 28.8, 17.7, 5.9 Hz, 6H).

13C NMR (125 MHz, MeOD) _ = 162.77, 151.03, 144.19, 139.93, 139.09, 136.55,
134.24, 132.19, 132.16, 132.05, 130.89, 129.69, 128.99, 115.55, 112.31, 110.78, 107.92,
103.16,71.65,71.62,71.50,71.26,71.14, 70.58, 70.55, 70.38, 63.37, 63.35, 61.63, 57.02,
51.76, 41.05, 40.36, 40.33, 36.72, 29.76, 29.75, 29.49, 26.86.

LC-MS: berechnet: 1136.51 filir CsoHsoN1300S [M+H]", gefunden: 1136.38.

LC-HRMS: berechnet: 1137.5134 fiir CsoHsoN1300S [M+H]", gefunden: 1136.5152.
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Synthese von PROTACs

Darstellung von 4-Fluorisobenzofuran-1,3-dion 65

o
o
F O

65
Eine Mischung von 4 g 3-Fluorphthalsdure 64 (21,7 mmol, 1,0 eq.) in 32 mL
Essigsdureanhydrid wurde 2 h lang refluxiert. Das Losungsmittel wurde in vacuo entfernt
und der Riickstand wurde in Essigsdureanhydrid kristallisiert, um das Produkt 65 als
braunen Feststoff zu erhalten.!! 144
'H NMR (400 MHz, DMSO): 3 7.85 (t, 1H), 7,94 (d, 1H), 8,02-8,08 (m, 1H).
13C NMR (125 MHz, DMSO): § 158,69, 156,07, 139,34, 133,60, 123,71, 123,52, 121,86,
118,20.

LC-MS: berechnet: 167.11 fiir CsH3FOs [M+H]", gefunden: 167.22.

Darstellung von 5-Amino-2-(4-fluor-1,3-dioxoisoindolin-2-yl)-5-oxopentanoicsiure

66
(0]
o NH,
N
OH
F O O
66

Ein Gemisch aus 3,6 g 4-Fluor-1,3-dihydro-2-benzofuran-1,3-dion 65 (21,7 mmol, 1,0
eq.) und 3,2 g L-Glutamin (21,7 mmol, 1,0 eq.) in trockenem DMF (18 mL) wurde bei
90 °C fiir 8 h. Das Losungsmittel wurde unter vermindertem Druck entfernt. Der
Riickstand wurde in 4 M HCI (200 mL) gelost und riihrte fiir weitere 8§ h. Der so
entstandene Niederschlag wurde filtriert, mit kaltem Wasser gewaschen und getrocknet,

um das Produkt als leicht weiBen Feststoff erhalten.!'4d]
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TH NMR (400 MHz, DMSO): & 2.13-2.20 (t. 2H), 2.21-2.36 (m, 2H), 4.74-4.78 (m, 1H),
6.73 (s, 1H), 7.24 (s, 1H), 7.73 (t, 1H), 7.78 (m, 1H), 8.95 (m, 1H), 13.30 (s, 1H).

13C NMR (125 MHz, DMSO): § 173, 15, 170,27, 164,20, 157,55, 156,06, 137,96, 133,50,
122,96, 119,98, 51,46, 31,34, 23,87.

LC-MS: berechnet 295,24 fiir C13H11FN2Os [M+H]", gefunden: 295,32.

Darstellung von 2-(2,6-dioxopiperidin-3-yl)-4-fluoroisoindoline-1,3-dion 67

0 0
NH
N o
F O
67

Ein Gemisch aus 4 g 5-Amino-2-(4-fluor-1,3-dioxoisoindolin-2-yl)-5-oxopentanoicséure
66 (13,6 mmol, 1 eq.), 2,6 g 1,1'-Carbonyldiimidazol (CDI) (16,3 mmol, 1,2 eq.) und 166
mg 4-Dimethylaminopyridin (DMAP) (1,4 mmol, 0,1 eq.) in 10 mL Acetonitril wurde 5
h refluxiert. Das Reaktionsgemisch wurde auf Raumtemperatur abgekiihlt. Der
resultierende Feststoff wurde durch Filtration gesammelt und mit Acetonitril (100 mL)
gewaschen, um das Rohprodukt 67, das durch Kieselgelchromatographie mit 1-10%
MeOH in DCM als Eluent gereinigt wurde, und als hellgelber Feststoff (1,2 g, 4,3 mmol,
30 %) erhalten wurde.[!!4d]

'H NMR (400 MHz, DMSO): § 2.04-2.09 (m, 1H), 2.54 (dd, 1H), 2,62 (dt, 1H), 2.87-
2.92 (m, 1H), 5.14-5.18 (m, 1H), 7.73 (t, J = 8.4 Hz, 1H), 7.78 (m, 1H), 7.95 (m, 1H),
11.15 (s, 1H).

I3C NMR (125 MHz, DMSO): § 172,17, 166,09, 163,95, 157,54, 156,05, 138,06, 133,44,
122,93, 120,03, 117,14, 49,08, 30,89, 21,83.

LC-MS: berechnet 277,22 fiir C13HoFN2O4 [M+H]", gefunden: 277,31.

Darstellung von 3-(2-((2-(2,6-Dioxopiperidin-3-yl)-1,3-dioxoisoindolin-4-
yl)amino)ethoxy-ethoxy)propanoicsiure 74
0 Q
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200 mg 2-(2,6-Dioxopiperidin-3-yl)-4-fluorisoindolin-1,3-dion 67 (0,7 mmol, 1,0 eq) und
169 mg tert-Butyl-3-(2-aminoethoxy-ethoxy-ethoxy)propanoat 68 (0,7 mmol, 1,0 eq)
wurden nach der allgemeinen Synthesevorschrift B verwendet und ergab das Produkt 74
als blassgelben Feststoff (81 mg, 0,2 mmol, 26 %).

'TH NMR (500 MHz, DMSO0):5 12.24 (s, 1H), 7.75 (t, 1H), 7.58 (d, 1H), 7.33 (d, 1H),
7.02 (t, 1H), 6.97 (t, 1H), 5.67 — 5.55 (m, 1H), 3.91 — 3.80 (m, 7H), 3.76 (t, 2H), 3.37 —
3.25 (m, 3H), 2.99 — 2.87 (m, 1H), 2.81 (s, 1H), 2.75 — 2.66 (m, 2H).

I3C NMR (125 MHz, DMSO): § 196,22, 180,77, 174,35, 171,13, 168,08, 167,11, 155,89,
147,73, 136,03, 131,66, 118,48, 111,52, 108,93, 77,56, 69,88, 49,16, 42,15, 28,98.
LC-MS: berechnet 434,42 fiir C20H23N305 [M+H]", gefunden: 434,45.

Darstellung von 3-(2-((2-(2,6-Dioxopiperidin-3-yl)-1,3-dioxoisoindolin-4-

yl)amino)ethoxy-ethoxy-ethoxy)propanoicsiure 75
0 0
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50 mg 2-(2,6-Dioxopiperidin-3-yl)-4-fluorisoindolin-1,3-dion 67 (0,2 mmol, 1,0 eq) und
50 mg tert-Butyl-3-(2-aminoethoxy-ethoxy-ethoxy-ethoxy)propanoat 69 (0,2 mmol,
1,0 eq) wurden nach der allgemeinen Synthesevorschrift B verwendet und ergab das
Produkt 75 als blassgelben Feststoff (21 mg, 0,1 mmol, 35 %).
TH NMR (500 MHz, DMS0):5 12.30 (s, 1H), 7.87 (t, 1H), 7.63 (d, 1H), 7.41 (d, 1H),
7.13 (t, 1H), 7.02 (t, 1H), 5.77 — 5.69 (m, 1H), 4.02 — 3.95 (m, 11H), 3.79 (t, 2H), 3.51 —
3.37 (m, 3H), 3.01 —2.93 (m, 1H), 2.87 (s, 1H), 2.81 — 2.74 (m, 2H).
I3C NMR (125 MHz, DMSO): § 195,89, 181,22, 174,15, 171,21, 167,96, 166,98, 155,63,
147,56, 135,87, 131,73, 118,52, 111,34, 108,73, 77,48, 69,71, 49,02, 41,96, 29,22.
LC-MS: berechnet 478,47 fiir C22H27N309 [M+H]", gefunden: 478,43.

Darstellung von 3-(2-((2-(2,6-Dioxopiperidin-3-yl)-1,3-dioxoisoindolin-4-

yDamino)ethoxy-ethoxy-ethoxy-ethoxy)propanoicsiure 76
0 Q
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150 mg 2-(2,6-Dioxopiperidin-3-yl)-4-fluorisoindolin-1,3-dion 67 (0,5 mmol, 1,0 eq) und
175 mg  tert-Butyl-3-(2-aminoethoxy-ethoxy-ethoxy-ethoxy-ethoxy)propanoat 70
(0,5 mmol, 1,0 eq) wurden nach der allgemeinen Synthesevorschrift B verwendet und
ergab das Produkt 76 als blassgelben Feststoff (90 mg, 0,2 mmol, 29 %).

'H NMR (500 MHz, DMSO0):5 12.03 (s, 1H), 7.68 (t, 1H), 7.42 (d, 1H), 7.29 (d, 1H),
6.97 (t, 1H), 6.78 (t, 1H), 5.63 — 5.54 (m, 1H), 3.93 —3.79 (m, 15H), 3.68 (t, 2H), 3.42 —
3.32 (m, 3H), 2.96 — 2.89 (m, 1H), 2.75 (s, 1H), 2.69 — 2.57 (m, 2H).

13C NMR (125 MHz, DMSO): § 195,37, 180,89, 174,32, 170,92, 168,24, 166,79, 155,32,
147,26, 135,64, 131,58, 118,17, 110,68, 108,85, 77,08, 69,55, 48,99, 42,13, 29,34.
LC-MS: berechnet 522,52 fiir C24H31N3010 [M+H]", gefunden: 522,50.

