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Kurzfassung

Die kleine GTPase KRAS fungiert als entscheidender molekularer Schalter in
verschiedenen zelluldren Prozessen, indem sie zwischen einem inaktiven, GDP-
gebundenen Zustand und einem aktiven, GTP-gebundenen Zustand wechselt.
Mutationen in RAS, die in etwa 25 % aller menschlichen Krebsarten vorkommen,
kdnnen diesen fein abgestimmten Regulationsmechanismus stéren und zu einer
Uberaktivierung von Signalen fiihren, die das Zellwachstum férdern. Dies macht
KRAS zu einem vielversprechenden Ziel fir zielgerichtete Krebstherapien. Obwohl
KRAS lange Zeit als ,nicht adressierbar” galt, widerlegte die Forschungsgruppe um
SHOKAT im Jahr 2013 diese Annahme. Sie entdeckten eine bisher unbekannte
allosterische Tasche unterhalb der Switch-lI-Region (Switch-II-Pocket, SWIIP). Diese
Entdeckung fihrte zur Entwicklung der ersten FDA-zugelassenen KRASG'2¢-
Wirkstoffe Sotorasib und Adagrasib, die 2021 bzw. 2022 auf den Markt kamen und
die Behandlung von KRAS-mutiertem Lungenkrebs revolutionierten. Ein
wesentlicher Fokus dieser Forschungsarbeit lag auf der Entwicklung und
Charakterisierung neuartiger Inhibitoren fur die KRASS'2C-Variante unter
Verwendung einer Plattform, die eine Durchmusterung verschiedener
Strukturelemente ermdglicht. Ausgangspunkt war ein etabliertes Strukturmotiv, das
in vielen KRAS-Inhibitoren vorkommt. Dieses wurde weiter funktionalisiert, indem
ein MICHAEL-Akzeptor und eine Alkingruppe hinzugefliigt wurden. Mithilfe eines
Platten-basierten Ansatzes wurde das Fragment durch eine CuAAC-Reaktion mit
448 verschiedenen Aziden diversifiziert und anschlieBend mittels eines zellularen
Screenings nach Hit-Molekilen gesucht. Zur Validierung wurden die sechs Hits re-
synthetisiert und sowohl biochemisch als auch zellular weiter charakterisiert. Diese
Strategie ermoglichte es, wertvolle Ausgangspunkte fir neue Liganden zu
generieren, die kovalent an die KRAS®'?°-Mutante binden konnen. Strukturelle
Einblicke in die Protein-Liganden-Bindung konnten das rationale Liganden-Design
unterstitzen und kinftig zu modifizierten Verbindungen fihren, die hinsichtlich
ihrer Potenz gegeniber KRAS®'2¢ optimiert sind. Neben KRAS®'2¢ wurde auch die
kaum erforschte KRASSG3¢-Mutation untersucht, die bei etwa 6 % der
Lungenkrebspatienten auftritt. Zwei Ansatze zur kovalenten und selektiven Bindung

dieser Mutation wurden verfolgt: Modifizierte, GDP-basierte Nukleotidanaloga und

Xiv



alternativ niedermolekulare Inhibitoren, die auf dem Pyridopyrimidin-Grundgerdst
basieren und das mutierte Cys13 als kovalenten Ankerpunkt nutzen. Ziel war es,
innovative Inhibitoren zu entwickeln, welche die biologischen Rollen dieser
Mutationen aufklaren und potenzielle therapeutische Optionen bieten. In einem
ersten Projekt wurde der Ansatz verfolgt, orthosterische, Nukleotid-basierte
Inhibitoren zu entwickeln, die mit dem natirlichen Substrat GDP um die
Bindungstasche konkurrieren. Durch das Anfiigen eines Linkers und einer Cys-
reaktiven Gruppe (warhead) an GDP entstanden Molekiile, die kovalent an das
mutierte Cys13 binden kénnen. Im Vergleich zu vorangegangenen Arbeiten wurden
zyklische Linkermotive anstelle von linearen gewahlt, um eine verbesserte
Reaktivitat zu erreichen. Mit einer neu entwickelten, konvergenten Syntheseroute
konnten neun Verbindungen hergestellt werden, welche in MS- und biochemischen
Studien ihre kovalente Bindung und inhibitorische Wirksamkeit gegeniber
KRASS¢  nachwiesen. Zusatzlich wurde der gewlnschte Bindungsmodus
erfolgreich in Ko-Kristallisations-Experimenten bestatigt. Kiinftige MD-Simulationen
konnten helfen, neue Linkermotive zu identifizieren, die die Pra-Organisation der
Molekile verbessern und so zur Steigerung der Bindungseffizienz beitragen. In
einem dritten Projekt wurden niedermolekulare Verbindungen, die bereits zur
Bindung der SWIIP in KRAS®'?X beschrieben worden waren, mit einem speziellen
Linkermotiv erweitert, sodass ein warhead das mutierte Cys13 erreichen kann. Eine
robuste  Syntheseroute ermodglichte die Erstellung einer fokussierten
Substanzbibliothek. Massenspektrometrie-Experimente bestatigten die erwartete
kovalente Bindung an KRASS™3C. In einem von GIST-T1-Zellen abgeleitete Zelllinie,
welche das Onkogen KRAS®™3C tragt, konnten erste Effekte im zelluldren Modell
nachgewiesen werden. Optimierungsversuche koénnten die Bindungseffizienz
dieser neuen Inhibitoren weiter steigern. In einem vierten Projekt wurden AKT2-
spezifische Sondenmolekiile verwendet, um weniger invasive Perturbationsstudien
im Vergleich zu Knockout-Studien durchzufiihren. Die Alkin-Funktionalitat dieser
Sonden ermdglichte die Einfihrung von Reportergruppen (Fluorophore,
Affinitatstags) mittels Click-Reaktion. Ein robustes Pulldown-Protokoll wurde in
AKT2-exprimierenden Zellen etabliert, das zur Validierung der AKT2-Selektivitat
und zur Identifikation von mdoglichen Interaktionspartnern durch MS/MS-
Experimente genutzt wurde
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Abstract

The small GTPase KRAS acts as a crucial molecular switch in various cellular
processes by switching between an inactive, GDP-bound state and an active, GTP-
bound state. Mutations in RAS, which occur in about 25 % of all human cancers, can
disrupt this finely tuned regulatory mechanism and lead to an overactivation of
signals that promote cell growth. This makes KRAS a promising target for targeted
cancer therapies. Although KRAS was long considered “undruggable”, SHOKAT's
research group disproved this assumption in 2013. They discovered a previously
unknown allosteric pocket below the switch Il region (switch Il pocket, SWIIP). This
discovery led to the development of the first FDA-approved KRAS®'?¢ drugs,
sotorasib and adagrasib, which were launched in 2021 and 2022 respectively and
revolutionized the treatment of KRAS-mutated lung cancer. A major focus of this
research was the development and characterization of novel inhibitors for the
KRASS2¢ variant using a platform that enables high-throughput screening. The
starting point was an established structural element that occurs in many KRAS
inhibitors. This was further functionalized by adding a MICHAEL acceptor and an
alkyne group. Using a plate-based approach, the fragment was diversified by a
CuAAC reaction with 448 different azides and subsequently screened for hit
molecules by cellular screening. For validation, the six hits were resynthesized and
further characterized both biochemically and cellularly. This strategy made it
possible to generate valuable starting points for new ligands that can bind
covalently to the KRAS®™>“mutant. Structural insights into protein-ligand binding
could support rational ligand design and lead to modified compounds optimized
for potency against KRAS®'2¢ in the future. In addition to KRAS®'2¢, the little-studied
KRASS3¢ mutation, which occurs in about 6% of lung cancer patients, was also
investigated. Two approaches for covalent and selective binding of this mutation
were pursued: modified, GDP-based nucleotide analogs and alternatively small
molecule inhibitors based on the pyridopyrimidine backbone and using the
mutated Cys13 as a covalent anchor point. The aim is to develop innovative
inhibitors that elucidate the biological roles of these mutations and offer potential

therapeutic options.
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In a first project, the approach was to develop orthosteric, nucleotide-based
inhibitors that compete with the natural substrate GDP for the binding pocket. By
attaching a linker and a Cys-reactive group (warhead) to GDP, molecules were
created that can bind covalently to the mutated Cys13. In comparison to previous
work, cyclic linker motifs were chosen instead of linear ones in order to achieve
improved reactivity. Using a newly developed convergent synthesis route, nine
compounds were prepared, which demonstrated their covalent binding and
inhibitory activity against KRASS'3¢ in MS and biochemical studies. In addition, the
desired binding mode was successfully confirmed in co-crystallization experiments.
Future MD simulations could help to identify new linker motifs that improve the pre-
organization of the molecules and thus contribute to increasing the binding
efficiency. In a third project, small molecule compounds that had already been
described to bind SWIIP in KRAS®'?* were extended with a specific linker motif so
that a warhead can reach the mutant Cys13. A robust synthesis route enabled the
creation of a focused compound library. Mass spectrometry experiments confirmed
the expected covalent binding to KRAS®'*, In a cell line derived from GIST-T1 cells,
which carries the oncogene KRAS®'3¢, initial effects could be demonstrated in the
cellular model. Optimization trials could further increase the binding efficiency of
these new inhibitors. In a fourth project, AKT2-specific probe molecules were used
to perform less invasive perturbation studies compared to knockout studies. The
alkyne functionality of these probes allowed the introduction of reporter groups
(fluorophores, affinity tags) via click reaction. A robust pull-down protocol was
established in AKT2-expressing cells, which was used to validate AKT2 selectivity

and to identify interaction partners by MS/MS experiments.
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Einleitung

Unsere heutige Gesellschaft steht vor einer Vielzahl von Herausforderungen,
darunter der demografische Wandel mit einer alternden Bevolkerung, das Auftreten
von Pandemien, bewaffnete Konflikte und wirtschaftliche Krisen. Zusatzlich zu
diesen globalen Herausforderungen stellen Erkrankungen mit erhohter
Mortalitatsrate  ein  weiteres  drangendes  Problem  dar. Laut der
Weltgesundheitsorganisation (WHO) ist Krebs neben Herz-Kreislauferkrankungen

die zweithaufigste Todesursache weltweit.

Krebs - eine Erkrankung des Genoms - kann jedes Kérpergewebe betreffen und ist
durch unkontrolliertes Zellwachstum gekennzeichnet, was oft zur Bildung von
Tumoren flhrt. Eine haufig todlich verlaufende Komplikation ist die Metastasierung,
bei der Tumorzellen tUber das Blutsystem in gesundes Gewebe gelangen und neue
Tumore bilden.? Neben erhdhter Zellproliferation und -migration identifizierten
HANNAHAN und WEINBERG im Jahr 2000 sechs Merkmale maligner Tumorzellen, die
als die ,Hallmarks of Cancer" bekannt sind. Diese umfassen die Umgehung der
Apoptose, die Unempfindlichkeit gegentber Antiwachstumssignalen und die
fortwdhrende Angiogenese.? Im Jahr 2011 wurden vier weitere Eigenschaften
hinzugefligt, darunter die tumorférdernde und entziindliche Umgebung,
genomische Instabilitdét und Mutationspotenzial, Deregulation des zellularen
Energiestoffwechsels und die Umgehung der immunologischen Erkennung.® Die
chirurgische Entfernung des bdsartigen Gewebes gilt als Mittel der Wahl nach der
Diagnose eines malignen Tumors. Wenn dies nicht moglich ist, wurde lange Zeit
ausschlieBlich auf Chemo- und Strahlentherapie zurtickgegriffen. Diese Therapien
haben jedoch aufgrund ihres nicht-selektiven Wirkmechanismus Nebenwirkungen
und beeintrachtigen die Lebensqualitdt der Patienten erheblich.* 5 Angesichts
dieser Herausforderungen konzentrieren sich moderne Forschungsarbeiten

zunehmend auf die Immuno-Onkologie und die zielgerichtete Krebstherapie.®’

Diese haben bedeutende Fortschritte gemacht und tragen nicht nur zu einer
verbesserten Lebensqualitdt bei, sondern haben auch die Lebenserwartung der
Patienten erhoht. Diese Entwicklungen markieren einen Wendepunkt in der

Krebsmedizin.?
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Prazisionsmedizin

Neben den Erkenntnissen aus den ,Hallmarks of Cancer”, die die grundlegenden
zellulédren Unterschiede zwischen gesunden und Krebszellen darlegen, leistete die
umfassende Entschlisselung des menschlichen Genoms im Jahr 2003 einen
malBgeblichen Beitrag zur Entwicklung der Prazisionsmedizin und bildete die
Grundlage fir innovative Therapieansatze.” Dieser Meilenstein fihrte zu einem
vertieften Verstandnis genetischer Lasionen in der Pathogenese und verhalf zur
Identifikation pradiktiver Biomarker.'> " Anhand dieser Biomarker werden Patienten
stratifiziert und mit maBgeschneiderten Therapieansidtzen behandelt.'> '* Viele
Ansatze der zielgerichteten Krebsmedizin stiitzen sich auf den von HANAHAN und
WEINBERG postulierten Mechanismus der ,oncogene addiction”,'* wobei Krebszellen
von onkogenen Signalen abhéngig sind. Durch Ausschalten dieses Signals,
beispielsweise mittels eines niedermolekularen Inhibitors, erleidet die Zelle einen
,oncogenic shock” und stirbt ab.> > Da gesunde Zellen nicht von diesem Signal
abhangig sind und auf alternative Signalwege ausweichen kénnen, bietet diese
Herangehensweise Selektivitdt gegenliber nicht-malignen Zellen, wodurch sich die
Wirksamkeit der Behandlung verbessert und Nebenwirkungen reduziert werden.™
¢ Ein herausragendes und duf3erst erfolgreiches Beispiel in der Prazisionsonkologie
ist der Rezeptor-Tyrosinkinase (RTK)-Inhibitor Imatinib (Gleevec®)."”” Dieser Inhibitor
bindet an das Fusionsprotein Bcr-Abl, das den treibenden Faktor fir die chronisch
myeloische Leukdmie (CML) darstellt.’® Patienten, die mit Imatinib behandelt
wurden, konnten oftmals ihre 8-Jahres-Uberlebensrate von 20 % auf 87 % steigern.”
Diese Erfolgsgeschichte markiert den Beginn der onkologischen Prazisionsmedizin
und hat den Weg fir Behandlungsstrategien geebnet, die auf niedermolekularen
Verbindungen basieren, wie beispielsweise Osimertinib (Tagrisso®) fir Mutationen
des epidermalen Wachstumsfaktor-Rezeptors (engl. epidermal growth factor
receptor, EGFR)?% 2" oder Acalabrutinib (Calquence®) zur Behandlung von Bruton’s
Tyrosin Kinase (BTK) getriebenem Krebs.?? 2 Trotz ihrer Erfolge weisen diese
Behandlungsstrategien gewisse Limitationen auf, darunter die Entstehung von
Resistenzmutationen.?*?¢ Dies unterstreicht die Notwendigkeit der Entwicklung

innovativer Herangehensweisen in der Krebsmedizin.
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Neben der erfolgreichen Adressierung von Proteinkinasen stellen weitere
Onkogene, wie beispielsweise GTPasen, wichtige Zielstrukturen dar. Insbesondere
die kleine GTPase Rat Sarcoma (RAS) ist eines der prominentesten Onkogene und
Mutationen innerhalb dieses Gens konnen in 20-30 % aller humanen Tumoren

gefunden werden.?”: 28

Die kleine GTPase RAS

Struktur und Funktion

Die Familie der kleinen GTPasen besteht aus finf Subfamilien (RAS-, Rho-, Rab-, Ran-
und Sar1/Arf-Familie) und umfasst insgesamt ~ 150 Mitglieder.?” Die RAS-Gene
wurden als einige der ersten Onkogene in retroviralen Sarkomen bei Ratten
identifiziert, was zu ihrer Namensgebung fihrte.?° Die kleine GTPase RAS besteht
aus drei Isoformen (N (Neuroblastoma) -, H (Harvey) -, K (Kirsten) - RAS) sowie zwei
SpleiB3-Varianten von KRAS (KRAS4a und 4b). Die drei Isoformen sind hinsichtlich
ihrer Sequenz und Funktion sehr &hnlich, was im Folgenden ndher erlautert werden
soll.3"%* Ein bedeutendes Strukturmotiv ist die Guanin-Nukleotid-bindende Doméane
(G-Domane), die sich aus finf hochkonservierten Strukturmotiven (G1-G5) sowie der
C-terminalen hypervariablen Region (HVR) zusammensetzt. Letztere wird
posttranslational durch Farnesylierungs- und Palmitoylierungsreaktionen mit
Lipidgruppen modifiziert, die fir die Verankerung in der Membran verantwortlich
sind und damit die subzellulare Lokalisation beeinflussen. Innerhalb der G-Doméane
sorgen spezifische Interaktionen fur die Koordination von Mg?*, was fiir die Funktion

der Hydrolysereaktion von zentraler Bedeutung ist.3> 3¢

Angefangen mit dem G1-Motiv, auch P-Loop genannt: Dieses hoch konservierte
Strukturelement mit der Sequenz GxxxxGK(S/T) ist neben der Bindung des a- und g-

Phosphats des Guanin-Nukleotids auch an der Mg?*-Koordination beteiligt.?’

Das Threonin (G2-Motiv) innerhalb der sogenannten Switch-I-Region sowie
Strukturelemente aus der Switch-llI-Region (DxxG, G3-Motiv) sind ebenfalls an der
Koordination des Mg?* beteiligt sowie an der Bindung des y -Phosphats des
Guanosintriphosphats (GTPs).38
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In Abhangigkeit der Nukleotid-Bindung (Guanosindiphosphat (GDP) oder GTP)
induzieren die veranderten Wechselwirkungen der G2- und G3-Motive strukturelle
Veranderungen der Switch-l- und Switch-ll-Region, was zu einem veranderten
Bindungsverhalten mit Effektorproteinen fuhrt (Abbildung 1).3

A

Switch-|

Abbildung 1. Uberblick iiber den strukturellen Aufbau der kleinen GTPase KRAS. A: Kristallstruktur von KRAS"
im inaktiven, GDP-gebundenen Zustand (PDB 4OBE). Charakteristische Bereiche sind farblich hervorgehoben.

B: Detaillierter Einblick in die Ligandenbindung von GDP in KRAS*. Wechselwirkungen sind farblich
hervorgehoben.
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Signalweiterleitung Uber RAS-Proteine

Membranstandige RAS-Proteine fungieren innerhalb der Zelle als molekulare
Schalter, indem sie zwischen dem inaktiven, GDP-gebundenen Zustand und dem
aktiven, GTP-gebundenen Zustand wechseln®® Die Kaskade wird durch
extrazelluldre Stimuli, wie beispielsweise Uber EGFR initiilert, welcher das
Adapterprotein Growth Factor Receptor-Bound Protein 2 (GRB2) rekrutiert. GRB2
kann Guanin-Nukleotid-Austauschfaktoren (engl. guanine nucleotide exchange
factors, GEFs), wie Son of Sevenless 1 und 2 (SOS1/2), binden und an die Membran
lokalisieren. GEFs katalysieren den Nukleotid-Austausch kénnen so RAS in den
aktiven Zustand versetzen.*' Die Gegenspieler der GEFs sind GTPase-aktivierende
Proteine (engl. GTPase-activating protein (GAPs)), wie Neurofibromin 1 (NF1),
welche die GTPase-Aktivitat anregen und somit die Signaltransduktion terminieren

(Abbildung 2).42

Wichtige Signalwege, in denen RAS involviert ist, sind beispielsweise die
Raf/MEK/ERK- sowie die PI3K/PDK1/AKT-Kaskade, welche eine zentrale Rolle in
zellularen Prozessen wie Zelliberleben, Apoptose und Migration spielen. Die
Uberaktivierung von Signalwegen, die mit RAS assoziiert sind, hat weitreichende
Auswirkungen auf die Kontrolle des Zelliberlebens (Abbildung 2).#* Eine der
pathologischen Konsequenzen einer solchen Uberaktivierung ist die Entstehung
von Krebserkrankungen. Upstream von RAS fihrt beispielsweise eine
Uberexpression vom humanen epidermalem Wachstumsfaktorrezeptor 2 (engl.
human epidermal growth factor receptor (Her2)) zu 30 % aller Brustkrebsarten.** 45
Proteine, die direkt mit RAS assoziiert sind, haben die Fahigkeit, die Karzinogenese
voranzutreiben. Ein Beispiel hierfir ist die Deletion des GAPs NF1 in Kombination
mit einer KRAS-Mutation, was zu Fallen von akuter myeloischer Leukamie (AML)
fihren kann.* Mutationen in RAS-nachgeschalteten Proteinen wie B- rapidly
accelerated fibrosarcoma (BRaf) und Extracellular-signal Regulated Kinase (Erk) sind
an der Entstehung von Melanomen beteiligt.#” ¢ Ebenfalls kdnnen Mutationen des
Tumorsuppressors Phosphatase and Tensin Homolog (PTEN) sowie Aktivierungen
von mechanistic Target of Rapamycin (mTOR) und AKT zu diversen Krebsarten

fihren. Haufiger finden sich jedoch aktivierende Mutationen im RAS-Gen.#
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KRAS ist das haufigste, mutierte Onkogen (86 %), gefolgt von NRAS (11 %) und
HRAS (3 %). Die meisten Punktmutationen lassen sich in den G-Doméanen finden und
betreffen die Codons G12, G13 und Qé. Diese beeinflussen unter anderem die
Interaktion mit GAPs und beglnstigen, dass GTP nicht hydrolysiert werden kann

und somit RAS vorwiegend im aktiven Zustand verbleibt.

Austausch

GTP
P; Molekularer
AP Schalter GE

Hydrolyse
GDP
RAS:GTP
aktiv
Raf/Mek/Erk PI3K/PDK1/AKT Rac-Aktivierung
Transkription Zell-Uberleben Zytoskelett-
Zell-Zyklus Proliferation Reorganisation

Abbildung 2. Aktivierungszyklus der GTPase RAS. Inaktives RAS:GDP wird mit Hilfe eines GEFs, welches GDP
gegen GTP austauscht, aktiviert. Aktiviertes RAS:GTP initiiert mehrere Signalkaskaden wie bspw. den
Raf/Mek/Erk oder P13K/PDK1/AKT-Signalweg. Die Aktivierung wird umgekehrt mit GAPs, wobei das GTP zu
GDP hydrolysiert wird. Abbildung adaptiert von VAN HATTUM et al..** PDB 4OBE, 5VQ2.
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Hierbei unterscheiden sich die onkogenen Mutationen an Position 12 und 13,
welche sich im P-Loop befinden, von denen am Hotspot Q61. Kommt es zu einer
Punktmutation an Codon 12 und 13, so verhindert ein sterischer Konflikt die

Interaktion mit dem Argininfinger eines GAPs.

Es konnte weiterhin eine verminderte intrinsische GTP-Hydrolyserate festgestellt
werden.?® Bei G13D-mutierten RAS-Varianten kommt eine erhdhte, von GEFs
unabhangige Nukleotid-Austauschrate hinzu. Bei Qé1-Mutanten hingegen
verhindert die Mutation die korrekte Positionierung eines katalytischen
Wassermolekdils, das fur die GTP-Hydrolyse essenziell ist. Auch bei diesen Mutanten
zeigt sich eine deutlich verminderte GAP-katalysierte Hydrolyse im Vergleich zum
Wildtyp (Abbildung 3).%°

andere (2 %)

0,
Q61 (2 %) G625
G13 (14 %) Onkogene
Hotspots
Austausch
GTP
N Molekularer /
) Schalter GER _~ Switch-ll-Tasche
GDP .
Yo
G13 " G12 S -
. S \‘\\
D . ° C 4 k AN
RAS:GTP ) ) \ b~
aktiv b " N ' R PRI
AR f'/o N ©
Mg Q61
Nukleotid- N

Bindetasche

Uberaktivierung der Signalkaskaden

Abbildung 3. A: Dysregulierung des Schalter-Mechanismus, welches das Gleichgewicht zum aktivierten GTP-
gebundenen RAS verschiebt und somit zu einer Uberaktivierung der Signalwege fiihrt. B: Hotspot-Mutationen

innerhalb des KRAS-Proteins, welche zu einer erhdhten Aktivitat von KRAS fithren kénnen. PDB 40BE, 5VQ2.
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Zielgerichte Adressierung von KRAS'

Obwohl RAS eine Schlisselrolle in der Karzinogenese zukommt, gab es lange Zeit
keine erfolgreichen Anséatze, RAS gezielt zu adressieren und somit zu inhibieren. Ein
Grund war die flache Oberflache des Proteins, die keine ersichtlichen Kavitaten fir
potenzielle Binder bietet. Anders als bei dem erfolgreichen Konzept der
Adenosintriphosphat (ATP)-kompetitiven Kinase-Inhibitoren stellt die GDP-
Bindungstasche bei RAS keine geeignete Bindungsstelle fir Inhibitoren dar.5" Die
Affinitat fir GDP und GTP, welche sich im picomolaren Bereich befindet, gepaart
mit der sehr hohen intrazellularen Konzentration von GDP (40 pyM) und GTP
(400 uM), ist eine zu groBe Hirde fir die Entwicklung von Nukleotid-kompetitiven
RAS-Inhibitoren.>? % Dieses Konzept wurde dennoch erfolgreich durch den Einsatz
von kovalent-bindenden Nukleotid-Analoga angewandt.>* Weiterhin richtete sich
der Fokus auf andere Strategien. Beispielsweise wurde am MAX-PLANCK-INSTITUT FUR
MOLEKULARE PHYSIOLOGIE in Dortmund versucht, die korrekte zelluldre Lokalisation
von RAS zu storen.5%” Auch die Stérung der Protein-Protein-Interaktion (PPI) von
RAS zu seinem Effektor SOS durch eine niedermolekulare Verbindung flihrte zu dem

vielversprechenden Kandidaten BI-1701963.58

Der Durchbruch zur gezielten Adressierung von KRAS gelang dem Labor von
KEVAN SHOKAT im Jahr 2013. Mithilfe des sogenannten Tethering-Ansatzes, der eine
fragment-basierte Durchmusterung einer aus 480 Molekulen bestehenden Disulfid-
Bibliothek beschreibt, konnten geeignete Binder identifiziert werden, die kovalent
(Gber eine Disulfidbricke) an die KRAS®%'>“-Variante binden.> Durch eine
Kristallstruktur von KRAS®'2¢ im Komplex mit einem der detektierten Hits bestatigte
sich der kovalente Bindungscharakter und es offenbarte sich eine zuvor
unentdeckte Tasche unterhalb der Switch-ll-Region neben der Nukleotid-
Bindetasche. Diese wurde durch die Neuorientierung der Switch-ll-Region
verursacht. In weiteren biochemischen Assays zeigte sich, dass hierbei der inaktive
GDP-gebundene Zustand von KRAS stabilisiert wird und die Signalweiterleitung

gestort wird, da keine Interaktion mit SOS und Raf stattfinden kann.

' Teile dieses Abschnittes wurden bereits in Form eines Reviews (KIRSCHNER et al.) publiziert.
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Das erworbene Cystein stellt hierbei den kovalenten Ankerpunkt dar und
ermoglicht eine Mutanten-selektive Adressierung, welche den Wildtypen (wt)
umgeht. Lange Zeit gab es Bedenken gegeniber kovalenten Inhibitoren aufgrund
einer potenziellen Toxizitat, welche durch eine unspezifische kovalente Modifikation
von Proteinen verursacht werden kann.®® Weiter kann es zu der Entstehung von
Resistenzmutationen kommen, wodurch die gewlinschte Aminosaure aufgrund von
Reaktivitatsunterschieden nicht mehr adressiert werden kann.® Dennoch konnte die
erfolgreiche kovalente Adressierung in der zielgerichteten Krebstherapie anhand
von Beispielen wie den Kinase-Inhibitoren Neratinib®? oder Osimertinib® gezeigt
werden. Bei diesen fungiert eine a,f-ungesattigte Gruppe, eine Acryloylgruppe, als
warhead und geht in einer MICHAEL-artigen Reaktion eine kovalente Bindung zum
Protein ein. Dies hat den Vorteil einer gesteigerten Verweildauer am Protein; die
Bindung des Liganden am Zielprotein wird lediglich durch die Degradation des
Proteins limitiert.%" ¢* Hinzu kommt haufig eine gesteigerte Potenz des Inhibitors, da
keine Dissoziation des Liganden stattfindet.®> % Die erfolgreiche Entdeckung der
sogenannten Switch-ll-Pocket (SWIIP) legte den Grundstein fir die kirzlich von der
U.S. Food and Drug Administration (FDA) zugelassenen KRAS-Inhibitoren Sotorasib
(AMG510, LUMYKRAS®, Amgen) (4)*” und Adagrasib (MRTX849, KRAZATI®, Bristol
Myers Squibb) (1),¢8 ¢ welche die Behandlung von KRAS®2¢-mutierten Lungenkrebs
revolutionierten.”® Die Entwicklung von Inhibitoren fir haufig auftretende
somatische Mutationen von KRAS, mit Ausnahme von G12C, war bisher nicht
realisierbar, da diese Inhibitoren mutanten-spezifisch sind und auf die kovalente
Bindung an Cys12 angewiesen sind. Daher blieb die gezielte Adressierung weiterer
Mutanten bis vor Kurzem unerfillt.”" Da die SWIIP als bevorzugte Bindungstasche
fir KRAS fungiert und direkten Zugang zum mutierten Rest an Position 12 bietet,
wurden die Erkenntnisse aus der erfolgreichen Adressierung von KRAS®'?¢ genutzt,
um Moleklle zu entwickeln, die andere relevante Mutationen adressieren. Hierzu
wurden bereits bekannte SWIIP-Binder genutzt und mit reaktiven Gruppen besttickt,
die - in den meisten Fallen - kovalent mit den erworbenen G12X-Mutationen
reagieren koénnen, ohne das wt-Protein zu beeinflussen. Diese aktuellen
Erkenntnisse stellen innovative Werkzeuge fir das Design von warheads dar, die
nicht-katalytische Reste adressieren und Uber das herkémmliche Konzept der Cys-

Modifikationen hinausgehen.
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Die Ansatze eroffnen zudem neue Perspektiven fir die gezielte Adressierung
weiterer haufig auftretender Mutationen wie G12V und G12A. Die Konzepte sollen

im Folgenden naher beleuchtet werden.”

Abgesehen von der G12C-Mutation, die eine kausale Rolle bei nicht-kleinzelligem
Lungenkrebs (NSCLC) (42 %)’? und bei kolorektalen Karzinomen (8 %)”® spielt,
kommt es an Codon 12 ebenfalls zu einem Austausch von Glycin zu Glutamat
(G12D), Arginin (G12R) und Serin (G12S).”" Die haufigste KRAS-Mutation ist die
Punktmutation G12D74, welche 39 % der Félle von duktalem Pankreas-
Adenokarzinom,”® 36 % der kolorektalen Karzinome”® und 17 % der NSCLC-Falle
ausmacht.’27¢ Da G12D die haufigste KRAS-Mutation ist, jedoch nicht Gber den
kovalenten Ankerpunkt Cys12 verflgt, stellte sich die Herausforderung, wie ein
Inhibitor wie Adagrasib (1) in einen wirksamen und selektiven Inhibitor fir G12D
umgewandelt werden kénnte.”* Da KRAS®'?C-Inhibitoren vergleichsweise schwache
reversible Bindungsaffinitdten aufweisen (Adagrasib (1) Ki = 3,7 pM¢, Sotorasib (4)
Ki = 86 uM¢, ARS-853 (3) Ki = 200 pM”’), mussten zwei wesentliche Hirden
Uberwunden werden, um einen reversiblen Inhibitor fir KRAS®'?® zu erhalten. Ein
rein reversibler Inhibitor erforderte eine viel hohere Affinitdt und Selektivitat, um die
fehlende kovalente Bindung zu ersetzen. Hier diente Adagrasib (1) als
Ausgangspunkt, da es die hochste reversible Affinitdt und zusatzliche glnstige
Wechselwirkungen im Vergleich zu anderen KRAS®™C-Inhibitoren aufwies.
Namentlich bildet der Cyanstickstoff eine Wechselwirkung mit der Carbonylgruppe
von Gly10, was die Bindungsaffinitat erhoht. Zweitens bildet die N-Methylpyrrolidin-
Gruppe an der C2-Position des Kerns eine ionische Wechselwirkung mit der
Seitenkette von Glué2. In einer systematischen und iterativen Untersuchung, die die
Modifikation verschiedener Substituenten an den 2-, 4- und 7-Positionen des
kirzlich identifizierten Kernscaffolds Pyrido[4,3-d]pyrimidin umfasste, entdeckten
WANG et al. ein Molekidl mit bemerkenswert hoher Affinitdt und Selektivitat
gegenitber KRAS*t, MRTX1133 (2). Die Ko-Kristallstruktur von KRAS®™?P im Komplex
mit MRTX1133 (2) lieferte wertvolle Einblicke in die Wechselwirkungen, die zu dem
niedrigen Dissoziationskonstanten (K4) von ~0,2 pM beitragen. Die Modifikation an
der 2-Position hat das Potenzial, eine glinstige ionische Wechselwirkung mit Glu62

zu bilden.
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Der Naphthyl-Substituent besetzt eine hydrophobe Tasche, die von Val?, Met72,
Phe78, 1le100 und Val103 aufgespannt wird. Die angehédngte Alkin-Gruppe
interagiert weiter mit einem Wassermolekil, das von Gly10, Val8 und Thr58
koordiniert wird. Zudem bildet das starre bizyklische Amin eine Salzbriicke mit dem
erworbenen Asp12. Diese zusatzliche Wechselwirkung vermittelt eine ~ 500-fache
Selektivitdt gegenliiber KRAS" (Abbildung 4).74 78 MRTX1133 (2) befindet sich
derzeit in einer klinischen Studie (Phase 1/2) fur Patienten mit fortgeschrittenen
die eine KRASG12D-Mutation aufweisen (NCT05737706).
Darliber hinaus ebnete MRTX1133 (2) den Weg fir das ,Repurposing” des

soliden Tumoren,

Kerngrundgerusts durch MIRATI PHARMACEUTICALS fir weitere Mutanten-spezifische

KRASG'2X_|nhibitoren.
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Abbildung 4. A: Darstellung des iterativen Optimierungsprozesses von Adagrasib (1) zu dem KRASS'?P [nhibitor
MRTX1133 (2). B: Ko-Kristallstruktur von Adragrasib kovalent gebunden in der KRASS2¢-Mutante (PDB 6UTO0).¢8
C: Ko-Kristallstruktur von MRTX113 (2) gebunden in der KRASS'?P-Mutante (PDB 7RPZ).”8 Abbildung adaptiert

von KIRSCHNER et al..”"
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Einleitung

Die zahlreichen Vorteile, die mit kovalenten Medikamenten verbunden sind, lassen
sich in der Literatur in einer Reihe an Untersuchungen finden, wobei mutierte

Aminosauren in KRASC'2X kovalent adressiert werden.

Hierzu wurde das fir KRAS®'?P hinsichtlich seiner reversiblen Affinitét optimierte
Grundgerust genutzt und mit reaktiven Gruppen dekoriert, welche die jeweils
erworbene Aminosaure kovalent modifizieren. Da fir die Aminosauren Glutamat,
Arginin und Serin geringere nukleophile Reaktivitaten im Vergleich zu Cysteinen
berichtet wurden,’??" stellt die Adressierung dieser Aminosaureseitenketten eine

besondere Herausforderung dar.

Uber die kovalente Adressierung von G12D berichteten erstmalig YU et al. und
ZHENG et al. Hierzu wurden bekannte SWIIP-Binder mit Oxiran- und Aziridin bzw. -
Lacton-basierten Elektrophile ausgestattet (Abbildung 5).7% 8 Diese konnten die
gewlnschte kovalente Modifikation des Asp in MS- und Ko-Kristallisations Studien
bestatigen. Struktur-Aktivitats-Beziehungsstudien (SAR) zeigten, dass insbesondere
S-konfigurierte Oxirane ein erhdhtes MaB3 an kovalenter Proteinmodifikation
aufweisen, was darauf hindeutet, dass diese Konfiguration des Elektrophils besser
ausgerichtetist, um mit Asp12 zu reagieren. Die resultierende Verbindung YK-8S (4)
reagiert kovalent mit den KRAS-Proteinen G12D und G12C, die an GDP gebunden
sind, sowie mit G12D, das an Guanosin-5"-[fy-imidoltriphosphat (GppNHp)
gebunden ist, wéhrend sie keine oder nur geringe Modifikationen fiir den WT von
KRAS sowie die Mutanten G12R, G13D, Q61R und Q61K zeigt. Untersuchungen der
Ko-Kristallstrukturen von YK-8S (4) im Komplex mit G12D (PDB 8JHL) und G12C
(PDB 8JGD) zeigten, dass der Inhibitor in beiden Fallen eine vergleichbare
Orientierung wie MRTX1133 (2) einnimmt und eine spezifische kovalente Bindung
mit den mutierten Resten eingeht. Bemerkenswerterweise erfolgen die Angriffe auf
Asp12 und Cys12 an verschiedenen Kohlenstoffatomen, erleichtert durch das
Vorhandensein von zwei elektrophilen Atomen im Oxiranring. Dieser Unterschied
wird der langeren Seitenkette von Asp12 zugeschrieben, die die 2-Position
zuganglicher fir den Angriff macht. Im Gegensatz dazu reagiert die kiirzere Cys12
bevorzugt mit der unsubstituierten 1-Position. Erste in-vitro-Zellstudien zeigten
jedoch nur geringe zellulare Aktivitaten, was derzeit noch eine Einschrankung dieser

Verbindungen darstellt.””
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Einleitung

Das Molekil (RS)-1 zeigte eine schnelle kovalente Markierung von KRAS®'2P, jedoch
keine Reaktivitdat gegeniber KRAS*"* oder der nicht natirlich vorkommenden

Mutante KRASC2E,

Da (RS)-1 mit dem aktiven, GTP-gebundenen Zustand von KRAS interagiert,
untersuchten die Autoren dessen Einfluss auf die Bindung des nachgeschalteten
Effektors. Sie beobachteten eine verringerte Bindung an die Raf-RAS-
Bindungsdomane (Raf-RBD) - eine bedeutende Erkenntnis, insbesondere
angesichts der Tatsache, dass die G12D-Mutante eine stark beeintrachtigte GTP-
Hydrolyse aufweist und daher vorwiegend im aktiven Zustand vorliegt. Das Molekdil
(RS)-1 wurde in mehreren Runden weiter optimiert und fihrte so zum Inhibitor (R)-
7 (6). Diese Verbindung zeigte in zelluldren Studien eine mutanten-spezifische
Markierung und Hemmung gegenlber KRAS®'?P, jedoch keine Wirkung auf
Krebszelllinien ohne die G12D-Mutation. Reversible Gegensticke von (R)-7 (6)
wiesen eine signifikant geringere zellulédre Potenz auf, was die Bedeutung der
kovalenten Natur des Inhibitors verdeutlicht. Die Ko-Kristallstruktur (PDB 8T4V) von
KRASS™2P und (RS)-1 zeigte eine ahnliche Orientierung in der Bindungstasche wie
der G12C-Inhibitor Adagrasib (1).82
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Einleitung
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Abbildung 5. A: Reaktions-Mechanismus des Dual-Inhibitors YK-8S (4) mit den mutierten Aminosauren Asp12
und Cys12 in den KRAS-Varianten G12D und G12C.”? B: Reaktions-Mechanismus des KRAS®'2P-
Inhibitors (R) 7 (6).7* Abbildung adaptiert von KIRSCHNER et al..”!

Die KRAS®'?R-Mutation tritt hauptsachlich bei Bauchspeicheldrisenkrebs (17 %)’
auf, ist jedoch auch in sehr wenigen Fallen von kolorektalem Krebs und NSCLC
(~1 %)’? zu finden. In der Entwicklung neuer Inhibitoren, die KRASS®'® gezielt
ansprechen, funktionalisierten ZHANG et al. den Ublicherweise verwendeten SWIIP-
Binder mit einer potenten elektrophilen Gruppe: einem a,f-Diketoamid. Die daraus
resultierende Verbindung 3 (8) zeigte bemerkenswerte Selektivitat fir KRASC12R
gegentber KRAS*, KRASCE™2P, KRASC12Y, KRASA4R KRASA ™ und KRAS?™ (Abbildung
6). Obwohl Verbindung 3 (8) den SOS-vermittelten Nukleotid-Austausch inhibiert,
wurde in KRASS'2R-mutierten Zelllinien keine zellulare Aktivitat bei Konzentrationen
unter 100 pM nachgewiesen. Ahnlich wie andere Mutationen im Codon 12
beeintrachtigt G12R die GTPase-Aktivitat, was zu einem Uberwiegend GTP-
gebundenen Zustand von KRAS fihrt. Die Autoren vermuteten daher, dass
Verbindung 3 (8) nur mit dem GDP-gebundenen Zustand interagieren kann und
bestatigten dies durch die Beobachtung kovalenter Modifikationen von KRAS, wenn

das Lysat mit einem Uberschuss an GDP vorgeladen wurde.
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Einleitung

Die strukturelle Analyse der Ko-Kristallstruktur (PDB 8CX5) zeigte, dass Verbindung
4 in der SWII-Pocket von KRAS®'?® bindet und Arg12 kovalent modifiziert.?’

KRASS™2>-Mutationen werden in 6 % der kolorektalen Karzinome”® und in 5 % von
NSCLC-Fallen beobachtet,”? was eine weitere bemerkenswerte Hotspot-Mutation
darstellt. Ahnlich wie bei frilheren Ansitzen verwendeten ZHANG et al. das
MRTX1133 (2)-Grundgerist und entwickelten Verbindung G12Si-5 (10), welches
eine selektive, kovalente Bindung mit KRAS®'% im Gegensatz zum KRAS*-Protein
oder der GppNHp-gebundenen Form zeigte (Abbildung 6). Dartiber hinaus hemmt
G12Si-5 (10) den durch SOS katalysierten Nukleotidaustausch. Die Ko-
Kristallstruktur von KRAS®'?im Komplex mit G12Si-1, einem Analogon von G12Si-
5(10), lieferte Einblicke in die Bindung des Liganden und zeigte eine &dhnliche
Ausrichtung wie bei G12C-Verbindungen und bestatigte die beabsichtigte
spezifische Acylierung von Ser12. Dabei 6ffnete sich der Ring, wodurch der
Carbonylsauerstoff eine Wasserstoffbriicke mit Lys16 ausbilden kann, und der
sekundare Alkohol wurde in ein Wasserstoffbriickennetzwerk eingebunden, das

durch das Rickgrat von Gly10 und ein Wassermolekdil vermittelt wird.#°
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Einleitung

Herausforderungen und Chancen der Adressierung von onkogenen KRAS

Varianten

Die Entwicklung von warheads, die nicht-katalytische Aminosaureseitenketten
adressieren, stellt bedeutende Fortschritte im Bereich der Wirkstoffforschung dar.
Diese konnen einerseits als wichtige Werkzeuge dienen, um die onkogene und
biologische Rolle der jeweiligen KRAS-Mutanten in Perturbationsstudien zu
untersuchen, und legen gleichzeitig einen wichtigen Grundstein fur die Entwicklung
potenzieller KRAS®'?*-Inhibitoren, die therapeutisch von groBem Nutzen waren.
Darlber hinaus erweitern sie das Spektrum an reaktiven Gruppen, die wichtige
Anwendungen, beispielsweise in der aktivitdtsbasierten Proteomprofilierung
(ABPP), finden konnten. Dennoch stehen die hier diskutierten Verbindungen auch
vor Herausforderungen und Limitationen. So bleibt abzuwarten, wie die
gefundenen Ergebnisse in zelluldre Systeme, Tiermodelle und letztlich klinische
Studien Ubersetzt werden kdnnen. Insbesondere kdnnen sie eine begrenzte
Stabilitat aufweisen, was ihre Wirksamkeit als therapeutische Wirkstoffe erheblich
beeintrachtigen koénnte. Diese Einschrankung unterstreicht die Notwendigkeit,
Liganden weiter zu entwickeln und zu optimieren, die effektiv eine breitere Palette
von  KRAS-Mutationen  ansprechen  kénnen,  unter  Berilcksichtigung
pharmakokinetischer Eigenschaften und Stabilitat, um ihre klinische Anwendbarkeit
und ihr therapeutisches Potenzial zu verbessern. Dariliber hinaus werden
Resistenzmutationen in Zukunft eine zuséatzliche Herausforderung darstellen,
dhnlich den bereits bei Sotorasib (4)/ Adagrasib (1) beobachteten
Resistenzmutationen.® Beachtenswert ist, dass bisher keine Liganden identifiziert
wurden, die andere haufig auftretende KRAS-Mutanten wie KRAS®'?Y, KRAS®'* und
KRAS®'X ansprechen.

Neben pan-RAS-Inhibitoren wie BI-2865% oder der Verwendung von Peptid-
basierten KRAS-Inhibitoren, z.B. dem klinischen Kandidaten LUNA18,8%7 haben
ZHANG und SHOKAT im Jahr 2019 erstmals die Existenz von "molecular glues"
nachgewiesen, die einen Tri-Komplex-Bildung mit RAS (in seinem aktiven, GTP-
gebundenen Zustand), dem Molekil selbst und dem ubiquitéren Chaperon
Cyclophilin A ermdglichen. Die Bildung dieses Tri-Komplexes stoért direkt die
Bindung an Effektoren/GEFs wie Raf-RBD, PI3K und SOS1 .88
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Einleitung

Dieses Konzept wurde von REVOLUTION MEDICINES weiterentwickelt und fihrte zu
einer Reihe von Allel-spezifischen Verbindungen (RAS®'2¢:  RMC-6291
NCT05462717 und NCT06162221; RAS®™P: RMC-9805 NCT06040541; RASC™Y:
RMC-5127; RAS®@™: RMC-0708; RASS™¢: RMC-8839) sowie einer RASMuH.
Verbindung (RMC-6236, NCT05379985 und NCT06162221). Diese Verbindungen
befinden sich derzeit in klinischen Studien oder im IND-Stadium. Beachtenswert ist,

dass sie auch SchlUsselmutationen wie KRASSG'?Y, KRASCG3¢ und KRAS®MH

ansprechen, welche anderweitig nicht erfolgreich adressiert wurden.?’

Ein weiterer Ansatz basiert auf dem Prinzip der Proteolysis-targeting-Chimeras
(PROTACSs). In diesem Zusammenhang dienten etablierte KRASS'?“-Binder als
Ausgangspunkt, die mit einem Linker ausgestattet wurden und so ein
Erkennungsmotiv fir E3-Ligasen mit dem Molekil verbindet (z.B. XY-4-88, LC-2 und
KP-14). Diese Verbindungen induzieren den Abbau von Proteinen, indem sie das
Ubiquitinsystem der Zelle rekrutieren. Da diese G12C-Binder jedoch immer noch
kovalent und damit irreversibel an das Zielprotein binden, kénnen sie nicht, wie fir
PROTAC:s Ublich als wiederverwendbare Katalysatoren der Degradierung dienen.?®
2 |nteressanterweise wurde kirzlich ein kovalent reversibler PROTAC (YF135) mit
einem substituierten Cyanacrylamid-warhead entwickelt.”® Darlber hinaus befindet
sich der KRAS®'2-Degrader ASP3082 derzeit in einer klinischen Studie
(NCT05382559).24 Ahnlich wie der Ansatz von REVOLUTION MEDICINES stellt diese
Technologie eine vielversprechende Strategie zur Bekampfung von RAS-mutiertem

Krebs dar und bietet ein innovatives Behandlungspotential.?
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Motivation und Zielsetzung

Motivation und Zielsetzung

Aufgrund der malBgeblichen Rolle von KRAS in zelluldren Prozessen und der
Tumorentstehung bleibt KRAS ein attraktiver Ansatzpunkt fir die gezielte
Behandlung von KRAS-mutierten oder durch KRAS getriebenen Tumoren. Seit
einem Jahrzehnt, beginnend mit der wegweisenden Entdeckung der SWIIP durch
die Arbeitsgruppe um KEVAN SHOKAT, wurde die Inhibition der KRAS®™?“-Mutante
durch niedermolekulare Verbindungen untersucht und optimiert. Dies fihrte in den
Jahren 2021 und 2022 zur Zulassung von Sotorasib®’ und Adagrasib (1)*® und damit
zu einem Durchbruch in der Behandlung von KRAS®'?¢-mutiertem Lungenkrebs.”!
Angesichts der intensiven Erforschung der G12C-Variante sollte diese als
Modellsystem dienen, um eine Plattform zu etablieren, die es ermdglicht,
Ausgangspunkte flir neuartige kovalente Inhibitoren zu generieren. Dazu wurde ein
bereits bekanntes kovalentes Strukturmotiv, das in nahezu allen G12C-Inhibitoren
vorhanden ist, ausgewédhlt und mit einem Alkin versehen, um eine Diversifizierung
mittels Kupfer-katalysierter Alkin-Azid-Zykloaddition (CuAAC) zu ermdglichen.
Mithilfe eines plattformbasierten Systems sollten in einem Durchlauf 448
verschiedene Azide mit dem Alkin-Grundbaustein reagieren und ohne weitere
Aufreinigung direkt in einem zelluldren Assay auf ihre biologische Aktivitat getestet
werden, wodurch eine zeit- und ressourcensparende Generierung einer Screening-
Bibliothek ermdglicht wurde.? Identifizierte Hits durchliefen eine Re-Synthese zur
Hit-Validierung und weiteren Charakterisierung. Das Projekt sollte besonderen Wert
auf die Etablierung eines robusten Proteinexpressions- und Kristallisationssystems
legen, um letztendlich strukturelle Einblicke in die Ligandenbindung zu gewinnen
und das rationale molekulare Design zu leiten, was die Entwicklung von

Leitstrukturen aus den initialen Hits ermdglichen kann.

Neben der bekannten KRASS'2C-Variante tritt bei 6 % der Lungenkrebspatienten
auch die Punktmutation G13C auf, die bislang nahezu unerforscht ist und in der
Literatur wenig Beachtung findet. Dies unterstreicht die Dringlichkeit der
Entwicklung von Modulatoren, die gezielt auf die KRAS®'3¢-Mutation abzielen, um
Werkzeugmolekile zu schaffen, die das biologische Versténdnis der Rolle dieser

Mutation in der Karzinogenese vertiefen.
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Motivation und Zielsetzung

Die Ergebnisse dieser Untersuchungen koénnen als Grundlage fir neue und
innovative Behandlungsansatze fur derartige Tumore dienen. Analog zur G12C-
Mutation befindet sich das erworbene Cys13 im P-Loop und kénnte somit ein
potenzieller Angriffspunkt fir kovalente Modulatoren darstellen. In dieser Arbeit
sollten zwei verschiedene Ansatze zur kovalenten und selektiven Adressierung der
noch weitgehend unerforschten G13C-Mutation verfolgt werden. Im Rahmen des
ersten Projekts sollten auf Grundlage von GOEBEL et al. GDP-basierte Nukleotid-
Analoga mit einem Linker- und Acrylamid-Motiv an der 2'- bzw. 3'-Position der
Ribose modifiziert werden.?”” GOEBEL et al. diskutieren in ihrer Veroffentlichung, dass
die Inhibitoren lediglich eine moderate kovalente Modifikation gegeniiber dem
erworbenen Cystein aufweisen. Zur Optimierung dieses Ansatzes sollten Docking-
Studien das Design neuer, zyklischer statt linearer Linker lenken, um eine
verbesserte Pra-Organisation und damit auch eine erhohte Reaktivitdat der
kovalenten Modulatoren zu erreichen. Diese sollten anschlieBend in biochemischen
Untersuchungen charakterisiert werden, um den Erfolg dieses Ansatzes zu
Uberprifen. Ein zweiter Ansatzpunkt besteht in der zielgerichteten und kovalenten
Adressierung von KRAS®3C (iber die allosterische SWIIP. Es ist bekannt, dass neben
der G12C-Variante auch andere Mutationen des Codons 12 (wie z.B. G12D’8, G12S8°
und G12R8") mithilfe eines Pyridopyrimidin-Grundgerists Mutanten-spezifisch in
dieser Tasche adressiert werden kdénnen, wodurch das Protein inhibiert wird. In
Anlehnung an dieses Konzept sollten erstmals Inhibitoren entwickelt werden, die
dasselbe Grundgerist wie die bekannten Verbindungen aufweisen, jedoch Uber
einen verlangernden Linker kovalent an das erworbene Cys13 im P-Loop binden
konnen. Geeignete Molekile sollten zunachst durch kovalente Docking-Studien
identifiziert und durch eine zu etablierende robuste Synthesestrategie hergestellt
werden. Diese Synthesestrategie sollte aus Literatur-bekannten Bedingungen’® so
abgewandelt werden, dass der gewahlte Linker in die Verbindungen inkorporiert
werden kann. In biochemischen und zelluldren Studien sollten sie auf ihre
Wirksamkeit hin untersucht werden. Dartber hinaus sollten strukturelle Einsichten
bei Optimierungsversuchen helfen, die Bindungseigenschaften der neuartigen

Inhibitoren zu verbessern.
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Motivation und Zielsetzung

Das Ziel dieser Dissertation war es, durch verschiedene Ansatze wie rationales
Wirkstoffdesign und effiziente Hochdurchsatzverfahren neuartige, kovalent-
bindende Inhibitoren fir die Onkogene KRAS®'2¢ und KRASS'3¢ zu entwickeln. Diese
neuen Verbindungen sollten gezielt an diese Onkogen-Varianten binden und das
bestehende Spektrum an moglichen therapeutischen Verbindungen erweitern. Die
Entwicklung solcher Inhibitoren dient nicht nur dazu, das Versténdnis fur die
biologische Funktion dieser Onkogene zu vertiefen, sondern eroffnet auch

potenzielle Ansatze fur innovative Behandlungsmaoglichkeiten.

Neben KRAS spielt die Proteinkinase AKT eine zentrale Rolle in zelluldren
Signaltransduktionswegen und wirkt primar als negativer Regulator der Apoptose.
Bislang war es schwierig, geeignete AKT-Inhibitoren fir Tumore zu entwickeln, die
eine Uberaktivierung des AKT-Signalwegs aufweisen, da die spezifischen Einfliisse
der verschiedenen AKT-Isoformen nur unzureichend verstanden waren. Fir ein
detaillierteres Verstandnis sind hochspezifische, Isoform-selektive Sondenmolekdile
essentiell, da sie Erkenntnisse Uber die zellulare Lokalisation der Isoformen sowie
detaillierte Einblicke in das Interaktom von AKT liefern kénnen. Im Rahmen dieser
Arbeit wurden, basierend auf Vorarbeiten von Dr. Lena Quambusch, AKT2-
spezifische Sondenmolekiile genutzt, um ein robustes Pulldown-Protokoll in AKT2-
exprimierenden Zellen zu etablieren. Ziel war es, die Selektivitdt der Sonden in
zelluldaren Systemen mittels MS/MS-Studien zu Uberprifen und potenzielle
Interaktionspartner zu identifizieren. Hierzu sollte die Alkin-Funktionalitat der
Sondenmolekiile verwendet werden, um Reporter wie Fluorophore oder Affinitats-

Tags (z.B. Biotin) Gber eine Click-Reaktion gezielt einzubringen.
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Ergebnisse

Ergebnisse

Entwicklung von neuen KRAS®'2C |nhibitoren mit Hilfe eines Fragment-

basierten Ansatzes

Eine der haufigsten KRAS-Mutationen ist die G12C-Mutation, welche insbesondere
bei Lungenkrebs eine prominente Rolle spielt. An dieser Mutante gelang erstmalig
eine Adressierung von KRAS durch ein kovalent-bindendes Molekil, was zu den
beiden zugelassenen Wirkstoffen Sotorasib (AMG510)(4)*” und Adagrasib
(MRTX849) (1)%¢ fihrte. Der langwierige Prozess der Entdeckung potenzieller
kovalenter Wirkstoffe und die Optimierung ihrer Bindungseigenschaften stellen
bedeutende Herausforderungen in der Wirkstoffentwicklung dar. Deshalb stellt sich
die Frage nach innovativen und zeitokonomischen Methoden zur Identifikation

neuer kovalenter Inhibitoren.

Obwohl es fur die KRASS™2C-Mutation bereits zwei therapeutische Wirkstoffe zur
Behandlung von Lungenkrebs gibt, kann es im Laufe der Behandlungen zu
Zweitmutationen und somit zu einer moglichen Wirkstoffresistenz kommen.® Vor
diesem Hintergrund kann es weiterhin interessant und hilfreich sein, Molekdle zu
finden, welche kovalent die KRAS®'?C-Variante binden, sich aber strukturell von
Sotorasib (4) bzw. Adagrasib (1) unterscheiden. Mit dem Ziel, moglichst schnell
neuartige KRASS'C-Inhibitoren zu finden, bietet sich eine Hochdurchsatz-
Diversifizierung eines bereits bekannten Strukturmotivs an. Eine solche Methodik
wurde erstmalig von GEHRTZ et al. beschrieben, die kovalent reagierende initiale Hit-
Strukturen Uber eine Click-Reaktion weiter modifiziert und somit diversifiziert
haben.? Die Derivatisierung findet am Ende der Syntheseroute statt, um den Nutzen

eines einzigen Intermediates zu maximieren.
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Ergebnisse

Durchmusterung zur Identifikation von Hit-Molekilen

Als Ausgangspunkt fur die Durchmusterung innerhalb dieses Projekts wurde ein
Strukturelement gewahlt, das haufig in KRAS-Inhibitoren vorzufinden ist.¢”-¢% %8 Das
Piperazin-Motiv weist aufgrund der zwei Amin-Funktionalitdten zwei Exit-Vektoren
auf. Einerseits wird das eine Amin mit einem MICHAEL-Akzeptor dekoriert, um den
kovalent bindenden Charakter der zukinftigen Modulatoren zu erhalten.
Andererseits wird das zweite Amin mit einem Alkin funktionalisiert (RL2473 (5))
(Abbildung 7). Eine Alkin-Funktionalitat kann in vielen klassischen Reaktionen mit
Ubergangsmetall-Katalysatoren oder perizyklischen Bedingungen eingesetzt
werden.””'9! Dabei ist zu beachten, dass die Acrylamid-Funktionalitat nicht in der
Reaktion interferiert. Die CUAAC stellt hierbei eine geeignete Methode dar, da sie
sowohl wasser- als auch lufttolerant ist.'921% Die hier prasentierte Methode der High-
Throughput-Nanomolar-Scale-Synthese ermdglicht Reaktionen mit lediglich
300 nmol Startmaterial und funktionalisiert dieses effizient und &konomisch.
Darlber hinaus erméglicht sie die Reduktion von Lésungsmitteln. Da die Synthese
auf einem plattformbasierten Verfahren beruht, eignet sich diese Methode weniger
zur Aufreinigung der Reaktionsgemische, weshalb rohe, nicht gereinigte
Verbindungen weiterverwendet werden.”® Das plattenbasierte Format erlaubt
jedoch die frihzeitige Integration fir weitere biologische Experimente, um
Einblicke in die SAR zu gewinnen. Diese werden auch als NanoSAR bezeichnet
(Abbildung 7).7%4 In der Literatur sind bereits Methoden bekannt, welche klassische
in der Medizinalchemie genutzte Reaktionen im Hochdurchsatzformat verwenden.
So nutzt beispielsweise MERCK SHARP AND DOHME Amid-Kupplungen oder Suzuki-

MiYAURA- Reaktionen auf diese Weise. 02 105
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Bekanntes Strukturmotiv kovalenter Platten-basiertes Verfahren

KRASG12¢ |nhibitoren
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N N’J\O’\Cg 5 6

ARS-1620 (3)
KRASS12¢ |nhibitor

Sotorasib (4)
AMG510
KRASS12C |nhibitor

Adagrasib (1)
MRTX849
KRASS'2C |nhibitor

RL2473 (5)
Kovalent-bindendes
Alkin Fragment

literaturbekannte kovalent-bindende KRASS'?C-Inhibitoren. Das gemeinsame

Abbildung 7. A: Drei
Strukturmotiv ist grau hinterlegt. Daraus leitet sich das mit einem Alkin modifizierte Fragment RL2473 (5) ab.
B: Schematische Darstellung der Platten-basierten Click-Reaktion von RL2473(5) mit der Azid-Bibliothek.?

Die neu generierten Verbindungen werden unter Anwendung eines CellTiter-Glo
(CTG)-Assays an NCI-H358-Zellen auf ihre zelluldre Potenz hin untersucht. Dabei

die KRASG2C-Mutationen in

Konzentrationen (5 uM und 1 pM) mit den Verbindungen behandelt. Die Ergebnisse

werden Zellen mit zwei unterschiedlichen

zur prozentualen Zellviabilitét sind in Abbildung 8 aufgefihrt.

2 Die plattformbasierte Click-Reaktion wurde in der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Nir London
(Weizmann-Institut fir Wissenschaften, Israel) entwickelt und zur Verfigung gestellt.
3RL2473 (5) wurde initial von Dr. Lisa Goebel im Rahmen ihrer Masterarbeit synthetisiert.
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Abbildung 8. A: Tabelle der prozentualen Zellviabilitét der erhaltenen Hit-Verbindungen gemessen auf H358-
Zellen bei einer Konzentration von 1 und 5 pM. B: Chemische Strukturen der Azide, welche in den Hit-
Verbindungen vorkommen.*

In dieser Untersuchung konnten sechs Verbindungen als potenzielle Hit-Molekile
identifiziert werden. Diese Hit-Molekile weisen insgesamt bemerkenswerte
strukturelle Gemeinsamkeiten auf. Alle sechs Verbindungen enthalten einen
aromatischen Ring, der Uber eine kurze Verbrickung mit der Azid-Gruppe
verbunden ist. Zudem weisen vier der sechs Molektle (Azid 145, 157, 382, 400) eine
Methylgruppe an der (S)-konfigurierten Methylenbriicke an der Verbriickung auf.
Diese Strukturelemente kdonnten darauf hindeuten, dass sie eine signifikante Rolle
bei der Bindung in der allosterischen Tasche des Zielproteins spielen. Die
aromatischen Ringe sowie die Methylgruppe an der (S)-konfigurierten
Methylenbricke kdnnten wichtige Wechselwirkungen mit dem Protein eingehen
und so die Affinitdt sowie Spezifitdat der Molekile gegeniber der allosterischen

Bindungsstelle beeinflussen.

* Die plattformbasierte Click-Reaktion wurde in der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Nir London
(Weizmann-Institut fir Wissenschaften, Israel) entwickelt und zur Verfligung gestellt. Die initialen
Viabilitatsstudien wurden in Zusammenarbeit mit Dr. Lisa Goebel und M.Sc. Sandra Koska (AG Rauh,
TU Dortmund) durchgefiihrt.
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Hit-Validierung mittels der CovClick-Methode

Eine Herangehensweise, um die identifizierten Hit-Verbindungen zu validieren, stellt
der Ansatz der kovalenten in situ Click-Chemie (Covalent in situ Click-chemistry,
CovClick) dar. Ziel dieser Methode ist es, dass innerhalb der Bindungstasche des
Proteins, zwei Fragmente in raumliche Nahe gebracht werden, welche miteinander
reagieren konnen und so einen neuen Liganden bilden. Hierbei selektiert die
Beschaffenheit der Bindungstasche die bindenden Fragmente, sodass ein

passgenauer und affiner Wirkstoff entstehen kann.

Das Prinzip der Zielprotein-kontrollierten Synthese (engl. target-guided synthesis,
TGS)19¢1% wurde erstmalig von RIDEOUT et al. beschrieben.’ 1% Im Unterschied zur
kinetisch-gesteuerten  Zielprotein-kontrollierten ~ Synthese (engl.  kinetically
controlled target-guided synthesis),"" welche hochreaktive Reagenzien verwendet
und somit unerwiinschte Nebenreaktionen beglnstigt werden, setzt die in situ
Click-Chemie auf die bioorthogonale Reaktion zwischen Aziden und Alkinen. Diese
reagieren in einer [1,3]-dipolaren Cycloaddition irreversibel miteinander zu
Triazolen."? 13 Es ist hervorzuheben, dass die Reaktanten im biologischen System
inert sind und keine zusatzlichen Katalysatoren bendtigen. Die Reaktion der beiden
Reaktanten ist zwar langsam, wird jedoch durch die rdumliche Nahe, vermittelt
durch die Bindungstasche des Zielproteins, beschleunigt.””™ Aus diesem Grund
eignet sich diese Methode besonders fir den genannten Zweck. Im Falle des
CovClick-Prinzips reagiert ein Sonden-Molekll mit dem Protein und modifiziert das
gewlinschte Cystein in der Bindungstasche kovalent. AnschlieBend reagiert die
Alkin-Gruppe des Sonden-Molekils mit einem Azid-Fragment, unter Ausbildung
des Triazols. Dabei sollten die Hit-Fragmente eine ausreichende Affinitat zur
Bindungstasche aufweisen. Die Auswertung des Screens erfolgt durch

massenspektrometrische Analysen.
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Ergebnisse der CovClick-Methode®

Ziel dieser Herangehensweise war es, dass die gefunden Hit-Azide mit Hilfe dieser
Methode validiert werden. Entscheidend ist hierbei, dass aufgrund der Affinitat der
Molekille zum Zielprotein nur die Hit-Azide eine signifikante Reaktivitdt zeigen
sollten und somit diese im Vergleich zu anderen Aziden selektiert werden konnen.
Fir das Screening wird in einem ersten Schritt das Protein KRAS®'?€ vollstandig mit
dem Alkin-Baustein (5) kovalent modifiziert und anschlieBend von dem
Uberschissigen Molekil Uber eine Gelfiltration befreit. Dies soll vermeiden, dass
verbliebenes Alkin, welches nicht an das Protein gebunden ist, mit den Aziden
reagiert und dann anschlieBend erst an KRAS®'2¢ bindet. Durch das Vormodifizieren,
soll das Alkin-Fragment (5) in der Bindetasche vororientiert sein. Im zweiten Schritt
kann das Azid in der Bindetasche ebenfalls binden und durch die raumliche Nahe

mit dem Alkin-Baustein reagieren (Abbildung 9).

CovClick Ansatz
SH
SWIIP
KRASeﬂZC
Kovalente Modifikation des
Proteins l

o]

PR
SWIIP

SCHRITT 1

KRASGWZC
Click Strukturelle Selektion
Reaktion der Azide

N=N 0
N7 s

I

SCHRITT 2 SWIIP

KRASGQC

Abbildung 9. Schematischer Aufbau des CovClick-Ansatzes. Das Alkin-Fragment bindet kovalent an das Cys12
der KRASS?C-Variante. Nach dem ersten Modifikationsschritt wird das Protein Uber eine Gelfiltration gereinigt.
AnschlieBend erfolgt eine Inkubation des vor-modifizierten Proteins mit den Azid-Bausteinen. Hierbei soll die

Bindetasche eine Selektion der Azide vermitteln.

® Das KRAS®'2C-Protein wurde von Andreas Arndt exprimiert und gereinigt.
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In einem ersten Ansatz wurde das vor-modifizierte Protein fir 72 h bei 37 °C mitdem
jeweiligen Hit-Azid im zehnfachen Uberschuss in TRIS-Puffer (pH 7) inkubiert.

AnschlieBend erfolgte eine massenspektrometrische Analyse der Proben.

Ohne Kupfer
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FF Lo |
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N, F Br
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Exact Mass: 2390506 Exact Mas:s: 2429807
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Abbildung 10. Massenspektrometrische Analyse der gefundenen Hit-Azide mit dem vor-modifizierten
KRASS'2C, Die Inkubation erfolgte in zehnfachem Uberschuss in TRIS-Puffer pH 7, bei 37 °C fir 72h
(ohne Kupfer).

In Abbildung 10 ist zu erkennen, dass es zu keiner Reaktion des Alkin-tragenden
Proteins mit den jeweiligen Aziden gekommen ist, da keine Massenverschiebung
ersichtlich ist. Somit war die Click-Reaktion ohne Anwesenheit eines Kupfer(l)-
haltigen-Katalysators nicht erfolgreich. Aufgrund dessen wurde untersucht, ob es zu
einer Reaktion kommt, wenn Cu(ll)SOs,  Tris[(1-benzyl-1H-1,2,3-triazol-4-
yl)methyllamin (TBTA) und Tris(2-carboxyethyl)phosphin  (TCEP) zu dem
Reaktionspuffer hinzugeben wird. Hierbei soll Kupfer die Cycloaddition
katalysieren, wobei in einem ersten Schritt Cu(ll) durch das Reduktionsmittels TCEP
zu Cu(l) reduziert wird. Diese Spezies wird durch den Komplexbildner TBTA
stabilisiert.
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Fiir das Experiment wurde das Azid in zehnfachem Uberschuss zu der Proteinlésung
gegeben. Nachdem in dem Click-Mix die Reduktion von Cu(ll) zu Cu(l) erfolgt war
(Farbumschlag zu griin beobachtbar), wurde der Mix zu der Proteinldsung gegeben
und das Gemisch flr 72 h bei 37 °C inkubiert. Nach einer erneuten Auswertung der
Ergebnisse konnte bei einigen erfolgreich verlaufenden Click-Reaktionen eine
Massenverschiebung festgestellt werden (Abbildung 11). Dabei fiel auf, dass die
Click-Reaktion in einigen Fallen nicht vollstdndig ablief. Dies konnte an der Selektion
der Azide innerhalb der Bindetasche liegen oder daran, dass die Azide

unterschiedlich starke Reaktivitaten aufweisen.
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Abbildung 11. Massenspektrometrische Analyse der gefundenen Hit-Azide mit dem vor-modifizierten
KRASG2¢, Die Inkubation erfolgte in zehnfachem Uberschuss in TRIS-Puffer pH 7, bei 37 °C fiir 72 h (mit Kupfer).
Um zu kontrollieren, ob die Beschaffenheit der Bindungstasche die Azide
hinsichtlich ihrer Passgenauigkeit selektieren kann und somit die Ergebnisse aus
dem zellularen Assay bestatigen kann, wurden auch Azide in diesem System

getestet, welche zuvor nicht als Hit-Azide identifiziert wurden.
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Kontrollen
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Abbildung 12. Massenspektrometrische Analyse der Kontroll-Azide mit dem vor-modifizierten KRASS'2¢, Die
Inkubation erfolgte in zehnfachem Uberschuss in TRIS-Puffer pH 7, bei 37 °C fiir 72 h (mit Kupfer).

Aus Abbildung 12 geht dennoch hervor, dass auch die als nicht-Hits identifizierten
Azide eine Reaktion mit dem Protein-Alkin Komplex eingehen. Ein Grund hierfir
kdnnte sein, dass die Affinitat des kleinen Alkin-Fragments nicht ausreichend hoch
ist, sodass es wirklich in der SWIIP lokalisiert ist. Das mutierte Cystein, welches
kovalent modifiziert wird, ist sehr Losungsmittel exponiert. Hierdurch liegt der
Verdacht nah, dass sich das Molekil auch auBerhalb des Proteins befinden kann
und die Azide dadurch nicht durch das Protein selektiert werden konnen. Das
Design eines hoher affinen Fragments kdnnte hierbei von Vorteil sein. Eine weitere
Fehlerquelle konnte der Zusatz von Cu(l1)SO4 darstellen. Dies konnte bewirken, dass
das Protein nicht mehr in seiner nativen Struktur vorliegt und es somit nicht zu einer
Bindung der Azide in der SWIIP kommen kann. Um dies auszuschlieBen, kdnnte ein
Assay unternommen werden, welcher KRAS auf seine Funktionalitat hin untersucht

(GEF-Austausch Assay).
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Aufgrund der hier gefundenen Ergebnisse wurde diese Herangehensweise
verworfen, da nicht sichergestellt werden konnte, dass die Reaktion unter den
gewahlten Bedingungen selektiv durch das Protein vermittelt wird und
ausschlieBlich nach der Bindung der Fragmente innerhalb der SWIIP verlauft, sodass

es zu einer strukturellen Selektion der Azide kommt.

Re-Synthese der Hit-Molekdule

Zur Validierung der identifizierten Hits (6 a-f) ist es erforderlich, diese in einem
neuen Syntheseverfahren nachzubilden, zu reinigen und ihre Identitat durch MS-

und NMR-Analytik zu charakterisieren und zu bestatigen.

In einem ersten Synthesestrang wurde das Alkin-Fragment (5) erneut hergestellt.
Dazu wurde Boc-geschitztes Piperazin (7) in THF unter basischen Bedingungen mit
Acryloylchlorid bei niedrigen Temperaturen umgesetzt. Hierbei greift das
sekundare, basische Amin in einer Sx2-Reaktion das Carbonyl-Kohlenstoffatom des
Saurechlorids an, wobei das Chlorid abgespalten wird und schlussendlich das Amid
aufgebaut wird (8). Die anschlieBende Abspaltung der Boc-Gruppe erfolgte unter
TFA-sauren Bedingungen. In der Decarboxylierungsreaktion wird die Boc-
Schutzgruppe als Isobuten und Carbamatsaure, welches sich weiter zu CO; zersetzt,
und das Amin freigesetzt. Das resultierende freie Amin (9) wurde daraufhin
ebenfalls unter basischen Bedingungen mit Alkinbromid modifiziert, wodurch das
gewlinschte bifunktionale, kovalent bindende Alkin-Fragment (5) entstand. In
einem weiteren Schritt wurde dieses im Kolben einer Kupfer-katalysierten Click-
Reaktion mit den entsprechenden Aziden umgesetzt. Dabei konnten die
gewdinschten Hit-Verbindungen (6 a-f) mit hoher Reinheit und zufriedenstellenden

Ausbeuten erhalten werden (Abbildung 13).
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Abbildung 13. A: Drei-Schritt Synthese des Alkin-Bausteins (5). Ausgehend von Boc-Piperazin (7) kann nach
Reaktion mit Acryloylchlorid und der anschlieBenden sauren Entschitzung im letzten Schritt nach nukleophiler
Substitution der Baustein (5) erhalten werden. B: Re-Synthese der erhaltenen Hit-Verbindung (6 a- f) Gber eine
Click-Reaktion. €: Chemische Strukturen der Reste der korrespondierenden Azide (a-f).

Massenspektrometrische Untersuchungen

Um den kovalenten Bindungscharakter der neuen Verbindungen nachzuweisen,
sollen Massenspektrometrie (MS)-Studien mit dem aufgereinigten Protein KRAS®'2¢
durchgefihrt werden. Dieses Proteinkonstrukt zeichnet sich dadurch aus, dass alle
vorhandenen Cysteine - bis auf das zu adressierende Cys12 - mutiert wurden. Durch
diese Modifikation kann mithilfe von MS-Studien nachgewiesen werden, dass es sich
bei der kovalenten Modifikation um das gewlinschte Cys12 handelt. Fir diese
Untersuchungen wurde das Protein 24 h bei pH 9,5 und rt mit einem zehnfachen

Uberschuss der Zielmolekiile inkubiert (Abbildung 14).
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Abbildung 14. Massenspektrometrische Analysen der Referenzverbindungen ARS-1620 (3), Sotorasib (4) und
Adagrasib (1) sowie den hier gefundenen Hit-Verbindungen (6 a-f) bei pH 9,5 im 10-fachen Uberschuss, rt, 24 h
mit KRASC12C,

Hierbei wurde ersichtlich, dass alle der gefundenen Hit-Strukturen kovalent
KRASS12¢ modifizieren. Da es sich bei dem Proteinkonstrukt um die Cys-light-
Variante handelt, ist davon auszugehen, dass das gewlinschte Cys12 kovalent
adressiert wurde. Besonders gut schnitten in diesem Experiment die drei Inhibitoren
RL3636 (6¢), RL3637 (6e) und RL3638 (6a) ab, welche eine prozentuale Modifikation
von Uber 50 % bis hin zu ca. 70 % erreichten. Dieses Experiment bestatigt den
gewiinschten kovalenten Bindungsmodus der neuartigen Verbindungen. Ahnlich
wie bei den zelluldren Studien wurde auch hier eine verringerte Modifikationsrate
im Vergleich zu den drei etablierten Inhibitoren ARS-1620 (3) Sotorasib (4) und
Adagrasib (1) erreicht.
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Zellulare Charakterisierung der neuen Substanzbibliothek

Nach der erneuten Synthese der Verbindungen wurden diese in einem CTG-Assay
unter Verwendung von NCI-H358-Zellen analysiert. Hierbei erfolgte die Aussaat der
Zellen in eine 384-well-Platte, gefolgt von einer 96-stiindigen Inkubation mit den
jeweiligen Inhibitoren in Konzentrationsbereichen von 0,1 nM bis 30 yM. DMSO
diente als Negativkontrolle, wahrend 30 pM des zytotoxischen Multikinase-
Inhibitors  Staurosporin als Positivkontrolle verwendet wurden.”* 15  Die
biochemische Analyse isolierter Proteine ermdglicht eine rasche Charakterisierung
von Inhibitoren, wahrend zelluldre Modelle eine umfassendere Untersuchung
komplexer biologischer Parameter bieten, die fur die praklinische Forschung
relevant sind. Zu diesen Parametern gehdren unter anderem die
Membrangéngigkeit der Verbindungen sowie die Wechselwirkungen und
Regulationsmechanismen innerhalb verschiedener Signalwege und Protein-
Protein-Interaktionen in der Zelle. Zudem lassen sich niedermolekulare
Verbindungen hinsichtlich ihrer Zytotoxizitdt und potenziellen Off-Target-Effekte
bewerten. Im Rahmen dieser Dissertation wurde der CTG-Assay verwendet, um die
Auswirkungen der Inhibitoren auf das Wachstum einer humanen Krebszelllinie mit
KRAS-Mutation zu untersuchen. Die Zellviabilitdt wurde durch Messung des ATP-
Gehalts nach Zelllyse bestimmt. In diesem Verfahren wird Luciferin durch eine ATP-
abhéngige Luciferase in lumineszierendes Oxyluciferin umgewandelt, wodurch ein
Lumineszenzsignal erzeugt wird, das direkt proportional zur ATP-Konzentration in
den Zellen ist. In Abbildung 15 sind die ECso-Werte der neuen Verbindungen, des

initialen Alkin-Fragments sowie Referenzverbindungen aufgefihrt.
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Abbildung 15. A: Ubersichtstabelle der bestimmten ECso-Werte gefundenen Hit-Verbindungen und Referenz-
Verbindungen. B: Chemische Strukturen der Hit-Verbindungen.

Es ist ersichtlich, dass das un-modifizierte Alkin-Fragment (5) innerhalb der Assay-
Grenze keinen Effekt zeigt (ECso = 30 uM). Der KRAS-Inhibitor ARS-1620 (3) zeigt
einen ECso-Wert von 7,54 uM. Die von der FDA zugelassenen Inhibitoren Sotorasib
(AMG510) (4) und Adagrasib (MRTX849) (1) zeigen ECso-Werte im nanomolaren
Bereich. Im Vergleich dazu zeigen RL3636 (6c) und RL3639 (6d), dhnlich wie das
Alkin-Fragment RL2473 (5), ECso-Werte auBBerhalb der Assay-Grenze (ECso = 30 pM).
Im Gegensatz dazu zeigen die neuen Verbindungen RL3637 (6e), RL3638 (6a),
RL3881 (6b) und RL3882 (6f) ECso-Werte im niedrigen mikromolaren Bereich, wobei
RL3637 (6e) die beste zelluldre Potenz mit 12 uM aufweist. Aufféllig hierbei ist, dass
die MolekdUlteile, welche von dem Azid-Baustein stammen, strukturell dhnlich sind.
Zum einen verfigen alle Uber eine Methylgruppe an dem S-konfigurierten CHz-
Linker, gefolgt von einem aromatischen Phenyl-Rest, der unterschiedlich mit
Halogenen modifiziert ist. Dies kann ein Hinweis darauf sein, dass dieses
Strukturmotiv wichtig fir die zelluldre Potenz ist und dieser Rest wichtige
Wechselwirkungen innerhalb des Proteins eingeht, welche verantwortlich fur die

biologische Aktivitat sind.
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Um ein verbessertes Verstandnis hinsichtlich ihrer Wirkung auf nachgeschaltete
KRAS-Effektoren in H358-Zellen zu erlangen, wurden die zwei besten Verbindungen
RL3637 (6e) und RL3881 (6b) in Western-Blot-Analysen untersucht. Als Referenz
diente der klinisch zugelassene Inhibitor Adagrasib (MRTX849) (1). Hierzu wurden
die Zellen mit den Inhibitoren in einer Konzentrationsreihe von 0,3 - 5 pM fir 24 h

behandelt.
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Abbildung 16. Immuno-Blots von drei KRAS®'?C-Verbindungen. A: Dosis-abhiangige Darstellung der
Intensitaten der Phospho-Spezies von Erk1/2 im Vergleich zu den nicht-Phospho-Spezies nach Behandlung mit
Adagrasib (1). B: Dosis-abhangige Darstellung der Intensitaten der Phospho-Spezies von Erk1/2 im Vergleich
zu den nicht-Phospho-Spezies nach Behandlung mit RL3637 (6e). C: Dosis-abhidngige Darstellung der
Intensitaten der Phospho-Spezies von Erk1/2 im Vergleich zu den nicht-Phospho-Spezies nach Behandlung mit

RL3881 (6b).
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Es konnte festgestellt werden, dass Adagrasib (1) bereits bei einer sehr niedrigen
Konzentration von 0,3 uM eine signifikante Reduktion des Phosphorylierungssignals
von Erk1/2 bewirkt. Im Gegensatz dazu zeigte der Inhibitor RL3637 (6e) erst bei
einer Konzentration von 1,25 pyM eine leichte Reduktion der downstream-
Phosphorylierung, welche mit steigender Konzentration (2,5 und 5 pM) zunimmt
(Abbildung 16). Jedoch fihrt RL3637 (6e) bei den gemessenen Konzentrationen
nicht zu einem vollstandigen Ausbleiben der Signalweiterleitung, wie es bei
Adagrasib (1) der Fall ist. Im Fall von RL3881 (6b) wurde erst bei einer Konzentration
von 5uM eine leichte Reduktion des Phospho-Signals bei den downstream-
Effektoren Erk1/2 beobachtet. Die hier erzielten Ergebnisse der drei verwendeten
Inhibitoren stimmen mit den zuvor bestimmten ECso-Werten Uberein. Fir den
zugelassenen Inhibitor Adagrasib (1) liegt der ECso-Wert im submikromolaren
Bereich, weshalb bereits bei der niedrigsten verwendeten Konzentration von 0,3 uM
keine vollstandige Inhibition der Phosphorylierung im Western Blot detektierbar ist.
RL3637 (6e) scheint im Vergleich zu RL3881 (6b) eine verbesserte Effektivitat
aufzuweisen, obwohl die ECso-Werte der beiden Inhibitoren im gleichen Bereich

liegen (Abbildung 16).