Darstellung von 4-((2-(2-Aminoethoxy-ethoxy)ethyl)amino)-2-(2,6-dioxopiperidin-

3-yDisoindolin-1,3-dion 77
0
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200 mg 2-(2,6-Dioxopiperidin-3-yl)-4-fluorisoindolin-1,3-dion 67 (0,7 mmol, 1,0 eq) und
180 mg tert-Butyl-(2-(2-aminoethoxy-ethoxy)-ethyl)-carbamat 71 (0,7 mmol, 1,0 eq)
wurden nach der allgemeinen Synthesevorschrift B und lieferte das Produkt 77 als
hellgelben Feststoff (78 mg, 0,2 mmol, 27 %).

TH NMR (500 MHz, DMSO):8 11.24 (d, 1H), 7.45 (dt, 1H), 7.06 (d, 1H), 6.97 (d, 1H),
6.69 (t, 1H), 6.59 (t, 1H), 5.08 —4.95 (m, 1H), 3.53 — 3.33 (m, 8H), 3.25 (t, 2H), 3.03 —
2.94 (m, 3H), 2.83 —2.76 (m, 1H), 2.58 — 2.51 (m, 3H).

I3C NMR (125 MHz, DMSO): § 197,94, 173,27, 170,45, 169,24, 167,89, 156,15, 146,54,
137,01, 132,46, 118,08, 111,00, 109,56, 77,97, 70,06, 48,96, 41,95, 29,01.

LC-MS: berechnet 405,42 fiir C19H24N4O6 [M+H]", gefunden: 405,39.

Darstellung von 4-((2-(2-Aminoethoxy-ethoxy-ethoxy)ethyl)amino)-2-(2,6-
dioxopiperidin-3-yl)isoindolin-1,3-dion 78
0 0

-

o)
HQN{\/\&;\/NH
78
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61 mg 2-(2,6-Dioxopiperidin-3-yl)-4-fluorisoindolin-1,3-dion 67 (0,2 mmol, 1,0 eq) und
65 mg tert-Butyl-(2-(2-aminoethoxy-ethoxy-ethoxy)-ethyl)-carbamat 72 (0,2 mmol,
1,0 eq) wurden nach der allgemeinen Synthesevorschrift B und lieferte das Produkt 78
als hellgelben Feststoff (30 mg, 0,1 mmol, 32 %).

'TH NMR (500 MHz, DMSO0):6 11.13 (d, 1H), 7.58 (dt, 1H), 7.15 (d, 1H), 7.04 (d, 1H),
6.75 (t, 1H), 6.61 (t, 1H), 5.18 — 5.03 (m, 1H), 3.64 — 3.41 (m, 12H), 3.35 (t, 2H), 3.07 —
3.01 (m, 3H), 2.93 — 2.84 (m, 1H), 2.66 — 2.51 (m, 3H).

13C NMR (125 MHz, DMSO): § 198,13, 173,30, 170,65, 169,43, 167,77, 156,04, 146,85,
136,71, 132,56, 117,94, 111,14, 109,72, 78,05, 70,33, 69,96, 49,06, 42,08, 28,69.
LC-MS: berechnet 449,48 fiir C21H2sN4O7 [M+H]", gefunden: 449,52.

Darstellung von 4-((2-(2-Aminoethoxy-ethoxy-ethoxy-ethoxy)ethyl)amino)-2-(2,6-
dioxopiperidin-3-yl)isoindolin-1,3-dion 79
0 O

NH
@QN‘GO
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150 mg 2-(2,6-Dioxopiperidin-3-yl)-4-fluorisoindolin-1,3-dion 67 (0,5 mmol, 1,0 eq) und
183 mg tert-Butyl-(2-(2-aminoethoxy-ethoxy-ethoxy-ethoxy)-ethyl)-carbamat 73 (0,5
mmol, 1,0 eq) wurden nach der allgemeinen Synthesevorschrift B und lieferte das Produkt
79 als hellgelben Feststoff (82 mg, 0,2 mmol, 31 %).

'TH NMR (500 MHz, DMSO):8 10.88 (d, 1H), 7.27 (t, 1H), 6.99 (d, 1H), 6.84 (d, 1H),
6.76 (t, 1H), 6.49 (t, 1H), 5.09 —4.99 (m, 1H), 3.59 — 3.42 (m, 16H), 3.27 (t, 2H), 2.98 —
291 (m, 3H), 2.88 — 2.79 (m, 1H), 2.54 — 2.41 (m, 3H).

I3C NMR (125 MHz, DMSO): § 197,13, 172,88, 169,79, 168,73, 167,12, 155,84, 146,38,
136,44, 132,09, 117,58, 110,85, 109,53, 77,76, 70,02, 69,58, 48,81, 41,75, 28,69.
LC-MS: berechnet 493,53 fiir C23H3:N4Og [M+H]", gefunden: 493,49.
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Darstellung  von N1-(2-(2-((2-(2,6-dioxopiperidin-3-yl)-1,3-dioxoisoindolin-4-
yl)amino)ethoxy-ethoxy)ethyl)-N4-(2-0x0-3-(1-(4-(5-0x0-3-phenyl-5,6-dihydro-1,6-
naphthyridin-2-yl)benzyl)piperidin-4-yl)-2,3-dihydro-1H-benzo[d]imidazol-5-
yDfumaramid AAP1

ﬂw
HN
SRSVl
= IN\ N
HN =
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AAP1
38 mg (E)-4-Oxo0-4-((2-0x0-3-(1-(4-(5-0x0-3-phenyl-5,6-dihydro-1,6-naphthyridin-2-
yl)benzyl)piperidin-4-yl)-2,3-dihydro-1H-benzo[d]imidazol-5-yl)amino)but-2-enoic-
sdure 56 (0,06 mmol, 1 eq.) und 24 mg 4-((2-(2-Aminoethoxy-ethoxy)ethyl)amino)-2-(2,
6-Dioxopiperidin-3-yl)isoindolin-1,3-dion 77 (0,06 mmol, 1 eq.) wurden nach der
allgemeinen Synthesevorschrift C verwendet und ergab das Produkt AAP1 als
blassgelben Feststoff (36 mg, 0,04 mmol, 60 %).
TH NMR (500 MHz, DMSO) 6 =11.22 - 11.15 (m, 1H), 10.36 (d, 1H), 8.23 (s, 1H), 7.87
(s, 1H), 7.49 — 7.41 (m, 6H), 7.31 (dd, 3H), 7.25 — 7.21 (m, 2H), 7.16 (m, 2H), 7.03 (m,
3H), 6.68 (m, 3H), 6.57 (t, 1H), 5.03 — 4.92 (m, 1H), 4.32 (m, 3H), 3.77 (s, 1H), 3.57 —
3.32 (m, 10H), 3.18 (t, 2H), 3.04 — 2.98 (m, 3H), 2.65 — 2.57 (m, 4H), 1.99 — 1.87 (m,
2H), 1.16 — 1.08 (m, 2H).

13C NMR (125 MHz, DMSO) & = 197,84, 173,15, 170,11, 169,35, 168,02, 166,66,
162,15, 161,41, 160,89, 158,40, 156,15, 153,20, 146,57, 141,01, 138,99, 137,57, 137,35,
134,09, 134,02, 132,25, 131,11, 130,62, 130,11, 129,73, 128,64, 127,75, 125,13, 120,56,
118,08, 117,12, 115,23, 111,00, 109,12, 106,08, 101,29, 77,97, 70,06, 58,96, 51,35,
48,96, 47,77, 41,95, 29,01, 26,10.

LCMS: Berechnet: 1028.11 fiir Cs¢HsaN19O10 [M+H]", gefunden: 1028.08.
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Darstellung  von N1-(2-(2-((2-(2,6-dioxopiperidin-3-yl)-1,3-dioxoisoindolin-4-
y)amino)ethoxy-ethoxy-ethoxy)ethyl)-N4-(2-0x0-3-(1-(4-(5-0x0-3-phenyl-5,6-
dihydro-1,6-naphthyridin-2-yl)benzyl)piperidin-4-yl)-2,3-dihydro-1H-
benzo[d]imidazol-5-yl)fumaramid AAP2
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AAP2
20 mg (E)-4-Oxo0-4-((2-0x0-3-(1-(4-(5-0x0-3-phenyl-5,6-dihydro-1,6-naphthyridin-2-
yl)benzyl)piperidin-4-yl)-2,3-dihydro-1H-benzo[d]imidazol-5-yl)amino)but-2-
enoicsdure 56 (0.03 mmol, 1 eq.) und 14 mg 4-((2-(2-Aminoethoxy-ethoxy-
ethoxy)ethyl)amino)-2-(2, 6-Dioxopiperidin-3-yl)isoindolin-1,3-dion 78 (0.03 mmol, 1
eq.) wurden nach der allgemeinen Synthesevorschrift C verwendet und ergab das Produkt
AAP2 als blassgelben Feststoff (15 mg, 0,02 mmol, 46 %).
TH NMR (500 MHz, DMSO) 6 =11.18 = 11.11 (m, 1H), 10.28 (d, 1H), 8.20 (s, 1H), 7.82
(s, 1H), 7.47 — 7.39 (m, 6H), 7.29 (dd, 3H), 7.23 — 7.15 (m, 2H), 7.10 (m, 5H), 6.64 (m,
3H), 6.53 (t, 1H), 5.07 — 4.98 (m, 1H), 4.25 (m, 3H), 3.67 (s, 1H), 3.53 — 3.29 (m, 14H),
3.15 (t, 2H), 3.06 — 3.00 (m, 3H), 2.67 — 2.55 (m, 4H), 1.97 — 1.89 (m, 2H), 1.13 — 1.06
(m, 2H).

13C NMR (125 MHz, DMSO) & = 198,02, 173,55, 170,42, 169,64, 168,34, 166,75,
162,08, 161,21, 160,98, 158,30, 155,25, 153,20, 148,57, 142,05, 139,88, 137,45, 137,22,
134,05, 132,17, 131,61, 130,93, 130,56, 129,85, 128,66, 127,45, 126,88, 125,73, 120,43,
119,07, 116,79, 115,23, 112,22, 108,84, 106,23, 101,17, 78,57, 69,04, 58,76, 52,35,
49,87, 48,54, 47,54, 42,06, 29,21, 26,76.

LCMS: Berechnet: 1072.16 fiir CssHsgNi9O11 [M+H]", gefunden: 1072.10.
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Darstellung  von N1-(2-(2-((2-(2,6-dioxopiperidin-3-yl)-1,3-dioxoisoindolin-4-
yl)amino)ethoxy-ethoxy-ethoxy-ethoxy)ethyl)-N4-(2-0x0-3-(1-(4-(5-0x0-3-phenyl-
5,6-dihydro-1,6-naphthyridin-2-yl)benzyl)piperidin-4-yl)-2,3-dihydro-1H-
benzo[d]imidazol-5-yl)fumaramid AAP3

AAP3

38 mg (E)-4-Oxo0-4-((2-0x0-3-(1-(4-(5-0x0-3-phenyl-5,6-dihydro-1,6-naphthyridin-2-
yl)benzyl)piperidin-4-yl)-2,3-dihydro-1H-benzo[d]imidazol-5-yl)amino)but-2-
enoicsdure 56 (0,6 mmol, 1 eq.) und 29 mg 4-((2-(2-Aminoethoxy-ethoxy-ethoxy-
ethoxy)ethyl)amino)-2-(2, 6-Dioxopiperidin-3-yl)isoindolin-1,3-dion 79 (0,6 mmol, 1
eq.) wurden nach der allgemeinen Synthesevorschrift C verwendet und ergab das Produkt
AAP3 als blassgelben Feststoff (22 mg, 0,2 mmol, 34 %).

'"H NMR (500 MHz, DMSO) 6 =11.25-11.18 (m, 1H), 10.39 (d, 1H), 8.26 (s, 1H), 7.88
(s, 1H), 7.51 — 7.44 (m, 6H), 7.33 (dd, 3H), 7.27 — 7.22 (m, 2H), 7.15 (m, 2H), 7.04 (m,
3H), 6.78 (m, 3H), 6.55 (t, 1H), 5.11 — 4.99 (m, 1H), 4.45 (m, 3H), 3.89 (s, 1H), 3.59 —
3.30 (m, 18H), 3.25 (t, 2H), 3.06 — 3.01 (m, 3H), 2.66 — 2.55 (m, 4H), 2.05 — 1.93 (m,
2H), 1.18 — 1.10 (m, 2H).

13C NMR (125 MHz, DMSO) & = 197,48, 173,51, 170,17, 169,45, 168,06, 167,62,
162,05, 161,31, 160,53, 158,92, 155,79, 153,14, 146,38, 141,21, 138,99, 137,85, 137,25,
135,25, 134,29, 134,27, 132,28, 131,15, 130,09, 130,01, 129,53, 128,44, 127,55, 125,03,
120,26, 118,18, 117,00, 115,15, 111,27, 109,54, 106,61, 101,23, 77,78, 70,46, 58,75,
51,37, 49.33, 48,69, 47,43, 42,43, 30,21, 27,25.

LCMS: Berechnet: 1116.21 fiir CeoHs2N19O12 [M+H]", gefunden: 1116.23.
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Darstellung von 3-(2-((2-(2,6-Dioxopiperidin-3-yl)-1,3-dioxoisoindolin-4-
yl)amino)ethoxy-ethoxy)-N-(2-0x0-3-(1-(4-(5-0x0-3-phenyl-5,6-dihydro-1,6-
naphthyridin-2-yl)benzyl)piperidin-4-yl)-2,3-dihydro-1H-benzo[d]imidazol-5-
yDpropanamid AAP4

AAP4

15 mg 2-(4-((4-(6-amino-2-0x0-2,3-dihydro-1H-benzo[d]imidazol-1-yl)piperidin-1-
yl)methyl)-phenyl)-3-phenyl-1,6-naphthyridin-5(6H)-on 54 (0,03 mmol, 1 eq.) und
16 mg 3-(2-((2-(2,6-dioxopiperidin-3-yl)-1,3-Dioxoisoindolin-4-yl)amino)ethoxy-
ethoxy)propansdure 74 (0,03 mmol, 1 eq.) wurden nach der allgemeinen
Synthesevorschrift D umgesetzt und lieferte das Produkt AAP4 als hellgelben Feststoff
(10 mg, 0,01 mmol, 40 %).

TH NMR (500 MHz, DMSO) & = 11.47 (t, 1H), 10.32 (s, 1H), 7.78 (t, 1H), 7.58 — 7.46
(m, 2H), 7.35 (m, 5H), 7.28 = 7.21 (m, 5H), 7.05 (m, 2H), 6.96 (d, 1H), 6.67 (d, 1H), 6.53
(d, 1H), 6.23 (dt, 1H), 5.62 — 5.58 (m, 1H), 4.70 (s, 2H), 3.98 — 3.81 (m, 8H), 3.68 (t, 2H),
3.47 (s, 2H), 3.39 — 3.28 (m, 4H), 3.03 — 2.92 (m, 3H), 2.86 (s, 1H), 2.79 — 2.71 (m, 2H),
2.49 (t, 3H), 2.31 (t, 2H), 1.72 (d, 2H).

LC-MS: Berechnet: 958.04 fiir Cs3HsiNoOg [M+H]", gefunden: 958.03.
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Darstellung von 3-(2-((2-(2,6-Dioxopiperidin-3-yl)-1,3-dioxoisoindolin-4-
yl)amino)ethoxy-ethoxy-ethoxy)-N-(2-0x0-3-(1-(4-(5-0xo0-3-phenyl-5,6-dihydro-1,6-
naphthyridin-2-yl)benzyl)piperidin-4-yl)-2,3-dihydro-1H-benzo[d]imidazol-5-

yDpropanamid AAPS
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15 mg 2-(4-((4-(6-amino-2-0x0-2,3-dihydro-1H-benzo[d]imidazol-1-yl)piperidin-1-
yl)methyl)-phenyl)-3-phenyl-1,6-naphthyridin-5(6H)-on 54 (0,03 mmol, 1 eq.) und
17mg  3-(2-((2-(2,6-dioxopiperidin-3-yl)-1,  3-Dioxoisoindolin-4-yl)amino)ethoxy-
ethoxy-ethoxy)propansdure 75 (0,03 mmol, 1 eq.) wurden nach der allgemeinen
Synthesevorschrift D umgesetzt und lieferte das Produkt AAPS als hellgelben Feststoff
(9 mg, 0,1 mmol, 35 %).

'TH NMR (500 MHz, DMSO) & = 11.54 (t, 1H), 10.34 (s, 1H), 7.79 (t, 1H), 7.55 — 7.41
(m, 2H), 7.31 (m, 5H), 7.25 - 7.18 (m, 5H), 7.00 (m, 3H), 6.78 (d, 1H), 6.63 (d, 1H), 6.18
(dt, 1H), 5.65 (m, 1H), 4.68 (s, 2H), 4.04 — 3.82 (m, 12H), 3.75 (t, 2H), 3.52 (s, 2H), 3.43
—3.35 (m, 4H), 3.04 — 2.96 (m, 3H), 2.89 (s, 1H), 2.83 — 2.77 (m, 2H), 2.43 (t, 3H), 2.32
(t, 2H), 1.83 (d, 2H).

LC-MS: Berechnet: 1003.10 fiir CssHssNoO1o [M+H]", gefunden: 1003.13.
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Darstellung von 3-(2-((2-(2,6-Dioxopiperidin-3-yl)-1,3-dioxoisoindolin-4-
yl)amino)ethoxy-ethoxy-ethoxy-ethoxy)-N-(2-0x0-3-(1-(4-(5-0x0-3-phenyl-5,6-
dihydro-1,6-naphthyridin-2-yl)benzyl)piperidin-4-yl)-2,3-dihydro-1H-
benzo[d]imidazol-5-yl)propanamid AAP6

15 mg 2-(4-((4-(6-amino-2-0x0-2,3-dihydro-1H-benzo[d]imidazol-1-yl)piperidin-1-
yl)methyl)-phenyl)-3-phenyl-1,6-naphthyridin-5(6H)-on 54 (0,03 mmol, 1 eq.) und
19mg  3-(2-((2-(2,6-dioxopiperidin-3-yl)-1,  3-Dioxoisoindolin-4-yl)amino)ethoxy-
ethoxy-ethoxy-ethoxy)propansdure 76 (0,03 mmol, 1 eq.) wurden nach der allgemeinen
Synthesevorschrift D umgesetzt und lieferte das Produkt AAP6 als hellgelben Feststoff
(7 mg, 0,1 mmol, 27 %).

'TH NMR (500 MHz, DMSO) & = 11.25 (t, 1H), 10.27 (s, 1H), 7.88 (t, 1H), 7.61 — 7.45
(m, 2H), 7.33 (m, 5H), 7.27 — 7.20 (m, 5H), 6.98 (m, 3H), 6.74 (d, 1H), 6.61 (d, 1H), 6.20
(dt, 1H), 5.71 (m, 1H), 4.70 (s, 2H), 3.98 — 3.77 (m, 18H), 3.54 (s, 2H), 3.41 — 3.32 (m,
4H), 3.03 —2.94 (m, 3H), 2.84 — 2.76 (m, 3H), 2.54 (t, 3H), 2.37 (t, 2H), 1.86 (d, 2H).

LC-MS: Berechnet: 1047.15 fiir Cs7HsoNoO1; [M+H]", gefunden: 1047.11.