Im Vergleich zu den bekannten KRAS-Inhibitoren zeigen die neu identifizierten
Verbindungen eine geringere zelluldre Potenz. Diese Molekile sind jedoch
lediglich initiale Treffer mit relativ geringem Molekulargewicht und wurden bisher
keiner medizinal-chemischen Optimierung unterzogen. Die Halogenatome an der
aromatischen Einheit konnten als Exit-Vektoren dienen, um die neuen
Verbindungen durch die Addition weiterer funktioneller Gruppen zu erweitern und

somit zu optimieren.
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Proteinkristallisation®

Wie bereits zuvor erwahnt, stellen die in diesem Projekt generierten Verbindungen
einen wertvollen Ausgangspunkt fir die Entwicklung neuartiger KRASS™2C-
Inhibitoren dar. Dennoch sollten die erhaltenen Molekile weiter optimiert werden.
Um das Molekil weiter zu modifizieren, bieten sich Halogene als mogliche Exit-
Vektoren an. Um den Optimierungsprozess rational zu gestalten, sind Ko-
Kristallstrukturen des Zielproteins im Komplex mit dem Inhibitor von groBer Hilfe.
Diese Strukturen bieten einen strukturellen Einblick in die Ligandenbindung und
unterstltzen das rationale Wirkstoffdesign. Fur die erfolgreiche Durchfihrung von
Kristallisationsexperimenten werden groBe Mengen des gewiinschten Proteins
(KRASS2¢ Cys-light) in hoher Reinheit benétigt. Zu diesem Zweck wurde im Rahmen
der Bachelorarbeit von B.Sc. Vincent Wagner (Sommersemester 2023) eine in der
AG RAUH bereits etablierte Expressions- und Reinigungsmethode zur Gewinnung
von KRASS™2¢-Cys-light optimiert. Beim ersten Expressionsversuch kam es zu einer
erhohten Bildung von Inklusionsk&rpern, was in einer geringen Proteinausbeute von
11 mg (50 | Expressionsvolumen) resultierte. Um dies zu verhindern, wurde vor der
Induktion mit Isopropyl-g-d-thiogalactopyranosid (IPTG) die Expressionskultur auf
20 °C heruntergekihlt, um eine zu schnelle Expression und Fehlfaltung des
Zielproteins zu vermeiden. Zuséatzlich wurde von LB- auf das nahrstoffreichere TB-

Medium umgestellt.

Da erste Kristallisationsversuche unter literaturbekannten Bedingungen fir
KRASS12¢ mit dem Liganden Adagrasib (1) (32 % PEG 4K, 0,1M NaOAc, 8 % 2-
Propanol, 20°C) scheiterten, wurde die Proteinreinigung um eine
lonenaustauschchromatographie (IEX) erganzt. Verbleibende Verunreinigungen
konnen die Kristallisation des Proteins behindern. Das Protein wurde nach dem
bereits etablierten Reinigungsprotokoll aufgereinigt, welches um die IEX erweitert
wurde. Hierzu wurde das Zellpellet zunachst tber eine
Nickelaffinitdtschromatographie (Ni-AC) aufgetrennt. Der vorhandene His-Tag

wurde anschlieBend mit Hilfe einer tobacco etch virus (TEV)-Protease abgespalten.

¢ Teile dieses Abschnitts wurden im Rahmen der Bachelorarbeit von B.Sc. Vincent Wagner
angefertigt.
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Nach einer Dialyse Gber Nacht wurde das Proteingemisch erneut tGber eine Ni-AC
gereinigt, um die TEV-Protease abzutrennen. AnschlieBend erfolgte der neu
hinzugefligte Reinigungsschritt der IEX. Der finale Reinigungsschritt bestand aus
einer GroBenausschlusschromatographie (engl. Size Exclusion Chromatography,
SEC) und lieferte das Protein in optimierter Reinheit und in einer deutlich

verbesserten Ausbeute von 60 mg (15 | Expressionsvolumen).

Wie in der Literatur beschrieben, wurde das aus der Expression erhaltene Protein
fur die Verbindungen Adagrasib (1), RL3636 (6b) und RL3882 (6f) in einer
Konzentration zwischen 15 und 50 mg/ml mit einem zwei- bis 15-fachen Uberschuss
des Inhibitors versetzt und Gber Nacht bei Raumtemperatur inkubiert. AnschlieBend
wurde das kovalent modifizierte Protein Uber eine SEC nochmals aufgereinigt, um
es von dem Uberschuss des Inhibitors und méglichen Aggregaten zu befreien. Dies
fihrte zu einer homogenen Proteinldsung. AuBerdem wurde in diesem Schritt der
Puffer mit einem neutralen pH-Wert ausgetauscht, da die Modifizierung bei pH 9,5

stattgefunden hatte.
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Abbildung 17. Kovalente Modifikation des KRASG'2C-Proteins mit einem zwei- bis 15-fachen Uberschuss der
Verbindung bei pH 9,5 bei rt fir 24 h. AnschlieBend erfolgte eine Aufreinigung Uber eine SEC. A: MS-
Experiment mit Adagrasib (1). B: MS-Experiment mit RL3636 (6¢). C: MS-Experiment mit RL3882 (6f).

Wie aus Abbildung 17 hervorgeht, konnte lediglich fir Adagrasib (1) eine
vollstandige Modifikation erreicht werden. Wahrend KRASS'2¢ mit der Verbindung
RL3636 (6¢) nur sehr gering kovalent modifiziert wurde, konnte mit RL3882 (6f) eine
Modifikationsrate von ca. 60 % erzielt werden.
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Die unmodifizierte und modifizierte Proteinspezies konnte Uber eine SEC nicht
voneinander getrennt werden. Demnach wurden in den Kristallisationsansatzen far

die neuen Verbindungen 6c und 6f nicht homogene Proteinldsungen verwendet.

Sowohl fir das kommerziell erworbene Adagrasib (1) als auch fir RL3636 (6¢) und
RL3882 (6f) wurden initiale Screens (JCSG Core I|-lll und PACT) bei 20 °C unter
haufig vorkommenden Kristallisationsbedingungen durchgefiihrt. Gefundene
vielversprechende Bedingungen wurden in Fine Screens weiter optimiert und fur
alle drei Verbindungen 1; 6c und 6f konnte kristallines Wachstum beobachtet
werden (Abbildung 18).
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Abbildung 18. Kristallisations-Bedingungen von KRAS®2¢ im Komplex mit Adagrasib (1) (A), RL3636 (6c) (B)
und RL3882 (6f) (C).

Die erhaltenen Nadelcluster im Fall von RL3636 (6¢) zeigten am hauseigenen
Rontgendiffraktometer eine Proteindiffraktion bis zu 4 A, sodass sowohl diese als
auch Kristalle aus den Nadelclustern fir weitere Messungen an der Swiss Light
Source (SLS) des Paul Scherrer Instituts in Villigen (Schweiz) vorbereitet wurden

(Abbildung 19).
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Auflésung: 1.4 A KRAS®12¢:GDP PDB 4L8G
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Abbildung 19. A: Nadelcluster von KRASS2C vermeintlich im Komplex mit RL3636 (6¢). B: In dieser Arbeit
erhaltene Kristallstruktur von KRASS'2¢ im GDP-gebundenen Zustand. C: Uberlagerte Strukturen der hier
erhaltenen Kristallstruktur (grau) mit der literatur-bekannten Struktur PDB 4L8G (griin).

Mit den erhaltenen Kristallen konnte ein Datensatz mit exzellenter Auflésung von
1,4 A generiert werden. Bedauerlicherweise zeigte die resultierende Struktur, dass
der gewlnschte Ligand nicht in der allosterischen Switch-ll-Tasche kovalent an
Cys12 gebunden ist. Die Mutation zum Cystein an Position 12 ist jedoch klar
erkennbar. Ein Vergleich der erhaltenen GDP-gebundenen Struktur mit einer in der
Literatur beschriebenen Kristallstruktur (PDB 4L8G) desselben Proteins zeigt eine
nahezu vollstandige Ubereinstimmung. In beiden Strukturen ist Cys12 in gleicher

Orientierung zu finden.
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Allerdings ist in der in dieser Arbeit erhaltenen Struktur eine zusatzliche Helix
sichtbar, welche sich in der Switch-I-Region befindet (Abbildung 19). 7 Da in der
erhaltenen Struktur nicht die Verbindung 6éc in der SWIIP gefunden werden konnte,
wurde in einem weiteren Versuch Soaking-Experimente durchgefihrt. Dabei wird
der Inhibitor Uber finf Tage erst nach dem Wachstum der Proteinkristalle
zugegeben. Unter den Bedingungen 25 % PEG3350, 100 mM MgSQO4 und einer
Proteinkonzentration von 27 mg/ml konnten schlussendlich Kristalle erhalten
werden. Von diesen konnte eine Proteinkristallstruktur mit einer Auflésung von 1,5
A erhalten werden. Auch in dieser Struktur konnte keine Bindung des Liganden in
der allosterischen Tasche nachgewiesen werden. Allerdings wurde eine
Elektronendichte an Cys12 beobachtet, was auf eine kovalente Modifikation dieser
Seitenkette durch den Inhibitor hindeuten konnte. Der Inhibitor ist dabei nicht
innerhalb der SWIIP gebunden, sondern modifiziert das Cys12 von au3en, da dieses
|6sungsmittel-exponiert vorliegt. Dies kann darauf hindeuten, dass die Verbindung
noch keine ausreichende Affinitat besitzt, was in der Zukunft optimiert werden sollte

(Abbildung 63).

Zusammenfassung und Ausblick

Ziel dieses Projekts war es, die von GEHRTZ et al. beschriebenen Verfahren auf
KRASS2¢ anzuwenden.?® Dazu wurden bekannte Bindungsmotive verwendet und
mit einer Alkin-Gruppe modifiziert, die eine Derivatisierung mittels der CUAAC mit
einer Vielzahl chemisch diverser Azide ermdglichte. In nachfolgenden zellularen
Assays konnten sechs Hits identifiziert werden, was einer Trefferquote von 1,4 %
entspricht. Zur Validierung der Treffer sollte die CovClick-Methode angewendet
werden, um affin-bindende Motive aufgrund der Eigenschaften der Bindungstasche
zu selektieren. In Ansédtzen ohne Zugabe von Kupfer konnte keine Reaktion mit dem
Alkin festgestellt werden. Erst nach Zugabe von Kupfer und einem Reduktionsmittel
konnten in MS-Analysen entsprechende Massenverschiebungen beobachtet

werden.

7 Die Proteinstruktur wurde von Dr. Janina Niggenaber gelost.

42



Ergebnisse

Da dies jedoch auch bei Kontrollverbindungen beobachtet wurde, konnte nicht
ausgeschlossen werden, dass das Protein nach der Behandlung mit Kupfer partiell
denaturiert wurde oder die Reaktion auBerhalb der Bindungstasche stattfand. Aus
diesem Grund wurde dieser Ansatz verworfen. Die Hits (6 a-f) wurden stattdessen in
einer Re-Synthese nachsynthetisiert und anschlieBend charakterisiert. In dosis-
abhangigen Studien konnten im CTG-Assay Aktivitaten im niedrigen mikromolaren
Bereich gemessen werden, wodurch wichtige strukturelle Eigenschaften der
Molekile in einer SAR identifiziert werden konnten. In MS-basierten Studien konnte

ebenfalls die kovalente Bindung am gewtlinschten Cys12 beobachtet werden.

Zuklnftig sollten die identifizierten Treffer weiter modifiziert werden, um die
Bindungsaffinitat sowie die zelluldre Potenz der Inhibitoren zu verbessern. Ko-
Kristallisationsstudien kdnnten herangezogen werden, um das Design neuer
Inhibitoren rational zu gestalten. Obwohl im Rahmen dieser Arbeit noch keine
solche Struktur erhalten werden konnte, sollte dies in zukinftigen Studien
behandelt werden. Es konnte jedoch eine Apo-Struktur generiert werden, die mit

bereits publizierten Strukturen tGbereinstimmt.
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Entwicklung von neuartigen Nukleotid-basierten Inhibitoren fur die

onkogene KRASC®'3Variante

Neben den onkogenen Mutationen an Codon 12 treten auch Mutationen an den
Hotspots 13 und 61 auf, die eine Rolle in der Tumorentstehung spielen, aber bisher
nur unzureichend erforscht und adressiert wurden.”” Ein erworbenes Cystein kann
nicht nur an Codon 12, sondern auch an der benachbarten Position 13 gefunden
werden. Mutationen an Codon 13 kénnen in 14 % aller Tumore nachgewiesen
werden, wobei es sich in 6 % aller Falle um eine Glycin-zu-Cystein-Substitution
handelt." 17 Uber die Physiologischen und pathologischen Funktionen dieser
Mutante ist bislang wenig bekannt. Fiir die G13D-Varianten konnte gezeigt werden,
dass sie eine erhdhte intrinsische Nukleotid-Austauschrate aufweisen, wodurch das
Protein Uberwiegend im aktiven, GTP-gebundenen Zustand vorliegt."® Das
erworbene Cystein an Position 13 kann dhnlich wie Cys12 als kovalenter Ankerpunkt
genutzt werden, um mutanten-spezifische Molekile zu entwickeln. Diese kdnnten
sowohl als molekulare Werkzeuge zur Aufklarung der Biologie dieser Variante
dienen als auch als potenzielle Inhibitoren fungieren. Da die Nukleotidbindungs-
Tasche sowie die Bindung von GDP und GTP entscheidend fur die
Signalweiterleitung der GTPase sind, stellen Inhibitoren, die die GTPase in ihrem
inaktiven Zustand stabilisieren, eine potenzielle Methode zur Modulation der
Aktivitat dar. Die gezielte Stabilisierung des inaktiven Zustands der GTPase bietet
somit einen vielversprechenden Ansatz zur Regulierung der
Signaltransduktionswege, die durch diese Enzyme gesteuert werden. Lange Zeit
wurde die orthosterische Inhibition von kleinen GTPasen - insbesondere von KRAS
- als nicht moglich erachtet. Dies liegt an der hohen Affinitat der natirlichen
Substrate GDP und GTP, die im picomolaren-Bereich liegt, gepaart mit der hohen
intrazellularen Konzentration von GDP und GTP.52%3 Im Jahr 2014 konnte aber in der
Arbeitsgruppe um Nathanael Gray gezeigt werden, dass modifizierte Nukleotide,
welche eine elektrophile Gruppe tragen, durchaus als GDP-kompetitive Inhibitoren
fungieren. Der aus diesen Arbeiten resultierende Modulator SML-8-73-1 tragt am f-
Phosphat eine verlangernde Linkergruppe, an die der warhead angebracht wurde.

Dies ermoglicht die kovalente Modifikation des erworbenen Cys12.5% 117
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Allerdings erwies sich die Position der Modifikation am pB-Phosphat des GDP-
Grundgerists mit Chloracetamid als unglinstig. Dies fihrte zu einem Verlust
wesentlicher Wechselwirkungen mit dem Protein und dem Magnesiumion, was eine
verminderte reversible Affinitat zur Folge hatte (K4(SML-8-73-1) = 0,14 uM, K4 (GDP)
= 2,5 pM). Folglich konnte das von SML-8-73-1 abgeleitete Prodrug-Molekdl in
zellularen Experimenten nicht ausreichend mit den Guanin-Nukleotiden
konkurrieren.>* 120 Weiter wurde fir die GTPase Ypt7Q35C ein Molekil (aGDP) von
WIEGAND et al. entwickelt. Diese zeichnen sich dadurch aus, dass der warhead an
dem N2 der Base installiert wurde und somit nicht an den Phosphaten modifiziert
wurde.'?" Anhand dieser Beispiele konnte eindrucksvoll gezeigt werden, dass
neben der kovalent-allosterischen Modulierung von KRAS auch die orthosterische

Inhibierung mit Hilfe von kovalent-reagierenden Molekilen moglich ist.

Im Rahmen der Dissertation von Dr. Lisa Goebel wurden erstmals kleine Molekile
entwickelt und charakterisiert, die kovalent an die noch weitgehend unerforschte
KRASS3¢-Mutante binden. Hierfir wurden Molekile konzipiert, die ein lineares
Linkermotiv (eda: Ethylendiamin, pda: Propylendiamin und bda: Butylendiamin)
sowie den Acrylamid-warhead tragen. Dieser warhead zeigt eine geringe
unspezifische Reaktivitdt gegeniber Thiolgruppen, was ihn als besonders
biokompatibel auszeichnet. Um jedoch eine gezielte Reaktion mit dem
gewlinschten Cysteinrest zu ermoglichen, muss der warhead im initialen,
reversiblen Bindungsschritt korrekt ausgerichtet sein.?® 22 Im Gegensatz zu dem
GDP-Analogon SML-8-73-1 wurde in diesem Projekt nicht das 4#-Phosphat, sondern
die 2'- und 3'-Positionen der Ribose als Derivatisierungsstelle gewahlt. Durch diese
Modifikation konnte das Diphosphat-Motiv beibehalten werden, was weiterhin eine
hoch affine Bindung im Protein ermdglicht. Vor der Synthese wurden mittels Co-
Kristallstrukturen und Struktur-basiertem Liganden-Design (engl. structure-based
drug design, SBDD) geeignete Linkerlangen untersucht, um eine optimale
Ausrichtung der Thiol-reaktiven Gruppe zu gewahrleisten. Die Synthese erfolgte
nach einer modifizierten Methode von CReMO et al. (1990) und EBERTH et al.
(2005)."2% 124 Die hergestellten Verbindungen standen fir biochemische, zellulére

und kristallographische Untersuchungen zur Verfigung.
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Die bisherigen Experimente zeigten, dass die entwickelten Nukleotid-Analoga
(Acryl-eda-GDP, Acryl-pda-GDP und Acryl-bda-GDP) lediglich eine moderate

Modifikationsrate zu KRASS'3¢ bei physiologischem pH-Wert aufweisen.”

Eine mogliche Strategie zur Verbesserung konnte darin bestehen, den bisher
verwendeten linearen Linker durch ein rigideres System zu ersetzen und somit die
Flexibilitdét des Linkers herabzusetzen. Dies wirde eine verbesserte pra-
Organisation der reaktiven Gruppe ermoglichen und koénnte somit zu einer
gesteigerten Reaktivitdt bei physiologischem pH beitragen. Hierzu soll im
Folgenden eine Designstrategie sowie eine geeignete und effiziente Syntheseroute

etabliert und diskutiert werden um ebendiese MolekUle zu realisieren.
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Design und Synthese einer fokussierten Substanzbibliothek

Bei der naheren Betrachtung der Kristallstruktur von eda-GDP (15a) im Komplex mit
KRASST3€ zeigte sich, dass der Linker eine gebogene Orientierung einnimmt. Diese
Struktur und die damit vermutlich hohe Flexibilitat konnten erheblich dazu
beitragen, dass bei physiologischem pH-Wert nur eine verminderte Reaktivitat
gegeniber dem Cystein beobachtet wird. Um die Reaktivitat zu optimieren, sollte
daher die Orientierung des Linkers und damit der elektrophilen Gruppe relativ zum
Cystein vor der kovalenten Modifikation verbessert werden. Hierzu sollten
unterschiedlich substituierte Ringsysteme verwendet werden, um die Rigiditat des
Linkers zu erhohen. Basierend auf der Kristallstruktur von eda-GDP wurden
mogliche Ringsysteme in kovalenten Docking-Studien mit LIGANDSCOUT'?
untersucht. Hierzu wurden Ringe unterschiedlicher GréBe (Finf-, Sechs- und
Sieben-Ringe) verwendet, die an unterschiedlichen Positionen modifiziert wurden.
Beispielhafte Ergebnisse dieser Studien sind in Abbildung 20 dargestellt, wobei
eda-GDP (15a) als Vergleichsstruktur diente. Ein wesentliches Augenmerk lag auf
dem Erhalt der starken Wechselwirkungen des GDP-Molekdils, welche durch die
kovalente Bindung innerhalb der Bindungstasche nicht beeinflusst werden sollten.
In allen drei getesteten Ringstrukturen (15f,g; 15d; 15b,c) konnte nach Evaluierung
der Docking-Ergebnisse eine Pose visualisiert werden, die eine hohe
Deckungsgleichheit mit der parentalen Struktur (eda-GDP (15a), PDB 70K3)
aufweist. Dabei bleibt das GDP-Grundgerist unverandert. Dies deutet darauf hin,
dass die getesteten Ringsysteme eine geeignete GroBe besitzen, da trotz der
vorgesehenen kovalenten Bindung keine Beeintrachtigung der Bindung des
Grundgerusts festgestellt wurde. Anhand der Ergebnisse der Docking-Studien
wurden die am besten geeigneten Ringsysteme fiir die anschlieBenden Synthesen
ausgewahlt. AuBerdem sollten auch negative Beispiele synthetisiert werden, um die

Ergebnisse der Docking-Studien zu validieren.
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Abbildung 20. A: Designvorschlag fur zyklische Linker basierend auf der Verbindung eda-GDP (15a)
(PDB 70K3). B - D: Docking-Studien durchgefihrt in LIGANDSCOUT'?® von méglichen Zielstrukturen (15f,g; 15d,;

15b,c) mit unterschiedlichen zyklischen Linkern basierend auf der Struktur von PDB 7OK3.

Um den Zugang zu einer Substanzbibliothek zu verbessern, wurde eine innovative
Synthesestrategie angewendet, die einerseits die Darstellung einer Vielzahl von
strukturell diversen und zyklischen Aminen ermdoglicht und andererseits im

Vergleich zur herkémmlichen Syntheseroute wesentlich zeitsparender st

(Abbildung 21).

Urspringlich  wurde zur Darstellung von GDP-basierten Inhibitoren die
Syntheseroute, welche in GOEBEL et al. bereits publiziert wurde und sich an
CREMO et al. und EBERTH et al. orientiert, genutzt.?”- 123124 |m ersten Schritt wurde das
kommerziell erhaltliche Natriumsalz von GDP verwendet und mittels
Kationenaustausch-Chromatographie in das Tetrabutylammonium-(TBA-)Salz
Uberfuhrt, welches in Dimethylformamid (DMF) I6slich ist und in der weiteren
Synthesesequenz als Losungsmittel dient. Zunachst wurde das Natriumsalz des GDP

durch den Kationenaustauscher gegen Protonen ausgetauscht.
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Da GDP jedoch unter sauren Bedingungen instabil ist, wurde im anschlieBenden
Schritt Tributylamin zugegeben, um die Stabilitat des Nukleotids zu gewahrleisten.
AnschlieBend erfolgte die Modifikation der 2'- und 3’-Hydroxylgruppen der Ribose
mit Carbonyldiimidazol (CDI), wobei durch nukleophile Substitution ein zyklisches
Carbamat entstand. Eine Nebenreaktion fihrte zur Modifikation der endsténdigen
Phosphatgruppe mit Imidazol zu dem entsprechenden Phosphoamidat. Daraufhin
wurden primadre Amine zugegeben, wodurch die 2'- und 3'-Position der Ribose
unter Abspaltung von CO;, sowie die endstandige Phosphatgruppe unter
Abspaltung von Imidazol modifiziert wurden. Uberschiissiges Amin wurde durch
wiederholte Zentrifugation und anschlieBendes Waschen mit DMF entfernt. Im
nachsten Schritt erfolgte die Abspaltung der Aminogruppe des Phosphats im
sauren Milieu von HCI. Die Reinigung der Verbindungen mit freien, negativ
geladenen Phosphatgruppen wurde mithilfe eines Anionenaustauschers
durchgefihrt. Das Sdulenmaterial bestand aus einer Agarose-Matrix mit quartéren
Aminen als Liganden. Durch einen linearen Gradienten einer Triethylamin-Losung
(50 mM bis 1 M) konnten die Nukleotide eluiert und anschlieBend mittels HPLC
analysiert werden. Als Referenz diente ein Gemisch (G-Mix) bestehend aus
Guanosin, Guanosinmonophosphat (GMP), GDP, GppNHp, seinem Abbauprodukt
GppNH, und GTP. Im letzten Schritt wurde die Acrylgruppe mithilfe eines
Aktivesters eingefiihrt und wie zuvor beschrieben tGber den Anionenaustauscher

gereinigt sowie mittels HPLC analysiert.

Die neue Synthesestrategie folgt hingegen einem konvergenten Ansatz, bei dem
die Amine in einem zweistufigen Prozess mit dem warhead modifiziert werden
(Abbildung 21). Hierfir wird zuerst das Boc-geschitzte Amin mit Acryloylchlorid
versetzt und anschlieBend in einer TFA-sauren Entschitzung weiter umgesetzt,
wobei das freie Amin entsteht, welches zur Generierung der Carbamate genutzt
werden kann. Diese Zwei-Schritt-Synthese konnten in moderaten bis hin zu guten
Ausbeuten realisiert werden. Gleichzeitig wurde, ahnlich wie bei der alten Methode,
das jeweilige Nukleotid durch die Verwendung des Reagenz CDI geschutzt.
AnschlieBend wurden das modifizierte Amin und das CDI-geschitzte Nukleotid in

einer nukleophilen Substitution kombiniert.
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Dabei entsteht nicht nur das gewlinschte 2',3'-modifizierte Nukleotid, sondern
hauptsachlich eine zuséatzlich am Phosphat veranderte Spezies. Das Amin am
Phosphat kann durch eine saure Hydrolyse-Reaktion entfernt werden, und das

gewlnschte 2',3"-substituierte GDP-Analogon wird erhalten.
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Abbildung 21. A: Konvergente Syntheseroute der neuartigen Nukleotid-basierten Verbindungen. Konditionen:
(i) Acryloylchloride, DIPEA, THF, rt, 12 h; (ii) DCM/TFA (3:1), rt, (48,5 - 91,3 %); (iii) CDI, DMF, 4 °C, 12 h; (iv)
DIPEA, DMF, rt, 12 h; (v) ag. HCI (pH 1.5) 1-7 d. B: Ubersicht der MICHAEL-AKZEPTOR-tragenden GDP-basierten
Verbindungen (15a-i).

Im Vergleich zur alten Syntheseroute erfordert die neue Synthese lediglich eine
Aufreinigung anstelle von zwei. Hierfir wird eine Anionenaustausch-
Chromatographie an einem automatisierten Akta-System durchgefihrt (Abbildung
22). Die konvergente Syntheseroute minimiert den Arbeitsaufwand durch die
einfache anstelle der doppelt durchgefihrten Aufreinigung und erméglicht den

Einsatz chemisch diverserer Diamine.
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Abbildung 22. Chromatogramm der Anionenaustausch-Chromatographie. Als stationdre Phase wurde eine
Matrix aus Agarose und quartdre Ammonium-lonen gewé&hlt und zur Elution der Nukleotide eine 50 mM -1 M
TEA-LSsung verwendet.

Fir die Untersuchung der SAR wurden unterschiedlich groBe, aliphatische
Ringsysteme (5-, 6-, 7-Ring) mit Substitutionen an verschiedenen Positionen (1,2;
1,3; 1,4) getestet. Die Substitutionen unterscheiden sich auch durch ihre endo- oder
exozyklische Platzierung, wodurch die Positionierung des warheads variiert werden

soll. Diese sollen im Folgenden charakterisiert werden.

MS-basierte Charakterisierung der neuartigen GDP-basierten Verbindungen

In initialen Massenspektrometrie-basierten Studien wurden die neuartigen
Acrylamid-tragenden Verbindungen (15b-i) im Vergleich zu dem parentalen
Molekll eda-GDP (15a) untersucht. Dabei wurde die kovalente Reaktion der
Molekile mit dem Protein Gber eine MICHAEL-artige Addition hin untersucht. Hierzu
wurde  zundchst das  KRAS®™3¢,, (Cys-light) Konstrukt®  verwendet.
Erwartungsgemal sollte bei den MS-basierten Experimenten eine Verschiebung
des Massen-Peaks beobachtet werden, die der Masse der kovalent reagierenden

Verbindung entspricht.

8 Die in diesem Abschnitt verwendeten Proteine wurden von Andreas Arndt exprimiert und gereinigt.

51



Ergebnisse

Dabei fiel auf, dass, dhnlich wie bei eda-GDP, die Reaktivitat der Verbindungen bei
einem nahezu physiologischen pH-Wert von 7,5 sehr gering war (Abbildung 23).
Infolge dessen wurden Spektren aufgenommen, wobei das Protein mit den
Verbindungen in einem zehnfachen Uberschuss fiir 24 h bei ansteigenden pH-

Werten (7,5 - 9,5) inkubiert wurden.
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Abbildung 23. MS-basierte Studien in Abhangigkeit des pH-Wertes der erhaltenen Verbindungen (15a-i) mit
KRASG3¢(Cys-light). Die prozentuale Modifikation wurde gegen den pH-Wert aufgetragen.

Nach Analyse der Daten wurde ersichtlich, dass im Vergleich zu den neuen
Verbindungen eda-GDP (15a) das beste Reaktivitatsprofil aufweist. In dhnlichem
MaBe modifizieren auch die Verbindungen 15b bis 15d das gewlinschte Cystein.
Die Molekdle reagieren bei hoheren pH-Werten vollstandiger mit KRASS™3¢, was mit
der steigenden Nukleophilie des Cysteins bei hoherem pH-Wert zusammenhangt.
Auffallig ist, dass 1,3-modifizierte 6-Ringe das beste Profil aufweisen, gefolgt von 5-
und 7-Ringen. Der 1,2-modifizierte 6-Ring, welcher in vorausgegangenen Docking-
Studien ein sehr gutes Ergebnis lieferte, zeigt lediglich eine moderate Reaktivitat.
Dagegen weisen 1,4-substituierte 6-Ringe ein vergleichsweise schlechtes Verhalten

auf, was auf eine unglnstige Ausrichtung des warheads zurlckzufihren ist.
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Dieses VerknlUpfungsmuster fiihrt zu einer Orientierung des warheads in eine
l6sungsmittelexponierte Region. Zudem ist aufféllig, dass warheads, die an exo-

standigen Aminen angebracht wurden, bevorzugt erscheinen.

Dies mag an der erhohten Flexibilitdt des Elektrophils liegen. AuBerdem scheint

eine S-Konfiguration bevorzugt zu sein.

AnschlieBend wurde das zeitaufgeloste Bindungsverhalten der neu synthetisierten
Verbindungen (15b-d) untersucht. Hierzu wurden die Verbindungen bei einem pH-
Wertvon 9,5 inkubiert, und Proben wurden zu definierten Zeitpunkten entnommen,
um die prozentuale kovalente Modifikation zu bestimmen. Dieses Experiment
wurde ebenfalls vergleichend mit der parentalen Verbindung eda-GDP (15a)
durchgefiihrt (Abbildung 24).
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Abbildung 24. Zeitliche MS-basierte Analyse der drei Verbindungen (15b-d) im Vergleich zu der Parental-
Verbindung eda-GDP (15a) mit KRAS®'3 (Cys-light). Die prozentuale, kovalente Modifikation wurde gegen die
Zeit [h] aufgetragen.

Es zeigte sich, dass eda-GDP (15a) und 15b eine vergleichbare Modifikationsrate
aufweisen. Zudem wurde ein schlechteres Modifikationsverhalten bei den
Verbindungen 15c¢ und 15d beobachtet, was auf eine unglnstigere pra-

Orientierung der elektrophilen Gruppe hinweist.
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Dennoch lasst sich festhalten, dass die zeitliche kovalente Modifikationsrate der drei
neuartigen Verbindungen im Vergleich zu 15a etwas schlechter ist, aber sich in

einem ahnlichen Rahmen bewegt.

Das Bindungsverhalten der getesteten Verbindungen gegeniiber KRAS*(1-169)
und KRASC™2¢(1-169) war ebenfalls von besonderem Interesse, um die Selektivitat
der neuen kovalenten Molekile zu untersuchen. Aus struktureller Sicht ist es den
Verbindungen kaum maoglich an das Cys12 von KRAS®'?€ zu binden, da der Linker
zu kurz und zu unflexibel ist. Fir diese Untersuchung wurden 15a und die
Verbindungen 15b-d in einem pH-Bereich von 7,5 bis 9,5 untersucht. Bei dem
KRASS™2C Konstrukt handelt sich genau wie bei KRAS®'3¢ auch um die verkirzte und
die Cys-light Variante, wohin gegen der Wildtyp auch drei Oberflachen-exponierte

Cysteine aufweist.
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Abbildung 25. Vergleichende Analyse der drei Verbindungen 15b-d mit der Kontroll-Verbindung eda-
GDP (15a) mit den Proteinen KRAS®3¢(Cys-light) (A), KRAS®2¢(Cys-light) (B) und KRAS".169 (C). Die kovalente,
prozentuale Proteinmodifikation wurde gegen den pH-Wert aufgetragen.

Die Ergebnisse zeigten ein exzellentes Selektivitatsprofil der getesteten
Verbindungen sowohl gegentiber der G12C-Mutante als auch dem Wildtyp. Fur alle
getesteten Molekile wurde keine bis nur eine sehr geringe Modifikationsrate
beobachtet. Lediglich bei einem hohen pH-Wert von 9,5 konnte eine geringe

kovalente Modifikation festgestellt werden.
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Es wird jedoch angenommen, dass diese kovalente Bindung an das Cystein von
aufBen stattfindet, da das Cys13 in der Nahe einer |6sungsmittelexponierten Region

lokalisiert ist. (Abbildung 25).

AbschlieBend lasst sich festhalten, dass die drei besten Verbindungen 15b-d ein
ahnliches Bindungs- und Reaktivitatsverhalten wie die parentale Verbindung 15a
aufweisen. Alle getesteten Molekdle zeigten eine sehr gute Selektivitdt gegenlber
KRASSC im Vergleich zu G12C und dem Wildtyp. Dennoch konnte keine
Verbesserung der Reaktivitat gegentiber dem Cys13 erreicht werden, was einen
weiteren Optimierungszyklus erforderlich macht, um geeignete Linker zu
identifizieren. Verbessernd hinsichtlich der Reaktivitdit der kovalenten
Verbindungen kénnte der Einsatz von dGDP-Derivaten sein. In dieser Arbeit wurden
ausschlieBlich Verbindungen synthetisiert, welche von dem GDP-Grundgerist
ausgehen und somit 2'- und 3'-Isomere bilden. Diese Isomerisierung passiert
spontan. Aus Kristallisations- und Docking-Studien ging hervor, dass lediglich das
3'-Isomer an das Cystein binden kann, da hier der geeignete Abstand
eingenommen wird. Mit der Verwendung des dGDP-Grundgeristes kann diese
notwendige Isomerisierung umgangen werden, da nur das 3'-Derivat vorliegen
wirde und die Bindung somit schneller und effizienter ablaufen kénnte. Eine
zusatzliche Herangehensweise zur Optimierung stellt die Modifikation des
warheads dar. Hier konnten starkere Elektrophile eingesetzt werden. Interessant ist
hierbei auch der Di-Methylamino-warhead, bekannt aus dem Molekil Neratinib.%?
Es wurde beschrieben, dass das endstandige tertidre Amin zur Deprotonierung und
Stabilisierung der Thiolgruppe des Cysteins beitragt. In diesem Zusammenhang
ware auch eine Interaktion des Amins mit den negativ geladenen Phosphatgruppen

denkbar, was vorteilhaft sein kdnnte.
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GEF-katalysierter Nukleotid-Austausch

Die massenspektrometrischen Untersuchungen haben gezeigt, dass die erhaltenen
Verbindungen zwar kovalent an das Zielprotein binden, dies jedoch allein keinen

Beweis fur inhibitorische Effekte darstellt.

Im nachsten Schritt sollte daher geprift werden, ob die kovalente Bindung das RAS-
Protein im jeweiligen Nukleotidzustand stabilisiert oder ob ein Nukleotidaustausch
trotz der kovalenten Modifikation weiterhin mdglich ist. Der Austausch erfolgt tGber
den GEF SOS. Fir den Assay wurde ein KRAS-Protein (5 pM) mit einem Fluorophor-
modifizierten GDP (3'-O-(N-Methyl-anthraniloyl)-2'-deoxyguanosin-5'-diphosphat
(mantGDP), 10 uM) und SOS (0,25 uM und 0,5 pM) versetzt. Ein Anstieg der
Fluoreszenz im Verlauf des Experiments deutet darauf hin, dass ein Nukleotid-

Austausch stattgefunden hat.
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Abbildung 26. GEF-katalyierter Nukleotid-Austausch mit den Proteinen KRAS™ (A), KRASS™3¢ (B) und der
KRASS'3¢-Variante, welche vorblockiert wurde mit der Verbindung 15a (C) und 15b (D).’
Frihere Arbeiten von GOEBEL et al. haben bereits gezeigt, dass fir den Wildtyp KRAS

eine Zunahme der Fluoreszenz nach Zugabe des GEFs SOS beobachtet wird.

Im Vergleich dazu zeigt die KRAS®'3¢-Variante bereits einen Anstieg der Fluoreszenz
ohne Zugabe des GEFs (Abbildung 26).”” Dies lasst darauf schlieBen, dass die

Mutante eine erhohte intrinsische Nukleotid-Austauschrate aufweist.

Ahnliches wurde bereits fiir die KRASS'3P-Mutante beschrieben.'2¢ Vermutlich tragt
diese Eigenschaft der G13-Mutanten zum onkogenen Effekt bei, da der erhdhte
Nukleotid-Austausch dazu fuhrt, dass das in der Zelle préasentere GTP vorwiegend
gebunden wird. Dies wiederum fihrt zu einer vermehrten Aktivierung von KRAS und

somit zu einer gesteigerten Signalweiterleitung (Abbildung 26).

? Die Spektren fur KRAS*, KRASS'3¢ und KRAS®'3¢-15a wurden von Dr. Lisa Goebel aufgenommen.
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Wenn KRAS®™3¢ jedoch mit dem kovalent-bindenden 15a blockiert ist, zeigt sich,
dass die Fluoreszenz nicht steigt, was bedeutet, dass kein Nukleotid-Austausch
stattfinden kann. Das gleiche Ergebnis wurde fir den im Rahmen dieser Arbeit
generierten Inhibitor 15b beobachtet. Somit scheint die Modifikation des Linkers
toleriert zu werden, und die Verbindung verhindert weiterhin den Nukleotid-

Austausch (Abbildung 26).

GST-Pulldown Assay'®

Durch einen SOS-Austausch-Assay wurde bereits gezeigt, dass die kovalente
Modifikation von 15a und 15b von KRAS®™3¢ den Austausch zu GDP verhindert. Eine
weitere Fragestellung besteht daher darin, ob aufgrund dieser Modifikation auch
die Effektorbindung an das Effektorprotein cRaf verhindert werden kann. Hierzu
wurde ein Assay entwickelt, bei dem zuvor mit 15a und 15b modifiziertes KRAS®'3¢,
in An- sowie Abwesenheit von SOS, mit dem nicht-hydrolysierbaren GTP-Derivat
GppNHp und der RAS-Bindedomane von cRaf (RBD) inkubiert wurde. Als
Kontrollexperiment wurde nicht-modifiziertes KRAS®™¢ unter den gleichen
Bedingungen getestet. Nach 24 Stunden Inkubation wurden die verschiedenen
Ansdtze auf Glutathion-Agarose-Beads aufgebracht. Die RBD ist mit einem
Glutathion S-Transferase (GST)-Tag versehen, welches eine Bindung an das
Glutathion an den Beads ermdéglicht. Durch einen Pulldown der c-Raf-RBD kann
KRAS in seiner aktiven Konformation selektiv angereichert und anschlieBend per

SDS-PAGE detektiert werden.

Ist die Aktivierung des KRAS-Proteins jedoch durch die kovalente Bindung an den
Inhibitor blockiert, sollte keine Anreicherung der aktiven Form auftreten,
unabhangig von der Anwesenheit von SOS. In diesem Fall bleibt KRAS inaktiv und

ist im SDS-PAGE nicht in der aktiven Konformation nachweisbar.

In Abbildung 27 ist ersichtlich, dass im Fall des un-modifizierten KRAS®3¢ im GDP-
gebundenen Zustand keine zusatzliche Bande zu sehen ist, was zeigt, dass KRAS

sich weiterhin im inaktiven Zustand befindet und nicht mit der RBD interagiert.

9 Die Raf-RBD wurde von Andreas Arndt exprimiert und gereinigt.
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Nach Zugabe von GppNHp und zusatzlich SOS kann ein Austausch und somit eine
Interaktion stattfinden, wie durch die Bande, die KRAS®'3¢ zugeordnet werden kann,
ersichtlich ist. Ist KRASS™3¢ jedoch irreversibel mit 15a oder 15b blockiert, so findet
auch bei Zugabe des GEFs SOS kein Nukleotid-Austausch statt, und eine

Wechselwirkung mit der RBD kann nicht nachgewiesen werden.

—
N
T 2 o
m A om Ui
H
Referenzen KRASS'3C:GDP KRASG13¢-15a KRASS13¢-15p
kDa M GST- KRASS1C: KRASG13¢ KRASG13¢ - + + - + + = + + GppNHp
tagged GDP -eda -TK256 - . + - - + = - .
Raf-RBD SOs
@3
32 -—

T s s o i B SR

25

15 .

Abbildung 27. Pulldown Experiment. Wahrend KRAS®'3¢:GDP von die GST-getaggte Raf RBD in Gegenwart von
GppNHp und GppNHp/SOS heruntergezogen werden kann, kann mit 15a oder 15b modifiziertes KRASG'3¢
nicht aktiviert werden und folglich nicht an die Raf RBD binden, weder in Gegenwart von GppNHp noch von
GppNHp und SOS.

In diesem Experiment konnte gezeigt werden, dass nach kovalenter Modifikation
des Proteins mit dem Modulator weder ein Nukleotid-Austausch stattfinden noch
das Protein durch Zugabe eines Austauschfaktors aktiviert werden kann. Zudem ist

eine Interaktion mit dem Effektor nicht mehr moglich. Diese Ergebnisse

verdeutlichen die inhibitorische Wirksamkeit des synthetisierten Liganden.

Ein nachster interessanter Schritt ware, diese Verbindungen auch in einem
zellularen Kontext zu untersuchen, um umfassendere Einblicke zu gewinnen. Hierfur
mussten jedoch Hirden wie die Zellgangigkeit der Verbindungen tberwunden

werden.
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Da das GDP-Grundgerist negativ geladene Phosphatgruppen enthalt, ist es sehr
unwahrscheinlich, dass die Molekile die Zellmembran passieren kdénnen. Dies
wurde bereits in der Dissertation von Dr. Lisa Goebel untersucht und bestatigt. Eine
Moglichkeit, welche bereits in der Publikation GOEBEL et al.”” genutzt wurde, ist die
Elektroporation der modifizierten KRAS-Proteine in Hela-Zellen, welche
anschlieBend lGber Western Blot Analysen auf den Effekt von downstream-Partnern

hin untersucht wurden.

Strukturelle Analyse des neuartigen Liganden im Komplex mit KRASG!3C

Um die Pra-Orientierung des Linkers und somit des warheads eingehender zu
verstehen und eine fundierte Grundlage fir zukiinftige Optimierungsversuche zu
schaffen, wurde angestrebt, mit den neu erhaltenen Verbindungen Ko-

Kristallisationsexperimente durchzufihren.

Probenvorbereitung fur die Kristallisationsexperimente

Aus vorangegangenen Arbeiten ist bekannt, dass es hilfreich ist, dass zu
kristallisierende Protein vollstandig kovalent mit der gewinschten Verbindung zu
modifizieren und anschlieBend Uber eine Gelfiltrationschromatographie
aufzureinigen. Dieser Ansatz ermdglicht es, potenziell entstandene Aggregate des
Proteins, Uberschissige Molekile sowie den Labeling-Puffer, welcher einen
erhohten pH-Wert aufweist, zu entfernen und gegen den Kristallisationspuffer
auszutauschen. Dazu wurde das Protein in einer Konzentration von 2 mg/ml mit
einem Uberschuss an Inhibitor fiir 24 Stunden bei Raumtemperatur modifiziert und

der Prozess mittels MS-Analyse verfolgt.

AnschlieBend wurde das Protein Uber eine Gelfiltration gereinigt und auf eine

Endkonzentration von 70 mg/ml aufkonzentriert (Abbildung 28).
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Abbildung 28. A: Vollstandige kovalente Modifikation von KRASS'3¢ (Cys-light) mit 15b. B: Chromatogramm
der SEC nach der kovalenten Modifikation des Proteins mit dem kovalenten Inhibitor. C: Analyse der Fraktionen

aus der SEC mittels SDS-PAGE.

Proteinkristallisation

In einem ersten Versuch wurde versucht, die in der Literatur beschriebenen
Bedingungen von 70K3 oder 70K4 (eda- bzw. bda-GDP im Komplex mit KRAS®'3¢)
nachzustellen. In Fine-Screen-Experimenten konnte jedoch kein
Kristallisationswachstum festgestellt werden. Aus diesem Grund wurde in einem

groBangelegten Initial-Screening eine Vielzahl von Bedingungen getestet.

Bei einer Proteinkonzentration von 70 mg/ml konnten in einer Bedingung erste
kleine Kristalle beobachtet werden. Da diese jedoch zu klein fir Diffraktions-
Experimente waren, wurden die neu gefundenen Bedingungen in einem Feinscreen
nachgestellt und weiter optimiert. Dabei wurden neben der zuvor verwendeten
Proteinkonzentration von 70 mg/ml auch Konzentrationen von 50 mg/ml und 30
mg/ml bei 20 °C getestet.

In den Fine-Screen-Experimenten konnte bereits nach wenigen Tagen in den
meisten Bedingungen fir alle drei Proteinkonzentrationen Kristallwachstum

beobachtet werden (Abbildung 29).
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Hierbei viel auf, dass in nahezu allen Bedingungen kristallines Wachstum zu
beobachten war. In den meisten Fallen bildeten sich in diesen Experimenten stark
verwachsene Kristalle, die keine scharfen Kanten aufwiesen. Die erhaltenen Kristalle
wurden aus den Tropfen entfernt, fir anschlieBende Diffraktions-Experimente am
SLS bzw. European Synchrotron Radiation Facility (ESRF) in flissigem Stickstoff

gekihlt und in einem Kryobehélter eingelagert.

Abbildung 29. Abbildungen der erhaltenen Kristalle von KRAS®'3¢ vermeintlich im Komplex mit 15b. A:
Ergebnis aus initialem Screening; Tag1, 67 mg/ml, JSCQ Core llI, B5 (0,2 M NaOAc, 30 % PEG4000, 0,1 M
TRIS pH 8,5). B - D: Ergebnisse aus Fine-Screenings (30- 40 % PEG4000, 0,1 M NaOAc, 0,1 M TRIS ph 7,5 - 8,5);
Proteinkonzentrationen: 70 mg/ ml (B), 30 mg/ml (C) und 50 mg/ml (D) nach jeweils sechs Tagen.

Es konnten erfolgreich Datensitze mit einer sehr guten Auflésung von 2,0 A

aufgenommen werden.
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Nach der Prozessierung der Daten zeigten sich jedoch sehr schlechte
Datenstatistiken, und es konnte keine vollsténdige kovalente Bindung zwischen
dem Liganden 15b und dem Protein nachgewiesen werden. Dennoch war das

Linkermotiv an dem GDP-Grundgerust gut erkenntlich (Abbildung 30).

Linker

Abbildung 30. Elektronendichte von KRAS®™3¢ im Komplex mit 15b. In griin ist die positive Differenz-Dichte des
Linkers des Nukleotid-basierten Inhibitors dargestellt.

Da die erhaltenen Kristalle alle stark verwachsen waren, konnte die minderwertige
Kristallqualitat fir die unzureichenden Datenstatistiken verantwortlich sein. Daher
wurden neue Ansatze verfolgt, um Kristalle mit hdherer Qualitat zu erzeugen. Neben
kommerziell erhaltlichen Additiv-Screenings wurden auch verschiedene
Temperaturen zur Kristallisation getestet, um die Entstehung von

Kristallisationskeimen zu verlangsamen und somit Einzelkristalle zu erhalten.
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Bei einer Temperatur von 18 °C und einer Zusammensetzung der Reservoir-Losung
aus 32,5 % PEG 4000, 200 mM TRIS pH 8,5, 100 mM NaOAc sowie einer
Proteinkonzentration von 44 mg/ml konnte erfolgreich ein gréBerer Einzelkristall
erzeugt werden. Von diesem Einzelkristall konnten Datensétze aufgenommen und
anschlieBend eine Proteinstruktur im Komplex mit Verbindung 15b ermittelt

werden.!"

KRAS®13¢.15b
Auflésung: 1.4 A
Raumgruppe P 3
Proteinkonzentration 27 mg/ml
25 % PEG3350, 300 mM MgSO,, 18 °C

Abbildung 31. A: Kristall von KRASS'3¢ im Komplex mit 15b und der gefundenen, optimierten Bedingungen.
B: Ko-Kristall Struktur von KRASS'3¢ und 15b.

" Die Optimierung der Kirstallisationsbedingungen und das Lésen der Struktur wurde von
Dr. Janina Niggenaber durchgefihrt.
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Strukturanalyse der neu generierten Verbindung 15b'?

Die erhaltene Kristallstruktur bietet wertvolle Einblicke in den Bindungsmodus und
das Interaktionsmuster des Liganden innerhalb des Proteins. Diese Erkenntnisse
sind entscheidend fir die Ableitung von Optimierungsansatzen und stellen somit
ein wichtiges Werkzeug in der Medizinalchemie dar. In der ermittelten Struktur
konnte die gesamte GTPase visualisiert werden und gezeigt werden, dass der zuvor
synthetisierte Ligand innerhalb der GDP-Bindungstasche lokalisiert ist. Zudem ist
deutlich zu erkennen, dass das Molekil das Cys13 kovalent mit dem MICHAEL-
Akzeptor modifiziert. Das GDP-GrundgerUst zeigt eine hohe Deckungsgleichheit
mit den Strukturen von KRAS:GDP (PDB 40OBE) und der Kristallstruktur von KRAS®'3¢
im Komplex mit eda-GDP (PDB 70OK3) in der Bindungstasche. Dadurch bleiben
wichtige native Interaktionen erhalten, die fir die hohe Affinitdt von GDP
verantwortlich sind. Im Vergleich zur eda-GDP (15a)-gebundenen Struktur ist das
Mg?*-lon in der aktuellen Struktur klar zu erkennen. In der Struktur 7OK3 ist dieses
Mg?*-lon aufgrund des in der Kristallisationslésung vorhandenen Natriumfluorids
nicht vorhanden, wahrscheinlich bedingt durch die Ausfallung des schwerldslichen

MgF2-Salzes (Abbildung 32).

2 Die Optimierung der Kirstallisationsbedingungen und das Lésen der Struktur wurde von Dr. Janina
Niggenaber durchgefiihrt.
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Abbildung 32. A: Ko-Kristall-Struktur von 15b im Komplex mit KRAS®'3¢. Wichtige Strukturelemente sind

farblich hervorgehoben. B: Unterschiedliche Orientierungen des Linkermotivs von 15b.

In der asymmetrischen Einheit liegen drei Proteinketten vor. Der Linker ist dabei in
der Elektronendichte nur teilweise gut definiert, weshalb verschiedene
Konformationen modelliert wurden. Insbesondere der Bereich in der Néhe von
Cys13 weist eine hohe Flexibilitat auf, was mdglicherweise zu einer suboptimalen
Orientierung fur die kovalente Bindung fihrt (Abbildung 32, Abbildung 64). Diese
detaillierten strukturellen Informationen sind essentiell fir das Versténdnis der
Ligand-Protein-Interaktionen und bieten eine solide Grundlage fir die

Weiterentwicklung und Optimierung neuer Wirkstoffe.
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Zusammenfassung und Ausblick

Zusammenfassend wurde in diesem Kapitel die erfolgreiche Erstellung einer kleinen
Bibliothek realisiert. Dabei wurde das GDP-Grundgerist nach dem Vorbild von
GOEBEL et al. verwendet, wobei zyklische Linker und eine Acryloyl-Gruppe integriert
werden konnten.”” Eine neue Syntheseroute wurde entwickelt, bei der im ersten
Schritt der Linker mit einer Acrylamid-Gruppe vormodifiziert und anschlieBend an
das Nukleotid gekoppelt wurde. Massenspektrometrische Analysen zeigten, dass
diese Verbindungen kovalent an das Cystein der KRAS®'*¢-Mutante binden und ein
dhnliches Bindungsverhalten wie die Parentalstruktur 15a aufweisen. Allerdings
wurde keine signifikante Verbesserung der Reaktivitdt beobachtet, und einige
Verbindungen zeigten ein schlechteres Bindungsverhalten, was wertvolle Einblicke
in die bevorzugte Ausrichtung des Linkers ermoglichte. Diese Experimente
offenbarten auch ein hohes Selektivitatsprofil gegeniber KRAS®™?¢ und dem
Wildtyp-Protein. Zudem konnte im SOS-Austausch-Experiment bestatigt werden,
dass nach Blockierung durch den kovalenten Inhibitor kein weiterer Nukleotid-
Austausch stattfindet. Ein Pulldown-basierter Assay zeigte ebenfalls, dass KRAS®™3¢
nach Bindung des Inhibitors nicht mehr aktiviert werden konnte. Eine Kristallstruktur
der besten Verbindung, 15b, konnte generiert werden, wobei das GDP-
GrundgerUst in der Bindungstasche dhnlich wie in anderen KRAS-Strukturen (z. B.
KRAS:GDP (PDB 40BE) und KRAS®'3¢.15a (PDB 70K3)) orientiert war. Die
Strukturuntersuchungen legten nahe, dass der Linker eine erhdhte Flexibilitat
aufweist, was zu einer suboptimalen Ausrichtung fur die kovalente Reaktion mit
Cys13 fihren kdénnte - eine Erkenntnis, die fir das Design neuartiger Linker von
Bedeutung sein kann. In Zusammenarbeit mit der Arbeitsgruppe von Hugo Verli
wurden Molekulardynamische (MD)-Simulationen durchgefihrt, um die moglichen
Konformationen der Linker vor der kovalenten Bindung zu analysieren und die
Populationswahrscheinlichkeiten  der reaktionsfadhigen Konformationen zu
bestimmen. Die Simulationen zeigten, dass die prozentuale Wahrscheinlichkeit,
dass die Verbindungen 15a, 15b und 15c¢ in eine Orientierung gelangen, welche
kovalent mit dem Cys13 reagieren kann ahnlich aber grundsatzlich gering ist. Dies
erklart moglicherweise die niedrige Modifikationsrate bei physiologischem pH-

Wert.
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Diese Simulationen kdnnten ein wertvolles Werkzeug fir die Entwicklung von
Linkern darstellen, die eine verbesserte Praorientierung des warheads und eine

optimierte Reaktivitat gegentiber Cys13 aufweisen (Abbildung 65).

Zukunftige Studien sollten sich auf die Bestimmung des pK.-Werts von Cys13 im
Vergleich zu Cys12 konzentrieren, um die relative Reaktivitat besser abschatzen zu
konnen. Es ist denkbar, dass die Nahe der negativ geladenen Phosphatgruppen
eine negative Ladung am Cys13 unwahrscheinlich macht, was fir die MICHAEL-artige
Reaktion wichtig ware. In diesem Zusammenhang konnten reaktivere warheads
helfen, die Gesamtreaktivitat zu steigern. Ein weiteres wichtiges Ziel fur kinftige
Studien ist die Bewertung der zelluldren Potenz dieser Verbindungen. Aufgrund der
negativ geladenen Phosphatgruppen ist es unwahrscheinlich, dass die Molekdile die
Zellmembran Uberwinden kénnen. Das sogenannte Prodrug-Konzept kdnnte hier
eine Losung bieten: Durch eine chemische Maskierung der negativen Ladung liel3e
sich die Zellgangigkeit erhdhen, wobei die Maskierung nach Eintritt in die Zelle
durch unspezifische Esterasen abgespalten wirde, um die aktive Form des

Inhibitors freizusetzen.127.128
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Kovalente Adressierung von KRASSC  mit niedermolekularen

Verbindungen

Auf Grundlage des im vorangegangenen Kapitel beschriebenen Konzepts konnte
erstmals demonstriert werden, dass Cys13 mittels eines kovalent reagierenden
Molekdls spezifisch in Mutanten adressiert werden kann.”” Da die eingesetzten GDP-
Analoga jedoch Einschréankungen hinsichtlich ihrer Zellgangigkeit aufweisen und in
diesem Zusammenhang einer weiteren Optimierung bedirfen, stellt die gezielte
Adressierung von KRASC3C Uber die sogenannte SWIIP eine vielversprechende
Alternative dar. Friihere Studien haben bereits Uberzeugend gezeigt, dass durch
den Einsatz eines hochaffinen Grundgerists, das vom Molekil MRTX1133 (2)
abgeleitet ist, andere Mutanten, neben G12C, sowohl reversibel als auch kovalent
selektiv Uber diese Tasche adressiert werden konnten. In diesen Fallen wurde das
Grundgerdst, das auf seine reversible Affinitat hin optimiert wurde, jeweils mit einer
funktionellen Gruppe modifiziert, die spezifisch mit der mutierten Aminosaure
reagiert oder interagiert.” 2 In Anlehnung an diese erfolgreichen Ansétze, die das
Codon 12 im P-Loop adressieren, soll in diesem Kapitel nach einem vergleichbaren
Konzept das Cys13 kovalent adressiert werden, welches sich nur eine Position von
Codon 12 entfernt befindet. Da Cys13 im Vergleich zu Cys12 weiter von der SWIIP
entfernt liegt, wird ein verlangerter Linker eingefliigt, um die rdumliche Distanz
zwischen Codon 12 und 13 zu Uberbricken. Im Jahr 2023 berichtete GENENTECH INC.
erstmals Uber Molekdile, die nach einem &hnlichen Prinzip die G13-Mutante gezielt
adressieren. Analog zu dem Molekul MRTX1133 (2)’8, welches reversibel an die
G12D-Mutante bindet, wurde durch die Einfihrung eines Linkermotivs ein
basisches Amin in das Molekil integriert. Dieses sollte eine Salzbriicke mit dem
mutierten Asp13 bilden, um so einen Selektivitatsvorteil gegentber dem Wildtyp zu
erzielen. Hierbei wurde das von GENENTECH INC. entwickelte Grundgerist des
KRASS2C-Inhibitors Divarasib (16)'3° verwendet. Erste Studien konnten zeigen, dass
der inaktive, GDP-gebundene Zustand von KRASS™P selektiv gegenliber dem
Wildtyp adressiert werden kann. Darlber hinaus bestatigten Ko-Kristallstudien, dass
die Verbindungen 35 (17) und 36 (18) eine ahnliche Orientierung wie die
parentalen Molekile einnehmen und die gewlinschte Salzbriicke zu Asp13

ausbilden.’?’
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Dieses Beispiel belegt, dass neben G12X-mutierten KRAS-Varianten auch die
Adressierung von KRAS®™* mit Hilfe von allosterischen Modulatoren, welche in die

SWIIP binden, moglich ist.

Design und Docking-Studien der neuartigen KRASS'3C Inhibitoren

Das Design der KRASS™CInhibitoren basierte auf dem Grundgerist von
MRTX1133(2), welches aufgrund seiner optimierten reversiblen Affinitat als
Leitstruktur diente. Das Pyridopyrimidin-Grundgerist tragt selbst durch die
Ausbildung von zwei Wasserstoffbrickenbindungen mit Tyr64 und Arg68
wesentlich zur Bindungsaffinitat bei. Zudem vermittelt die Aminogruppe an der 2'-
Position eine wichtige Salzbriicke mit der sauren Seitenkette der Aminosaure Glué2.
Ein bizyklischer Rest an der 7'-Position besetzt eine tiefere Tasche im Inneren des
Proteins und tritt dort in starke hydrophobe Wechselwirkungen. An der 4'-Position
befindet sich eine funktionelle Gruppe, die in der Lage ist, spezifische Interaktionen
mit dem mutierten Codon 12 einzugehen.”® An dieser Position soll ein
verlangernder Linker, analog zu den Verbindungen 35 und 36 (17, 18), eingefiihrt
werden. Dieser Linker wird zusatzlich mit einem MICHAEL-Akzeptor ausgestattet, um
eine kovalente Bindung mit dem erworbenen Cys13 zu ermdglichen (Abbildung

33).
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Abbildung 33. A: Chemische Struktur eines G12C-Inhibitors. Erweiterung des Linkers, um die Distanz zwischen
dem Cys12 und Cys13 zu Gberwinden. (PDB 6UT0). B: Vermeintlicher KRASS™3¢-Inhibtor mit integriertem Linker.
Docking-Pose in GOLD generiert, basierend auf PDB 7RPZ.
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Da fir die KRASS™3¢-Mutante keine 6ffentlich zugéangliche Kristallstruktur existiert, in
der die SWIIP ausgebildet ist, wurde die Kristallstruktur von KRAS®™?? im Komplex
mit MRTX1133 (2) (PDB 7RPZ) verwendet. Die Mutationen G12D sowie G13C
wurden manuell mutiert, um ein Modell zu generieren, das fir Distanzmessungen
und erste Docking-Studien genutzt werden sollte. Dieses Modell diente dazu, die
geeignete Lange des Linkers zu ermitteln. Dazu wurde die Distanz zwischen der
Aminogruppe des Piperazins und der Thiolgruppe von Cystein 13 gemessen.
Bekannte Molekile wurden entsprechend mit einem Linker verlangert und mit

einem warhead ausgestattet, der eine kovalente Bindung ermaoglichen sollte.

Die modifizierten Molekile wurden anschlieBend fir kovalente Docking-Studien
aufbereitet und in der Software GOLD gedockt. Ein entscheidendes Kriterium bei
der Auswertung der erhaltenen Docking-Ergebnisse war, dass die Positionierung
des Grundgerusts sowie der Gruppen, die mit bekannten Inhibitoren identisch sind,
nicht zu stark voneinander abweichen. Diese Gruppen wurden bereits in friheren
Studien ausfihrlich variiert und evaluiert, sodass keine weiteren Anderungen an

ihnen vorgenommen werden sollten.
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Ein unzureichend oder Gbermafig langer Linker kdnnte zu einer Fehlorientierung

der etablierten Strukturelemente flihren, was es zu vermeiden galt.
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Verbindung 26b

Abbildung 34. A: Ko-Kristallstruktur von MRTX1133 (2) (griin) reversibel gebunden in KRAS®'?P. B: Docking-
Pose von Molekil 26b (grau) kovalent gebunden in KRASS™C. C: Interaktionsprofil von MRTX113 (2).
D: Interaktionsprofil von Molekiil 26b.

In Abbildung 34 ist beispielhaft das Docking-Ergebnis fur das Molekil 26b
vergleichend mit 2 dargestellt. Es ist ersichtlich, dass das erworbene Cys13 kovalent
modifiziert vorliegt und die Molekile nahezu deckungsgleich zu MRTX1133 (2) in
der Bindungstasche orientiert sind. AnschlieBend konnte das Interaktionsmuster
der beiden Verbindungen mit dem Protein ndher untersucht werden: Zum einen
bildet sich eine wichtige Salzbriicke zwischen dem tertiaren Amin und Glué2 aus.
Zudem befindet sich der aromatische Bizyklus in der hydrophoben Tasche, die von
den Aminosauren Val9, lle100, Tyr96, Val103 und Met72 aufgespannt wird. Der
Bizyklus ist dabei zum Grundgerist verdreht. Das Grundgerist interagiert weiterhin
Uber Wasserstoffbriicken mit den Aminosauren Tyr64 und Arg68. Der Linker selbst
geht keine weiteren Interaktionen ein, was in zuklnftigen Optimierungsversuchen
noch verbessert werden kénnte, um die Affinitdt zu erhéhen und eine optimale
Ausrichtung der elektrophilen Gruppe zu gewahrleisten.
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Dennoch ist die Lange des Linkers ausreichend und geeignet, um das Cys13 zu

erreichen, ohne dass das Molekdl in der Bindungstasche verzerrt vorliegt.

Da geeignete Linkermotive in den Docking-Studien gefunden werden konnten
(Abbildung 66), galt es im nachsten Schritt die Molekiile Gber organische Synthesen
darzustellen und dafiir geeignete und robuste Syntheserouten zu etablieren. Fir
einige der zuvor designten Molekile konnten in den Docking-Studien keine
positiven Ergebnisse erlangt werden, was an einer nicht geeigneten Lénge oder
einer zu starken Rigiditat des Linkers liegen kann. Dennoch sollten auch diese
Molekdile synthetisch dargestellt werden, um diese Hypothese experimentell zu
untersuchen und Rickschlisse Uber eine optimale Linkerbeschaffenheit ziehen zu

konnen.

Svnthetische Darstellung der neuartigen KRASS'3C |nhibitoren'?

Ausgehend von den strukturellen Erkenntnissen wurde eine retrosynthetische
Analyse durchgefihrt, um eine moglichst effiziente Synthesestrategie zu entwickeln
und anschlieBend zu etablieren. Dabei wurde besonderer Wert auf die Auswahl
chemoselektiver Reaktionen gelegt und sichergestellt, dass reaktive Gruppen
untereinander kompatibel sind. Zudem wurden geeignete Schutzgruppen

berlcksichtigt, die sich fir den Syntheseweg als vorteilhaft erweisen.313

In Abbildung 35 sind zwei denkbare Synthesestrategien zur Darstellung des
Zielmolekills A gezeigt. Ausgangspunkt ist dabei ein tri-chloriertes
Pyridopyrimidin (B), das durch verschiedene Reaktionen modifiziert werden kann.
Aufgrund der unterschiedlichen Reaktivitdten kdnnen die 2'- und 4'-Position des
Molekils Gber eine nukleophile aromatische Substitution (SnAr) selektiv mit einem
Amin (E) und einem Alkohol (D) reagieren, um die Motive an den gewlinschten

Positionen einzuflUhren.

'* Die Synthese erfolgte in Zusammenarbeit mit Leon-Heinrich Haunert, Maria Beerbaum und
teilweise im Rahmen der Bachelorarbeit von Erja Schube (SS 2024).
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Im ersten Ansatz (Synthesestrang |) kann an den Baustein E1 Uber verschiedene
Reaktionstypen (bspw. Amidkupplungen oder nukleophile Substitution) das
Linkermotiv E2 angefligt werden, welches zuséatzlich mit einer elektrophilen Gruppe
(warhead) dekoriertist. E2 konnte in diesem Fall als Sdure oder Halogenid tUber eine
Amidkupplung oder nukleophile Substitution an das entschitzte Piperazin E1
angebracht werden. Diese Methode ermdglicht eine spate Derivatisierung des
Linkermotivs. Alternativ kann das Linkermotiv, das bereits an ein Piperazin
gekoppeltist (E), in einem ersten Schritt an Position 4 substituiert werden, wodurch
eine spatere Modifikation an den Positionen 2 und 7 ermdglicht wird
(Synthesestrang ll). In diesem Fall wirde ein maskiertes Amin E im Syntheseverlauf
entschUtzt werden, um den MICHAEL-AKZEPTOR an dieser Position einfuhren zu
kénnen. Zudem kann die Position 7 durch eine Suzuki-MiYAURA-Kreuzkupplung mit

einer Biaryl-Borons&ure (Baustein C) weiter modifiziert werden (Abbildung 35).

Diese retrosynthetischen Strategien bilden die Grundlage fir die systematische
Untersuchung der Reaktionsbedingungen und die Optimierung der Synthese der

Zielmolekdle.
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Abbildung 35. Retrosynthetische Untersuchung der zentralen Verbindung A Uber zwei unterschiedliche
Synthesestrange. Ausgangspunkt stellt das trichlorierte Pyridopyrimidin Gerist B dar, welches Giber mehrere
Schritte modifiziert wird.

In einem ersten Ansatz wurde Synthesestrang | ausgewahlt, da diese Strategie eine
spate Derivatisierung des Linkermotivs ermoglicht. Zundchst wurde die
Syntheseroute geméaB den Literaturbedingungen von WANG et al. linear
durchgefihrt. Im abschlieBenden Schritt sollte die Entschiitzung der Aminogruppe
des Piperazin-Motivs erfolgen, um das freie Amin zu erhalten. Dieses kann
anschlieBend zur Verknipfung mit einem Linker verwendet werden, der einen

MICHAEL-Akzeptor tragt (Abbildung 36).
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Abbildung 36. Allgemeines Syntheseschema zur Darstellung der Molekile 26a-b. (i) SxAT; (i) SNAT; (iif) SUzUKI-
MIYAURA -Kupplung; (iv) Entschitzung; Amidkupplung oder nukleophile Substitution.

Ausgehend vom 2,4,7-Trichloro-8-luoropyrido[4,3-d]pyrimidin (19), welches im
ersten Schritt mit dem Boc-geschitzten Piperazin (20) unter Zugabe der Base DIPEA
(27) umgesetzt wird. Ohne Zwischenaufarbeitung wurde im zweiten Schritt der
Alkohol (22) zugegeben, der die 2'-Position modifizierte (Abbildung 37). Die
Selektivitdt dieser Reaktionen ist auf zwei Faktoren zurlckzuflihren. Zum einen
spielen die unterschiedlichen Kohlenstoff-Chlor Bindungsenergien
(C,-Cl =94,9 kcal/mol; C4-Cl = 93,8 kcal/mol)'3> der relevanten Positionen im
Ausgangsmaterial 19 eine entscheidende Rolle. Zum anderen wird die
Reaktionsselektivitat durch die prazise Steuerung der Reaktionstemperaturen
gewahrleistet, was eine gezielte Substitution der gewlnschten Positionen

ermoglicht.

77



Ergebnisse

Boc
Y EDC \I/ :
¢ ?U:: \/N\I/ [ j \/N\r [ j
27 27
SO UG PN N
—_—
al = N/)\C\ N THF, -40°C, 4 h NN /\L) Dioxan, 80°C, ovn NI\ <N /
H o i h .
F | / 41\ 74 % Uber zwei Schritte cl = NéLO N
Cl N7 ~ClI
F
19 20 21 22 23

Abbildung 37. Syntheseschema zur Darstellung von 23 ausgehend von 19 Uber zwei aufeinanderfolgende
SNAr.

AnschlieBend wurde die Modifikation der 7'-Position durch eine Suzuki-MIYAURA-
Kupplungsreaktion durchgefihrt. Dabei kam der aromatische Bizyklus in Form der
Boronsdure 28 zum Einsatz, wobei auch die Einfihrung strukturell diverserer
Substituenten an dieser Position denkbar ist (Abbildung 38). Im ersten Schritt der
SUZUKI-MIYAURA-Kupplungsreaktion, der oxidativen Addition, entsteht eine
Organopalladium(ll)-Spezies durch die Addition des Pd(0)-Katalysators an das
Halogen der Verbindung 23. In einem anschlieBenden Schritt interagiert das
entstehende Zwischenprodukt mit der Base K,COs;, was zur Freisetzung des
Halogenids fihrt und die Bildung einer intermediaren Organopalladium-Spezies
ermoglicht. Diese reagiert im Zuge der Transmetallierungsreaktion mit dem
Boronat, was zur Bildung einer substituierten Organopalladium(ll)-Spezies fihrt. Im
abschlieBenden Schritt, der reduktiven Eliminierung, wird das gewdlnschte

Produkt 24 freigesetzt und der Pd(0)-Katalysator regeneriert."3¢ 137

Boc
I?oc )

N
N HO,B,OH E j
] * i
o~ OUCCH
| / Pd(PPha)s N N
PN Nl)\O/\LN) KoCOs X O T ’I)
F

Dioxan/H;0, 130 °C, mw, 120 min
91 %

23
24

Abbildung 38. Syntheseschema zur Darstellung des Intermediats 24 ausgehend von 23 Uber eine Suzuki-
MIYAURA -Kupplung.

Final wurde eine Entschiitzung des Amins der zentralen Verbindung 24 vollzogen.
Das freie Amin ermoglicht im weiteren Verlauf die Einfihrung des Linkers, welcher
weiter mit einem MICHAEL-Akzeptor dekoriert werden soll (Abbildung 39). Die
Entschitzung erfolgte unter TFA-sauren Bedingungen und fihrte zur Freisetzung

des freien Amins.
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Dabei wird durch die Protonierung des Carbonyl-Sauerstoffs die Abspaltung der
Carbamat-Gruppe eingeleitet. Dies bewirkt eine intramolekulare
Elektronenverschiebung innerhalb der C-O-Bindung des tert-Butylrestes, wodurch
ein tert-Butyl-Carbenium-lon entsteht. Dieses wird durch Protonenibertragung zu
Isobuten und Carbamatsdure umgelagert. Letztere zerfallt schlieBlich in
Kohlenstoffdioxid und das freie Amin.'* Die Ausbeute der Reaktion betrug anfangs
lediglich 17 %, was die Notwendigkeit unterschiedlicher MaBBnahmen zur Erhéhung
der Ausbeute erforderte. Durch eine initiale Absenkung der Temperatur des
Eduktes (24) auf 0 °C sowie die langsame Zugabe von verdiinnter TFA konnte die
Reaktionskinetik gehemmt werden, wodurch die Isolierung von Verbindung 25 mit
einer verbesserten Ausbeute von 57 % ermdoglicht wurde. Eine weitere Reduktion
der anfanglichen Temperatur auf -40 °C fihrte zu einer zuséatzlichen Erhéhung der
Ausbeute auf 68 %. Daruber hinaus wurde beobachtet, dass bei einer Reaktionszeit
von mehr als einer Stunde kein Produkt detektiert werden konnte, was vermutlich
auf eine Degradation des Reaktionsprodukts zurlickzufiihren ist.

IIED(:

) )

N / TFA/DCM (1:3) O NI = \)N\ /
> N 2 N
N/*O N -40°C,1h 68 % N O/b
F
24 25

Abbildung 39. Syntheseschema zur Darstellung der zentralen Verbindung 25 Uiber eine TFA-saure
Entschitzung.

Molekiul 25 stellt einen zentralen Baustein dar, der im weiteren Verlauf der
Synthesesequenz weiter mit dem Linker und der elektrophilen Gruppe modifiziert
werden soll. Hierbei kann das freie Amin bspw. ber eine Amidkupplung oder eine

nukleophile Substitution funktionalisiert werden.

Im Rahmen eines ersten Versuchs zur Einfihrung des Bausteins 30 als Linker wurde
eine nukleophile Substitution unter basischen Bedingungen untersucht.
Verschiedene Reaktionsparameter wurden getestet, darunter zwei unterschiedliche
Basen - DIPEA und K,COj; (jeweils in dreifacher Aquivalentmenge) - sowie

unterschiedliche Reaktionstemperaturen.
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Erst bei erhohter Temperatur und der Verwendung von K,CO3 als Base konnte in
der LC-MS-Analyse die Umwandlung des Edukts in das Zielprodukt detektiert
werden. Dabei wurde jedoch eine Vielzahl von Nebenprodukten beobachtet,
insbesondere die hydrolysierte Spezies an der 2'-Position. Dies erschwerte die

Aufreinigung und Isolierung des Zielprodukts erheblich.

Ein weiterer Ansatz bestand darin, das freie Amin durch eine
Amidkupplungsreaktion mit dem gewtinschten Linkermotiv zu derivatisieren. In
diesem Fall wurden DIPEA als Base sowie die Kupplungsreagenzien HATU und
TBTU getestet. Wahrend mit HATU die Zielmolekilmasse detektiert werden konnte,
entstand auch hier hauptsachlich das hydrolysierte Nebenprodukt. Mehrere
Versuche der Reinigung mittels Sdulenchromatographie fiihrten ebenfalls nicht zur
Isolierung des gewdinschten Produkts. Aufgrund dieser Schwierigkeiten wurde

schlieBlich eine alternative Syntheseroute gewahlt (Abbildung 40).

\l

[ j HO” o ¢l N
- LL LL
N 77 N YN 77 [ j
(A l\{ N
Kupplungsreagenz, Base N™ O Base, DMF, rt - 80 °C, ovn
! F NTYSN
N O/\'LN) DMF, 80 °C, ovn | A /
AN N
O F N o’\L)
F
26c

26a 25

Abbildung 40. Syntheseschema zur Darstellung der finalen Struktur 26a Gber eine Amidkupplings-Reaktion mit

dem Baustein 29 oder der finalen Struktur 26¢ Uber eine nukleophile Substitution mit Baustein 30.

Alternativ wurde auf den Synthesestrang B zurlckgegriffen, der bereits in der
retrosynthetischen Analyse beschrieben wurde. Diese Strategie zeichnet sich
insbesondere dadurch aus, dass das Linkermotiv bereits im ersten Syntheseschritt
eingeflhrt wird. Diese Route wird als weniger praferiert angesehen, da zunachst das
Linkermotiv variiert werden soll, um die optimalen Bedingungen hinsichtlich der
Distanz, Rigiditat der Linker und Ausrichtung des warheads zu untersuchen. Durch
diese Herangehensweise erfolgt die Derivatisierung nicht in einem maoglichst
spaten Schritt, was effizienter ware. Dennoch bietet diese Strategie die Moglichkeit,
das bislang nicht erfolgreiche Einbringen des Linkermotivs an der 4'-Position zu

realisieren und somit die kritische Reaktion zu umgehen (Abbildung 41).
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Abbildung 41. Etablierte Syntheseroute zur Einflihrung des Linkers im ersten Schritt. i) Nukleophile aromatische
Substitution (SnAr) mit Boc-Linker-Piperazin; ii) SNAr mit Alkohol; iii) Suzuki-Mivaura-Kupplung mit Naphthalin-
Boronséure; iv) Entschiitzung durch TFA; v) Acylierung mit Acryloylchlorid.

So wurde dhnlich wie in der ersten beschriebenen Route im ersten ein modifiziertes,
Boc-geschitztes Piperazin-Derivat (31a-e), das als Linkermotiv dienen soll
verwendet. Die Synthese beginnt mit zwei nukleophilen aromatischen
Substitutionen, wobei die Reagenzien nacheinander und ohne anschlieBende
Aufreinigung zur Herstellung der Verbindungen 33a-e hinzugefligt werden. Der
Ausgangsstoff fir diese Reaktion ist das 2,4,7-Trichloro-8-fluoropyrido[4,3-
dlpyrimidin (19), das im ersten Schritt mit dem Boc-geschitzten Piperazinmotiv
(31a-e)in einer SyAr-Reaktion zu den Verbindungen 8a/b umgesetzt wird. In diesem
Schritt greift das Nukleophil (31a-e) selektiv die C4-Position an. Anschlie3end
erfolgt eine weitere SnAr-Reaktion mit dem Alkohol (22), der selektiv die C2-Position
nukleophil angreift. Auf diese Weise konnten die Verbindungen 33a-e Uber zwei
Schritte mit moderaten bis sehr guten Ausbeuten von 16 - 98 % synthetisiert werden

(Abbildung 42).
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Abbildung 42. Syntheseschema zur Darstellung von 33a-e ausgehend von 19 durch zwei aufeinanderfolgende

nukleophile aromatische Substitutionen.

Im nachsten Schritt wurde eine Palladium-katalysierte Suzuki-MIYAURA-Kupplung
durchgefiihrt, bei der der Chlor-Substituent an der C7-Position durch einen
Naphthalin-Substituenten  ersetzt wurde. Diese wurde nach initialen
Optimierungsversuchen in der Mikrowelle bei 130 °C durchgefihrt und das
Produkt 34a-e konnte in moderaten Ausbeuten erhalten werden (Abbildung 43).
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F F

33x 28 34x
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Abbildung 43. Syntheseschema zur Darstellung von 34a-e durch eine Suzuki-MIYAURA-Kupplung von 33a-e und

der Boronsaure 28.