Synthese von PET Tracern

Darstellung von 2-(4-Hydroxyphenyl)-N-methoxy-N-methylacetamid 39

O N\:

39

10 g 2-(4-Hydroxyphenyl)essigsdaure 38 (66 mmol, 1 eq.), 7,1 g MeNH(OMe)-HCI
(72 mmol, 1,1 eq.) und 34 mL DIPEA (199 mmol, 3 eq.) wurden in 20 mL Dichlormethan
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geldst. Zu der Losung wurde 50 %ige Propylphosphonséureanhydrid in MeCN (57 mL,
99 mmol, 1,5 eq.) tropfenweise hinzugegeben. Die Losung wurde 12 Stunden lang bei
RT geriihrt. Das Reaktionsgemisch wurde mit DCM (20 mL) verdiinnt und mit 10%iger
wissriger HCI, geséttigtem wissrigem Natriumbicarbonat und Salzlésung gewaschen.
Die organischen Fraktionen wurden iiber Na>SO4 getrocknet, filtriert und im Vakuum
eingeengt, und mit 10 mL Isopropanol rekristallisiert, sodass 2-(4-Hydroxyphenyl)-N-
methoxy-N-methylacetamid 39 als farbloser Feststoff (10 g, 18 mmol, 76 % Ausbeute)

erhalten werden konnte.

H NMR (500 MHz, CDCls) § 7.10-7.05 (m, 2H), 6.70-6.65 (m, 2H), 3.70 (s, 2H), 3.65
(s, 3H), 3.21 (s, 3H).

I3C NMR (126 MHz, CDCl3) 8 173.2, 155.0, 130.4, 126.1, 115.6, 77.3, 77.0, 76.75, 61.3,
38.2,32.3.

HRMS (m/z) berechnet fiir C1oH13NO3" [M], 195.0890; gefunden: 195.0892.

Darstellung von N-Methoxy-2-(4-((4-methoxybenzyl)oxy)phenyl)-N-
methylacetamid 40

Zunéchst wurde nacheinander 6,9 mL 4-Methoxybenzylalkohol (56 mmol, 1 eq.), 200
mL Diethylether und 100 mL Bromwasserstoffsdure (48% in Wasser, 0,84 mol, 15 eq.)
zusammengegeben. Das Gemisch wurde eine Minute lang geschiittelt, anschlieend
wurde die wissrige Schicht verworfen und die organische Schicht mit gesittigter
Natriumbromidlosung gewaschen. Die organische Phase wurde iiber Natriumsulfat
getrocknet und im Vakuum konzentriert, um 4-Methoxybenzylbromid als farbloses Ol
(7,53 mL, 10,5 g) zu erhalten. 12,5 g Kaliumcarbonat (89,1 mmol, 2 eq.) in 250 mL
Aceton geldst. Zu der Suspension wurden nacheinander 8,7 g 2-(4-Hydroxyphenyl)-N-
methoxy-N-methylacetamid 39 (44,6 mmol, 1 eq.) und 7,9 mL 4-Methoxybenzylbromid
(52 mmol, 1,2 eq.) gegeben. Die resultierende Suspension wurde 12 Stunden lang am bei
70 °C erhitzt. Das Reaktionsgemisch wurde mit Ethylacetat verdiinnt und filtriert. Das

Filtrat wurde im Vakuum konzentriert und ergab ein gelbes Ol. Das Ol wurde durch
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Chromatographie auf Kieselgel mit einem 20-40%igen Gradienten von Ethylacetat und
Hexan gereinigt, um das Produkt 40 als farblosen Feststoff zu erhalten (12,1 g, 38,4
mmol, 86% Ausbeute).

TH NMR (500 MHz, CDCls) § 7.36-7.33 (m, 2H), 7.22-7.19 (m, 2H), 6.92 (dd, J = 4.4,
2.0 Hz, 2H), 6.91 (d, J = 4.3 Hz, 2H), 4.97 (s, 2H), 3.82 (s, 3H), 3.71 (s, 2H), 3.61 (s,
3H), 3.19 (s, 3H).

13C NMR (126 MHz, CDCl3, 8): 159.5, 157.9, 130.4, 129.3, 129.2, 115.0, 114.1, 69.9,
61.4,55.4.

HRMS (m/z) berechnet fiir C1gH21NONa [M + Na]* 338.1358; gefunden: 338.1363.

Darstellung von 1-(4-(1,3-Dioxolan-2-yl)phenyl)-2-(4-((4-
methoxybenzyl)oxy)phenyl)ethan-1-on 42

4,6 g 2-(4-Bromphenyl)-1,3-dioxolan 40 (20 mmol, 1,1 eq.) wurden in 20 mL dTHF
gelost. Die klare Losung wurde auf -78 °C abgekiihlt und 9,7 mL n-Butyllithium (2,0 M
in Hexan, 19 mmol, 1,1 eq.) wurde dem Reaktionsgemisch zugesetzt. Nach 30 Minuten
wurde eine Losung von 5,8 g N-Methoxy-2-(4-((4-methoxybenzyl)oxy)phenyl)-N-
methylacetamid (18 mmol, 1,0 eq.) in 20 mL dTHF tropfenweise zu der Suspension des
Aryllithtums gegeben. Die resultierende orangefarbene Suspension wurde auf
Raumtemperatur erwdrmt und die resultierende orangefarbene Losung wurde durch
Zugabe von gesittigter wassriger Ammoniumchloridlésung gequencht. Dann wurden
Wasser und Dichlormethan hinzugegeben. Die organische Schicht wurde abgetrennt und
die wissrige Schicht mit Dichlormethan extrahiert. Die vereinigten organischen
Schichten wurden iiber Natriumsulfat getrocknet, filtriert und im Vakuum konzentriert,
um einen orangefarbenen Feststoff zu erhalten. Der Feststoff wurde durch
Chromatographie auf Kieselgel mit einem 30-40%igen Gradienten aus Ethylacetat und
Hexan gereinigt, um das Produk als farblosen Feststoff zu erhalten (5,5 g, 14 mmol, 70%
Ausbeute).
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'H NMR (500 MHz, CDCL, 8): 8.04-8.00 (m, 2H), 7.59-7.55 (m, 2H), 7.37-7.33 (m, 2H), 7.20—
7.16 (m, 2H), 6.95-6.90 (m, 4H), 5.85 (s, 1H), 4.96 (s, 2H), 4.22 (s, 2H), 4.13-4.02 (m, 4H), 3.81
(s, 3H).

3C NMR (126 MHz, CDCl;, 8): 197.6, 159.5, 158.0, 143.0, 137.2, 130.5, 129.3, 129.1, 128.8,
126.8,126.7,115.2, 114.1, 103.0, 69.9, 65.5, 55.4, 44.9.

HRMS(m/z) berechnet fiir C2sH240sNa; [M+Na]", 427.1516; gefunden: 427.1515.

Darstellung von 4-(5-Methoxy-3-(4-((4-methoxybenzyl)oxy)phenyl)-5,6-dihydro-
1,6-naphthyridin-2-yl)benzaldehyd 43

Zu einer Losung von tert-Butyl-(2-chlor-3-formylpyridin-4-yl)carbamate 6 (533 mg, 2,1
mmol, 1 eq.) und 1-(4-(1,3-Dioxolan-2-yl)phenyl)-2-(4-((4-
methoxybenzyl)oxy)phenyl)ethan-1-on 42 (840 mg, 2. 1 mmol, 1 Eq.) in 15 mL dMeOH
Natriummethoxid (1,3 mL, 30 % in MeOH, 2,5 Eq.) wurde tropfenweise zugegeben. Die
Reaktion wurde fiir 24 Stunden bei 80 °C geriihrt und anschlieBend wurde das
Losungsmittel im Vakuum eingedampft. Der resultierende Riickstand wurde in
Ethylacetat gelost und mit gesdttigter NaHCO3-Losung extrahiert. Die organischen
Phasen wurden mit Wasser und gesittigter NaCl-Losung gewaschen und iiber Na;SO4
getrocknet.  Das  Losungsmittel ~ wurde im  Vakuum  reduziert und
sdulenchromatographische Auftrennung (10 % MeOH/DCM) ergab 605 mg (1,0 mmol,
56 %) des gewiinschten Produkts 43.

TH NMR (500 MHz, CDCl, 3): 8.51-8.49 (m, 1H), 8.21 (d, J= 6.1, 1H), 7.56-7.47 (m,
3H), 7.45-7.33 (m, 4H), 7.17-7.11 (m, 2H), 6.96-6.86 (m, 4H), 5.82 (s, 1H), 4.98 (s, 2H),
4.15 (s, 3H), 4.14-3.99 (m, 4H), 3.82 (s, 3H).

13C NMR (126 MHz, CDCl3, 8):161.9, 161.3, 159.6, 158.5, 151.6, 143.6, 141.0, 138.3,
135.0, 134.2,131.9, 131.0, 130.1, 129.4, 128.9, 126.4, 116.4, 115.0, 114.3, 114.1, 103.6,
69.9, 65.3, 55.4, 54.2.

HRMS-ESI (m/z) berechnet fiir C3:H20N20s [M]", 521.2072; gefunden, 521.2071.
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Darstellung von 4-(3-(4-Hydroxyphenyl)-5-0x0-5,6-dihydro-1,6-naphthyridin-2-
yD)benzaldehyd 44

HN | = O
© OH

1,6 g 4-(5-Methoxy-3-(4-((4-methoxybenzyl)oxy)phenyl)-5,6-dihydro-1,6-naphthyridin-
2-yl)benzaldehyde 43 (3,1 mmol, 1 eq.) in 110 mL wéssriger HCI (37 %) wurden fiir drei
Stunden auf 90 °C erhitzt. AnschlieBend wurde das Reaktionsgemisch auf
Raumtemperatur abgekiihlt und mit 10 M NaOH-Losung auf pH = 7 eingestellt. Der
entstandene gelbliche Niederschlag wurde abfiltriert, mit kaltem Wasser gewaschen und
per sdulenchromatographischer Auftrennung (0-10 % DCM/MeOH) das isolierte Produkt
44 erhalten Es wurden 420 mg des weillen Produkts (1,2 mmol, 40 % Ausbeute) erhalten.