AnschlieBend erfolgt die Entschiitzung von 34a-e, um anschlieBend den MICHAEL-

Akzeptor an das freie Amin 35a-e einfiihren zu kénnen (Abbildung 44).

Boc.
OC~\H NH;
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Abbildung 44. Syntheseschema zur Darstellung des freien Amins 35a-e durch Entschitzung von 34a-e.
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Im nachsten Schritt der Synthese sollte das freie Amin (35a-e) durch Acylierung mit
Acryloylchlorid zu dem entsprechenden Acrylamid-Derivat (26a-e) umgesetzt

werden. Dieser Schritt dient der Einfihrung des MICHAEL-Akzeptors (Abbildung 45).

e}

g \‘)LNH

[N j Acryloylchlorid, DIPEA

THF, 4 h, rt E j

7-51%

26a - RL3999 26b - RL3992 26c - RL399%4 26d - RL3995 26e - RL3996

Abbildung 45. Syntheseschema zur Darstellung der Produkte 26a-e durch Acylierung von 35a-e.

Da ein optimiertes Substitutionsmuster von MRTX1133 (2) an den Positionen 2', 4'
und 7' bereits bekannt ist und im Rahmen dieser Arbeit aufgrund der besseren
synthetischen Zugénglichkeit nur vereinfachte Derivate hergestellt wurden, sollte im
abschlieBenden Schritt das kommerziell erworbene Molekil 2 durch eine
Amidkupplung mit dem in Docking-Studien als optimal identifizierten Linker
(Linkermotiv c) modifiziert werden. Hierzu wurde 2 mit DIPEA sowie dem
Kupplungsreagenz HBTU und der S&ure 29 versetzt. Obwohl in dieser Reaktion nur
geringe Ausbeuten erzielt werden konnten, gelang es dennoch, die Verbindung 36

auf diesem Weg zu synthetisieren und zu isolieren (Abbildung 46).
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Abbildung 46. Syntheseschema der Amidkupplungs-Reaktion der finalen Verbindung 36 ausgehend von dem
kommerziell erhaltlichen MRTX1133 (2).
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Insgesamt konnte fur diese neuartigen kovalenten Inhibitoren eine erfolgreiche
Syntheseroute mit moderaten Ausbeuten entwickelt werden. Diese Syntheseroute
ermoglicht nicht nur die Integration unterschiedlicher Linkermotive, sondern
erlaubt auch weitere Derivatisierungen, um die molekularen Eigenschaften der

Inhibitoren gezielt zu optimieren.

Massenspektrometrische Untersuchungen

Der erste Schritt der Untersuchung der neu erhaltenen Verbindungen stellt die
massenspektrometrische Analyse dar, um eine kovalente Modifikation von Cys13

der vermeintlichen Inhibitoren nachzuweisen.

In einem ersten Experiment wurden die erhaltenen Inhibitoren fir 24 h bei rt mit
dem Protein KRASS'3¢ (Cys-light) bei einem pH-Wert von 9,5 inkubiert und
anschlieBend massenspektrometrisch untersucht. Das Proteinkonstrukt zeichnet
sich dadurch aus, dass alle Cysteine, ausgenommen das an Position 13, mutiert
wurden. Wird eine Massenverschiebung um die jeweilige Masse des Inhibitors
vernommen, so kann davon ausgegangen werden, dass die Verbindung das Cys13
des Proteins kovalent modifiziert. Aus vorangegangenen Studien besteht die
Vermutung, dass das Cys13 - im Gegensatz zu Cys12 - weitaus weniger reaktiv ist,
weshalb sich auch das kovalente Modifizierungsverhalten bei héheren pH-Werten
angeschaut wurde. Dies mag darin begriindet liegen, dass der pK,-Wert des Cys13
sich von Cys12 unterscheidet, da das Codon 13 sich naher am der Nukleotid-
Bindetasche lokalisiert ist, wo sich aufgrund der Phosphate von GDP bzw. GTP eine
erhohte negative Ladungsdichte befindet. Aus diesem Grund wurde in einem
weiteren Experiment zu dem Modifikationspuffer EDTA hinzugegeben, um die
Bindung von GDP zu destabilisieren und somit eine mégliche kovalente Bindung an

das Protein zu fordern.
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Abbildung 47. MS-basierte Studien bei einem pH Wert von 9,5 der erhaltenen Verbindungen (26a-e, 36) mit
KRASS'3(Cys-light) bei rt mit (grau) und ohne (griin) EDTA.

Abbildung 47 zeigt, dass die Rate der kovalenten Modifikation aller untersuchten
Verbindungen bei Zugabe von EDTA zunimmt. Aufféllig ist jedoch, dass
Verbindungen, die durch einen Linker modifiziert wurden und in Docking-Studien
vielversprechende Ergebnisse zeigten, die geringste Rate kovalenter Modifikation
aufweisen. Die Analyse der Spektren offenbarte nicht nur Peaks fir das
unmodifizierte und das modifizierte Protein, sondern auch Peaks, die auf mogliche
Spaltprodukte durch Hydrolyse der Verbindungen hinweisen. Dies deutet darauf
hin, dass diese Verbindungen, insbesondere bei erhohtem pH-Wert, eine
eingeschrankte Stabilitdt aufweisen. Hinsichtlich der Effizienz der kovalenten
Modifikation erzielte Verbindung 26e die besten Ergebnisse. Dies kdnnte darauf
zurlickzufiihren sein, dass sowohl die Ausrichtung der warheads als auch die Lénge

und Struktur des Linkers in dieser Verbindung besonders optimal gestaltet sind.
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GST Pulldown Experiment

Ahnlich wie im vorigen Kapitel beschrieben, wurde fiir die Verbindung 26c¢
ebenfalls das GST-Pulldown Experiment durchgefihrt. Von Interesse war hierbei
ebenfalls, ob unter Zugabe von dem GTP Analogon GppNHp und dem GEF SOS
ein Nukleotid-Austausch stattfinden kann und somit eine Interaktion mit der cRaf-
RDB stattfindet. Ist dies nicht der Fall, kann dies auf den inhibitorischen Effekt der

Verbindung hinweisen.

Referenzen KRASG3C:GDP KRASS13¢.26¢
GST- GppNHp
tagged KRASG13¢;  KRASSG1¢ - + 3 - + +
KDs M RafRBD  GDP -26c - -+ - -4 sos
R
-
-
() )
25 g

Abbildung 48. Pulldown Experiment. Wahrend KRAS®3¢:GDP von die GST-getaggte Raf RBD in Gegenwart
von GppNHp und GppNHp/SOS heruntergezogen werden kann, kann mit 26¢ modifiziertes KRASS'3¢ nicht
aktiviert werden und folglich nicht an die Raf RBD binden, weder in Gegenwart von GppNHp noch von GppNHp
und SOS.

In Abbildung 48 ist ersichtlich, dass im Fall des unmodifizierten KRAS®'3¢s im GDP-
gebundenen Zustand keine zusatzliche Bande zu sehen ist, was darauf hindeutet,
dass KRAS sich weiterhin im inaktiven Zustand befindet und nicht mit der RBD

interagiert.
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Nach Zugabe von GppNHp und zusatzlich SOS kann ein Austausch und somit eine
Interaktion stattfinden, wie durch die Bande, die KRAS®'3¢ zugeordnet werden kann,
ersichtlich ist. Ist KRAS®™3¢ jedoch irreversibel mit 26¢ blockiert, so findet auch bei
Zugabe des GEFs SOS kein Nukleotid-Austausch statt, und eine Wechselwirkung
mit der RBD kann nicht nachgewiesen werden. Diese Ergebnisse verdeutlichen die

inhibitorische Wirksamkeit des synthetisierten Liganden.

Zellulare Studien

Wahrend bei der biochemischen Charakterisierung mit aufgereinigtem und
isoliertem Protein gearbeitet wird, stellt sich die Frage der zelluldren Potenz. Hierbei
ergibt sich ein Bild des inhibitorischen Effekts der Inhibitoren in einem komplexeren
System, welches Parameter wie die Zellpermeabilitat und das Zusammenspiel
anderer Signalwege abbildet. AuBerdem kdnnen Aussagen Uber off-target Effekte
und Zelltoxizitdt getroffen werden. Fir die Untersuchung wurden Zelllinien
ausgewahlt, welche die Punktmutation KRAS®™3¢ aufweisen. Die Zelllinie H1355 tragt
auf einem Allel die genetische Lasion KRAS®™3¢ und auf dem anderen den KRAS",
sind demnach also heterozygot. Die Zelllinien leiten sich von Tumorgewebe aus der
Lunge ab, welches von einem weil3en, mannlichen und 53-jdhrigen Patienten
entstammt. Zur Evaluierung der Verbindung soll das zuvor bereits beschriebene
CTG-Protokoll verwendet werden, welches sich zur Quantifizierung von metabolisch
aktiven, lebenden Zellen eignet. In einem ersten Schritt wurde die optimale Zellzahl
fur diesen Assay bestimmt, um anschlieBen die erhaltenen ECso-Werte miteinander
vergleichen zu kdnnen. Dazu wurden die Zellen mit den Inhibitoren, sowie
Kontrollverbindungen in unterschiedlichen Konzentrationen behandelt. Nach
Auslesen des Lumineszenzsignals konnten dosis-abhangige Kurven erstellt und der

ECso-Wert ermittelt werden (Tabelle 1).
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Tabelle 1. Vergleich der anti-proliferativen Aktivitdten von Referenzverbindungen von KRAS und den

neuartigen KRAS®'3C-Inhibitoren in der heterozygoten Zelllinie H1355 durch Bestimmung der ECso-Werte.

CTG H1355 (KRASS3¢/wt)

Verbindung ECso[uM]

Adagrasib (MRTX849)(1) 10,19 == 0,28

Sotorasib (AMG510) (4) > 30
Referenzen ARS-1620 (3) 1655 = 1,70
MRTX1133(2) 12,06 = 0,66
RMC-6236 (RAS™")(37) 507 == 1,80
RL3999 (26a) > 30
RL3992 (26b) 26,83 =+ 0,53
RL3994 (26c) 29,12 =+ 155
KRASS'3¢ Inhibitoren
RL3995 (26d) > 30
RL3996 (26e) 2531 = 1,51
RL4000 (36) > 30

Die untersuchten Referenzverbindungen, die fiur die Mutationen KRAS®'?¢ und
KRASS™?P entwickelt wurden, zeigen eine geringe zellulare Potenz im niedrigen
mikromolaren Bereich. Diese Beobachtung kénnte darauf hinweisen, dass die
Verbindungen moglicherweise reversibel an die KRAS®3¢-Mutante binden und

somit eine Inhibition des Proteins bewirken.
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Unter den getesteten Substanzen weist die Referenzverbindung RMC-6236, ein
Multi-RAS-Inhibitor, eine signifikant verbesserte Potenz auf, die etwa das Zweifache
im Vergleich zu den anderen Referenzverbindungen betrédgt. Trotz dieser
verbesserten Wirksamkeit deutet die insgesamt vergleichsweise geringe Potenz auf
eine moderate bis unzureichende Sensitivitat der getesteten Zelllinie hin, was
moglicherweise auf die Heterozygotie des KRAS-Gens zurlckzufihren ist. Im
Gegensatz dazu zeigen die in dieser Arbeit neu generierten potenziellen KRASG3¢-
Inhibitoren keine signifikante zelluldre Aktivitat und weisen zellulare Potenzen auf,
die sich am unteren Rand des Assay-Fensters befinden. Diese Ergebnisse kdnnten
auf eine unvollstdandige Optimierung der Verbindungen hindeuten. Zudem scheint
die humane Lungenkrebszelllinie H1355 aufgrund ihrer geringen Sensitivitat als
Evaluationssystem fir die Inhibitoren ungeeignet zu sein. Des Weiteren wére es von
Interesse zu untersuchen, ob die Molekiile eine verminderte Loslichkeit oder
Permeabilitdt aufweisen, was die zelluldren Tests zusatzlich erschweren kdonnte. Zur
Uberpriifung der allgemeinen Zelltoxizitait der Verbindungen sollten Tests an
Zelllinien durchgefihrt werden, die keine Lasionen oder Abhangigkeiten im RAS-

Signalweg aufweisen.

Um zu untersuchen, ob die mangelnde Eignung des CTG-Assays zur Bewertung der
zellulédren Potenz der Verbindungen auf Zelllinien, die nicht von KRAS®'3¢ abhangig
sind, zurlckzufihren ist, wurden ergénzend Western-Blot-Analysen durchgefihrt.
Diese dienten dazu, pharmakodynamische Veranderungen zu erfassen, indem die
Phosphorylierung nachgeschalteter Proteine im KRAS-Signalweg untersucht wurde.
Auf diese Weise konnen potenzielle Effekte der Verbindungen auf die

Signaltransduktion genauer bewertet werden.
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Abbildung 49. Western Blots der Zelllinie H1355 nach Behandlung mit den angegebenen Konzentrationen
(0-5uM) von Verbindung 37 (A), 26b (B), 26c (C), 36 (D) fir 24 h. Im Anschluss wurde der
Phosphorylierungszustand der Kinasen ERK1/2 sowie Sé6 (griin) untersucht. B-Actin diente als interne
Beladungskontrolle (rot). Die Western-Blots wurden in Zusammenarbeit mit Vincent Wagner angefertigt.

Es zeigte sich, dass fur die Verbindungen RL3992 (26c) und RL3994 (26c¢) keine
Reduktion der Phosphorylierung der Proteinkinase ERK1/2 sowie der ribosomalen

Kinase Sé zeigten. Dennoch konnte fir die optimierte Verbindung RL4000 (36) eine
leichte Reduktion des pERK1/2-Signals detektiert werden.

90



Ergebnisse

Fir den multi-RAS-Inhibitor RMC-6236 (37) konnte hingegen bereits bei einer
geringen Konzentration (0.3 uM) Dosis-abhangig eine signifikante Reduktion des
pERK1/2-Signals beobachtet werden. Dies spricht fir eine Inhibitor-vermittelte
Hemmung des RAS-Signalwegs durch die Verbindung 37 (Abbildung 49).

Aufgrund der Erkenntnis, dass die Zelllinie H1355, die die KRAS®'3¢-Mutation nur
auf einem Allel tragt, fir die Evaluierung der neuartigen Verbindungen nur bedingt
geeignet zu sein scheint, wurde in Zusammenarbeit mit der Arbeitsgruppe von Prof.
Dr. Sebastian Bauer am Universitatsklinikum Essen eine neue Zelllinie entwickelt.
Diese basiert auf T1-Zellen und wurde mittels CRISPR/Cas9-System so modifiziert,
dass sie homozygot die KRASS'3¢-Mutation tragt. Diese Zelllinie soll ein besseres
Modell zur Untersuchung der potenziellen Inhibitoren darstellen.’ Die T1-Zelllinie
zeichnet sich durch eine Deletion im Exon 11 des Rezeptortyrosinkinasen-Gens KIT
aus, welche eine primare aktivierende Mutation darstellt. Diese Zellen sind stark
abhangig vom Onkogen KIT und sprechen gut auf Inhibitionen von KIT an. Nach der
Einfihrung des KRAS®'*¢-Onkogens wurde die neu generierte T1-KRASS'3¢-Zelllinie
im Vergleich zu den parentalen T1-Zellen auf KIT-Inhibitoren getestet. Dabei zeigte
sich, dass nach der Einfihrung von KRAS®™3¢ eine deutlich reduzierte Ansprechrate
auf die KIT-Inhibitoren im Vergleich zu den parentalen T1-Zellen beobachtet wurde.
Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass die Zellen zunehmend von diesem
Onkogen abhdngig werden. Aufgrund dieser Eigenschaft ist die T1-KRAS®3C-
Zelllinie gut geeignet, um in weiteren Studien die Wirksamkeit neuartiger
Inhibitoren zu evaluieren. Zur Bestimmung der Zellviabilitdt wurde der
Sulforhodamin-B-Assay (SRB-Assay) eingesetzt, bei dem der Gesamtproteingehalt
der Zellen photometrisch mittels eines Farbstoffs gemessen wird. Die T1-KRASG3¢-
Zellen wurden ausgesat und mit den jeweiligen Verbindungen in einer

Verdiinnungsreihe tber 72 Stunden inkubiert.

'* Die nachfolgenden Ergebnisse wurden von Yanosan Thavarasa und Dr. Thomas Mihlenberg
(AG Bauer, Universitatsklinikum Essen) generiert.
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Tabelle 2. Vergleich der anti-proliferativen Aktivitdten von Referenzverbindungen von KRAS und den
neuartigen KRAS®'3¢Inhibitoren in der homozygoten GIST Zelllinie GIST-T1-KRASS'3¢ durch Bestimmung der
GRso-Werte. Die Daten wurden von Yanosan Thavarasa und Dr. Thomas Mihlenberg (AG Bauer,

Universitatsklinikum Essen) erhoben.

SBR GIST-T1
GIST-T1 GIST T1-KRASG™3¢
Verbindung
GRso [pM] GRso [uM]
Sotorasib (AMG510) (4) > 10 > 10
MRTX1133(2) > 10 0,4
Referenzen
RMC-6236 (RAS™ ") (37) 0,8 0,001
RL3992 (26b) > 10 > 10
RL3994 (26c) >10 >10
KRASS™3¢ Inhibitoren RL3995 (26d) 5,9 > 10
RL3996 (26e) > 10 > 10
RL4000 (36) > 10 1,4

In Tabelle 2 ist ersichtlich, dass die Verbindungen 26a-e keinen erkennbaren
zellularen Effekt auf die neu generierten T1-KRASG13C-Zellen zeigten. Auch die
Referenzverbindung Sotorasib (4) zeigte keinen Effekt. Im Gegensatz dazu konnte
fir den Multi-RAS-Inhibitor RMC-6236 ein GRso-Wert von 1 nM ermittelt werden.
Interessanterweise wies die optimierte Verbindung RL4000 (36), die von
MRTX1133 (2) abgeleitet wurde, einen GRso-Wert von 1,4 uM auf. Im Vergleich zur
parentalen T1-Zelllinie, die als Kontrolle diente und keinerlei Aktivitat zeigte, deutet
dies darauf hin, dass die Verbindung RL4000 (36) eine gewisse Selektivitat

gegeniber den KRASC3¢-modifizierten Zellen aufweist.
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Um detailliertere Einblicke in das pharmakodynamische Verhalten der
Verbindungen zu gewinnen, sollten erganzend Western-Blot-Analysen

durchgefihrt werden.

Zum besseren zelluldren Verstandnis ware es zusatzlich von Vorteil die zellulare
Potenz von den neuartigen Inhibitoren mittels des Ba/F3 Zellsystems zu Uberprifen.
Hierbei werden Zellen, welche von Interleukin abhéangig sind, mit einem Virus
infiziert, welche das gewlinschte Onkogen - KRAS®'3¢ - enthalten und die Zellen
langsam von Interleukin entwohnt. Dadurch entwickelt sich im optimalen Fall eine
oncogene addiction zu KRASC'3¢. Zum einen kénnten die onkogenen, zellularen
Prozesse dieser Mutante in einem artifiziellen System untersucht werden und zum

anderen auch das Verhalten der Inhibitoren innerhalb der Zelle.'3?

Die vorliegenden Daten belegen, dass die hier entwickelten Verbindungen einen
vielversprechenden Ausgangspunkt fir die Entwicklung von KRASS'¥*¢-Inhibitoren
darstellen, jedoch weiteres Optimierungspotenzial aufweisen. Neben der Erhéhung
der Affinitdt und Potenz der Verbindungen sollte ein besonderes Augenmerk auf
die Verbesserung von Loslichkeit und Zellgangigkeit gelegt werden, da eine
eingeschrankte Potenz moglicherweise auf unzureichende physikochemische
Eigenschaften wie geringe Loslichkeit oder Zellpermeabilitédt zurickzufihren ist.
Darlber hinaus ist zu berlcksichtigen, dass KRAS®3“-mutierte Varianten durch eine
erhdhte Nukleotidaustauschrate sowie eine verringerte Affinitat zu Nukleotiden
charakterisiert sind. Dies unterstreicht die Notwendigkeit, ein Konzept zu
entwickeln, das gezielt den GTP-gebundenen aktiven Zustand adressiert, um die

inhibitorische Wirksamkeit der Verbindungen weiter zu steigern.’3! 140
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Proteinkristallisation

Die zellulédren Studien haben gezeigt, dass die neu generierten Substanzen noch
erhebliches Potenzial zur Verbesserung aufweisen. Daher ist es notwendig,
strukturbasierte Ansatze zu verfolgen, um die Molekile weiter zu optimieren. In
Ubereinstimmung mit den vorangegangenen Kapiteln wird angestrebt, KRASS'3C in
Kombination mit den neuen Inhibitoren zu ko-kristallisieren. Zu diesem Zweck
wurde KRASC3C (ber Nacht bei rt in einem pH-Bereich von 9,5 und in einem
zehnfachen molaren Uberschuss mit dem jeweiligen Inhibitor inkubiert. Die
Ausbildung der kovalenten Bindung zwischen Inhibitor und Protein wurde mittels
MS Uberwacht. Im Anschluss daran wurde der entstandene Komplex durch eine SEC
aufgereinigt, um sowohl eine homogene Ldsung zu erhalten als auch einen
Pufferwechsel auf einen pH-Wert von 7,5 durchzufiihren. Die Konzentration der
Proteinlésung wurde auf 40-60 mg/ml eingestellt. Daraufhin wurden in kommerziell
erhéltlichen Screening-Verfahren eine Vielzahl von Kristallisationsbedingungen bei
20 °C getestet. Hierbei konnten einige vielversprechende Bedingungen identifiziert
werden. Es wurde jedoch festgestellt, dass nur sehr kleine Kristalle wahrend der
Screens erhalten wurden. Daher wurde im néachsten Schritt versucht, die
Bedingungen sowie das Kristallwachstum in spezifischen Fine-Screenings zu
reproduzieren. Unter den gegebenen Bedingungen (200 mM CaCl,, 200 mM NaAc
pH 4,6, 20 % lsopropanol) konnte ein Kristall unter einer Proteinhaut identifiziert
werden. Dennoch ergab sich bei der Analyse am ESRF lediglich eine Diffraktion von
3 A, was darauf hinweist, dass die Bedingungen weiter optimiert werden miissen

(Abbildung 50).

'  Die nachfolgenden Ko-Kristallisationsexperimente wurden in  Zusammenarbeit mit
Dr. Janina Niggenaber und M.Sc. Jan-Niklas Wiese durchgefiihrt. Die Proteinexpression, der hier
verwendeten Konstrukte, wurde von Andreas Arndt durchgefiihrt.
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Abbildung 50. A: Gefundener Kiristall unter einer Proteinhaut im kommerziellen Screen H2, JCSG Core I
(200 mM CaClz, 200 mM NaAc pH 4,6, 20 % Isopropanol). B: Diffraktionsbild vom Kristall aus A. Die Ergebnisse
wurden in Zusammenarbeit mit M.Sc. Jan Niklas Wiese generiert.

Um das Kristallwachstum zu verbessern, wurde ein Additiv-Screening (Additive
Screen HT, Silver Bullets, Hampton Research) eingesetzt. In diesem Screening
wurden kommerziell erhaltliche Losungen zu den initialen
Kristallisationsbedingungen (200 mM CaCl,, 200 mM NaAc pH 4,6, 20 %
Isopropanol) hinzugeflgt, um das Kristallwachstum positiv zu beeinflussen. Unter
vier dieser Bedingungen (+ 0,1M Ammoniumsulfat, + 3 % Dextransulfat-
Natriumsalz, + 0,17 M Natrium-Malonat pH 7.0, + 0,1 M (NH4),SO4) konnte kristallines
Wachstum beobachtet werden, jedoch wurde am ESRF festgestellt, dass es sich um
Salz-Kristalle handelte bzw. keine Diffraktion fur die erhaltenen Kristalle detektiert

werden konnte (Abbildung 51).
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Abbildung 51. Ergebnisse des Additiv-Screenings mit den Ursprungsbedingungen 200 mM CaCly,
200 mM NaAc pH 4,6, 20 % lsopropanol bei 20 °C. A: + 0,1 M Ammoniumsulfat. B: + 3 % Dextransulfat-
Natriumsalz. €: + 0,1 M Natrium-Malonat pH 7.0. D: + 0,1 M (NH4):SO4. Die Ergebnisse wurden in

Zusammenarbeit mit Dr. Janina Niggenaber generiert.

In den initialen Versuchen wurde kein Erfolg erzielt, qualitativ hochwertige Kristalle
zu identifizieren. Eine mogliche Fehlerquelle wurde in der unvollsténdigen
kovalenten Modifikation des Proteins mit dem Inhibitor gesehen. Dies deutet darauf
hin, dass die Kristallisationsldsung nicht homogen ist, was sich negativ auf die
Kristallisation auswirken kdnnte. Um die kovalente Modifikation zu erhéhen, wurde
die Verbindung portionsweise (je fiinf Aquivalente) iiber vier Tage hinzugefiigt und
beirtund pH 9,5 inkubiert. AnschlieBend wurde die Proteinlésung erneut durch SEC
aufgereinigt, um Uberschissiges DMSO zu entfernen. Dennoch blieben diese
Bemihungen ohne den gewlinschten Erfolg, was die Suche nach alternativen
Herangehensweisen notwendig machte. Zu diesem Zweck wurde anstelle von
KRASS3C die HRASC'3¢ Variante in der Cys-light Form verwendet, da bekanntist, dass
HRAS eine hdhere Kristallisationsneigung aufweist und in vergangenen Studien als
Modellsystem diente. HRAS weist im Vergleich zu KRAS eine Sequenzidentitdt von
94 % auf. Zudem wurden dem Modifikationspuffer EDTA und das nicht-Thiolhaltige
Reduktionsmittel TCEP hinzugefligt. Das EDTA dient der Komplexierung von Mg?*-
lonen, was die Bindung von GDP schwacht und somit zur Destabilisierung des
Proteins fihrt. Dies kdnnte dazu fiihren, dass die kovalente Bindung erleichtert wird,
da die negativ-geladenen Phosphatgruppen das Bindungsevent nicht mehr

erschweren.
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Der Vorgang wird durch die Zugabe von MgCl, am Ende der kovalenten
Modifikation abgeschlossen. TCEP wird in einer Konzentration von 5 mM
hinzugefugt, da in friheren Tests festgestellt wurde, dass sich Dimere des Proteins
bildeten. Das Protein wurde erneut im fiinf-fachen Uberschuss mit den
Verbindungen 26b, 26c und 36 inkubiert, wobei das Molekil portionsweise tber
einen Zeitraum von drei bis vier Tagen hinzugefligt wurde. Da wahrend dieser
Testungen aufgefallen ist, dass nach der Zugabe der Verbindungen eine
Prazipitatbildung stattfand, konnte im Anschluss keine Aufkonzentrierung nach der
SEC der Proteinlosung stattfinden. Aus diesem Grund wurde das unmodifizierte
Protein in einem Bereich von 22 - 85 mg/ml aufkonzentriert und anschlieBend die
Verbindung in einem 1,5-fachen Uberschuss direkt in die Proteinlésung gegeben
und fir die Kristallisation verwendet. Hierbei wurde erneut in kommerziellen
Screenings getestet Innerhalb der kommerziellen Screenings konnten fir die
Verbindung 36 einige vielversprechende Bedingungen identifiziert und kristallines

Wachstum beobachtet werden (Abbildung 52).

A

Abbildung 52. Beispielhafte Abbildungen von kristallinem Wachstum in den kommerziellen Screenings von
HRASC™3€ und der Verbindung 36 bei 20 °C und einer Proteinkonzentration von 51 und 85 mg/ml. A: Core |; B9
(85.4 mg/ml, 200 mM K-Formiat, 20 % PEG3350). B: Core |; E6 (85.4 mg/ml, 100 mM MES pH 6.0, 5 % PEG3000,
5% MP). C: Core [; F3 (85.4 mg/ml, 200 mM Mg-Formiat, 20 % PEG3350). D: Core lll; C6 (85.4 mg/mL, 100 mM
HEPES pH 7.5, 28 % PEG400, 200 mM CaCl,). E: PACT; A3 (85.4 mg/ml, 25 % PEG1500, 100 mM SPG pH 6.0).
F: PACT; B9 (85.4 mg/mL, 200 mM LiCl, 100 mM MES pH 6.0, 20 % PEG6000). G: PEG I; C9 (85.4 mg/ml,
100 mM MES pH 6.0, 25 % PEG6000). H: PEG I; C10 (85.4 mg/mL, 100 mM MES pH 6.0, 25 % PEG8000). Die

Ergebnisse wurden von Dr. Janina Niggenaber generiert.
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Aus diesen Experimenten konnte flr den Proteinkristall aus der Bedingung
erfolgreich ein Datensatz am ESRF mit einer Auflésung von 2,5A und der
Raumgruppe P 63 aufgenommen werden. Hierbei fiel dennoch auf, dass zwei Ketten
aus der asymmetrischen Einheit so zueinander ausgerichtet sind, dass die beiden
Cys13 eine Disulfid-Briicke ausbilden kdnnten. AuBerdem konnte keine Dichte, die
der Verbindung 36 zuzuordnen ist, detektiert werden. Aus diesem Grund wurden
erneut Fine-Screenings angesetzt, wobei mehr TCEP (5 mM) im Puffer verwendet
wurde, um die Entstehung der Dimere zu verhindern. Dazu wurde das Protein auf
76 mg/ml aufkonzentriert und mit dem Inhibitor 36 im fiinf-fachen Uberschuss
versetzt und direkt zur Kristallisation eingesetzt. Die Bedingungen der Fine-
Screenings stammen dabei aus den Bedingungen, welche in dem kommerziellen
Screening als vielversprechend identifiziert wurden (Tabelle 3).

Tabelle 3. Bedingungen der Fine-Screenings basierend auf den gefundenen Bedingungen von HRASS!:C

durchgefiihrt bei 20 °C und einer Proteinkonzentration von 76 mg/ml. Die Experimente wurden von

Dr. Janina Niggenaber durchgefihrt.

Eintrag Basierend auf Bedingung

17,5-27,5 % PEG3350
200 mM MgAc;

1 Core 1; A12

17,5-27,5 % PEG3350
200 mM K-Formiat

2 Core 1; B9

17,5-27,5 % PEG3350
200 mM Mg-Formiat

3 Core 1; F3

24-32 % PEG 400
4 Core 3; C6 100 mM HEPES pH 7.5
200 mM CaCl,

13,3-17,7 % PEG8000
20 % Glycerol
80 mM Na-Cacodylate pH 6.4
160 mM CaAc,

5 Core 3; E5

17,5-27,5 % PEG6000
6 PACT; B9 100 mM MES pH 6
200 mM LiCl
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Innerhalb der Fine-Screenings konnte erneut kristallines Wachstum beobachtet
werden (Abbildung 53). Die Kristalle wurden daraufhin zum ESRF gesandt und dort
auf Protein-Diffraktion hin untersucht. Hierbei konnte erneut ein Datensatz
aufgenommen (1,8 A) werden, welcher ebenfalls keine Elektronendichte enthielt,

die der Verbindung 36 zugeordnet werden konnte

A B C

Abbildung 53. Ergebnisse der Fine-Screenings von HRAS®3C inkubiert mit Verbindung 36 im fiinf-fachen
Uberschuss bei 20 °C und einer Proteinkonzentration von 76 mg/ml. A: 17,5 % PEG3350, 200 mM MgAc.
B: 25 % PEG3350, 200 mM Mg-Formiat. €: 25 % PEG3350, 200 mM Mg-Formiat. Die Ergebnisse wurden von

Dr. Janina Niggenaber generiert.
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Diese Struktur wurde fir eine Strukturanalyse genutzt, da es keine in der PDB

verfligbare KRAS bzw. HRASS™3C-Struktur gibt.

A B

HRASG13C KRASG12C
PDB 4L8G

Abbildung 54 A: Kristallstruktur von HRAS®'3¢.149(Cys-light) im GDP-gebundenen Zustand. Das mutierte Cys13
liegt in zwei verschiedenen Konformationen vor. Kristallisationsbedingungen: 20 % PEG3350, 200 mM Mg-
Formiat. Proteinkonzentration: 75,6 mg/ml. B: Uberlagerung von der hier erhaltenen HRAS-Struktur im
Vergleich zur Literatur-beschriebenen KRAS®™2C-Struktur (blau, PDB 4L8G). Die Kristallstruktur von HRAS®3¢

wurde von Dr. Janina Niggenaber gel&st.

In Abbildung 54 zeigt sich, dass GDP in der Nukleotidbindetasche von HRAS®'3¢
gebunden ist, wobei es sowohl mit Aminosaureseitenketten der Tasche als auch mit
dem Magnesiumion interagiert. Das mutierte Cys13 konnte in zwei verschiedenen
Konformationen modelliert werden, was auf eine Flexibilitdt der Seitenkette
hindeutet. Diese Flexibilitat konnte fur das zuklnftige Design von Inhibitoren von
Bedeutung sein. Im direkten Vergleich mit der in der Literatur beschriebenen
Struktur des KRAS®'™?C-Proteins ist erkennbar, dass beide Proteine in der GDP-
gebundenen Form vorliegen und alle Strukturelemente in derselben Konformation
angeordnet sind. In der hier dargestellten Struktur konnte zudem eine Helix der
Switch-ll-Region aufgeldst werden, die in der KRASS'2¢-Struktur nicht sichtbar ist.
Dieser Vergleich verdeutlicht auch, dass das Cys13 in der hier untersuchten Struktur
naher an der Nukleotidbindetasche liegt und weiter von der SWIIP-Tasche entfernt

ist, was bei der Entwicklung von Inhibitoren bertcksichtigt werden sollte.
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In der gleichen Herangehensweise sollte der reversible Inhibitor MRTX1133 (2) mit
HRASS™3C ko-kristallisiert werden. Zu diesem Zweck wurde das Protein in einem
EDTA-freien Puffer bei einem pH-Wert von 8,5 unter Zugabe von 2 mM TCEP auf
eine Konzentration von 22 mg/ml aufkonzentriert. AnschlieBend wurde das Protein
mit 1,5 Aquivalenten des Inhibitors versetzt. Die Kristallisation erfolgte bei einer
Temperatur von 20 °C Uber einen Zeitraum von etwa einem Monat. Die daraus
resultierenden Proteinkristalle ermdglichten die Erhebung eines Datensatzes mit

einer exzellenten Auflésung von 1,8 A.

A B
HRASG13C:MRTX1133 (2) KRASS120:MRTX1133 (2)

Abbildung 55. A: Kristallstruktur von HRASS'3¢, 149 (Cys-light) im GDP-gebundenen Zustand und der reversibel
gebundene Inhibitor MRTX1122 (2). Kristallisationsbedingungen: 27,5 % PEG3350, 200 mM KAc.
Proteinkonzentration: 22 mg/ml. B: Uberlagerung von der hier erhaltenen HRAS-Struktur im Vergleich zur
Literatur-beschriebenen KRAS®'2P-Struktur (griin, PDB 7RPZ). Die Kristallstruktur von HRAS®'3¢ wurde von

Dr. Janina Niggenaber geldst.

In Abbildung 55 wird ersichtlich, dass GDP in der Nukleotidbindetasche von
HRASC3¢ gebunden ist. Dabei zeigt sich eine typische Interaktion des GDP mit den
Seitenketten der Aminosauren in der Nukleotidbindetasche sowie mit dem in der
Struktur ebenfalls vorhandenen Mg?*-lon. Das mutierte Cystein an Position 13
konnte ebenfalls in der Struktur eindeutig aufgeldst werden. Der Inhibitor

MRTX1133 (2) liegt reversibel gebunden in der ausgebildeten Switch-II-Pocket vor.
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Ein Vergleich der hier ermittelten HRASS3“:MRTX1133-Struktur mit der in der
Literatur beschriebenen KRAS®™?P:MRTX1133-Struktur (PDB 7RPZ) zeigt eine
Ubereinstimmung in der Bindungsweise des Inhibitors. In beiden Féllen ist
MRTX1133 (2) reversibel in der SWIIP lokalisiert. Darliber hinaus zeigt die
KRASG™?P:MRTX1133-Struktur, dass der Inhibitor dort zusatzlich Uber eine

Salzbriicke mit dem mutierten Asp12 interagiert.

Diese Kristallstruktur kann fiir das Design neuer Inhibitoren und insbesondere fir

die Auswahl neuer Linkermotive dienen.

Zusammenfassung und Ausblick

Im Rahmen dieses Teilprojekts konnte erstmals demonstriert werden, dass die
KRASS™3¢-Mutante kovalent Gber die allosterische SWIIP adressiert werden kann. Auf
Basis des MRTX1133-Molekils (2) wurden neuartige Inhibitoren entwickelt, die Gber
ein Linkermotiv das Cys13 kovalent modifizieren. Diese Verbindungen wurden
umfassend durch Docking-Studien untersucht und validiert. Dartber hinaus wurde
eine  robuste  Syntheseroute etabliert, basierend auf modifizierten,
literaturbekannten Methoden. Diese ermdglicht nicht nur die Darstellung der
neuartigen Verbindungen, sondern bietet auch Optionen fur die Derivatisierung.
Massenspektrometrische Studien belegten die kovalente Bindung der Inhibitoren
an die KRAS®3¢-Mutante. In einem GST-Pulldown-Assay wurde gezeigt, dass das
Protein nach kovalenter Modifikation nicht mehr durch SOS aktiviert werden konnte
und keine Interaktion mit dem Effektor Raf-RBD einging, was auf einen
inhibitorischen Effekt der Verbindungen hinweist. Da in zellbasierten Assays mit
KRASS3C-mutierten Krebszelllinien zunachst keine signifikante Aktivitat festgestellt
wurde, wurden in  Zusammenarbeit mit der Arbeitsgruppe von
Prof. Dr. Sebastian Bauer und unter Anleitung von Dr. Thomas Mihlenberg
homozygote KRAS®3¢-Mutanten-Zelllinien generiert. Diese Zelllinien dienten als
Grundlage fur zelluldare SBR-Assays. Erstmals konnte dabei eine zelluldre
Wirksamkeit des Modulators 36 nachgewiesen werden. Diese Zellen sollten
zukinftig fur weiterfihrende Western-Blot-Studien zur Evaluierung der

Verbindungen genutzt werden. In initialen Ko-Kristallisationsstudien wurden
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vielversprechende Bedingungen identifiziert, jedoch konnten bislang weder

Datensatze noch Elektronendichten aus den Kristallen gewonnen werden.

Strukturelle Erkenntnisse waren jedoch essenziell, um das Design einer zweiten
Generation optimierter Molekile gezielt voranzutreiben. Fir diese Optimierung
konnten die bereits identifizierten Derivatisierungsstellen an den Positionen 7' und
2' genutzt werden, um die Potenz, Loslichkeit und Zellgangigkeit der Molekile zu
verbessern. Dies ist besonders relevant, da eingeschrankte Zellgéangigkeit und
Loslichkeit moglicherweise die begrenzte zellulare Potenz der Verbindungen
erklaren. Zudem kdnnte es vorteilhaft sein, Molekile zu entwickeln, die auch an die
GTP-gebundene Form der KRASS'3¢-Mutante binden, da angenommen wird, dass
diese bevorzugt im aktiven Zustand vorliegt. Ein weiterer Schwerpunkt zukinftiger
Arbeiten koénnte auf der Entwicklung reaktiverer warheads liegen, um die
mutmaBlich geringere Reaktivitdt von Cys13 im Vergleich zu Cys12 zu Gberwinden,
was moglicherweise auf die N&he zu negativ geladenen Phosphatgruppen

zurlUckzufUhren ist.

Zusammenfassend liefert dieses Projekt grundlegende Erkenntnisse zur bislang
wenig erforschten KRAS®'3¢-Mutante, die als Grundlage fir zukinftige Studien
dienen koénnen. Zum ersten Mal konnte gezeigt werden, dass die allosterische
Tasche dieser Mutation durch niedermolekulare, ,drug-like” Verbindungen
adressiert werden kann. Kiinftige Forschung sollte sich auf die Entwicklung
hochaffiner und selektiver Sondenmolekiile konzentrieren, um die biologischen
Eigenschaften dieser Mutation detailliert zu untersuchen und darauf aufbauend

KRASC™3C-spezifische Therapeutika zu entwickeln.
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Evaluierung von Sonden-Molekllen fiir die Proteinkinase AKT2"

Einleitung

Ahnlich wie die kleine GTPase KRAS stellt die Proteinkinase B - auch AKT genannt -
einen wichtigen Knotenpunkt im zellularen Geschehen dar. Proteinkinasen, welche
sich aufgrund ihrer Substrate in Tyrosin-, Serin- und Threonin-Kinasen
unterscheiden, vermitteln ihre Signalweiterleitung durch die Phosphorylierung von
Aminosauren nachgeschalteter Proteine.’™ %2 Dabei wird eine endstandige y-
Phosphatgruppe auf Substrate tbertragen und diese somit phosphoryliert.’® AKT
ist im PI3K-AKT-mTOR-Signalweg involviert und spielt eine zentrale Rolle in der
Regulation der Apoptose. Aktivierende Mutationen in der PI3K-Kinase oder auch
die Amplifikation von AKT selbst kénnen zu einer Uberaktivierung des Signalwegs
fuhren, was das Zellschicksal beeinflusst und verschiedene Krebsarten hervorrufen
kann.” Aus diesem Grund stellt AKT eine attraktive Zielstruktur in der

Prazisionsmedizin dar.'*®

Im Jahr 2023 wurde der erste ATP-kompetitive AKT-Inhibitor Capivasertib von der
FDA zugelassen.™¢ ¥ Obwohl es eine Vielzahl von AKT-Inhibitoren gibt, gelang es
lange Zeit nicht, die gezielte Adressierung von AKT in klinische Erfolge zu
Ubersetzen, und viele klinische Studien scheiterten. Ein Grund hierfir kédnnte die
Existenz der drei Isoformen von AKT (AKT1, AKT2 und AKT3)"8"" und deren
unspezifische Adressierung durch die Inhibitoren sein, was zu schwerwiegenden
Nebenwirkungen fihren kann. Deren unterschiedliche Funktion mag unter
anderem an der zelluléren Lokalisation als auch verschiedenen Expressionslevel in
Geweben begriindet liegen.’™*"* Aus diesem Grund stellt die Generierung von
Isoform-spezifischen Molekilen eine groBBe Chance dar, um die zellulére Rolle der
einzelnen Isoformen besser zu verstehen und den klinischen Erfolg wahrscheinlicher

zu machen.

¢ Die in diesem Abschnitt verwendeten Sonden wurden von Dr. Lena Quambusch im Rahmen ihrer
Dissertation angefertigt. Die Ergebnisse beruhen auf ihren Vorarbeiten.
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Besonders erfolgreich haben sich sogenannte Interdomanen-Inhibitoren erwiesen,
die in eine Tasche innerhalb von AKT binden, welche von der Kinase-Doméane und
der regulatorischen Pleckstrin-Homologie (PH)-Doméane gebildet wird. Dies ist im
Fall von AKT einzigartig und ermdoglicht eine hervorragende Selektivitat innerhalb
des Kinoms.'% 1% Beispiele hierfir sind die Molekile Miransertib oder Akti-1/2.15:
18 Dieses Konzept wurde von der Arbeitsgruppe Rauh weiterentwickelt und um
einen kovalenten Ansatz erganzt. Dabei wurde am 6stlichen Molekdlteil ein MICHAEL-
Akzeptor eingefihrt, was zum ersten kovalenten allosterischen AKT-Inhibitor (engl.
covalent allosteric AKT inhibitor, (CAAIl)) Borussertib fihrte.’# '>? Basierend auf der
Dissertation von Dr. Lena Quambusch wurde das Prinzip der kovalent allosterischen
Adressierung von AKT weiterentwickelt und ein Molekdl mittels strukturgestitztem
Wirkstoffdesign generiert, dass spezifisch die Isoform AKT2 adressieren kann. Um
dieses Molekll weiter zu funktionalisieren, wurde es mit einer Alkin-Gruppe
modifiziert, sodass die Isoform-spezifischen Interaktionen erhalten bleiben konnten
(Abbildung 56).7%% ¢ In der Vergangenheit wurden zwar schon einige Fragen
hinsichtlich der zelluldren Lokalisation sowie der gewebespezifischen Expression
der drei AKT-Isoformen beantwortet, dennoch gab es bislang nur begrenzte
Erkenntnisse Uber die spezifischen Funktionen dieser Proteine.”™ AKT1 st
ubiquitinar exprimiert, wohingegen AKT2 vorrangig in Muskelzellen und dort an
den Mitochondrien lokalisiert ist. Fir AKT3 konnte eine erhdhte Expression in
Neuronen beobachtet werden.'>* 161163 Bisherige Studien setzten hauptsachlich auf
Knock-out-Modelle, die jedoch nur bedingt Aufschluss lber die Funktionen der
Isoformen geben kénnen. In diesen Studien konnte fir die AKT2-Isoform ein
diabetischer Phanotyp beobachtet werden.'®* 4> Das vollstandige Fehlen eines
Proteins kann dennoch zu verzerrten Interaktionsprofilen fihren und Zellen dazu
veranlassen, auf kompensatorische Signalwege zuriickzugreifen. Um diese
Einschrankungen zu Uberwinden, kdnnen spezifisch bindende Sonden-Molekile
eingesetzt werden.'¢*'¢8 |n Anlehnung an das ABPP, wird das Sonden-Molekdl durch
ein spezifisches Element ausgestattet, welches eine selektive Bindung in einer
Tasche ermoglicht. Weiter wird es mit einer elektrophilen Gruppe dekoriert, was die

nukleophile Modifikation einer Aminosauren-Seitenkette bewirkt."?
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Durch die Integration einer Alkin-Gruppe in das Molekdl wird es méglich, mittels
Click-Chemie Reportergruppen wie Fluorophore oder Affinitdts-Tags (z.B. Biotin)
bioorthogonal einzubringen.'’®'72 Diese modifizierten Molekile erlauben die
prazise Untersuchung der Protein-Interaktionen und der zellularen Lokalisation der
verschiedenen AKT-lsoformen, ohne die durch Knock-out-Modelle verursachten
Kompensationsmechanismen auszulésen. Ziel dieses Projekts war es, das
entwickelte Sonden-Molekil in zelluldren Systemen zu evaluieren. In ersten Studien
sollten hierfir Zell-Lysate nach der Behandlung mit dem Molekil generiert und
anschlieBend Uber eine CUAAC-Reaktion mit einem Fluorophor modifiziert werden.
Die anschlieBende Visualisierung in einem Gel sollte Aufschluss Gber die Selektivitat
des Sonden-Molekils geben. Im zweiten Ansatz sollte die Alkin-Gruppe der
Verbindung mit Biotin-Azid reagieren, um einen Streptavidin-Pulldown zu
ermoglichen. Nach der Visualisierung und Evaluation der Pulldown-Fraktionen
sollte ein on-bead Digest durchgefihrt werden. Diese Methode wiirde es

ermoglichen, Informationen Gber mogliche Interaktionspartner zu erlangen.

A B warhead
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Isoform-spez.

Motiv AKT-adressierendes CLICK CHEMISTRY
Grundgeriist HANDLE
c w4 A
N HN —
v T o O‘@

///\NJN O = O OE‘NH

AKT2-bindende, kovalente Biotin-Sonde AKT2-bindende, kovalente Alkin-Sonde
(38) (39)

Abbildung 56. A: Schematische Darstellung einer AKT-bindenden Sonde, welches ein Cystein kovalent
modifiziert. Uber eine Click-Reaktion wurde eine Biotin-Gruppe eingebracht, welche Streptavidin (SA) binden
kann. In blau und rot sind mogliche Interaktionspartner schematisch gekennzeichnet. B: Schematische
Darstellung einer AKT-Sonde. Neben dem AKT-adressierenden Grundgerist (blau), dem Isoform-spezifischen
Motiv (griin) und der elektrophilen Gruppe (warhead, gelb), wird auch eine Alkin-Gruppe eingebracht, welche
weiter funktionalisiert werden kann (rot). €: Chemische Strukturen, der in dieser Arbeit verwendeten Sonden.
Die Abbildung wurde von Dr. Lena Quambusch und Dr. Laura Depta Gbernommen. Die Sonden wurden von

Dr. Lena Quambusch entworfen und in Zusammenarbeit mit M.Sc. Maria Beerbaum synthetisiert.
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Um das gewonnene Sonden-Molekil evaluieren zu kénnen, wurde als geeignetes
Zellulares System die Krebszelllinie PANC1 ausgewahlt. Hierbei stand zum einen die
Fragestellung im Fokus, ob die -Sonde selektiv im zelluldaren Kontext an AKT2
bindet. Weiter war es von Interesse Einblicke in das Interaktionsprofil von AKT2 zu
erlangen. Wichtig ist hierbei zu bedenken, dass es sich um die inaktive
Konformation von AKT2 handelt, da der Inhibitor diese Konformation stabilisiert. In
einem ersten Schritt wurden PANC1-Zellen Gber Nacht unter vier unterschiedlichen
Bedingungen behandelt. In der ersten Kondition wurden die Zellen mit DMSO als
Kontrolle behandelt (A). In der zweiten Kondition wurde eine bereits mit Biotin
modifizierte Verbindung 38 als positive Kontrolle (B) verwendet. Als negative
Kontrolle wurden die Zellen fir 4 Stunden mit Borussertib behandelt und
anschlieBend mit der Alkin-Sonde 39 (C). In dieser Bedingung sollten alle AKT-
Proteine kovalent besetzt werden, um Informationen Uber off-target Aktivitdten der
Sonde zu erhalten. In der vierten Kondition (D) wurden die Zellen mit der Alkin-

Sonde 39 behandelt (Tabelle 4)

Tabelle 4 Ubersichtstabelle (iber die Behandlung der PANC1 Zellen fiir folgende Pulldown-Experimente.

Behandlungsschema PANC1 Zellen

Kondition Behandlung Eigenschaft Funktion
A DMSO - Kontrolle
Biotin-modifizierte Positive
B 1 uM RL3822 (38)

Verbindung Kontrolle
c 1 uM Borussertib (4 h), Vorblockierung von AKT Negative
dann 1 uM RL3787 (39) mit panCAAl Kontrolle

D 1 uM RL3787 (39) Alkin Sonden-Molekdl
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In-Gel Fluoreszenz Experimente

Nach der Behandlung wurden Zell-Lysate generiert und mit einem Click-Master-Mix
bestehend aus Cu(ll)-Sulfat, TCEP und TBTA behandelt. Zusatzlich wurde in einem
ersten Versuch Cy5.5-Azid hinzugegeben und Uber Nacht reagieren gelassen.
AnschlieBend wurde das Lysat gefallt, gewaschen und wieder resuspendiert. Die
erhaltenen Proben wurden mittels SDS-PAGE aufgetrennt und die Fluoreszenz
visualisiert. Die Visualisierung sollte Aufschluss dartiber geben, inwiefern die Alkin-
Sonde spezifisch an die AKT-Isoformen bindet und ob off-target-Bindungen
auftreten. Die Ergebnisse dieses Experiments sind essenziell, um die Selektivitat und

Wirksamkeit des Sonden-Moleklls zu bewerten.

PANCA1

kba M A B C D

AKT2

Abbildung 57. In-Gel Fluoreszenz Experiment mit dem Farbstoff Cy5.5. A: DMSO-Kontrolle; B: Positiv Kontrolle
mit RL3822 (AKT2-spezifische Biotin-Sonde 38); C: Negativ Kontrolle (Vorbehandlung mit kovalent-
allosterischem Inhibitor Borussertib, dann Behandlung mit RL3787 (Alkin-Sonde 39)); D: Behandlung mit
RL3787 (Alkin-Sonde 39).

In Abbildung 57 ist ersichtlich, dass fir die ersten beiden Konditionen A und B keine
Fluoreszenz-Banden zu erkennen sind, was erwartet wurde, da in diesen Proben
keine Alkingruppe vorhanden war, die mit dem Azid reagieren konnte.
Interessanterweise konnte auch in Kondition C, welche als negative Kontrolle dienen

sollte, keine Bande beobachtet werden.
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Dies deutet darauf hin, dass die Behandlung mit Borussertib ausreichte, um alle drei
AKT-Isoformen vollsténdig zu blockieren, sodass die Alkin-Sonde 39 nicht mehr an
AKT binden konnte. AuBerdem deutet dieses Ergebnis darauf hin, dass die -Sonde
auch nicht unspezifisch an andere Proteine bindet. In Kondition D konnte eine
prominente Bande im Bereich von 60 kDa beobachtet werden, was der Grof3e von
AKT entspricht. Zusatzlich wurden auch weniger intensive Banden detektiert. Diese
Banden kénnten auf unspezifische Bindungen anderer Proteine hinweisen, die von

der Alkin-Sonde 39 erfasst wurden.

Zusammenfassend zeigt dieses Experiment, dass die Alkin-Sonde 39 vermeintlich
spezifisch an AKT bindet und keine unspezifischen Interaktionen mit anderen
Proteinen eingeht, was sie zu einem potenziellen Werkzeug fur die weiterfihrende

Forschung an AKT macht.

Pulldown-Experimente

In den vorangegangenen Experimenten konnte demonstriert werden, dass die
entwickelte -Sonde spezifisch an AKT in PANC1-Zellen bindet. Zudem wurde
gezeigt, dass die Click-Reaktion in den Lysaten erfolgreich durchgefiihrt werden
konnte, wodurch das Alkin funktionalisiert wurde. Im Anschluss daran wurde das
Alkin mit Biotin-Azid modifiziert. Es wurden drei verschiedene, mit Streptavidin
modifizierte Agarose-Beads getestet, die sich hinsichtlich ihrer
Oberflachenbeschaffenheit, Bindungskapazitdt sowie der Vorblockierung mit
bovinem Serumalbumin (BSA) und der Zusammensetzung des
Aufbewahrungspuffers  unterschieden. BSA  dient dazu, unspezifische
Proteinbindungen zu reduzieren, kann jedoch in nachfolgenden MS/MS-

Experimenten zu einem erhdhten Hintergrundsignal fihren (Tabelle 5).
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Tabelle 5 Ubersichtstabelle der Eigenschaften, der in dieser Arbeit getesteten Streptavidin-Beads.

Streptavidin-Beads

Oberflachen- Puffer-
Eintrag Name Kapazitat  Blockiert
Beschaffenheit Bestandteile
Dynabeads 950 bis
MyOne 1,500  Vorblockiert
1 hydrophob -
Streptavidin pmol/mg mit BSA
T1 Beads
Dynabeads
>2.500 Nicht
MyOne Tween-20
2 hydrophil pmol/mg vorblockiert
Streptavidin im Puffer
Beads mit BSA
C1
Dynabeads M- Nicht
3 270 hydrophil vorblockiert -
Streptavidin mit BSA

Nach der Modifikation der vier Konditionen (A-D) mit Biotin-Azid wurden die Lysate
mit Methanol gefdllt, gewaschen und anschlieBend in PBS resuspendiert. Die
Proben wurden auf die drei unterschiedlichen Beads gegeben und tber Nacht bei
4 °C inkubiert. AnschlieBend erfolgte die Analyse der Proben mittels Western Blot,
wobei die Membran mit einem spezifischen AKT2-Antikérper gefarbt wurde, um
den Erfolg des Pulldowns zu untersuchen. Abbildung 58 zeigt, dass fir Kondition A
(DMSO-Kontrolle) und die negative Kontrolle C kein Fluoreszenzsignal detektiert
werden konnte, was darauf hinweist, dass kein Pulldown von AKT2 stattgefunden
hat. Hingegen wurde in den Konditionen B (Biotin-Sonde 38, positive Kontrolle) und

D (Alkin-Sonde 39) bei allen drei Beads ein erfolgreicher Pulldown beobachtet.

Diese Ergebnisse belegen, dass die Sonde 39 an AKT2 bindet und die Reaktion mit

Biotin-Azid erfolgreich verlaufen ist.
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PANC1
M A B C D

AKT2

Dynabeads MyOne
Streptavidin T1

Abbildung 58. Pulldown von AKT2 mit Hilfe von Streptavidin-Beads (Dynabeads MyOne Streptavidin T1). Zur
Kontrolle des Erfolgs des Pulldowns wurden die Fraktionen mit einem AKT2-selektiven AK angeféarbt. A: DMSO-
Kontrolle; B: Positiv Kontrolle mit RL3822 (38) (AKT2-spezifische Biotin-Sonde); C: Negativ Kontrolle
(Vorbehandlung mit kovalent-allosterischem Inhibitor Borussertib, dann Behandlung mit RL3787 (Alkin-
Sonde 39)); D: Behandlung mit RL3787 (Alkin-Sonde 39).

Zusatzlich wurden Western Blots angefertigt und vergleichend mit AKT1- und AKT3-

spezifischen Antikorpern behandelt.

PANC1 PANC1 PANC1
M A B Cc D M A B (&) D M A B C D
100
70
55
40

AKT1 AKT2 AKT3

Abbildung 59. Immuno-Blots des Pulldown-Experiments in PANC1 Zellen mit den Bedingungen A- D. Es wurde
jeweils mit einem AKT-Isoform-spezifischem AK angefarbt, um das Isoformen-Selektivitatsprofil zu
verdeutlichen. A: DMSO-Kontrolle; B: Positiv Kontrolle mit RL3822 (AKT2-spezifische Biotin -Sonde 38); C:
Negativ Kontrolle (Vorbehandlung mit kovalent-allosterischem Inhibitor Borussertib, dann Behandlung mit

RL3787 (Alkin-Sonde)); D: Behandlung mit RL3787 (Alkin-Sonde 39).

In Abbildung 59 ist zu erkennen, dass in keinem der Pulldown-Experimente ein
erfolgreicher Pulldown der anderen beiden Isoformen beobachtet werden konnte.

Dies lasst die Vermutung zu, dass die Sondenmolekile spezifisch an AKT2 binden.
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MS/MS-Experimente’’

Um die Selektivitdt der Sonden 38 und 39 gegenuber AKT2 eingehender zu
untersuchen, wurden die Beads einer Verdauung mit den Proteasen LysC und
Trypsin unterzogen und anschlieBend in MS/MS-Experimenten analysiert. Diese
Methode ermdglicht zudem Rickschlisse auf mogliche Interaktionspartner der
Kinase in PANC1-Zellen.Abbildung 60A zeigt das Streudiagramm (Volcano-Plot) die
statistische Signifikanz (P-Wert) im Vergleich zum Ausmal der Veréanderung (Fold-
Change) zwischen den Konditionen B und C. Abbildung 60B prasentiert das
Ergebnis des Vergleichs der Konditionen D und A.

35
i
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Abbildung 60. Volcano-Plots der durchgefiihrten MS/MS-Experimente. (A): Auftragung der Kondition D
gegen C. (B): Auftragung der Kondition B gegen A. Die Auswertung der MS/MS-Experimente wurde von
Dr. Petra Janning durchgefiihrt.

In einem ersten Experiment, in dem die Anreicherung der Proteine aus den
Konditionen D und C miteinander verglichen wurde, konnte ein herausragendes

Selektivitatsprofil fir AKT2 beobachtet werden.

7 Die Analyse der MS/MS-Experimente wurde von Dr. Petra Janning durchgefihrt.
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Es wurde keine signifikante Anreicherung anderer Proteine festgestellt (Abbildung
60). In einem zweiten Experiment, das darauf abzielte, mégliche Interaktionspartner
zu identifizieren, zeigte sich neben der Anreicherung von AKT2 auch eine
Anreicherung des Proteins BCAP31 (Abbildung 60). Dieses Protein ist ein ubiquitar
exprimiertes Transmembranprotein, das sowohl am Endoplasmatischen Retikulum
als auch an Mitochondrienmembranen lokalisiert ist. BCAP31 fungiert als Chaperon
und spielt eine regulatorische Rolle bei der Apoptose. Bisher war BCAP31 nicht als
Interaktionspartner von AKT2 bekannt.”® Um diese Interaktion in einem
unabhangigen Experiment zu verifizieren, wurden die Pulldown-Fraktionen mittels

Western Blot mit einem BCAP31-spezifischen Antikdrper analysiert.

PANC1

kba M A1 A2 B1 B2 C1 C2 D1 D2 L

Akt2

BCAP31

Abbildung 61. Immuno-Blot der Pulldown-Fraktionen und des Lysats von PANC1-Zellen. Angefarbt in griin mit
einem AKT2-spezifischen AK und rot angeférbt mit einem BCAP31-spezfisichen AK. A: DMSO-Kontrolle;
B: Positiv Kontrolle mit RL3822 (AKT2-spezifische Biotin -Sonde 38); C: Negativ Kontrolle (Vorbehandlung mit
kovalent-allosterischem Inhibitor Borussertib, dann Behandlung mit RL3787 (Alkin-Sonde 39)); D: Behandlung
mit RL3787 (Alkin-Sonde 39); 1: T1-Beads, 2: M270-Beads.

Dabei zeigte sich, dass das Protein zwar in PANC1-Zellen vorhanden ist, jedoch in

den Pulldown-Fraktionen nicht nachgewiesen werden konnte (Abbildung 61).
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Ein mdglicher Grund dafiir kénnte die geringe Konzentration des Proteins nach dem
Pulldown sein, die nur in MS/MS-Experimenten aufgrund der héheren Sensitivitat
detektiert werden kann. Dennoch sollten in unabhangigen und erneuten MS/MS-

Studien diese Ergebnisse erneut verifiziert werden.

Zusammenfassung und Ausblick

Zusammenfassend wurden in diesem Kapitel kovalente Sonden-Molekile
untersucht, die speziell die AKT2-Isoform in einem komplexen zellularen Kontext
adressieren sollen. Exemplarisch wurden diese Sonden in PANC1-Zellen evaluiert.
Ziel der Untersuchungen war es, die komplexe Funktion der verschiedenen AKT-
Isoformen besser zu verstehen, um letztlich die Entwicklung isoform-spezifischer
Wirkstoffe zu ermdglichen, da die zielgerichtete Adressierung von AKT bisher
erschwert war. Hierflir kamen Alkin- und Biotin-modifizierte AKT2-Inhibitoren zum
Einsatz. Es konnte gezeigt werden, dass das Alkin in Zell-Lysaten mittels Click-
Reaktionen erfolgreich mit Biotin- bzw. Fluorophor-Aziden modifiziert werden
konnte. Diese Modifikation ermdglichte in Pulldown-Experimenten den Nachweis,
dass die Sonde spezifisch an AKT2 bindet. Die Spezifitdit wurde durch MS/MS-
Experimente bestatigt, da keine anderen Proteine angereichert wurden. Dariber
hinaus wurde BCAP31 als potenzieller Interaktionspartner identifiziert, obwohl diese
Interaktion in Western-Blot-Studien nicht validiert werden konnte. Zukiinftig kénnte
diese Interaktion in Immunpréazipitations-Experimenten genauer untersucht werden.
Eine weitere Moglichkeit ware der Einsatz von Crosslinkern, um den
Interaktionspartner kovalent an AKT2 zu binden. Es ist denkbar, dass die zahlreichen
Waschschritte schwache Bindungen der Interaktionspartner l6sen, sodass diese

nicht mehr detektiert werden kdnnen.
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Zusammenfassung und Ausblick

Die GTPase KRAS, insbesondere seine mutierten Varianten, wurde in vielen tédlich
verlaufenden Krebsarten als onkogener Treiber identifiziert und stellt aufgrund
seiner zentralen Rolle einen vielversprechenden Angriffspunkt in der
Prazisionsmedizin dar. 2013 gelang es der akademischen Gruppe von KEVAN
SHOKAT, die KRAS®'*-Variante erstmals mit niedermolekularen Verbindungen
kovalent zu adressieren und legte damit den Grundstein fir die Entwicklung der
Wirkstoffe Sotorasib (4) und Adagrasib (1). Zudem verdffentlichte die Gruppe um
SHOKAT mutanten-spezifische Inhibitoren fir die KRAS-Mutanten G12D, G12S und
G12R und prasentierten neuartige reaktive Gruppen, welche gezielt die jeweils
mutierte Aminosaure kovalent adressieren. Obwohl die Translation dieser reaktiven
Gruppen in den biologischen Kontext noch weiter untersucht und gegebenenfalls
optimiert werden muss, stellen diese Verbindungen bereits wertvolle Werkzeuge
dar, um die biologische Relevanz sowie den onkogenen Wirkmechanismus der
KRAS-Mutanten besser zu verstehen. Dies ist eine essentielle Grundlage fir die
Entwicklung neuer Inhibitoren. Diese Beispiele zeigen eindrucksvoll, wie

akademische Forschung die Basis flr innovative Behandlungsansatze bieten kann.

Im Rahmen dieser Arbeit sollten fiir die beiden Cys-mutierten Onkogene KRAS®™2¢
und KRAS®™3¢ neue Verbindungen entwickelt werden, die die jeweilige Mutante
kovalent adressieren. Zunachst wurde angestrebt, durch Screening-Methoden oder
Struktur-basiertes Design potenzielle Startpunkte fir neue Verbindungen zu
identifizieren. Im nachsten Schritt wurden Syntheserouten etabliert, die eine
fokussierte Substanzbibliothek ermoglichen sollten. Diese Bibliothek wurde
anschlieBend in biochemischen wund zelluldren Testsystemen auf ihre
Bindungseigenschaften und Wirksamkeit hin untersucht, wobei in einigen Fallen
neue Testsysteme entwickelt wurden. Ein wichtiger Bestandteil war auch die
Proteinkristallisation in Komplex mit den neu generierten Molekilen, um strukturelle
Einblicke in die Ligandenbindung im Zielprotein zu gewinnen und die chemische
Optimierung der nachsten Generation von KRAS-gerichteten Molekilen zu

unterstutzen.
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Im ersten Projekt sollte eine in der Literatur beschriebene Platten-basierte
Screening-Methode verwendet werden, um neue Startpunkte zu identifizieren, die
als kovalente Modulatoren fir KRAS®'?¢ dienen kénnten. Zu Beginn wurde ein
kleines Fragment designt und synthetisiert, das aus einem Strukturmotiv bestand,
welches bereits aus zugelassenen KRASS'?¢-Inhibitoren bekannt ist. Das Molekadl
wurde an zwei Stellen weiter modifiziert, indem eine reaktive Acrylamid-Gruppe
eingefihrt wurde, die an das erworbene Cystein der onkogenen Mutante binden
kann, sowie mit einem Alkin versehen wurde. Dies konnte anschlieBend in einem
Platten-basierten Verfahren Uber eine CuAAC-Reaktion mit einer Bibliothek von
Aziden derivatisiert werden. Der Vorteil dieser Methode bestand darin, dass die
Platte mit den reagierten Verbindungen direkt im Anschluss ohne weitere
Aufarbeitung in einem zelluldren Assay auf ihre biologische Aktivitdt getestet
werden konnte. Insgesamt konnten sechs Hit-Verbindungen identifiziert werden.
Beim Vergleich der gesamten Azid-Bibliothek fiel auf, dass die Hit-Azide eine
Methylgruppe an der (S)-konfigurierten Methylengruppe tragen, was darauf
hindeutet, dass dieses Motiv fur die biologische Aktivitat maBBgeblich verantwortlich
ist. Zur Verifizierung der Hits wurde zunachst die CovClick-Methode gewahlt, bei der
das Protein aufgrund der Eigenschaften der Bindungstasche geeignete Binder
selektiert. Die Herangehensweise mit dem kleinen Bindungsmotiv der Alkin-Sonde
fur KRASC™2¢ erwies sich jedoch als nicht geeignet, da das Fragment wahrscheinlich
nur schwach an das Zielprotein bindet. Da das kovalent modifizierte Cystein
|6sungsmittelexponiert an der Oberflaiche von KRAS lokalisiert ist, kdnnte das
Fragment verschiedene I6sungsmittel-exponierte Konformationen annehmen. Eine
Orientierung in Richtung der SWIIP-Tasche, die eine selektive Reaktion mit
Molekilen in dieser Tasche erfordert, konnte nicht gewéahrleistet werden. Daher
wurden die gefundenen Hits in herkdmmlicher Weise erneut synthetisiert.
AnschlieBend wurden MS-basierte Untersuchungen an einem Cys-light Konstrukt
des Zielproteins durchgefiihrt, wobei die kovalente Modifikation aller
Verbindungen beobachtet werden konnte. Mit Hilfe eines CTG-Assays an H358-
Zellen (KRAS"/KRASS'2¢) wurden die Hit-Verbindungen erneut in einer
dosisabhéngigen Weise charakterisiert. Dabei zeigte sich, dass diese - im Vergleich
zu bekannten KRASC'?-Inhibitoren - eine moderate zelluldre Aktivitat im niedrigen
mikromolaren Bereich aufwiesen.
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Dennoch muss betont werden, dass die Molekile nicht optimiert sind und daher
lediglich als Ausgangspunkte fir neuartige Inhibitoren dienen kdnnen. Die
gefundenen Molekile verfligen Uber synthetische Exit-Vektoren, die eine weitere
Diversifizierung der Inhibitoren ermdglichen. Zur Verbesserung der Bindung
innerhalo des Proteins und der biologischen Wirkweise koénnten Ko-
Kristallstrukturen  herangezogen werden, die das Design verbesserter
Verbindungen unterstltzen, was im Rahmen dieser Arbeit jedoch noch nicht
vollstandig erreicht wurde. Dennoch konnten optimierte Protein-Expressions- und -
Reinigungsmethoden entwickelt werden, die entscheidend fir eine erfolgreiche
Proteinkristallisation sind. Es konnten Kristallisationsbedingungen gefunden
werden, die das Losen einer Struktur von KRAS®'2¢ ermoglichten. Das Generieren
einer Liganden-gebundenen Struktur bleibt jedoch eine Herausforderung fur
zuklnftige Arbeiten. Insgesamt konnte gezeigt werden, dass der Screening-Ansatz
einen wertvollen Startpunkt geliefert hat, und niedermolekulare Verbindungen mit
biologischer Aktivitat in relevanten Krebszell-Modellen identifiziert wurden. Diese
Verbindungen kdnnen einerseits weiter optimiert werden, um als neuartige
KRASC"2C.Inhibitoren zu dienen, andererseits bietet diese Methodik auch einen
vielversprechenden Ansatz fir die Identifikation von Inhibitoren anderer

Zielproteine.

Ein zweites Projekt widmete sich der KRAS®'*¢-Mutante, die bislang weitgehend
unerforscht ist, aber dennoch eine Rolle in Lungenkrebs spielt. GOEBEL et al.
berichteten erstmals Gber orthosterische, GDP-basierte Nukleotid-Analoga, die ein
Acrylamid als reaktive Gruppe tragen und so das Cys13 kovalent adressieren
kdnnen. In vorangegangenen Studien wurde jedoch nur bei erhdhtem pH-Wert eine
vollstaindige Proteinmodifikation erreicht, was den Bedarf einer Optimierung
verdeutlicht. Ziel dieser Optimierung war es, mit Hilfe eines rigideren Linkersystems
(im Vergleich zu den bereits verwendeten linearen Linkern) die Vororientierung zu
verbessern. Uber Docking-Studien wurden geeignete Linker identifiziert, die im
nachsten Schritt synthetisiert wurden. Eine neue konvergente Syntheseroute
ermoglichte es, neun neuartige GDP-basierte Verbindungen mit unterschiedlichen

Ringsystemen als Linker zu generieren.
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In  anschlieBenden pH- und Zeit-abhdngigen massenspektrometrischen
Untersuchungen konnte gezeigt werden, dass die neuen Modulatoren das
gewlinschte Cys13 in dahnlicher Weise wie das Referenzmolekil eda-GDP (mit einem
linearen Linker) adressieren, jedoch keine signifikante Verbesserung der Reaktivitat
erzielt werden konnte. Es zeigte sich auch, dass die neuen Inhibitoren KRAS¢'>“und
KRAS" nahezu vollstandig aussparen und somit eine hohe Selektivitat aufweisen.
Mit Hilfe eines SOS Nukleotid-Austausch- und eines Pull-Down-Experiments konnte
zudem gezeigt werden, dass das beste Molekil den Nukleotid-Austausch
verhindert und das Protein im inaktiven, GDP-gebundenen Zustand blockiert.
Ebenso wird dadurch die Bindung des Effektorproteins cRaf unterbunden. Im
Rahmen dieser Arbeit konnten erfolgreich Kristallisationsbedingungen gefunden
werden, die es ermdglichten, eine Kristallstruktur von KRAS®'3¢ im Komplex mit den
Molekdilen zu erhalten. Strukturelle Einblicke in die Ligandenbindung zeigten, dass
das Molekil kovalent Cys13 modifiziert. In Kooperation mit Prof. Dr. Hugo Verli
wurden MD-Studien durchgefihrt, die mogliche Konformationen der Linker
aufzeigten. Dabei wurde deutlich, dass nur eine kleine Population der Linker-
Konformationen die richtige Orientierung einnimmt, um mit Cys13 irreversibel zu
reagieren. Ein Ansatzpunkt zur Verbesserung der Reaktivitdt der Liganden
gegeniber Cys13 konnte der Einsatz von reaktiveren Gruppen sein. Es ware
ebenfalls von hohem Interesse, den pK,-Wert des Cys13 experimentell zu

bestimmen.

Neben der orthosterischen Adressierung von KRAS®™¢ wurde im Rahmen eines
weiteren Projekts eine allosterische Inhibition mithilfe niedermolekularer
Verbindungen in der SWIIP angestrebt. Analog zu den KRASS'2¢-Inhibitoren sollten
neue Molekile entwickelt werden, die anstelle des Cys12 das nédher an der
Nukleotid-Bindetasche lokalisierte Cys13 kovalent binden. Ausgangspunkt fir das
Moleklldesign war das Grundgerist des G12D-Inhibitors MRTX1133 (2), das sich
durch eine verbesserte reversible Affinitat auszeichnet. Im ersten Schritt wurde die
zu Uberbrickende Distanz zwischen den Codons 12 und 13 vermessen, um in
nachfolgenden kovalenten Docking-Studien geeignete Linker zu identifizieren.
Diese Linker wurden mit einem Acrylamid modifiziert, das eine irreversible Bindung

an das gewlnschte Cys13 eingehen kann.
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Durch eine synthetische Route konnten die gewiinschten Verbindungen hergestellt
werden. AnschlieBend konnte in MS-Studien mit dem KRAS®™3¢(Cys-light)-Konstrukt
eine kovalente Bindung der Verbindungen an das Zielprotein vernommen werden.
Die Ergebnisse zeigen, dass die SWIIP nicht nur die G12X-Varianten, sondern auch
die bislang in der Literatur kaum beschriebenen G13C-Variante mittels
allosterischer, niedermolekularer Verbindungen adressiert werden kann. In
Zusammenarbeit mit der AG Bauer des Universitatsklinikums Essen wurden
Zelllinien generiert, welche eine bedingte Abhangigkeit zu dem KRAS®'*¢-Onkogen
aufweisen. Hierbei konnte erstmalig fir die optimierte Verbindung RL4000 (36) ein
zellularer Effekt beobachtet werden. Fiur die Zukunft bleibt die Optimierung dieser
neuartigen Modulatoren entscheidend, da sie bislang weder eine optimale
Reaktivitat aufweisen noch in niedrigen Konzentrationen signifikante zellulare
Effekte erzielen. Daher koénnen sowohl alternative Linker, die die prazise
Orientierung der reaktiven Gruppe erleichtern, als auch eine Diversifizierung der
Positionen 2' und 7' zu einer verbesserten reversiblen Bindung der Inhibitoren
beitragen. Weiter kdnnen die hier erhaltenen Verbindungen wichtige Werkzeuge
sein, um die Biologie dieser bestimmten KRAS Variante im Krebsgeschehen besser
verstehen zu kdnnen, um somit zuklnftige verbesserte Behandlungsstrategien zu
entwickeln. Hierzu kénnten die Molekiile mit einer Alkin-Funktionalitdt ausgestattet
werden, welche es ermdglicht Biotin-Motive oder Fluorophore tber die CuAAC
einzubringen. Diese kénnten dann zum einen Uber Pulldown Experimente und
weiter LC-MS/MS Analysen nach tryptischem Verdau Aufschluss Uber das
Interaktom dieser Variante liefern. Zum anderen waren nach Reaktion mit einem
Fluorophor auch fluoreszenzmikroskopische Untersuchungen moglich, welche die

zellulare Lokalisation ermoéglichen wiirde.

Insgesamt gelang es in dieser Arbeit sowohl die bereits gut untersuchte KRASG"2¢
Mutante, als auch die weniger erforschte G13C-Variante Uber unterschiedliche
Anséatze erfolgreich kovalent zu adressieren. Besonders hervorzuheben ist die
erstmalig gelungene Modulation von KRASS¢ {(iber eine allosterische
Herangehensweise mit niedermolekularen Verbindungen und die erzielten

zellularen Effekte.
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Dies konnte das Fundament fir die Entwicklung hoch-potenter G13C-Inhibitoren
darstellen, was zu einem verbesserten biologischen Verstandnis und einer

zuklnftigen Behandlung dieser Mutante flihren konnte.

In einem letzten Projekt wurden kovalente Sondenmolekile charakterisiert, die
spezifisch die AKT2-Isoform im komplexen zellularen Umfeld adressieren sollen,
insbesondere in PANC1-Zellen. Ziel ist es, durch gezielte Untersuchung der AKT-
Isoformen ein tieferes Verstéandnis fir deren individuelle Funktionen zu gewinnen,
um Isoform-spezifische Wirkstoffe zu entwickeln - ein bisheriges Hindernis in der
gezielten Adressierung von AKT. Die Untersuchungen umfassten die Verwendung
von Alkin- und Biotin-modifizierten AKT2-Inhibitoren, die in Zelllysaten tber Click-
Reaktionen erfolgreich mit Biotin- oder Fluorophor-Aziden markiert werden
konnten. Diese Markierungen ermoglichten in Pulldown-Experimenten den
spezifischen Nachweis der AKT2-Bindung. Diese Spezifitat wurde in MS/MS-
Experimenten bestatigt, bei denen keine Anreicherung anderer Proteine erfolgte.
Ein potenzieller Interaktionspartner, BCAP31, wurde identifiziert, allerdings konnte
diese Interaktion durch Western-Blot-Studien oder andere unabhangige
Experimente noch nicht bestatigt werden. Fir kinftige Studien ware die Validierung
dieser Interaktion durch Immunprazipitations-Experimente sinnvoll; auch der
Einsatz von Crosslinkern kénnte hilfreich sein, um Interaktionspartner kovalent an
AKT2 zu binden und deren Nachweis zu sichern. Dies konnte mogliche Verluste
schwacher Bindungen aufgrund mehrerer Waschschritte im Protokoll reduzieren

und so zur Identifikation weiterer AKT2-spezifischer Interaktionen beitragen.

120



Experimenteller Teil

Experimenteller Teil

Material und Methoden

Allgemeine Anmerkungen

Alle in dieser Arbeit verwendeten Chemikalien, Reagenzien und Lésungen wurden,
wenn nicht anders vermerkt, in analytischem Reinheitsgrad bezogen und ohne

weitere Aufarbeitung verwendet.