'H NMR (500 MHz, DMSO-ds) § 9.9 (s, 1H), 8.43 (s, 1H), 7.85 — 7.79 (m, 2H), 7.61 — 7.50 (m,
3H), 7.32 (qd, J = 4.5, 1.5 Hz, 3H), 7.24 (dt, J= 6.9, 2.2 Hz, 2H), 6.70 (d, J = 7.3 Hz, 1H).

3C NMR (126 MHz, DMSO-ds) 4 192.8, 161.9, 160.0, 152.9, 145.2, 138.4, 137.0, 135.5, 133.9,
133.8,130.5, 129.4, 128.9, 128.54, 127.6, 120.7, 105.7.

HRMS (m/z) berechnet fiir C21HisN.O3; [M]*, 343.1078; gefunden: 343.1077.

Darstellung von N-(3-(1-(4-(3-(4-hydroxyphenyl)-5-0x0-5,6-dihydro-1,6-
naphthyridin-2-yl)benzyl)piperidin-4-yl)-2-0x0-2,3-dihydro-1H-benzo[d]imidazol-
S5-yDacrylamid 45

HN
N O O\
/l\ N

HN = 2~NH
L, °
° OH

45

4-(3-(4-Hydroxyphenyl)-5-0x0-5,6-dihydro-1,6-naphthyridin-2-yl)benzaldehyde 44 (40

mg, O0,0mmol, 1 eq ) wund N-(2-Oxo0-3-(piperidin-4-yl)-2,3-dihydro-1H-

benzo[d]imidazol-5-yl)acrylamid 20 (51 mg, 0,2 mmol, 1,1 eq.) wurden in dMeOH

gelost, 3 Tropfen TEA und AcOH wurden zugegeben. Die Mischung wurde 4 Stunden

lang bei 75 °C geriihrt. Anschlieend wurde Natriumcyanoborhydrid (58 mg, 0,9 mmol,
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4 eq.) zugegeben und die Reaktionsmischung weitere 16 Stunden bei RT geriihrt. Das
Losungsmittel wurde eingedampft und das Reaktionsgemisch mit DCM und sitt.
Bicarbonatlosung extrahiert, tiiber Na>xSOs getrocknet, eingedampft und {ber
Kieselgelsdulenchromatographie (5-10 % MeOH/DCM) wurden 64 mg (0,1 mmol, 45 %)
des weiBlen Produkts 45 erhalten.

TH NMR (500 MHz, (CD3),S0, 8): 11.83 (s, 1H), 11.21 (s, 1H) 10.74 (s, 1H), 10.05 (s,
1H), 8.42 (s, 1H), 7.75 (s, 1H), 7.54 (d, 1H), 7.39 (m, 2H), 7.34 (m, 4H), 7.21 (¢, 2H),
6.95, (d, 1H), 6.73 (d, 1H), 6.45 (m, 1H), 6,28 (d, 1H), 5.76 (d, 1H), 4.13 (s, 1H), 3.59 (s,
1H), 2.13 (t, 1H), 1.95 (s, 2H), 1.70 (d, 2H), 1,11 (t, 4H).

13C NMR (126 MHz, (CD3)2SO, 8): 171.82, 162.54, 161,53, 153.45, 152.70, 138.26,
137.54, 135.58, 134.89, 133.00, 132.32, 131.79, 131.26, 129.43, 128.72, 128.14, 126.07,
124.37, 119.97, 115.17, 115.13, 111.86, 108.38, 105.70, 100.71, 62.51, 61.22, 52.36,
59.85, 46.82, 28.39, 22.91, 12.76.

HPLC-MS (m/z) berechnet fiir C36H3,F1N¢O4 [M+H]": 613.90 ; gefunden: 613.77

Darstellung von Ru-komplexiertem 4-(3-(4-Hydroxyphenyl)-5-0x0-5,6-dihydro-1,6-
naphthyridin-2-yl)benzaldehyd 48

180 mg 4-(3-(4-Hydroxyphenyl)-5-0x0-5,6-dihydro-1,6-naphthyridin-2-yl)benzaldehyd
44 (0,5 mmol, 1,0 eq.) und 270 mg [CpRu(Naphthalin)]OTf (0,6 mmol, 1,2 eq.) wurden
in 6 mL DCE), 0, 6 mL MeCN und 0,6 mL MeOH gelost und 16 Stunden lang bei 80 °C
geriihrt. Das Losungsmittel wurde im Vakuum entfernt und per reverser

Sdulenchromatographie gereinigt, um das Produkt 48 als orangefarbenes Pulver zu

erhalten (0,22 g, 0,43 mmol, 85 % Ausbeute).

TH NMR (500 MHz, DMSO-ds, 25 °C, 5): 11.80 (d, J = 6.0 Hz, 1H), 10.06 (s, 1H), 8.53
(s, 1H), 7.94 (d, J = 8.2 Hz, 2H), 7.66 (d, J = 8.2 Hz, 2H), 7.60 (dd, J = 7.4, 5.9 Hz, 1H),
6.73 (d,J= 7.3 Hz, 1H), 6.24 (d, J = 6.4 Hz, 2H), 6.17 (d, J = 6.4 Hz, 2H), 5.35 (s, SH).
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13C NMR (126 MHz, DMSO-ds, 25 °C, 3): 192.9, 161.6, 160.3, 153.9, 143.6, 139.7,
136.1, 135.0, 133.1, 130.9, 129.3, 127.6, 120.4, 105.6, 100.5, 87.1, 80.9, 74.0.

HRMS (m/z) berechnet fiir CzsHi9oN2OsRu [M—CF3CO2]", 509.0434; gefunden,
509.0442.

Darstellung von Ru-komplexiertem N-(3-(1-(4-(3-(4-Hydroxyphenyl)-5-0x0-5,6-
dihydro-1,6-naphthyridin-2-yl)benzyl)piperidin-4-yl)-2-0x0-2,3-dihydro-1H-
benzo[d]imidazol-5-yl)acrylamid 46

HN’(
OWa N
he
o NH
Ru OH
Y o«

70 mg Ru-komplexiertes 4-(3-(4-Hydroxyphenyl)-5-0x0-5,6-dihydro-1,6-naphthyridin-
2-yl)benzaldehyde 48 (0,1 mmol, 1 eq. ) und 82 mg N-(2-Oxo-3-(piperidin-4-yl)-2,3-

dihydro-1H-benzo[d]imidazol-5-yl)acrylamide 20 (0,1 mmol, 1 eq.) wurden in 5 mL
dMeOH gelost, 2 Tropfen TEA und AcOH wurden hinzugefiigt. Die Mischung wurde 4
Stunden lang bei 75 °C geriihrt. AnschlieBend wurde 26 mg Natriumcyanoborhydrid (0,9
mmol, 4 eq.) zugegeben und die Reaktionsmischung weitere 16 Stunden geriihrt. Das
Losungsmittel wurde eingedampft und das Reaktionsgemisch mit DCM und sat.
Bicarbonatlosung extrahiert, iiber NaSO4 getrocknet, eingedampft und iiber
sdulenchromatographische Auftrennung (5-10 % MeOH/DCM) 78 mg (0,1 mmol, 85 %)

des weillen Produkts 46 erhalten.

TH NMR (500 MHz, CDsCN, §): 9.95 (br, 1H), 9.83 (br, 1H), 9.18 (s, 1H), 9.03 (s, 1H),
8.55 (s, 1H), 7.80 (s, 1H), 7.55-7.48 (m, 4H), 7.42 (dd, J = 15.4, 7.9 Hz, 2H), 6.99 (d, J
= 8.4 Hz, 1H), 6.70 (d, J = 7.4 Hz, 1H), 6.41 (dd, J = 17.0, 10.2 Hz, 1H), 6.28 (dd, J =
16.9, 1.8 Hz, 1H), 6.14 (d, J = 6.3 Hz, 1H), 6.00 (d, J= 6.3 Hz, 1H), 5.73 (dd, J= 10.2,
1.8 Hz, 1H), 5.21 (s, 5H), 4.52-4.42 (m, 1H), 4.32 (s, 2H), 3.55 (d, J = 12.2 Hz, 2H), 3.10
(t,J=12.9 Hz, 2H), 2.86-2.74 (m, 2H), 2.01 (d, J = 13.8 Hz, 2H).
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13C NMR (151 MHz, DMSO-d¢) 8 162.9, 161.6, 160.8, 158.0 (q, J = 31.5 Hz), 153.9,
153.86,139.5,139.4,134.9,133.3,132.4,131.9,131.2, 130.5, 130.5, 129.1, 127.5, 126 4,
124.6,120.2,117.1 (q, 1 =297.3 Hz), 113.2, 108.9, 105.6, 101.3, 100.6, 87.1, 80.8, 73.9,
58.8,51.1,47.6, 25.9.

HRMS(m/z) berechnet fiir C4iH33s0sN¢Ru [M—2(CF3CO2)]**, 390.0994; gefunden,
390.0997.

Darstellung von N-(3-(1-(4-(3-(4-(Fluoro-18F)phenyl)-5-0x0-5,6-dihydro-1,6-
naphthyridin-2-yl)benzyl)piperidin-4-yl)-2-0x0-2,3-dihydro-1H-benzo[d]imidazol-
5-yl)acrylamid 35°

HNY,
SRSt
= |N\ N
HN F O)\NH
0

"F 35

Die Reaktionen wurden auf einem automatisierten Kassetten-basierten radiochemischen
Synthesizer ELIXYS FLEX/CHEM durchgefiihrt, der mit einer PURE/FORM-
Reinigungs- und Formulierungseinheit (Sofie Biosciences) verbunden war. Wissriges '8F
(0,34 GBq, 9,1 mCi), t = 0) wurde auf einer Waters-QMA-Anionenaustauscherkartusche
aufgefangen, die nach dem allgemeinen Verfahren vorkonditioniert wurde. Das '*F wurde
von der Kartusche mit einer Losung von 2,8 mg Ru-komplexiertem N-(3-(1-(4-(3-(4-
Hydroxyphenyl)-5-0x0-5,6-dihydro-1,6-naphthyridin-2-yl)benzyl)piperidin-4-yl)-2-

0x0-2,3-dihydro-1H-benzo[d]imidazol-5-yl)acrylamid 46 (2,5 umol, 1,0 Equiv.) und
Imidazoliumchlorid (4,5 mg, 10 pmol, 4,0 Equiv.) in Methanol (0,50 mL) in ein 3 mL V-
Flaschchen eluiert. Das Losungsmittel wurde drei Minuten lang unter vermindertem
Druck bei 100 °C eingedampft. In das Fldschchen wurde eine Mischung aus
DMSO:MeCN:EtOH (0,20 mL:0,20 mL:25uL) gegeben und das Fldschchen mit einer
Teflonfolie verschlossen. Die Reaktionsmischung wurde 30 Minuten lang bei erhohter
Temperatur (Sollwert 150 °C) geriihrt und anschlieBend auf 50 °C abgekiihlt. Das
Losungsmittel wurde bei 110 °C unter vermindertem Druck fiir 3 Minuten eingedampft.
Zu der verbleibenden Lésung wurde eine Mischung aus Wasser:MeOH (2,0 mL:1,0 mL)
zugegeben. Das Reaktionsgemisch wurde vom ELIXYS FLEX/CHEM-System in das
PURE/FORM-System {iiberfiihrt und durch HPLC mit einer Hypersil-Gold-Séule
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(250%10 mm, 5 um, Durchflussrate = 4 mL - min-1) mit einer isokratischen Mischung
aus 15:85 (MeCN:Wasser, 0,10 % TFA, v:v) flir 2 Minuten gereinigt, gefolgt von einem
linearen Gradienten zu 85:15 (MeCN:Wasser, 0,10 % TFA, v:v) innerhalb von 25
Minuten. Das Produkt wurde von 22 min bis 23 min gesammelt. Die Aktivitdt der
produkthaltigen Fraktion wurde mit Wasser (40 mL) verdiinnt und auf eine C-18 light
SepPak-Kartusche geladen. Die C-18-Kartusche wurde mit Wasser (3,0 mL) gewaschen,
und das Produkt wurde nacheinander mit Ethanol (0,30 mL) und Wasser (1,7 mL) eluiert.
Die ethanolische Kochsalzlosung enthielt 55 MBq (1,5 mCi, t = 120 min).

Darstellung von 2-(4-Fluorophenyl)-N-methoxy-N-methylacetamid 50

2-(4-Fluorphenyl)essigsdure 49 (1,11 g, 7,2 mmol, 1 eq.), MeNH(OMe)-HCI (773 mg,
7,92 mmol, 1,1 eq.) und DIPEA (3,76 mL, 21,6 mmol, 3 eq.) wurden in Dichlormethan
(20 mL) geldst. Zu der Losung wurde Propylphosphonsidureanhydrid in MeCN (6,87 g,
10,8 mmol, 1,5 eq.) tropfenweise zugegeben. Die Losung wurde 1 h bei RT geriihrt. Das
Reaktionsgemisch wurde mit DCM (20 mL) verdiinnt und mit 10%iger wéssriger HCI,
gesittigtem wissrigen Natriumbicarbonat und Salzlosung gewaschen. Die organische
Schicht wurde iiber Na>SO4 getrocknet, filtriert und im Vakuum konzentriert, um 2-(4-
Fluorphenyl)-N-methoxy-N-methylacetamid als farbloses Ol 50 zu erhalten (1,28 g, 6,49
mmol, 90 % Ausbeute).

TH NMR (500 MHz, CDCl3, 8): 7.24-7.19 (m, 2H), 6.98-6.92 (m, 2H), 3.70 (s, 2H), 3.59
(s, 3H), 3.14 (s, 3H).

13C NMR (126 MHz, CDCl3, §): 172.1, 161.7, 130., 130.7, 115.7, 103.0, 65.6, 44.8.

HRMS (m/z) berechnet fiir C1oHi2N1O2F1[M]", 197.084657; gefunden, 197.084640.

€ Die Darstellung von 35 wurde durch die Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Tobias Ritter durchgefiihrt (Jens
Rickmeier, MPI Miihlheim)

155



7 EXPERIMENTELLER TEIL

Darstellung von 1-(4-(1,3-Dioxolan-2-yl)phenyl)-2-(4-fluorophenyl)ethan-1-on 51

o}
o
o L

L,

51

(4-(1,3-Dioxolan-2-yl)phenyl)lithium (1,45 g, 6,34 mmol, 1 Equiv.) wurde in dTHF (6
mL) gelost. Die klare Losung wurde auf -78 °C gekiihlt und anschlieend wurde n-
Butyllithium (2.0 M in Hexan, 3.0 mL, 6.02 mmol, 0.95 Eq.) zum Reaktionsgemisch
hinzugetropft. Nach 30 min wurde eine Losung des Weinreb-Amids 2-(4-Fluorphenyl)-
N-methoxy-N-methylacetamid 50 (1.25 g, 6.34 mmol, 1 Eq.) in dTHF (6 mL) zu der
Suspension des Aryllithiums getropft. Die resultierende orangefarbene Suspension wurde
auf Raumtemperatur erwiarmt. Anschliefend wurde die Losung wurde durch Zugabe von
gesdttigter wassriger Ammoniumchloridlésung gequencht und mit Dichlormethan
extrahiert. Die organische Schicht wurde abgetrennt und die wissrige Schicht wurde mit
Dichlormethan extrahiert. Die vereinigten organischen Fraktionen wurden {iber
Natriumsulfat getrocknet, filtriert und im Vakuum konzentriert, um einen orangefarbenen
Feststoff zu erhalten. Der Feststoff wurde durch Kieselgelsdulenchromatographie mit
einem 20-40%igen Gradienten aus Ethylacetat und Petrolether aufgetrennt, um das Keton
1-(4-(1,3-Dioxolan-2-yl)phenyl)-2-(4-fluorphenyl)ethan-1-on als farblosen Feststoff 51
zu erhalten (1,25 g, 6,33 mmol, 69% Ausbeute).

TH NMR (500 MHz, CDCls, 25 °C, §): 8.03-7.99 (m, 2H), 7.60-756 (m, 2H), 7.24-7.19
(m, 2H), 7.05-6.98 (m, 2H), 5.86 (s, 1H), 4.26 (s, 2H) 4.14-4.04 (m, 4H).

13C NMR (126 MHz, CDCl3, 8): 197.2, 162.0, 143.3, 137.1, 131.2, 130.1, 128.8, 126.9,
115.7, 103.0, 65.6, 44.8.

19F NMR (471 MHz, CDCl3, 8): -116.0.

HRMS (m/z) berechnet fiir C17Hi6F103 [M+H]", 287.107799; gefunden, 287.107480.

156



7 EXPERIMENTELLER TEIL

Darstellung von 2-(4-(1,3-Dioxolan-2-yl)phenyl)-3-(4-fluorophenyl)-5-methoxy-5,6-
dihydro-1,6-naphthyridin 52

)
}
/lN\

Na =
U

52

F

Zu einer Losung von tert-Butyl-(2-chlor-3-formylpyridin-4-yl)carbamate 6 (493 mg, 1,9
mmol , 1 eq.) und 1-(4-(1,3-Dioxolan-2-yl)phenyl)-2-(4-fluorphenyl)ethan-1-on 51 (550
mg, 1. 9 mmol, 1 eq.) in 10 mL dMeOH wurde Natriummethoxid (1,2 mL, 30 % in
MeOH, 2,5 eq.) tropfenweise zugegeben. Die Reaktion wurde fiir 4 h bei 80 °C geriihrt
und anschlieBend wurde das Losungsmittel im Vakuum eingedampft. Der resultierende
Riickstand wurde in Ethylacetat gelost und mit sat. NaHCOs-Losung extrahiert. Die
organischen Phasen wurden mit Wasser und sat. NaCl-Losung gewaschen und tiiber
NazSO4 getrocknet. Das Losungsmittel wurde im Vakuum eingedampft und durch
Kieselgelsdulenchromatographie (10 % MeOH/DCM) wurden 525 mg (1,3 mmol, 68 %)

des gewiinschten Produkts 52 erhalten.

TH NMR (500 MHz, (CD3),S0, 8): 8.41 (s, 1H), 8.27 (t, J= 5.4 Hz, 1H), 7.51 (t, J= 5.1
Hz, 1H), 7.43 — 7.38 (m, 2H), 7.37 — 7.31 (m, 4H), 7.26 (dd, J= 6.9 Hz, 2.5 Hz, 2H), 5.71
(s, 1H), 4.10 (d, J = 4.5 Hz, 3H), 4.04 (dd, J = 8.7 Hz, 5.1 Hz, 2H), 3.95 — 3.90 (m, 2H).

13C NMR (126 MHz, (CD3)2S0, 8): 161.26, 160.64, 151.05, 143.94, 140.19, 138.89,
138.31, 134.87, 133.70, 129.73, 129.47, 128.47, 127.63, 126.11, 115.81, 113.07, 102.44,
64.86, 54.12.

HPLC-MS (m/z) berechnet fiir C24Hi9F1N>O3 [M+H]", 402.43; gefunden: 402.40.