Gerate
Bezeichnung Produktname / Hersteller
COz-Inkubatoren CB 150, WTB Binder
Fluoreszenz-Imager Odyssey CLx Imaging System, LI-COR Biosciences
FPLC AKTA pure, Cytiva

Mini-PROTEAN® 3 Cell, Bio-Rad, Hercules
Gelelektrophorese-Systeme
Mini-PROTEAN® Tetra Cell, Bio-Rad, Hercules
Hochdruckhomogenisator M-110L Microfluidizer, Microfluidics

Inkubatoren MaxQ™ 8000, Thermo Fisher Scientific

Kristallisationsplatten-

Rock Imager 1000, Formulatrix
Imager

Velos Pro Dual-Pressure Lineare-lonenfallen-

LC-MS-System Massenspektrometer, Thermo Fisher Scientific

EVOS FLoid, Thermo Fisher Scientific

Mikroskope
EVOS XL Core, Thermo Fisher Scientific

Mikrotiterplatten-Lesegerat  EnVision 2104 Multilabel Plattenleser, PerkinElmer

Mikrotiterplatten- Multidrop Combi Reagenzien-Dispenser,
Pipettiergerat ThermoFisher Scientific
NMR Systeme AV500 Avance lll HD, Bruker
pH Messgerat SevenCompact, Mettler Toledo

Research plus, Eppendorf
Pipetten
Xplorer, Eppendorf

Pipettierroboter LCP-Mosquito, TTP Labtech
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Plattenschdttler Titramax 100, Heidolph
Réntgengenerator D8 Venture Diffraktor.neter, Rontgenquelle: IuS 3.0,
Detektor: Photon Il, Bruker
Rotationsverdampfer Rotavapor, Bichi
Rotoren Sorvall SA 600, FiberLite F2.0—6x1 OQ, FibgrLite F8-
6x1000y, Thermo Fisher Scientific
Spektralphotometer NanoDrop 2000c, Thermo Fisher Scientific
Sterilbank Herasafe KS12/K"18, Thermo Fisher Scientific
Thermoschuttler ThermoMixer C, Eppendorf
Transfer-Powersystem Pierce Power Station, Thermo Fisher Scientific
Tropfchendispensierer Echo 520 Liquid Handler, LabCyte
Vakuumkonzentrator Concentrator Plus, Eppendorf
Zellzahler Countess Il, Invitrogen

Zentrifuge 5804R/5424/5424R, Eppendorf

Zentrifugen
Sorvall Evolution RC, Thermo Fisher Scientific

Verbrauchsmaterialien

Bezeichnung Produktname / Hersteller

Cryo-Loops Mounted CryolLoop, Hampton Research
Dialyseschlauch Spectra/Por MWCO 12-14 kDa, Carl Roth
FPLC-S&ulen HiLoad 16/60 Superdex® 75 pg, GE Healthcare

HiLoad 16/60 Superdex® 200 pg, GE Healthcare
Ni-NTA Agarose, Qiagen

Ni-NTA Superflow Cartridge, 5 mL, Qiagen

Q Sepharose Fast Flow, GE Healthcare
Superdex 75 10/300 GL, GE Healthcare

Gel-Blottingpapier Gel-Blottingpapier GBOO5 Dicke 1,5 mm, Whatman
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HPLC Saulen

Kationenaustauscher

Kristallisationsplatten

Kristallisations-Screens

Mikrotiterplatten

Nukleotide

50/3 Nucleodur C18 gravity Saule (1,8um),
Macherey-Nagel

AdvanceBio  Desalting-RP  Cartridge,  Agilent

Technologies

Hypersil GOLD-S&ule, ThermoFisher Scientific
PepMap100 RSLC C18 nano-HPLC Saule, Dionex
ProntoSIL® 120-5-C18-AQ, Bischoff
lonenaustauscher |, Merck

EasyXtal 15-well Tool X-Seal, NeXtal

Biotechnologies

96-well sitting drop iQ plates, TTP Labtech

JCSG Core I-IV Suites, Qiagen

PACT Suite, Qiagen

PEGI-Il Suites, Qiagen

Additive HT, Hampton Research

MicroWell 96 well PS, F-Boden, transparent, Nunc

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

Guanosin, Alfa Aesar
GMP, Alfa Aesar

GDP, Jena Bioscience
GppCp, Jena Bioscience
GppNHp, Jena Bioscience
GTP, Jena Bioscience

mantdGDP, Jena Bioscience
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Objekttrager

Pipettenspitzen

PVDF-Membran

Referenzverbindungen

Serologische Pipetten

Spritzenvorsatzfilter

Zellkulturflaschen

Zellschaber

Zentrifugalkonzentratoren

Countess™ Zellzéhlungs-Kammerobjekttrager,

Invitrogen
Verschiedene Grof3en, Starlab

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

AMG 510, MedChemExpress

ARS-1620, MedChemExpress
AZD5363/Capivasertib, SelleckChem
Borussertib, AG Rauh Dortmund

Doxorubicin, LC Labs

MRTX849, MedChemExpress

Staurosporin, LC Labs

MRTX1133, BLD Pharm

Verschiedene GroB3en, Starlab

Filtropur S, 0,45 pM, Sarstedt

Filtropur S, 0,2 uM, Sarstedt
TC25/TC75/TC175-Flaschen Standard, Sarstedt
TC-Platte 6 well, Standard, F, Sarstedt
Zellschaber mit 2-Positions-Klinge (16 cm), Sarstedt

Amicon® Ultra-4/-15 MWCO 10 kDa, Merck
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Medien, Proteine und Reagenzien

Bezeichnung

Produktname, Hersteller

BCA Protein Assay Kit, Pierce

CellTiter-Glo Luminescent Cell Viability
Assay

cOmplete ULTRA Protease Inhibitor
Cocktail Tablets

DPBS-Puffer

FBS, EU approved

Intercept (TBS) Protein-Free Blocking
Buffer

Medien

PageRuler Plus Prestained Protein Ladder,

10-250 kDA

Penicillin/Streptomycin

PhosSTOP Phosphatase Inhibitor Cocktail

Tablets
Trypan Blue Stain (0,4 %)
Trypsin-Protease, Pierce, MS Grade

Trypsin-EDTA, Phenolrot (0,25 %)

Thermo Fisher Scientific

Promega

Roche

Gibco, Invitrogen
Gibco, Invitrogen

Li-COR Biosciences

DMEM, high glucose, GlutaMax,
Gibco, Invitrogen

RPMI-1640 GlutaMax, Gibco,
Invitrogen

Thermo Fisher Scientific

Gibco, Invitrogen

Roche

Invitrogen
Thermo Fisher Scientific

Gibco, Invitrogen
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Proteinisolation und -Reinigung

Die Proteinexpression und -Aufreinigung wurde von Andreas Arndt, Dr. Lisa
Goebel, Jan Niklas Wiese und Vincent Wagner (Bachelorarbeit Sommersemester
2023) etabliert und durchgefiihrt. Die dazugehdérigen Methoden wurden bereits in

den Abschlussarbeiten ausfuhrlich beschrieben.

Proteinkristallisation

Experimente zur Proteinkristallisation wurden in Zusammenarbeit mit Dr. Matthias

Muller, Dr. Janina Niggenaber, Jan Niklas Wiese und Vincent Wagner durchgefihrt.

Probenvorbereitung

Vor der Durchfiihrung der Kristallstudien wurde das Protein fir eine definierte
Zeitspanne mit dem Liganden im Uberschuss inkubiert. Um die Bindung an das
Protein zu verstarken, erfolgte die Inkubation bei einem pH-Wert von 9,5. Die
kovalente Modifikation des Proteins wurde Uber ESI-MS Methoden Uberwacht.
AnschlieBend wurde die Proteinldsung mit Hilfe einer
GroBenauschlusschromatographie homogenisiert. Weiter konnte hierdurch der
Uberschuss des Liganden und die Uberfithrung in den Kristallisationspuffers
sichergestellt werden. Hierzu wurde die Losung mit 1 mL/min auf eine mit Puffer
aquilibrierte SEC-Saule (HiLoad 16/600 Superdex 75 pg Cytiva) aufgetragen. Die
Auftrennung der Proteine erfolgte bei einem Fluss von 1 mL/min. Anschlie3end
wurde die erforderliche Konzentration mittels eines Zentrifugalkonzentrators

eingestellt.

Kristallisationspuffer: 20 mM HEPES pH 7.5, 100 mM NaCl, 2 mM MgCl;, 1T mM TCEP
und 5 % Glycerin.

Proteinauftrennung Uber SDS PAGE

Zur Uberpriifung der gesammelten Fraktionen der einzelnen Aufreinigungsschritte
wurde nach jedem Schritt eine SDS-PAGE durchgefihrt. Hierfir wurde ein 15%-iges
Polyacrylamidgel verwendet. Es wurden 30 pL Probe mit 10 uL 4x SDS-Probenpuffer

versetzt und fur 5 min auf 95 °C erhitzt.

126



Experimenteller Teil

Es wurden 10 pL dieser Proben und 3 pL Marker auf das Gel aufgetragen. Die
Elektrophorese wurde bei konstanter Stromstarke von 50 mA fir 30 min
durchgefiihrt. AnschlieBend wurde das Gel fir 10-20 min mit einer Farbeldsung

gefarbt und mit H.O oder Entfarbeldsung entfarbt.

SDS-Probenpuffer (4x): 100 mM Tris, 200 mM DTT, 1 M -Mercaptoethanol, 4 % (w/v)
SDS, 0.2 % Bromphenolblau, 40 % (v/v) Glycerol, pH 6.8.

Laufpuffer: 25 mM Tris, 200 mM Glycin, 0.1 % (w/v) SDS, pH 8.3.

Coomasie-Farbelosung: 0.3 % (w/v) Coomassie-Brillant-Blau R-250, 10 % (v/v)
Essigsaure, 50 % (v/v) Ethanol.

Entfarbeldsung: 10 % (v/v) Essigsaure, 30 % (v/v) Ethanol.

Kristallisations-Screening

Inititale Screening-Experimente zur Proteinkristallisation wurden durchgefihrt,
wobei handelstbliche Kristallisationsbedingungen (JCSG Core I-IV, Qiagen; PACT
Suite, Qiagen) verwendet wurden. Dazu wurden 70 pL Reservoirlésung in 96-well-
Platten (96-well sitting drop iQ plates, TTP Labtech) pipettiert. AnschlieBend
erfolgte die Zugabe von 100 nL Proteinlésung und 100 nL Reservoirlésung unter
Verwendung eines Pipettierroboters (LCP-Mosquito, TTP Labtech) geméaB der
sitting-drop-Methode. Die Platten wurden mit luftdichtem Crystal Clear Sealing Tape
(Hampton Research) verschlossen und bei 20 °C im Kiristallisationsplatten-
Dokumentationssystem (ROCK IMAGER® 1000, Formulatrix) inkubiert. Die

Dokumentation erfolgte Uber einen Zeitraum von 21 Tagen.

Additiv-Screening

Zur Optimierung einiger Kristallisationsbedingungen wurden Additiv-Screens
durchgefihrt. HierfGr wurden 63 pL der zu optimierenden Kristallisationslésung
(1,1-fache Konzentration der Stammlésung) in 96-well-Platten vorgelegt. Danach
wurden 7 pL der Additive (Additive-Screen und Silver Bullet-Screen, Hampton
Research) hinzugefliigt. AnschlieBend wurden 100 nL der Proteinlésung pipettiert
und mithilfe des Pipettierroboters Mosquito Crystal (TTP Labtech) mit 100 nL

Reservoir-Losung vermischt.
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Nach dem Versiegeln der Platten wurden diese im Kristallisationsplatten-Imager
(Rock Imager 3.8.3.1, Formulatrix) bei 4 °C oder 20 °C fur 21 Tage inkubiert und

regelmaBig visualisiert.

Kristallisations-Fine-Screening

Um vielversprechende Kristallisationsbedingungen weiter zu entwickeln, wurden
Fine-Screens durchgefiihrt. Hierfir wurden 500 pL Reservoirldsung in einer 15-well-
Platte (EasyXtal 15-well Tool X-Seal, NeXtal Biotechnologies) vorbereitet und
grundlich gemischt. AnschlieBend wurden 1-2 pL Reservoirlésung zusammen mit 1-
2 pL Proteinlésung auf einen Deckel geméaB der hanging-drop-Methode pipettiert.
Der Deckel wurde dann luftdicht auf die entsprechende Kavitat mit der
Reservoirlosung aufgesetzt. Die Inkubation erfolgte bei Temperaturen zwischen 4

und 20 °C.

Rontgenanalyse

Fir die Rontgenstrukturanalyse wurden, die zu untersuchenden Kristalle mit einer
Nylon-Schlaufe (Mounted CryolLoopTM, Hampton Research) aufgenommen und
anschlieBend mit flussigem Stickstoff gekihlt. Diese wurden auf ihre
Rontgenbeugung am hauseigenen Rontgendiffraktometer (D8 Venture, Bruker)
getestet. Die Messung erfolgte bei 100 K im Stickstoffstrom mittels Kupfer-
Bremsstrahlung (A = 1,54 A) mit einer Belichtungszeit von 60-120 s. Die Diffraktion
wurde durch einen Photon Il Detektor aufgezeichnet. Falls Diffraktion gemessen
werden konnte, wurde der Kristall in 0,5°-Schritten um 180° zwischen den
Aufnahmen gedreht. Die Belichtungszeit betrug 120 s. Die Datensatze wurden mit
XDS indiziert und mit XSCALE skaliert.'* Die Kristallstruktur wurde durch
molekularen Ersatz mit PHASER unter Verwendung einer bereits publizierten
Struktur als Modell geldst.’””® Die manuelle Modellierung der Struktur in der
asymmetrischen Einheit wurde mit dem Programm COOT durchgefihrt, und die
Inhibitor-Topologie-Datei wurde mit Hilfe des des Programms elBOW generiert.’”¢
Fir die Strukturverfeinerung wurde PHENIX.refine verwendet und anschlieBend mit
dem PDB_REDO-Server optimiert."””"? Die finale Kristallstruktur wurde mit PyMOL

visualisiert.
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Biochemische und biophysikalische Methoden

Kovalente Proteinmodifikation und ESI-MS-Analyse

Der Nachweis von kovalenten Modifikationen an den unterschiedlichen KRAS-
Proteinen erfolgte mittels UltiMate 3000 HPLC-System (ThermoFisher Scientific)
gekoppelt mit einem VelosPro 2D-lonenfalle-Massenspektrometer (ThermoFisher

Scientific).

Fir die kovalente Modifikation der KRAS-Proteine wurde 50 uM KRAS;.169 mit einem
zehn-fachen Uberschuss der Verbindungen inkubiert. Nach Inkubation bei RT oder
37 °C fur die entsprechende Zeit wurden die Proben kurz zentrifugiert und die
Modifikation des Proteins mittels ESI-MS kontrolliert. Die erhaltenen Rohdaten
wurden mit der Software Xcalibur™ sowie MagTran'® analysiert. Die Quantifizierung

der kovalenten Modifikation erfolgte mit dem Programm OriginPro 2023b.

Modifikationspuffer: 100 mM HEPES/ CHES, 50 mM NaCl, 1 mM TCEP, 1 mM EDTA,
5% Glycerol; pH 7.5 - 9.5

Kompetitionsassay

Zur Bestimmung der kovalenten Modifikation von KRAS®'3¢, 14 (Cys-light) mit dem
acrylhaltigen Nukleotidanalogon (edaGDP) unter Konkurrenzbedingungen mit GDP
und GTP zu analysieren, wurden vier verschiedene Bedingungen getestet. 5 uM
KRASGS3¢ (Cys-light) wurden (1) in Gegenwart von 36 uM edaGDP mit und ohne SOS,
(2) in Gegenwart von 305 pM edaGDP, 36 uM GDP und 305 pM GTP mit und ohne
SOS, (3) in Gegenwart von 36 pM edaGDP, 36 pM GDP und 305 yM GTP mit und
ohne SOS und (4) 36 uM edaGDP, 360 pM GDP und 3050 pM GTP mit und ohne
SOS inkubiert. Nach einer Inkubation von 1, 2, 3, 4, 5, 22 und 24 Stunden bei
Raumtemperatur wurde die kovalente Proteinmodifikation mittels ESI-MS

kontrolliert.

Modifikationspuffer: 100 mM CHES pH 9.5, 50 mM NaCl, 1 mM TCEP, 2 mM MgCl,,
5% Glycerol
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SOS-katalysierter Nukleotid-Austausch

Der SOS-katalysierte Nukleotidaustausch wurde bei 25 °C in einem FluoroMax®-4-
Spektrofluorometer (Horiba) verfolgt. 5 uM KRAS:.169 wurden mit 10 yM mantdGDP
und anschlieBend mit verschiedenen Konzentrationen von SOS (0.25 uM und 0.5
uM) gemischt und nach Anregung bei 360 nm wurde die Emission bei 440 nm

gemessen.

Nukleotidaustausch-Puffer: 20 mM HEPES (pH 7.5), 100 mM NaCl, 2 mM MgCl, und
1T mM TCEP.

On-Bead Verdau fur MS/MS-Analysen

Die Detergenz-frei gewaschenen Beads wurden in 50 pl denaturierendem/
reduzierendem Puffer aufgenommen und bei 350 rpm bei rt fiir 30 min inkubiert.
AnschlieBend wurden den Proben 5,55 pl alkylierende Lésung hinzugeben und fir
weitere 30 min bei rt und bei 350 rpm inkubiert. Zu den Beads wurde 1 pl einer LysC/
Trypsin Losung (0,5 mg/ml in rekonstutierendem Puffer, Promega) hinzugeben und
fiir 1 h bei 37 °C und 350 rpm geschiittelt. Daraufhin wurden der Uberstand entfernt
und die Beads in 165 pl 50 mM Tris (pH 7,5) aufgenommen und erneut 1 pl einer
LysC/ Trypsin Losung (0,5 mg/ml in rekonstutierendem Puffer) dazugegeben und
verdaut. Nach Ende der Inkubationszeit wurden die Beads entfernt und die
Uberstande vereinigt und fiir 24 h bei 37 °C und 350 rpm inkubiert. Der Verdau
wurde mit 20 pl 10 %-iger TFA Lésung beendet und die Proteinproben fir eine

anschlieBende MS/MS Analyse Uber eine stage-tip Aufreinigung entsalzt.
Denaturierender/ reduzierender Puffer: 8 M urea, 50 mM Tris pH 7,5, 1 mM DTT.

Alkylierender Puffer (10x): 50 mM Chloracetamid in denaturierendem/

reduzierendem Puffer.

CovClick-Assay

Zur Durchfihrung des CovClick-Assays wurden 50 uM KRAS®'2¢, 149 (Cys-light) mit
einem 15-fachen Uberschusses des Alkin-Fragments bei pH 9.5 und rt (iber Nacht
kovalent modifiziert. AnschlieBend wurde der Ansatz tiber eine SEC gereinigt und

aufkonzentriert.
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AnschlieBend wurde der kovalente KRAS®'?¢-Fragment Komplex mit einem 10-
fachen Uberschuss des jeweiligen Azides fiir 72 h bei 37 °C und pH 7.0 inkubiert.
Der Ansatz wurde abzentrifugiert und der Uberstand in ein LC-MS-GefaB tiberfiihrt
und vermessen. Die erhaltenen Rohdaten wurden mit der Software Xcalibur™ sowie

MagTran'8 analysiert.
Modifikationspuffer: 20 mM CHES, 150 mM NaCl, 1 mM EDTA, pH 9.5
CovClick-Puffer: 25 mM TRIS, 150 mM NaCl, 10 %(v/v) Glycerol, pH 7.0

CovClick-Puffer (Kupfer-haltig): 25 mM TRIS, 150 mM NaCl, 10 %(v/v) Glycerol,
0.5 mM Cu(ll)SO4, 0.5 mM Natriumascorbat, pH 7.0
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Pulldown-basierte Experimente

GST-Pulldown

Zur Untersuchung der Effektorenbindung wurden 10 pg KRASS'3¢:GDP oder das
kovalent modifizierte KRAS®™¢-15a und KRAS®3¢-15b sowie 20 pg GST-
markiertes cRaf-RBDs1131 mit/ohne 100 pM GppNHp und mit/ohne 1 pg SOS bei rt
Uber Nacht inkubiert. AnschlieBend wurden jeder Probe 30 Minuten lang 50 pl
Glutathion-Beads zugesetzt. Nach dem Waschen der Beads mit 500 pl Puffer
wurden die Beads mit einem Magneten abgesetzt und der Uberstand wurde
vorsichtig entfernt. Die Perlen wurden in 50 pl 4xSDS-Proben Puffer resuspendiert,
Uber eine SDS-PAGE der GroBe nach aufgetrennt und mit einer Coomassie-

Farbungslosung versetzt.

Pulldown-Puffer: 20 mM HEPES pH 7,5, 50 mM NaCl and 2 mM MgCl..

Biotin-Pulldown

Fir die MS/MS-basierte Proteom-Analyse wurden 500.000 PANC1 Zellen in einer 6-
well-plate in insgesamt 2 ml Medium ausplattiert. Nach 24 h wurde das Medium
gewechselt und die Zellen fir weitere 24 h mit den jeweiligen Bedingungen A - D

inkubiert.
Bedingung A: DMSO (Kontrolle)
Bedingung B: 1 uM RL3822 (Biotin-Sondenmolekdl; positive Kontrolle)

Bedingung C: 1 uM RI784 (Borussertib, kovalenter Akt-Inhibitor) und nach 4 h
Inkubationszeit 1 uM RL3787 (Alkin-Sondenmolekil); negative Kontrolle

Bedingung D: 1 uM RL3787.

Nach Inkubation wurden die Zellen lysiert und die Proteinkonzentration mittels BCA-
Assay bestimmt und auf 1 mg/ml eingestellt. AnschlieBend wurden 500 pl Lysat mit
dem Click-Mix sowie Biotin fir 24 h bei 4 °C bei 350 rpm behandelt. AnschlieBend
wurden die Proben zentrifugiert und das resultierende Zell-Pellet mehrmals mit
eiskaltem MeOH behandelt. Das Pellet wurde in 1 % SDS im Ultraschallbad

resuspensiert.
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Die Proben wurden anschlieBend erneut Gber Nacht bei 4 °C und bei 350 rpm auf
Streptavidin-Agarose Beads (Thermo Fisher Scientific, MyOne T1/C1, M270)
inkubiert. AnschlieBend wurden die Beads mehrfach mit PBS Puffer gewaschen und

konnten fir nachfolgende Western Blot oder MS/MS Experimente verwendet

werden.
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Zellbiologische Methoden

Alle Zellbiologischen und die Verwendung von autoklavierten bzw. sterilen Medien,

Puffern und Reagenzien erfolgten unter sterilen Bedingungen an einer Sterilbank.

Verwendete Zelllinien

Zelllinie Mediumzusammensetzung Quelle

KRAS H358 RPMI-1640 GlutaMax, 10 % FBS Good AG Dehmelt,
Forte, EU approved (PAN-Biotech), 1X Dortmund

Penicilin-Streptomycin

H1355 RPMI-1640 GlutaMax, 10 % FBS Good ATCC

(CRL-5865) Forte, EU approved (PAN-Biotech), 1X
Penicilin-Streptomycin

H1734 RPMI-1640 GlutaMax, 10 % FBS Good ATCC

(CRL-5891) Forte, EU approved (PAN-Biotech), 1X
Penicilin-Streptomycin

AKT2 PANC1 DMEM high glucose, GlutaMax, 10 ATCC

% FBS Good, EU approved (PAN-
Biotech), 1X Penicillin-Streptomycin

HCC1954 RPMI-1640 GlutaMax, 10 % FBS Good ATCC

Forte, EU approved (PAN-Biotech),

1X Penicilin-Streptomycin
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Verwendete Antikdrper

Epitop Produktnummer Spezies Hersteller
A5441 Maus Sigma-Aldrich
B-Aktin
4970 Kaninchen CST
Primarer tAKT 2938 Kaninchen CST
Antikérper AKT2 3063 Kaninchen CST
PAKT 9018 Kaninchen CST
pAKT2 8599 Kaninchen CST
tERK 4696 Maus CST
pERK 4370 Kaninchen CST
Anti-Maus IgG,
DyLight 680 5470 Ziege CST
Sekundarer Conjugate

Antikorper Anti-Hase IgG,

DyLight 800 4X 5151 Ziege CST
PEG Conjugate

Zellkultivierung von Sdugerzellen

Die Kultivierung von Sdugerzellen erfolgte in einem Inkubator bei 37 °C, 5 % CO,
und feuchter Luftumgebung. Die Zelllinien wuchsen in Zellkulturflaschen mit
Wachstumsoberflachen von 25, 75 und 175 cm?2 (T25, T75 und T175, Sarstedt). Alle
zwei bis drei Tage wurde das Wachstumsmedium gewechselt. Erreichten die Zellen
eine Konfluenz von ca. 75 %, wurden sie subkultiviert. Dazu wurde zundchst das

Medium entfernt und die Zellen mit 10 m| DPBS gewaschen.
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Adharente Zellen wurden durch Zugabe von 2 ml 0,25 % Trypsin-EDTA-L6sung
(Gibco) und eine anschlieBende Inkubation von 5 Minuten bei 37 °C von der
Flaschenoberflache abgelost. AnschlieBend wurden die geldsten Zellen in 8 ml
Medium aufgenommen und die erhaltene Suspension bei 200 g fir 5 Minuten
zentrifugiert. Das erhaltene Zellpellet wurde in 13 ml frischem Medium
resuspendiert und zur erneuten Kultivierung mit einer Konfluenz von 10 % ausgesat.
Die Bestimmung der Zellzahl und die Uberpriifung der Viabilitat erfolgten ber eine
Trypanblau-Férbung mithilfe des Countess Il Automated Cell Counter (Thermo

Fisher Scientific).

Fir alle zellularen Analysen wurden Zellen verwendet, die mindestens dreimal

passagiert wurden und maximal acht Wochen in Kultur gehalten wurden.

Inkulturnahme von Sdugerzellen

Fir die Inkulturnahme von kryokonservierten Saugerzellen wurden diese in einem
Wasserbad von 37 °C aufgetaut. AnschlieBend wurde die Zellsuspension in 10 ml
Medium aufgenommen und bei 200 g fir 5 min zentrifugiert. Das Zellpellet wurde
in 13 ml Medium resuspendiert und in eine Kulturflasche Uberfihrt. Die
Zellsuspension wurde durch Schwenken der Flasche gleichmaBig verteilt und bei

37 °C kultiviert.

Kryokonservierung von Sdugerzellen

Fir die langfristige Lagerung der Sdugerzellen bei -150 ° wurden die Zellen mit
einer 0,25 %-iger Trypsin-EDTA-L6sung behandelt und nach der Zentrifugation das
Zellpellet in 10 %-igen DMSO-enthaltenem Medium aufgenommen und mit einer
Zelldichte von 1.000.000 Zellen pro ml in KryogefaBe Gberfihrt. Um eine moglichst
langsame und schonende Gefrierung der Zellen zu erreichen, wurden diese
zunéachst in einem Freezing Container (Thermo Fisher Scientific) bei -80 °C lGber

Nacht gefroren und anschlieBend bei -150 °C gelagert.
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CellTiter-Glo®-Viabilitatsassay

Zur Untersuchung des Effekts von Inhibitoren auf die Zellviabilitdt wurde das Assay-
Kit CellTiter-Glo (Promega) verwendet. Dieser Assay beruht auf dem Prinzip, dass
ATP als Indikator fir metabolisch aktive Zellen genutzt werden kann. Hierbei wird
ein Lumineszenzsignal gemessen, dass das Produkt einer von dem Enzym Luciferase
katalysierten Reaktion von Luciferin zu Oxyluciferin ist. Nach Zugabe des CTG-

Reagenzes erfolgt eine Zelllyse, und die Zellviabilitat kann quantifiziert werden.

Zellzahlbestimmung

Zur Durchfihrung des Zellviabilitdtsassays ist die Bestimmung der optimalen
Zellzahl notwendig. Dazu werden die Zellen passagiert und anschlieBend
Zellsuspensionen in der gewlnschten Konzentration erstellt. Diese werden in
Duplikaten mit dem Multidrop Combi Reagent Dispenser auf eine 384-well-Platte
ausgesat und anschlieBend vier Tage bei 37 °C und einer CO,-Atmosphéare von 5 %
kultiviert. AnschlieBend wurde das CTG-Reagenz im Verhaltnis 1:1 hinzugegeben
und nach 20 Minuten Inkubationszeit mit dem EnVision Manager ausgelesen. So
wurde der lineare Wachstumsbereich der jeweiligen Zelllinie bestimmt und die

optimale Zellzahl fir den Assay ermittelt.

Viabilitats-Assay (CTG)

Zur Durchfihrung des Zellviabilitdtsassays war die Bestimmung der optimalen
Zellzahl notwendig. Dazu wurden die Zellen passagiert und anschlieBend
Zellsuspensionen in der gewlnschten Konzentration erstellt. Diese wurden in
Duplikaten mit dem Multidrop Combi Reagent Dispenser auf eine 384-Well-Platte
ausgesat und anschlieBend vier Tage bei 37 °C und einer CO,-Atmosphare von 5 %
kultiviert. AnschlieBend wurde das CTG-Reagenz im Verhaltnis 1:1 hinzugegeben
und nach 20 Minuten Inkubationszeit mit dem EnVision Manager ausgelesen. So
wurde der lineare Wachstumsbereich der jeweiligen Zelllinie bestimmt und die

optimale Zellzahl fir den Assay ermittelt.
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Viabilitats-Assay (SBR)

Der folgende Assay wurde von Yanosan Thavarasa und Dr. Thomas Mihlenberg des

Universitatsklinikums Essen durchgefihrt worden.

Der SBR-Assay dient der quantitativen Bestimmung des Zellproteingehalts durch
Anfarbung mit SRB und anschlieBende photometrische Messung (SKEHAN et al.,
1990). Dazu wurden je nach Zelllinie festgelegte Zellzahlen in 96-well-Platten
kultiviert.  Nach 24 Stunden erfolgte die Behandlung mit ansteigenden
Substanzkonzentrationen und eine 72-stiindige Inkubation. Die Zellen wurden dann
mit Trichloressigsaure fixiert, mit SRB gefarbt und nach Entfernung tGberschissigen
Farbstoffs mit einer TRIS-Losung eluiert. Die Absorption des Farbstoffs bei 560 nm
wurde gemessen und die Daten an der Lésungsmittelkontrolle (DMSO) normalisiert.
Dies erlaubte Rickschlisse auf die Zellzahl, und die Ergebnisse wurden grafisch

dargestellt.

Generierung von Zell-Lysaten

Um Lysate von den jeweiligen Zelllinien zu gewinnen, wurden die Zellen passagiert
und anschlieBend in einer gewilinschten Konzentration in 2 ml Kultivierungsmedium
in einer 6-well Platte ausgesat und anschlieBend bei 37 °C und 5 % CO; fur 24 h
inkubiert. Die Zellen wurden daraufhin mit den gewdlnschten Inhibitoren in
unterschiedlichen finalen Konzentrationen behandelt fiir 24 h. Das Medium wurde
entfernt und der Zellrasen zweimal mit eiskaltem DPBS gewaschen und wieder
entfernt. AnschlieBend wurden die Zellen mit 1 ml des Lysepuffers inkubiert und
nach 20 min mit einem Zellscharber von der Oberflache gel6st. Die Suspension
wurde anschlieBend in ein Eppendorf Reaktionsgefal3 Gberfihrt und fir 20 min bei
4 °C und 1000 rpm zentrifugiert. Der 6sliche Uberstand, welche die 6slichen

Proteine enthélt, wurde abgenommen und das Pellet verworfen.

Lysepuffer: 1 % Triton X-100 in PBS, Protease- und Phosphatase Inhibitoren Cocktail

138



Experimenteller Teil

Proteinkonzentrationsbestimmung mittels BCA-Assay

Fur die Proteinkonzentration von den erhaltenen Lysaten wurde die Methode des
Bicinchoninsdure- (BCA)-Assays genutzt. Hierzu wurde insgesamt 200 pl Puffer A
und Puffer B des Pierce BCA Protein-Assay Kits in einem Verhaltnis von (50:1) in eine
96-well-MicroPlatte mit 1 pl der Lysatprobe in Triplikaten pipettiert. Zur Erstellung
der Referenzgrade wurde BSA ebenfalls in Triplikaten mit 1 pl, 2 pl und 3 yl
verwendet und als Hintergrundsubtrat dient 1 pl des Lysepuffers in Triplikaten. Die
Platte wurde bei 37 °C fur 30 min inkubiert, wobei ein Farbumschlag von griin nach
lila beobachtet werden konnte. Das Auslesen der Absorption (280 nm) erfolgte
mittels des EnVision Managers. Es konnte anschlieBend eine Regressionsgerade mit
Hilfe der Referenzproteins BSA erstellt werden und anhand daran die

Proteinkonzentration der Lysate errechnet werden.

Western Blotting

Im ersten Schritt des Western Blottings, erfolgte eine Auftrennung der Proteine der
zuvor generierten Zelllysaten mittels SDS-PAGE. Hierbei wurden die Proben in einer
Konzentration von 1 mg/ml in 4x SDS-Proben Puffer mit je 10 pg Protein in einem
12 %-igen SDS-Gel bei einer konstanten elektrischen Spannung von 30 mA fir 1 h
groBenspezifisch separiert. AnschlieBend wurden die Proteine von dem SDS-Gel auf
eine Polyvinylidenfluorid (PVDF)-Membran transferiert. Dazu wurde die Membran
vorher in Methanol aktiviert, in Wasser gewaschen und anschlieBend zusammen mit
einem Filterpapier in dem Transferpuffer aquilibriert. Um die Proteine auf die
Membran zu transferieren, wurde die Membran und das Gel zwischen zwei
Filterpapieren in die Elektroden der Pierce Power Blot Cassette eingespannt und
das Programm Mixed Range MW (25-150 kDa) ausgewahlt. Die Membran wurde
anschlieBend in Wasser gewaschen und die unspezifischen Bindungsstellen mit
dem LI-COR® Odyssey Blocking Buffer fir eine Stunde bei rt blockiert. Danach wird
die Membran erneut gewaschen (TBS-T Puffer, 3 x 5 min). Es erfolgt daraufhin die
Bindung des primaren Antikorpers, welcher in dem LI-COR® Odyssey Blocking
Buffer verdiinnt wurde, Gber Nacht bei 4 °C. AnschlieBend wurde erneut gewaschen
(TBS-T Puffer, 3 x 5 min) und fir eine Stunde bei rt mit dem sekundaren, mit einem

Fluoreszenz-markierten Antikorper inkubiert.

139



Experimenteller Teil

Die Membran wurde erneut 3 x 5 min mit TBS-T Puffer gewaschen und die
Fluoreszensignale mit dem LI-COR® Odyssey ClLx Imager detektiert. Die

Auswertung und Quantifizierung der erhaltenen Daten wurden mit dem Programm

Image Studio Light durchgefihrt.
Transferpuffer: 336 mM Tris, 260 mM Glycin, 140 mM Tricin, 2,5 mM EDTA

TBS-T-Puffer: 50 mM Tris, 150 mM NaCl, 0,05 % Tween-20, pH 7.4
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Docking-Studien

Die Acrylamid-haltigen Liganden wurden mithilfe des Merck Molecular Force
Field 94 (MMFF94s) in einem ersten Vorbereitungsschritt energieminimiert und
anschlieBend mit LigandScout (v. 4.4.8) vorbereitet. KRAS®2P (PDB 7RPZ) wurde mit
Hilfe des Programms Coot zu der Variante KRAS®™¢ manuell mutiert und
anschlieBend Uber Protoss aufbereitet, welches im ProteinsPlus-Webserver
implementiertist. Das kovalente Docking erfolgte in GOLD mit 20 GA-Durchlaufen,
wobei die Option "early termination" deaktiviert wurde. Alle Nicht-Protein-Reste
wurden entfernt, und die Bindungsstelle wurde basierend auf dem gebundenen
Liganden und einem Radius von 7 A definiert. Das Schwefelatom von Cys13
fungierte als Ankeratom des Proteins fur die definierte Substruktur der
vorbereiteten Liganden. Die Erkennung interner Wasserstoffbriicken wurde
aktiviert, und das Umklappen von Amidbindungen und Ring-Ecken zugelassen.
Abgesehen davon wurden die Standardeinstellungen verwendet. Die
resultierenden Bindungsmodi wurden visuell geprift und der Bindungsmodus mit
den glnstigsten Interaktionen fir die weitere Analyse und Visualisierung
ausgewahlt. Hierzu wurde der Komplex in dem Programm PyMol visualisiert und zur
weiteren Evaluierung Pharmacophore-Modelle in dem Programm

LigandScout (v.4.4.8) generiert
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Organische Synthesen

Alle Reagenzien, Losungsmittel und trockenen Losungsmittel wurden von den
Firmen ABCR, Acros Organics, Activate Scientific, Alfa Aesar, Apollo Scientific,
Combi-Blocks, Honeywell, Maybridge, Merck, Roth, Sigma-Aldrich, TCI Chemicals
und VWR bezogen und ohne zusatzliche Aufreinigung verwendet. Um hydrolytische
Spaltungsreaktionen zu vermeiden, wurden die fir die Synthesen verwendeten
Glasgerate vorab mit einem HeiBluftgeblase (Steinel HG 2220 E) ausgeheizt und
anschlieBend mit Argon-Schutzgas gespult. Fir Mikrowellen-gestitzte Synthesen
kamen die Mikrowellenreaktoren Monowave 300 und Monowave 400 der Firma
Anton Paar zum Einsatz. Die Einwaage der Reagenzien erfolgte mithilfe einer
Sartorius M-pact AX224 Analysewaage, wahrend die Einwaage zur Herstellung von
10 mM Stammldsungen finaler Produkte mit einer Sartorius MSU125P-100-DlI
Feinwaage durchgefihrt wurde. Der Reaktionsverlauf wurde mittels analytischer
Dinnschichtchromatographie (TLC) Uberwacht. Hierfir wurden
aluminiumbeschichtete Kieselgelplatten (Merck DC Kieselgel 60 F254) verwendet,
deren Auswertung unter UV-Licht bei den Wellenlangen A = 254 nm und 366 nm
erfolgte. Zur Detektion von Aminen wurde nachtraglich eine Ninhydrinlésung (1,5 g
Ninhydrin, 100 ml n-BuOH, 3 ml AcOH) aufgetragen. Die TLC-gekoppelte
Massenspektrometrie (TLC-MS) wurde unter Verwendung eines expressionL-CMS-
Systems mit angeschlossenem Plate Express der Firma Advion durchgefihrt. Die
Reinigung der synthetisierten niedermolekularen Verbindungen erfolgte mittels
Saulenchromatographie Gber Kieselgel (PartikelgroBe 40-63 um) der Firma VWR.
Alternativ wurden die Verbindungen unter Verwendung eines Biotage Isolera One
Systems gereinigt, bei dem Blichi Reveleris 12 g, 24 g und 40 g Kieselgel- (40 um)
oder4 g, 12 g, 24 g und 40 g Octadecylsilan- (C18, 40 pm) Kartuschen zum Einsatz
kamen. Zur Entfernung der Losungsmittel wurde ein Rotationsverdampfer
(Rotavapor R-210) der Firma Bichi verwendet. Syntheseprodukte in fester Form
wurden entweder durch Schlenktechnik unter Hochvakuum (Vacuubrand
Drehschieberpumpe RZ 6) oder mit einem Gefriertrockner (Christ Alpha 2-4 LD plus)

getrocknet.
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Die "H- und C-Kernspinresonanzspektroskopie (NMR) aller Verbindungen wurde
an Bruker Avance DRX AV400 (400 MHz fur ™- und 101 MHz fir *C-NMR), AV500
(500 MHz fir '"H- und 125 MHz fir 3C-NMR), AV600 (600 MHz far "H-, 151 MHz fur
13C-NMR) sowie AV700 (700 MHz fir "H- und 176 MHz fir '*C-NMR) Spektrometern
durchgefiihrt. Die chemischen Verschiebungen der NMR-Spektren sind in parts per
million (ppm) angegeben und beziehen sich auf das interne Standardsignal von
DMSO-ds (6 = 2,50 ppm fir 'H- und 39,51 ppm fur C-NMR). Die Abkirzungen fir
die Signalmultiplizitdten umfassen: s (Singulett), d (Dublett), dd (Dublett vom
Dublett), t(Triplett), tt (Triplett vom Triplett), g (Quartett), gd (Quartett vom Dublett),
quint (Quintett), m (Multiplett), hept (Heptett), bs (breites Singulett). Die HPLC-MS-
Analytik (ESI-MS) erfolgte unter Verwendung eines Agilent 1100 oder 1260 Series
HPLC-Systems mit einer EC 125/4 Nucleodur C18 Gravity-Saule (3 pm) von
Macherey-Nagel, gekoppelt an ein Thermo Scientific Finnigan LCQ Advantage Max
lonenfallen-Massenspektrometer mit nachgeschaltetem ESA Corona Detektor oder
ein Agilent MSD-iQ Massenspektrometer. Zuséatzlich wurde ein Thermo Scientific
LCQ Fleet System mit einer EC 50/2 Nucleodur C18 Gravity-Saule (1,8 p m) von

Macherey-Nagel verwendet.
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Synthetische Darstellung der Verbindung zu Kapitel ,Entwicklung von neuen

KRASC'2€ |nhibitoren mit Hilfe eines Fragment-basierten Ansatzes”

Darstellung von Tert-butyl 4-acryloylpiperazin-1-carboxylat (8)

Zu einer Lésung des Boc-geschiitzen Piperazins 7 (2 g, 10.7 mmol, 1 Aquiv.) in THF
wurde die Base DIPEA (3.8 ml, 21.4 mmol, 2 Aquiv.) hinzugegeben und in einem
Eisbad auf 0 °C heruntergekihlt. AnschlieBend wird vorsichtig das in THF verdinnte
Acryloylchlorid (0.9 ml, 10.7 mmol, 1 Aquiv.) hinzugetropft und die Lésung fiir 4 h
gerihrt. Nach Beenden der Reaktion wird das Reaktionsgemisch mit DCM/ bas. H.O
(3 x 50 ml) extrahiert und das Losungsmittel in vacuo entfernt. Eine
saulenchromatographische Aufreinigung an Kieselgel (DCM/MeOH) lieferte das
gewiinschte Produkt 8 als gelbes Ol (2.4 g, 10.1 mmol, 94.2 %).

"H NMR (500 MHz, CDCls) 6 6.52 (dd, J = 16.8, 10.6 Hz, 1H), 6.26 (dd, J = 16.8, 1.8
Hz, 1H), 5.68 (dd, 1H), 3.63 - 3.46 (m, 4H), 3.43 - 3.38 (m, 4H), 1.42 (s, 9H). *C NMR
(126 MHz, CDCls) 6 165.62, 154.60, 128.39, 127.31, 80.40, 45.66, 41.81, 28.42.
HPLC-MS (m/z): Berechnet fir C12H21N2O3: 241.1 [M+H]*, gefunden: 241.9.