Darstellung von  4-(3-(4-Fluorophenyl)-5-0x0-5,6-dihydro-1,6-naphthyridin-2-
yDbenzaldehyd 53
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500 mg 2-(4-(1,3-Dioxolan-2-yl)phenyl)-3-(4-fluorphenyl)-5-methoxy-5,6-dihydro-1,6-
naphthyridin 52 (1.2, 1 eq.) wurden in 15 mL wéssriger HCI (37 %) fiir 3 h auf 90 °C
erhitzt. Anschliefend wurde die Reaktionsmischung auf Raumtemperatur abgekiihlt und
mit 10 M NaOH-Losung auf pH > 7 neutralisiert. Der entstandene Niederschlag wurde
abfiltriert und mit kaltem Wasser gewaschen. Es wurden 328 mg weilles Produkt 53 (0,9

mmol, 77 %) erhalten.

TH NMR (500 MHz, (CD3),S0, 25 °C, §): 10.00 (s, 1H), 8.44 (s, 1H), 7.95 (m, 1H), 7.82
(d, J=8.2 Hz, 1H), 7.62 (d, J= 7.3 Hz, 1H), 7.35 — 7.31 (d, 1H), 7.33 — 7.27 (m, 3H),
7.20 (d,J=7.3 Hz, 1H), 6.71 (d, J= 7.3 Hz, 1H).

13C NMR (126 MHz, (CD3)2SO, 25 °C, 8): 192.48, 163.73, 158.93, 152.84, 145.28,
136.74, 135.09, 130.15, 129.12, 128.57, 128.15, 127.08, 119.88, 109.19, 104.61.

HPLC-MS (m/z) berechnet fiir C21Hi3F1N202 [M+H]", 344.35; gefunden: 344.29.

Darstellung von N-(3-(1-(4-(3-(4-Fluorophenyl)-5-0x0-5,6-dihydro-1,6-
naphthyridin-2-yl)benzyl)piperidin-4-yl)-2-0x0-2,3-dihydro-1H-benzo[d]imidazol-
S-yDacrylamid

4-(3-(4-Fluorphenyl)-5-0x0-5,6-dihydro-1,6-naphthyridin-2-yl)benzaldehyde 53 (80 mg,
0,2 mmol, 1 eq. ) und N-(2-Oxo0-3-(piperidin-4-yl)-2,3-dihydro-1H-benzo[d]imidazol-5-
ylacrylamid 20 (102 mg, 0,3 mmol, 1,1 eq.) wurden in dMeOH geldst, 3 Tropfen TEA
und AcOH wurden zugegeben. Die Mischung wurde 4 Stunden lang bei 75 °C geriihrt.
AnschlieBend wurde Natriumcyanoborhydrid (58 mg, 0,9 mmol, 4 Eq.) zugegeben und
die Reaktionsmischung weitere 16 Stunden bei RT geriihrt. Das Losungsmittel wurde
eingedampft und das Reaktionsgemisch mit DCM und sitt. Bicarbonatlosung extrahiert,
iiber Na;SOg4 getrocknet, eingedampft und liber Kieselgelsdulenchromatographie (5-10 %
MeOH/DCM) wurden 64 mg (0,1 mmol, 45 %) des weillen Produkts 36 erhalten.
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TH NMR (500 MHz, (CD3),S0, 5): 11.63 (s, 1H), 10.84 (s, 1H), 10.15 (s, 1H), 8.42 (s,
1H), 7.75 (s, 1H), 7.54 (d, 1H), 7.39 (m, 2H), 7.34 (m, 4H), 7.21 (t, 2H), 6.95, (d, 1H),
6.73 (d, 1H), 6.45 (m, 1H), 6,28 (d, 1H), 5.76 (d, 1H), 4.13 (s, 1H), 3.59 (s, 1H), 2.13 (t,
1H), 1.95 (s, 2H), 1.70 (d, 2H), 1,11 (t, 4H).

13C NMR (126 MHz, (CD3)2SO, 8): 171.80, 162.64, 161,73, 153.75, 152.80, 138.58,
137.78, 136.58, 135.17, 133.33, 132.47, 131.79, 131.26, 129.43, 128.72, 128.14, 126.07,
124.37, 119.97, 115.17, 115.13, 111.86, 108.38, 105.70, 100.71, 62.51, 61.22, 52.36,
49.85, 45.42, 28.39, 20.81, 9.76.

HRMS-ESI (m/z) berechnet fiir C36H31F1N6O3 [M+H]": 614.6814 ; gefunden: 614.6812

7.2 Methoden
7.2.1 In silico Modellierung

Die Modellierung von neuen Zielverbindungen wurde im Rahmen eines Struktur-
basierten Designs mittels Rontgenkristallstrukturen aus der PDB Datenbank oder aus der
AG Rauh Bibliothek gestartet. Hierbei wurden die Koordinaten des gebundenen
Liganden als pdb-Datei aus PyMOL (Version 2.2.3) extrahiert. Diese pdb-Datei wurde
dann mittels Accelyrs Discovery Studio 3.1 entsprechend der chemischen Modifikation
erweitert und energieminimiert. Dieser so neu erzeugte Ligand wurde wieder in PyMOL

importiert und visualisiert.

7.2.2 HTRF Assay zur 1Cso-Bestimmung und Kinetischen Charakterisierung
Der ICso wurde mittels des HTRF® KinEASE™ Assay von Cisbio bestimmt.['*% Die
Reagenzien fiir den Assay wurden von Cisbio Bioassays, Frankreich, verwendet. Die
Auswertung der Messungen erfolgte mit dem Quattro Software-Paket zur ICso-
Bestimmung. Die kinetischen Parameter wurden mittels zeitabhéngiger ICso-Messungen
zu zwolf Zeitpunkten und anschlieBender Auftragung gegen die Zeit erhalten, indem die

Auswertung gemi KRIPPENDOREF et al. durchgefiihrt wurde.[!>]
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7.2.3 Protein-Massenspektrometrie
Die kovalente Proteinmodifikation wurde validiert, indem 10 pM Vollldngen-Aktl mit
30-100 uM des potentiell kovalenten Liganden fiir eine bis zu 24 Stunden inkubiert
wurde. Nach erfolgter Zentrifugation fiir 10 min bei 20000 g und 4 °C wurden die Proben
in die entsprechenden Messgefdlle iiberfiilhrt und die Validierung des kovalenten
Bindungsmodus erfolgte mit Hilfe der Thermo Fisher Ultimate 3000 HPLC-Systems
gekoppelt an ein Thermo Fisher Velos Pro 2D-lonenfallen-Massenspektrometer
(Protonierungsmittel: 0,1 %ige Ameisensdure). Die chromatographische Auftrennung
erfolgte liber eine Vydac 214TP C4 5um Saule (150 mm x 2,1 mm) mit einem Gradienten
von 10 % MeCN in H2O fiir fiinf Minuten, gefolgt von einem linearen Gradienten iiber
14 min bis zu 100 % MeCN in H20. Es wurde ein Massenbereich von 700-2000 m/z

gescannt. Die Rohdaten wurden mittels des Programm MagTran dekonvolutiert.

Proteinpuffer: 50 mM HEPES, 200 mM NacCl, 10 % (v/v) Glycerol, pH 7,3.

7.2.4 in situ CaAAC In-Gel Fluoreszenz
Die In-Gel Fluoreszenz wurde mittels SDS-PAGE durchgefiihrt. Die Proben wurden
zundchst fiir 24 Stunden mit 10 uM Akt und mit 100 uM der entsprechenden Alkin-
Sonden bei 4 °C inkubiert. Nach der Zugabe des Cy3-Azides (100 uM), TBTA (50 uM
in DMSO/tert-BuOH 1:4), TCEP (500 uM in H>0) und CuSO4 (500 uM in H>O) erfolgte
eine weitere 24-stiindige Inkubation bei Raumtemperatur. AnschlieBend wurden 7,5 pL
der einzelnen Proben mit 2,5 pL 4xSDS-Probenpuffer versetzt. Die Analyse erfolgte {iber
12 %ige Gele mit 10 pL Probenldsung und 3 uL des GroBenstandards (PageRuler™ Plus
Prestained Protein Ladder 10-250 kDa, Thermo Scientific) und einer Auftrennung von
40 min bei einer konstanten Stromstdrke von 40 mA. Im Anschluss wurden die Gele
zunédchst mit einem Typhoon Trio Plus von der Firma GE Healthcare analysiert und

anschlieBend mit einer Coomassie-Farbelosung angeférbt und analysiert.

SDS-Probenpuffer (4x):100 mM Tris (pH 6,8), 200 mM DTT, 1 M S-Mercaptoethanol,
4 % (w/v) SDS, 0,2 % Bromphenolblau, 40 % (v/v) Glycerol.

Laufpuffer: 25 mM Tris, 200 mM Glycin, 0,1 % (w/v) SDS, pH 8,3.

Coomassie-Farbelosung: 0,3 % (w/v) Coomassie Brilliant Blau G-250 und R-250, 10 %
Essigsdure, 50 % Ethanol.

Entfarbelosung: 10 % (v/v) Essigsédure, 30 % (v/v) Ethanol.
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7.2.5 in situ SPAAC In-Gel Fluoreszenz
Die In-Gel Fluoreszenz wurde mittels SDS-PAGE durchgefiihrt. Die Proben wurden
zunéchst fiir 24 Stunden mit 10 uM Akt und mit 100 uM der Cyclooctin-Sonde bei 4 °C
inkubiert. Nach der Zugabe des Cy3-Azides (100 uM) erfolgte eine 1-24-stiindige
Inkubation bei Raumtemperatur. Anschlieend wurden 7,5 pL der einzelnen Proben mit
2,5 pL 4xSDS-Probenpuffer versetzt. Die Analyse erfolgte {iber 12 %ige Gele mit 10 pL
Probenlésung und 3 pL des GroBenstandards (PageRuler™ Plus Prestained Protein
Ladder 10-250 kDa, Thermo Scientific) und einer Auftrennung von 40 min bei einer
konstanten Stromstidrke von 40 mA. Im Anschluss wurden die Gele zunichst mit einem
Typhoon Trio Plus von der Firma GE Healthcare analysiert und anschliefend mit einer

Coomassie-Farbelosung angeféarbt und analysiert.

7.2.6 In-Gel Fluoreszenz
Die In-Gel Fluoreszenz wurde mittels SDS-PAGE durchgefiihrt. Die Proben wurden
zunéchst fiir 24 Stunden mit 10 uM Akt und mit 100 uM der Cy3-Sonde bei 4 °C
inkubiert. AnschlieBend wurden 7,5 pL der einzelnen Proben mit 2,5 pul 4xSDS-
Probenpuffer versetzt. Die Analyse erfolgte liber 12 %ige Gele mit 10 uL. Probenlésung
und 3 pL des GroBenstandards (PageRuler™ Plus Prestained Protein Ladder 10-250 kDa,
Thermo Scientific) und einer Auftrennung von 40 min bei einer konstanten Stromstarke
von 40 mA. Im Anschluss wurden die Gele zunédchst mit einem 7yphoon Trio Plus von
der Firma GE Healthcare analysiert und anschlieBend mit einer Coomassie-Féarbelosung

angefdrbt und analysiert.

7.2.7 Protein Pull-Down
Es wurden Streptavidin Magentische Partikel (Sigma Aldrich, Hamburg, Deutschland)
sowie Dynabead M-280 Streptavidin (/nvitrogen, Carlsbad, USA) verwendet.
Aufgereinigtes Volllaingen-Aktl oder Zelllysat (lysiert mit RIPA-Puffer, Phosphatase-
und Protease Inhibitor Cocktail) mit einem 10-fachem Uberschuss der Biotin-Sonden (10
mM Stammlosung in DMSO) {iber Nacht bei 4 °C inkubiert. Fiir die Alkin-Sonden
erfolgte zusitzlich die Zugabe von den CuAAC-Reagenzien sowie des Biotin-PEG3-
Azids (1.1 eq., 2.5mM Stammlosung in H>O). Jede der Proben wurde geschiittelt und fiir
zweil Stunden bei RT inkubiert. Die prézipitierten Proteine wurden per Zentrifugation

(5900 g, 5 Minuten, 4 °C) abgetrennt und der Uberstand entfernt. Das Proteinpellet wurde
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in 20 pL einer SDS-Losung (0.5% (w/v)) resuspendiert Das Gesamtvolumen pro Ansatz
betrug 15 pL. 50 pL der magnetischen Partikel wurden abgenommen und mit 1mL
HEPES-Puffer gewaschen. Der Uberstand wurde verworfen und die Partikel mit der
vorinkubierten Proteinlosung resuspendiert. Es folgte eine weitere Inkubationsperiode
iiber Nacht bei 4 °C. Die magnetischen Partikel wurden iiber ein Magnetfeld (GE
Healthcare, Chicago, USA) von der restlichen Losung separiert. Der Uberstand wurde
abgenommen und bis zur weiteren Probenvorbereitung auf Eis gelagert. Die
magnetischen Partikel wurden mit je 1 mL HEPES-Puffer gewaschen (Waschfraktionen)
und anschlieBend in 20 pL SDS-Probenpuffer (4x) resuspendiert (PD). Der Uberstand
und die Waschfraktionen wurden ebenfalls mit 5 pL. SDS-Probenpuffer (4x) versetzt. Die
Proteine wurden iiber SDS-PAGE aufgetrennt. Die PVDF-Membran (Roth, Karlsruhe,
Deutschland) wurde fiir fiinf Minuten mit MeOH bei RT aktiviert. Die aktivierte
Membran, sowie das SDS-Gel wurden fiir fiinf weitere Minuten in Transfer-Puffer bei
RT inkubiert. Der Proteintransfer erfolgte mit einer Powerstation (Pierce PowerStation,
ThermoScientific, Waltham, USA) (Maximale Spannung: 25 V, konstante Stromstérke:
1.5 A, Transferdauer: 7 Minuten). Anschlieend wurde die Membran mit 5 mL TBS-
Puffer gewaschen. Nachdem die Membran fiir eine Stunde bei RT mit einem
Blockierungspuffer (Intercept Blocking Buffer, Li-Cor, 5 %-ige BSA-Losung (v/w))
behandelt wurde, erfolgte die Inkubation iiber Nacht bei 4 °C mit 5 mL des primédren
Antikorpers (1:1000 verd. Anti-His6) oder 5 mL des Streptavidin-Dye550-Konjugats
(1:1000 verd.). AnschlieBend wurde die Membran mit TBS-T-Puffer (3 x 5 mL)
gewaschen. Die Membran wurde fiir eine Stunde bei RT mit einem zweiten Antikoper
inkubiert (Anti-IgG-AP, nur bei vorheriger Inkubation mit Anti-His6-Antikorper). Nach
erneutem Waschen mit TBS-T-Puffer (3 x 5 mL) wurden die Proteine {iber eine
chemiluminezente Reaktion detektiert und an einem Fluoreszenzscanner Odyssey (Li-
Cor, Bad Homburg, Deutschland) visualisiert. Die Membranen (Inkubation mit
Streptavidin-Dye550- Konjugat) wurden mit dem Fluoreszenzscanner Typhoon (GE-

Healthcare, Chicago, USA) ausgelesen.

RIPA-Puffer: 50 mM Tris, 500 mM NaCl, 10 % (v/v) Glycerol, 1 mM DTT, 0,1 % Triton
X-100, pH 8,0.

Transfer-Puffer: 336 mM Tris, 260 mM Glycin, 140 mM Tricin, 2,5 mM EDTA.

10 x TBS/TBS-T-Puffer: 200mM Tris, 1.5 M NaCl, (1% Tween-20 (nur bei TBS-T)),
pH 7.5.
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Blocking-Puffer: 10% (v/v) 10 x TBS-T-Pufter, 5% (w/v) BSA, 85% ddH.O.

7.2.8 WB Analyse des tAktl- und pAkt3*7*-Levels in Pancl-und ZR-75-1
Fiir die Panc1- (DMEM-Medium, 10 % FBS Good, 1 % Penicilin-Streptomycin) und ZR-
75-1-Zellen (RPMI-1640-GlutaMax-Medium, 10 % FBS Good Forte, 1 % Penicilin-
Streptomycin) wurden nach dem Trypsinieren die Zellzahl bestimmt. Fiir die Pancl-
Zelllinie wurden 5 x 10° Zellen pro Well und fiir die ZR-75-1-Zelllinie wurden 8 x 10°
Zellen pro Well in einer 6-well TC-Platte (Sarstedt) in einem Volumen von 2,5 mL
ausplattiert. Nach dem Erreichen einer Konfluenz von 70-80 % erfolgte die Inkubation
mit den entsprechenden AAP-Konzentrationen (10 mM Stammlésung in DMSO) fiir vier
und 24 Stunden bei 37 °C im CO:-Inkubator. Zur Minimierung der Protease- und
Phosphatase-Aktivitdit wurden die folgenden Schritte zur Zelllyse auf Eis durchgefiihrt.
Zunéchst wurde das Medium abgesaugt und der Zellrasen zwei Mal mit kalten DPBS-
Puffer (2 mL) gewaschen und die Zellen mit 100 uL RIPA-Puffer (inkl. Protease-und
Phosphatase Inhibitor Coktail) lysiert. Nach 20-miniitiger Inkubation auf Eis wurde der
Zellrasen mittels eines Zellschabers gelost und in ein vorgekiihltes 1,5 mL-
Eppendorfgefal} {iberfiihrt. Anschlieend wurde die Losung 10 Minuten bei 14000 g bei
4 °C zentrifugiert und der Uberstand in ein neues vorgekiihltes 1,5 mL-Eppendorfgefil3
tiberfiihrt. Danach wurden die Proteinkonzentration von den Zelllysaten mittels des BCA
Protein Assay Kits (Pierce, Thermo Fisher Scientific) bestimmt und die
Proteinkonzentration auf 1 mg/mL durch die entsprechende Zugabe von autoklaviertem
Wasser und 4 x SDS-Probenpuffer eingestellt. Die Proteine wurden bei 95 °C iiber fiinf
Minuten denaturiert und anschlieBend weitere finf Minuten bei 21000 g
runterzentrifugiert. Die Taschen des SDS-Gels wurden mit 10-15 pL der Proteinldsung
beladen und die Proteine bei einer konstanten Stromstirke von 40 mA pro Gel
aufgetrennt. Der Transfer auf die PVDF-Membran erfolgte wie in Kapitel 7.2.7
beschreiben. AnschlieBend erfolgte die Zugabe der drei priméren Antikorper-Losungen,
tAktl (Cell Signaling Technology, #2938, Hase-AK, 1:1000), pAkt>*’® (Cell Signaling
Technology, #4060, Hase-AK, 1:1000) und B-Actin (Sigma-Aldrich, A5441, Maus-AK,
1:5000), und die Inkubation iiber Nacht bei 4 °C. AnschlieBend wurden die Membranen
mit TBS-T-Puffer (3 x 5 mL) gewaschen und fiir eine Stunde bei RT mit den sekundiren
Antikorper-Losungen, Anti-Maus IgG, DyLight-680 Konjugate (Cell Signaling
Technology, #5470, Ziege-AK, 1:10000) und Anti-Hase IgG, DyLight-800 4X PEG
Konjugate (Cell Signaling Technology, #5151, Ziege-AK, 1:10000), behandelt. Danach
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wurden die Membranen wiederum mit TBS-T-Puffer (3 x 5 mL) gewaschen und
abschlieBend mittels eines Fluoreszenzlesers (Odyssey CLx, Imaging System, Li-Cor
Biosciences) analysiert. Fiir die Quantifizierung der WB wurde die Software Image
Studio (Li-Cor Biosciences) genutzt. Die Intensitidt der tAktl-Bande wurde auf das

housekeeping-Protein B-Actin der entsprechenden Bahn normalisiert.
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