Darstellung von 1-(Piperazin-1-yl)prop-2-en-1-on (9)

Eine Losung des Boc-geschitzten Piperazins wird in DCM gel6st (3 Teile) und auf
0 °C heruntergekuhlt. AnschlieBend wurde tropfenweise TFA (1 Teil) vorsichtig
hinzugegeben und fir 30 min auf Eis geriihrt. AnschlieBend wurde das Gemisch mit
10 M NaCl neutralisiert und das verbleine Lésungsmittel entfernt und das Produkt 9

ohne weitere Aufreinigung weiterverwendet.

HPLC-MS (m/z): Berechnet fir C;H13N2O: 141.1 [M+H]*, gefunden: 141.1.

Darstellung von 1-(4-(But-3-yn-1-yl)piperazin-1-yl)prop-2-en-1-on (5)

Das entschiitze Piperazin 9 (2.3 g, 12.4 mmol,1 Aquiv.) wird in THF aufgenommen
und mit der Base DIPEA (3.2 ml, 24.9 mmol, 2 Aquiv.) versetzt und in einem Eisbad
auf 0 °C heruntergekdihlt. AnschlieBend wird vorsichtig das in THF verdinnte 4-
Bromobut-1-yne (1.6 ml, 12.4 mmol, 1 Aquiv.) hinzugetropft und die Lésung fiir 6 h
gerithrt. Nach Beenden der Reaktion wird das Reaktionsgemisch mit DCM/ bas. H,O

(3 x 50 ml) extrahiert und das Lésungsmittel in vacuo entfernt.
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Eine sdulenchromatographische Aufreinigung an Kieselgel (DCM/MeOH) lieferte
das gewiinschte Produkt 5 als gelbes Ol (841.2 mg, 4.4 mmol, 35.1 %).

"H NMR (500 MHz, DMSO-d¢) § = 6.79 (dd, J = 16.7, 10.4 Hz, 1H), 6.09 (dd, J = 16.7,
2.4 Hz, 1H), 5.67 (dd, J = 10.4, 2.4 Hz, 1H), 3.55 - 3.47 (m, 4H), 2.80 (t, J = 2.6 Hz,
1H), 2.48 (d, J = 7.6 Hz, 2H), 2.38 (dd, J = 8.7, 4.5 Hz, 4H), 2.32 (td, J = 7.4, 2.5 Hz,
2H). 3*C NMR (125 MHz, DMSO-d¢) 6§ = 164.12,128.19, 127.42,83.13, 71.91, 56.23,
52.79, 52.03, 44.98, 41.38, 16.08. HPLC-MS (m/z): Berechnet fir Cy1H17N.O: 193.1
[M+H]*, gefunden: 193.1.

Synthesevorschrift |

Der Alkin Baustein wurde in einem H;O:BuOH Gemisch (1:1) geldst, mit
katalytischen Mengen Cu(l1)SO4*5H,O (0.007 eq), Natriumascorbat (0.07 eq) und
entsprechendem Azid (1.3 eq) versetzt und fir 3 h bei rt gerihrt. Das
Reaktionsgemisch wurde in DCM aufgenommen und mit gesattigter NaHCO:s-
Losung extrahiert. AnschlieBend wurde zusatzlich mit in einem Gemisch aus 10 %
MeOH in DCM erneut extrahiert und das Losungsmittel im Vakuum entfernt. Die
Aufreinigung erfolgte an Kieselgel (DCM/MeOH) und anschlieBend an Cig
(ACN/H20) und lieferte das gewtiinschte Produkt.

Darstellung von (S)-1-(4-(2-(1-(1-(4-Chlorophenyl)ethyl)-1H-1,2,3-triazol-4-

vlethyl)piperazin-1-yl)prop-2-en-1-on (6a)

Das Alkin Fragment 5 (50 mg, 0.2 mmol 1 Aquiv.) wurde mit CuSO+*5H.0,
Natriumascorbat sowie dem entsprechendem Azidbaustein (61.4 mg, 0.3 mmol,
1.3 Aquiv.) nach Synthesevorschrift 1 umgesetzt und lieferte das gewiinschte

Produkt éa (15.3 mg, 0.04 mmol, 15.7 %) als weiBBen Feststoff.

'"H NMR (600 MHz, DMSQ) 6 8.11 (s, 1H), 7.46 - 7.42 (m, 2H), 7.36 - 7.31 (m, 2H), 6.83
(dd, 1H), 6.18 (dd, J = 15.0, 3.9 Hz, 1H), 5.99 - 5.89 (m, 1H), 5.82 -5.74 (m, J = 11.5,
5.7 Hz, 1H), 3.48 - 3.37 (m, 4H), 3.11 - 3.04 (m, 4H), 1.86 (d, J = 7.1 Hz, 3H). '*C NMR
(151 MHz, DMSQO) 6 164.39, 158.55, 158.32, 142.21,139.89, 132.76, 128.75, 128.43,
127.47,121.69,58.49,54.44,51.17,50.73, 20.89, 20.12. HPLC-MS (m/z): Berechnet
fur Ci9H25CINsO: 374.1 [M+H]*, gefunden: 374.3.
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Das Signal bei 3.3 ppm ist dem Wasserpeak zuzuordnen. Mégliche Protonensignale
in diesem Bereich kénnten durch den Wasserpeak Gberlagert sein und sind daher

nicht eindeutig sichtbar.

Darstellung von (S)-1-(4-(2-(1-(1-(4-(Trifluoromethyl)phenyl)ethyl)-1H-1,2,3-triazol-4-

vlethyl)piperazin-1-yl)prop-2-en-1-on (6b)

Das Alkin Fragment 5 (20 mg, 0.1 mmol 1 Aquiv.) wurde mit CuSO4*5H.0,
Natriumascorbat sowie dem entsprechendem Azidbaustein (27.9 mg, 0.1 mmol,
1.3 Aquiv.) nach Synthesevorschrift 1 umgesetzt und lieferte das gewiinschte

Produkt 6b (5.8 mg, 0.01 mmol, 10 %) als weil3en Feststoff.

"H NMR (500 MHz, DMSQO) 6 8.06 (s, 1H), 7.74 (d, J = 8.2 Hz, 2H), 7.48 (d, J = 8.2 Hz,
2H), 6.82-6.76 (m, 1H), 6.10(dd, J =16.7, 2.4 Hz, 1H), 6.01 (dd, J = 7.1 Hz, 1H), 5.67
(dd, J=10.4, 2.4 Hz, 1H), 3.56 - 3.48 (m, J = 10.8, 4.8 Hz, 4H), 2.79 (dd, J = 9.7, 5.7
Hz, 2H), 2.61 - 2.53 (m, 2H), 2.42 - 2.37 (m, J = 4.5 Hz, 4H), 1.88 (d, J = 7.1 Hz, 3H).
13C NMR (126 MHz, DMSO) 6 164.12, 145.89, 145.25, 128.63, 128.21, 127.35,
127.22, 125.72, 125.20, 123.03, 121.35, 58.42, 57.10, 53.02, 52.24, 22.99, 20.90.
HPLC-MS (m/z): Berechnet fiir Co0H2sF3sNsO: 408.2 [M+H]*, gefunden: 408.2.

Darstellung von 1-(4-(2-(1-(2-(4-Chlorophenyl)-2,2-difluoroethyl)-1H-1,2,3-triazol-4-

vlethyl)piperazin-1-yl)prop-2-en-1-on (6¢)

Das Alkin Fragment 5 (100 mg, 0.5 mmol 1 Aquiv.) wurde mit CuSO4*5H.0,
Natriumascorbat sowie dem entsprechendem Azidbaustein (146.7 mg, 0.7 mmol,
1.3 Aquiv.) nach Synthesevorschrift 1 umgesetzt und lieferte das gewiinschte

Produkt 6¢ (75.6 mg, 0.2 mmol, 35.5 %) als weilBen Feststoff.

"H NMR (600 MHz, DMSO) 6 8.01 (s, 1H), 7.62 - 7.57 (m, J = 8.8 Hz, 4H), 6.84 (dd,
1H), 6.18 (dd, J = 16.7, 2.2 Hz, 1H), 5.77 (dd, J = 10.4, 2.2 Hz, 1H), 5.32 (t, 2H), 3.66
-3.50(m, J=31.9,25.0, 13.8 Hz, 2H), 3.47 - 3.41 (m, 1H), 3.34 - 3.22 (m, 2H), 3.15 -
3.09 (m, 1H), 3.14 - 3.09 (m, J = 16.5, 9.0 Hz, 2H), 3.04 - 2.96 (m, J = 22.2, 14.6 Hz,
1H).*C NMR (151 MHz, DMSO) 6 164.41, 142.32, 135.91, 132.17, 128.96, 128.57,
127.49, 127.40, 124.55, 119.04, 54.41, 51.16, 50.69, 19.96. HPLC-MS (m/z):
Berechnet fiir C19H23CIF2NsO: 410.1 [M+H]*, gefunden: 410.0.
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Das Signal bei 3.3 ppm ist dem Wasserpeak zuzuordnen. Mdgliche Protonensignale
in diesem Bereich kénnten durch den Wasserpeak Gberlagert sein und sind daher

nicht eindeutig sichtbar.

Darstellung von Methyl (2)-3-(4-(2-(4-acryloylpiperazin-1-yl)ethyl)-1H-1,2,3-triazol-1-
yl)-2-(2,3-difluorophenyl)acrylat (6d)

Das Alkin Fragment 5 (50 mg, 0.3 mmol 1 Aquiv.) wurde mit CuSOs*5H,0,
Natriumascorbat sowie dem entsprechendem Azidbaustein (80.8 mg, 0.3 mmol,
1.3 Aquiv.) nach Synthesevorschrift 1 umgesetzt und lieferte das gewiinschte

Produkt 6d (19.7 mg, 0.04 mmol, 17.5 %) als weiBBen Feststoff.

"H NMR (700 MHz, MeOD) 6 8.18 (s, 1H), 8.08 (s, 1H), 7.35-7.29 (m, J = 9.6, 1.3 Hz,
1H), 7.03 - 6.99 (m, 1H), 6.78 (dd, J = 16.8, 10.6 Hz, 1H), 6.39 (dd, J = 7.6, 6.3 Hz,
1H), 6.29 (dd, J = 16.8, 1.8 Hz, 1H), 5.84 (dd, J = 10.6, 3.2 Hz, 1H), 3.60 - 3.56 (m, J
=14.8, 6.6 Hz, 2H), 3.33-3.28 (m, 4H). BC NMR (176 MHz, MeOD) 6 167.50, 164.04,
144.06, 132.19, 130.09, 129.29, 127.88, 126.43, 126.03, 125.58, 123.00, 120.85,
56.75,54.00,52.80, 43.70, 21.33. HPLC-MS (m/z): Berechnet fir C21H24F2NsO3: 432.1
[M+H]*, gefunden: 431.9.

Das Signal bei 3.3 ppm ist dem Wasserpeak zuzuordnen. Mogliche Protonensignale
in diesem Bereich kénnten durch den Wasserpeak Gberlagert sein und sind daher

nicht eindeutig sichtbar.
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Darstellung von (S5)-1-(4-(2-(1-(1-(3-Bromo-4-fluorophenyl)ethyl)-1H-1,2,3-triazol-4-

vlethyl)piperazin-1-yl)prop-2-en-1-on (6e)

Das Alkin Fragment 5 (24.9mg, 0.1 mmol 1 Aquiv.) wurde mit CuSO4*5H.0,
Natriumascorbat sowie dem entsprechendem Azidbaustein (41.0 mg, 0.2 mmol, 1.3
Aquiv.) nach Synthesevorschrift 1 umgesetzt und lieferte das gewiinschte Produkt

6e (47.4 mg, 0.1 mmol, 70 %) als weilBen Feststoff.

"H NMR (500 MHz, DMSOQO) 6 8.05 (s, 1H), 7.68 (dd, J = 6.7, 2.0 Hz, 1H), 7.41 - 7.33
(m, 2H), 6.80 (dd, 1H), 6.10(dd, J = 16.7, 2.4 Hz, 1H), 5.92 (dd, J = 7.1 Hz, 1H), 5.67
(dd, J=10.4, 2.4 Hz, 1H), 3.57 -3.45(m, J = 11.1, 4.4 Hz, 4H), 2.81 - 2.74 (m, 2H),
2.65-2.54 (m, 2H), 2.45-2.35 (m, 4H), 1.86 (dd, J = 8.5 Hz, 3H). *C NMR (126 MHz,
DMSQO) 6 164.12, 145.24, 139.40, 131.58, 128.22, 128.05, 127.36, 121.12, 117.13,
116.95, 57.73, 57.05, 53.01, 52.25, 22.97, 20.93. HPLC-MS (m/z): Berechnet fur
Ci19H24BrFENsO: 436.1 [M+H]*, gefunden: 436.0.

Darstellung von (5)-1-(4-(2-(1-(1-(4-Bromo-2-fluorophenyl)ethyl)-1H-1,2,3-triazol-4-

yl)ethyl)piperazin-1-yl)prop-2-en-1-on (6f)

Das Alkin Fragment 5 (100 mg, 0.5 mmol 1 Aquiv.) wurde mit CuSO4*5H.0,
Natriumascorbat sowie dem entsprechendem Azidbaustein (164.2 mg, 0.6 mmol,
1.3 Aquiv.) nach Synthesevorschrift 1 umgesetzt und lieferte das gewiinschte

Produkt 6f(81.7 mg, 0.2 mmol, 36 %) als weilBen Feststoff.

"H NMR (600 MHz, MeOD) 6 7.91 (s, 1H), 7.60 (dd, J = 6.5, 2.2 Hz, 1H), 7.36 (m, J =
8.5,4.5, 23 Hz, 1H), 7.22 (t, J = 10.7, 6.5 Hz, 1H), 6.76 (dd, J = 16.8, 10.7 Hz, 1H),
6.20 (dd, J =16.8, 1.9 Hz, 1H), 5.89 (dd, J = 7.1 Hz, 1H), 5.77 - 5.73 (m, 1H), 3.69 -
3.54(m, 4H),2.96-2.87 (m,J=13.2,7.0Hz, 2H),2.74 - 2.68 (m, J = 7.3 Hz, 2H), 2.58
-2.48 (m, 4H), 1.95(d, J = 7.1 Hz, 3H). B*C NMR (151 MHz, MeOD) 6 170.56, 167.42,
160.95, 159.31, 139.95, 132.98, 128.88, 128.80, 128.61, 117.95, 117.80, 60.36,
58.39, 46.72, 36.67, 23.92, 21.46. HPLC-MS (m/z): Berechnet fir Ci9H24BrFNsO:
436.3 [M+H]*, gefunden: 437.0.
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Synthetische Darstellung der Verbindung zu Kapitel  Entwicklung von

neuartigen Nukleotid-basierten Inhibitoren fur die onkogene KRASS'3C.

Variante"'8118

Synthesevorschrift |l

Das Boc-geschiitzte Amin (1 Aquiv.) wird in THF gelést und mit der Base DIPEA
(2 Aquiv.) versetzt. Die Mischung wird in einem Eisbad auf 0 °C abgekiihlt.
AnschlieBend wird unter Vorsicht das in THF verdiinnte Acryloylchlorid (1 Aquiv.)
tropfenweise zugegeben, und die Losung wird fir 4 Stunden gerihrt. Nach
Abschluss der Reaktion wird das Reaktionsgemisch dreimal mit DCM/basischem
Wasser (3 x 50 ml) extrahiert, und das Lésungsmittel wird unter Vakuum entfernt.
Eine Losung des Boc-geschitzten Amins in DCM (3 Teile) wird hergestellt und auf
0 °C abgekihlt. AnschlieBend wird TFA (1 Teil) tropfenweise zugegeben und die
Mischung fir 30 Minuten auf Eis gerthrt. Danach wird die Lésung mit 10 M NaCl
neutralisiert, und das restliche Losungsmittel wird entfernt. Das gewiinschte Produkt

wird durch Saulenchromatographie Gber Kieselgel (DCM/MeOH + 1 % NH3) isoliert.

Darstellung von N-(2-Aminoethyl)acrylamide (12a)

Gemal der allgemeinen Synthesevorschrift Il wurden 100 mg Tert-butyl-(2-
aminoethyl)carbamat (0.62 mmol, 1 Aquiv.) umgesetzt. Nach Reinigung durch
Saulenchromatographie wurde 12a in einer Ausbeute von 73 mg (0.6 mmol,

91.3 %) erhalten.

'H NMR (600 MHz, DMSQO) 6 8.49 (s, 1H), 6.26 - 6.19 (m, J=17.1,10.2 Hz, TH), 6.12
(dd, J=17.1,2.1 Hz, 1H), 5.63 (dd, J = 10.2, 2.1 Hz, 1H), 3.40 - 3.36 (m, J = 6.2 Hz,
2H), 2.92 - 2.87 (m, J = 12.1, 6.0 Hz, 2H). *C NMR (151 MHz, DMSO) 6 165.25,
131.51, 125.55, 38.47, 36.52. HPLC-MS (m/z): Berechnet fir CsH1N.O: 115.1
[M+H]*, gefunden: 114.8.

'® Die Auswertung der NMR-Spektren der in diesem Artikel beschriebenen Amine sowie die
Aufnahme der HRMS-Spektren der finalen Verbindungen erfolgten durch Dr. Jonas Warmuth, AG
Rauh und wurden bereits in der Publikation KIRSCHNER et. al. verdffentlicht.™®
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Darstellung von (R)-N-(Piperidin-3-yl)acrylamid (12b)

GemalB der allgemeinen Synthesevorschrift Il wurden 100 mg Tert-butyl (R)-3-
aminopiperidine-1-carboxylat (0.49 mmol, 1 Aquiv.) umgesetzt. Nach Reinigung
durch Saulenchromatographie wurde 12b in einer Ausbeute von 61.3 mg

(0.4 mmol, 81.1 %) erhalten.

"H-NMR (400 MHz, CD;0D) 6 = 6,77 (dd, J = 12,4, 16,4 Hz, 1 H), 6,22 (dd, J = 1,5,
16,8 Hz, 1 H), 5,78 (dd, J = 1,8, 10,6 Hz, 1 H), 4,30 (app d, J = 8,4 Hz, 1 H), 3,94-
4,19 (m, 1 H), 3,84 (app d, J = 14,8 Hz, 1 H), 3,34-3,52 (m, 2 H), 2,05-2,19 (m, 1 H),
1,85 (app br.s, 1 H), 1,52-1,79 (m, 2 H).

Die 3C-NMR-Signale stimmten mit den Literaturdaten von Amin 12c Gberein.
LC-MS (ESI-MS): [tg] = 1,8 min, [M + H]* berechnet fur CgH;5N,O: 155,1; gefunden:
155,1.

Darstellung von (S)-N-(Piperidin-3-yl)acrylamid (12c)

GemalB der allgemeinen Synthesevorschrift || wurden 100 mg Tert-butyl (S)-3-
aminopiperidine-1-carboxylat (0.49 mmol, 1 Aquiv.) umgesetzt. Nach Reinigung
durch Saulenchromatographie wurde 12c in einer Ausbeute von 68.8 mg

(0.4 mmol, 91.1 %) erhalten.

'H NMR (700 MHz, CD3;OD)é66.77 (dd, J=11.2, 15.9Hz, 1H), 6.22 (app d,
J=16.8Hz, 1H),5.78 (app d, J=10.5Hz, 1 H), 4.31 (app br.s., 1 H), 4.07 (app br.ss,
1H), 3.84(app d,J=13.3Hz, 1H),3.39(app br.s., 1 H), 3.27 (app br.s., 1 H), 2.07-
2.18 (m, 1 H), 1.85 (app br.s., 1H), 1.67-1.76 (m, 1 H), 1.62 (app br. s., 1 H); °C
NMR (151 MHz, MeOD) 6 168.3,131.6,127.7,51.3,50.5, 45.8, 31.0; LC-MS (ESI-MS):
[tr] = 1.4 min, [M + H]* calcd. for CgH1sN2O: 155.1; found 155.1.

Darstellung von (R)-N-(Azepan-3-yl)acrylamid (12d)

GemalB der allgemeinen Synthesevorschrift || wurden 100 mg Tert-butyl (R)-3-
aminoazepan-1-carboxylat (0.5 mmol, 1 Aquiv.) umgesetzt. Nach Reinigung durch
Saulenchromatographie wurde 12h in einer Ausbeute von 62 mg (0.4 mmol,

78.5 %) erhalten.

H NMR (600 MHz, CDs0OD) 6 6.26 (app's, 1 H), 6.25 (app d, J = 1.8 Hz, 1 H), 5.70 (dd,
J=5.1,6.9Hz, 1 H), 4.15 (app tt, J = 4.4, 9.1 Hz, 1 H), 3.40 (ddd, J= 0.7, 3.9, 13.6 Hz,
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1H),3.35(s, TH), 3.29 (app dd, J=4.6, 6.2 Hz, 1 H), 3.18-3.23 (m, 2 H), 2.03-2.11
(m, 1H), 1.95-2.02 (m, 1 H), 1.84-1.95 (m, 2 H), 1.73-1.81 (m, 1 H), 1.61-1.70 (m,
1 H); *C NMR (151 MHz, MeOD) 6§ 167.9, 131.7, 127.7, 50.5, 49.0, 48.5, 33.7, 26.3,
23.7; LC-MS (ESI-MS): [tr] = 2 min, [M + H] + calcd. for CoH17NO: 169.1; found 169.1.

Darstellung von N-(2-Aminocyclohexyl)acrylamid (12e)

GemalB der allgemeinen Synthesevorschrift Il wurden 100 mg Tert-butyl (2-
aminocyclohexyl)carbamat (0.46 mmol, 1 Aquiv.) umgesetzt. Nach Reinigung durch
Saulenchromatographie wurde 12e in einer Ausbeute von 32.8 mg (0.2 mmol,
42.4 %) erhalten. Das Diastereomerenverhaltnis (dr) wurde mittels "H-NMR-
Spektroskopie anhand der Integration der olefinischen Protonensignale bei § = 5,63
ppm und & = 5,61 ppm bestimmt und betragt 9:10. Aufgrund der geringen
Probenkonzentration sowie des Vorliegens eines diastereomeren Gemisches
konnte keine verlassliche Reinheitsbestimmung mittels 'H-NMR durchgefiihrt
werden. Die ldentitatsbestatigung erfolgte daher durch LC/MS-Analyse von Amin
12e sowie durch HRMS-Messungen von 15e, welche die Bildung eines Produkts mit
dem erwarteten m/z-Verhaltnis bestatigten. Aus diesem Grund sind die
entsprechenden Spektren lediglich in den erganzenden Informationen dargestellt;
eine Angabe der chemischen Verschiebungen erfolgt an dieser Stelle nicht.
LC-MS (ESI-MS): [tr] = 4,5 min, [M + H]* berechnet fir CoH;,N,O: 169,1; gefunden:
169,1.

Darstellung von (R)-N-(Pyrrolidin-3-yl)acrylamid (12f)

GemaB der allgemeinen Synthesevorschrift I wurden 100 mg tert-Butyl (R)-3-
aminopyrrolidin-1-carboxylat (0.53 mmol, 1 Aquiv.) umgesetzt. Nach Reinigung
durch Saulenchromatographie wurde 12f in einer Ausbeute von 36 mg (0.3 mmol,

48.5 %) erhalten.

H NMR (600 MHz, CD;0D) 6 6.26 (app's, 1 H), 6.25 (app d, J = 1.9 Hz, 1 H), 5.70 (dd,
J=5.0, 6.9 Hz, 1 H), 4.48 (ddd, J=5.0, 7.0, 11.8 Hz, 1 H), 3.54 (dd, J = 6.9, 12.2 Hz,
1H), 3.48 (app td, J=7.6, 11.8 Hz, 1 H), 3.38 (ddd, J = 6.5, 8.2, 11.8 Hz, 1 H), 3.27
(dd, J=4.7, 12.2 Hz, 1 H), 2.34 (ddd, J=7.3, 14.0, 15.2 Hz, 1 H), 2.06 (app ddt,
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J=1.4,6.8,13.2Hz 1 H):; 13C NMR (151 MHz, CDsOD) 6 168.5, 131.6, 127.7, 56.0,
51.3, 50.5, 45.7, 31.0; LC-MS (ESI-MS): [tr] = 1.6 min, [M + H]* calcd. for C;H13N2O:
141.1; found 141.1.

Darstellung von (S)-N-(Pyrrolidin-3-yl)acrylamid (12g)

GemalB der allgemeinen Synthesevorschrift Il wurden 100 mg tert-Butyl (S)-3-
aminopyrrolidin-1-carboxylat (0.53 mmol, 1 Aquiv.) umgesetzt. Nach Reinigung
durch Saulenchromatographie wurde 12 g in einer Ausbeute von 48 mg (0.3 mmol,

64.6 %) erhalten.

"H NMR (600 MHz, CDs0OD) 6§ 6.26 (app s, 1 H), 6.25(app d, J=2.5Hz 1 H),5.70(dd,
J=4.7,7.2Hz 1H), 448 (ddd, J=5.0,7.2,12.4Hz, 1 H), 3.54 (dd, J=6.9, 12.3 Hz,
1H), 3.48 (app td, J=7.6, 11.8 Hz, 1 H), 3.37 (ddd, J=6.5, 8.2, 11.8 Hz, 1 H), 3.26
(dd, J=4.7, 12.2 Hz, 1 H), 2.34 (ddd, J=7.0, 14.0, 15.0 Hz, 1 H), 2.06 (app ddt,
J=1.2,6.7,13.3Hz, 1H); *CNMR (151 MHz, CDs0OD) 6 168.5, 131.6, 127.7, 55.8,
51.3, 50.5, 45.8, 31.0; LC-MS (ESI-MS): [tr] = 1.3 min, [M + H]* calcd. for C;H13N,O:
141.1; found 141.4.

Darstellung von N-(Piperidin-4-yl)acrylamid (12h)

GemaB der allgemeinen Synthesevorschrift || wurden 100 mg tert-Butyl 4-
aminopiperidin-1-carboxylat (0.5 mmol, 1 Aquiv.) umgesetzt. Nach Reinigung durch
Saulenchromatographie wurde 12h in einer Ausbeute von 53.8 mg (0.3 mmol,

71.2 %) erhalten.

"H NMR (500 MHz, DMSO-d¢) 6 8.59 (br.s., 1 H), 8.42 (br.s., 1 H), 8.23(d, J = 7.3 Hz,
1H), 6.20 (dd, J=10.1, 17.1 Hz, 1 H), 6.10 (dd, J=2.2, 17.0 Hz, 1 H), 5.60 (dd,
J=2.4, 10.0Hz, 1H), 3.90 (dddd, J=3.6, 7.2, 7.4, 11.0 Hz, 1 H), 3.26 (app d,
J=13.0Hz, 2 H),3.00 (app dd, J=10.8,22.8 Hz, 2 H), 1.92 (app dd, J = 3.1, 13.8 Hz,
2 H), 1.56 (ddd, J=3.8, 11.8, 24.4 Hz, 2 H); *C NMR (126 MHz, DMSO) 6 164.0,
131.5, 125.6, 43.4, 42.1, 28.2; LC-MS (ESI-MS): [tr] = 1.2 min, [M + H] + calcd. for
CsH1sN.O: 155.1; found 155.1.
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Darstellung von 1-(4-Aminopiperidin-1-yl)prop-2-en-1-on (12i)

GemalB der allgemeinen Synthesevorschrift I wurden 100 mg tert-Butyl 4-
aminopiperidin-1-carboxylat (0.5 mmol, 1 Aquiv.) umgesetzt. Nach Reinigung durch
Saulenchromatographie wurde 12iin einer Ausbeute von 61.3 mg (0.4 mmol, 80 %)

erhalten.

'H NMR (700 MHz, CDs;OD) 6 6.78 (dd, J=10.8, 16.8 Hz, 1 H), 6.20 (dd, J=1.5,
16.9 Hz, 1 H),5.76 (dd, J=1.8,10.7 Hz, 1 H), 4.63 (app d, J=12.7 Hz, 1 H), 4.21 (app
d,J=13.6Hz, 1H),3.41 (appt, J=12.4Hz, 1 H), 3.22(tt, J=3.9, 12.6 Hz, 1 H), 2.80
(appt, J=12.7 Hz, 1 H), 2.09 (app t, J=13.3 Hz, 2 H), 1.52 (app dt, J=11.3, 11.8 Hz,
2 H); BC NMR (176 MHz, MeOD) 6 167.8, 129.0, 129.0, 56.0, 45.2, 41.6, 31.8,
30.9; LC-MS (ESI-MS): [tr]=1.2 min, [M + H] + calcd. for CgHisN.O: 155.1; found
155.1.

Synthesevorschrift Il

In 5 ml trockenem DMF wurde das Amins gel6st und langsam der Reaktionslosung
zugegeben, welche bereits mit der Base DIPEA versetzt wurde. Das entstehende
Prazipitat wurde bei 10.000 U/min fir 10 Minuten zentrifugiert und anschlieBend
zweimal mit jeweils 30 ml trockenem DMF gewaschen, gefolgt von erneuter
Zentrifugation. AbschlieBend wurde das Pellet in insgesamt 30 ml destilliertem
Wasser gelost. Die wahrend der Reaktion gebildeten Produkte wurden ohne

weitere Aufreinigung direkt in der anschlieBenden Reaktion verwendet.

Svynthesevorschrift IV

Der pH-Wert der Reaktionslésung wurde mittels einer 0.25 molaren HCI-Lésung auf
1.5 eingestellt und Uber Nacht bei 4 °C gertihrt. Nach Abschluss der Reaktion wurde
der pH-Wert durch Zugabe einer 0.25 molaren NaOH-Ldsung auf 7.5 angehoben,
und die Nukleotidlésung wurde mit ddH,O auf ein Gesamtvolumen von 100 ml
verdinnt. Die Probe wurde mittels einer Spritzenfiltereinheit filtriert und
anschlieBend Uber eine Q-Sepharose-Saule am FPLC-System gereinigt. Nach dem
Auftragen der Nukleotidlésung auf die mit Puffer A (50 mM TEAB) &quilibrierte Saule
wurde die Elution mit einer linearen Gradientenmischung von 0-100 % Puffer B

(1 M TEAB) Uber 600 Minuten bei einer Flussrate von 1 ml/min durchgefihrt. Die
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gesammelten Fraktionen wurden per HPLC analysiert, wobei TBAB als Gegenion im
Laufpuffer (50 mM KP;, pH 6.6, 10 mM TBAB, 16 % ACN; Saule: ProntoSIL® 120-5-
C18-AQ, Bischoff) verwendet wurde. Fraktionen, die das Produkt enthielten, wurden
kombiniert. Nach der Entfernung des Losungsmittelgemisches mittels

Rotationsverdampfer wurde der Riickstand in 10 ml ddH,O gel6st und lyophilisiert.

Darstellung von (13)

Unter Verwendung eines stark sauren Kationenaustauschers (lon Exchanger | von
Merck) wurde das Nukleotid (GDP Na*-Salz, 300 mg, 0.6 mmol, 1 Aquiv.) zunachst
in eine DMF-losliche Form Uberfihrt. Hierzu wurde das vorgequollene
Saulenmaterial in eine Saule mit einem Durchmesser von 2 cm und einer Packhohe
von 15 bis 20 cm gefullt und anschlieBend fir eine Stunde in einem Pyridin/Wasser-

Gemisch (1:1) inkubiert.

Nach dem Waschen des Sadulenmaterials mit insgesamt 250 ml destilliertem Wasser
wurde eine Losung von 0.6 mmol des Nukleotids in einem Gesamtvolumen von 3
ml mit einer Pasteurpipette auf die Sdule aufgebracht. Das Nukleotid wurde mit
einem Methanol/Wasser-Gemisch (1:1) in einen Rundkolben eluiert, der zuvor mit 1
ml Tetrabutylammoniumhydroxid (TBA) vorgelegt worden war. Nach der
Entfernung des Losungsmittelgemisches mittels Rotationsverdampfer wurde der
Ruckstand dreimal mit jeweils 20 ml DMF behandelt und erneut eingeengt. Der
Rickstand wurde in insgesamt 20 ml DMF gel6st und nach der Zugabe von CDI
(497.5mg, 3.0mmol, 5Aquiv.) unter Argonatmosphiare wurde das
Reaktionsgemisch tGber Nacht bei 0 °C gerthrt. Nach Abschluss der Reaktion wurde
diese durch Zugabe von 150 pl Methanol abgebrochen. Die in dieser Reaktion
gebildeten Verbindungen wurden ohne weitere Aufreinigung direkt in der

anschlieBenden Reaktion eingesetzt.

HPLC-MS (m/z): Berechnet fiir C14H14sN;0O41P2: 518.0 [M-H], gefunden: 518.0.
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Darstellung von (14a-i)

GemalB der allgemeinen Synthesevorschrift Ill wurden die modifizierten Amine
(1.2 mmol, 2 Aquiv.) unter Zugabe von DIPEA (0.5 ml, 3.0 mmol, 5 Aquiv.) mit GDP

umgesetzt. Folgende Produkte konnten erhalten werden.

Tabelle 6. Ubersicht der nach Synthesevorschrift Ill erhaltenen GDP-modifizierten Verbindungen und die

vernommenen m/z.

Exakte far HPLC-MS
Nukleotid Linker #

Masse [M-HJ (m/z)
o 14a 678.1  CaHaoNsO13P2 677.9
/ﬁgn"(\j‘” 14f 730.1 C25H34N9013P2' 729.9
O 149 730.1 CosH3aNoO13P, 730.1
S0 14e 7862 CasHasNsO1sPs 786.1
AL 14b 7582  CarHNyO13Py 758.1

GDP

N HM 14c 758.2 C27H38NoO13P2 758.1
S qah 7582 CoHuNeOuPr 7581
\)kNCLN 14i 758.2 C27H38N9013P2' 758.0
H@H/Q 14d 786.2 C29H42NgO 43Py 786.1
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Darstellung von (15a-i)

GemaB der allgemeinen Synthesevorschrift IV wurden die Molekile 14a-i

umgesetzt. Folgende Produkte konnten erhalten werden.

Tabelle 7. Ubersicht der nach Synthesevorschrift IV erhaltenen, finalen GDP-modifizierten Verbindungen und

die vernommenen m/z.

HRMS
Exakte far LC-MS
Nukleotid Linker # (m/z)
Masse [M-H] (m/z)
[M+ H]*

(o}

\)Lu:\/”‘“z 15a 582.0 C16H22N7013P2 581.9

O 15f 608.1  CigHuN;OsPy  608.0

(o}

H

O 15¢g 608.1 Ci18H24N70O13P2 608.0

o

J: 15e 636.1 CooH28N7O13P2 636.0

H

W 15b 6221069 CiHaNOwPr  622.0  624,1220
GDP

L0 15c 6221069 CioHaNOuPy 6221 6241219

F%N@NH 15h 6221 Ci19H26N70O13P2 622.0

SN 150 6224 CoHkN/OwPr  622.0

H’\O [o] 15d 6361226 C20H28N70‘|3P2_ 636.0 638,1373
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Synthetische Darstellung der Verbindung zu Kapitel ,Kovalente Adressierung

von KRASS3C mit niedermolekularen Verbindungen”

Allgemeine Synthesevorschrift V

2,4,7-trichloro-8-fluoropyrido[4,3-d]pyrimidin (1 Aquiv.) wird in THF gel&st und auf
- 40 °C heruntergekiihlt. Ein Boc-geschiitztes Piperazin Derivat (1 Aquiv.) wird
ebenfalls in THF geldst und mit DIPEA (2 Aquiv.) versetzt und ebenfalls auf Eis
vorgekihlt und tropfenweise zu dem Reaktionsgemisch hinzugegeben. Nach
30 min wurde eine vollstandige Umsetzung der Startmaterial zum gewdinschten
Produkt detektiert (DC- und LC-MS-Kontrolle) und ohne weitere Aufarbeitung

weiterverwendet.

Das an 4'-Position substituierte 2,7-dichloro-8-fluoropyrido[4,3-d]pyrimidin wurde
anschlieBend in Dioxan geldst und mit dem Alkohol (2-3 Aquiv.) und DIPEA (2
Aquiv.) versetzt, auf 80 °C erhitzt und fiir 16 h geriihrt. Die Zugabe von ges. NaHCOs
Losung beendete die Reaktion. Die wassrige Phase wurde mit DCM extrahiert, die
vereinten organischen Phasen mit ges. NaCl Losung gewaschen sowie liber Na;SO4
getrocknet. Das Losemittel wurde in  vacuo evaporiert und eine
saulenchromatographische Reinigung an Kieselgel (DCM/MeOH) lieferte das
gewiinschte Produkt als gelbes Ol.

Allgemeine Synthesevorschrift VI

Unter Argon Atmosphidre wurde das Pyrimidin Derivat (1 Aquiv.) und die
entsprechende Boronsaure (2 Aquiv) in einem Gemisch aus 1,4-Dioxan-Wasser (5:1)
gelost. Das Gemisch wurde fir 10 min unter Argonstrom entgast und anschlie3end
mit  der Base Cs.COs (2 Aquiv.)  sowie dem Katalysator
Tetrakis(triphenylphosphin)palladium(0) (0.01 Aquiv.) versetzt. Daraufhin wurde die
Suspension fir 16 h bei 80 °C gerihrt. Das resultierende Reaktionsgemisch wurde
zunachst Uber Celite gefiltert und das Filtrat mit DCM extrahiert. Die vereinigten
organischen Phasen wurden mit gesattigter NaCl-Losung gewaschen und
anschlieBend tGber Na,SO. getrocknet sowie das Losemittel unter Vakuum entfernt.
Eine sdulenchromatographische Reinigung an Kieselgel (DCM/MeOH) lieferte das

gewlinschte Produkt.
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Allgemeine Synthesevorschrift VII

Eine Losung von dem Boc-geschitzten Pyrimidin wird in DCM gelost (3 Teile) und
auf 0 °C heruntergekuhlt. AnschlieBend wurde tropfenweise TFA (1 Teil) vorsichtig
hinzugegeben. Und fir 30 min auf Eis gerihrt. AnschlieBend wurde das Gemisch
mit 10 M NaCl neutralisiert und das verbleine Ldsungsmittel entfernt. Eine
saulenchromatographische Aufreinigung an Kieselgel (DCM/MeOH + 1 % NH3)

lieferte das gewlinschte Produkt.

Allgemeine Synthesevorschrift VIII

Das entschitzte Amin wird in DCM geldst und auf 0 °C heruntergekihlt und mit der
Base DIPEA (3 Aquiv.) versetzt. Nach 30 min wird das ebenfalls in DCM vorgeldste
Acryloylchlorid (1.1 Aquiv.) vorsichtig hinzugetropft und fiir weitere 16 h bei rt
gerlhrt. Die Reaktion wurde anschlieBend durch Zugabe von einer ges. NaHCO3
Losung beendet und die wéassrige Phase mit DCM extrahiert und einer ges. NaCl
Losung gewaschen. Die organische Phase wurde mit Na.SO4 getrocknet, in vacuo
eingeengt und sdulenchromatographisch an Kieselgel (DCM/MeOH) gereinigt und

lieferte das gewlinschte Produkt.

Darstellung  von  Tert-butyl  (S)-4-(7-chloro-8-fluoro-2-((1-methylpyrrolidin-2-

yl)methoxy)pyrido[4,3-d]pyrimidin-4-yl)piperazin-1-carboxylat (23)

GemalB der allgemeinen Synthesevorschrift V wurden 925 mg von 19 (3.7 mmol,
1 Aquiv.) umgesetzt. Nach Reinigung durch Siulenchromatographie wurde 23 in

einer Ausbeute von 1.4 g (2.9 mmol, 74 %) erhalten.

"H NMR (500 MHz, CDCl3) 6§ 7.21 (s, 1H), 5.09 - 4.92 (m, J = 67.6, 8.4 Hz, 4H), 4.68 -
4.51(m, 4H), 3.94 -3.85(m, 2H), 3.64 - 3.58 (m, 4H), 3.40 - 3.36 (m, 2H), 2.93 (s, 3H),
1.43 (s, 9H). ¥C NMR (126 MHz, CDCls) 6 164.55, 163.39, 154.61, 147.59, 145.72,
143.63, 138.70, 118.47, 111.02, 80.87, 74.56, 66.22, 57.15, 44.85, 28.48, 24.71,
22.29, 21.03. HPLC-MS (m/z): Berechnet fur CxHsCIFN:Os: 480.9 [M+H],
gefunden: 481.0.
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Darstellung von Tert-butyl (S)-4-(8-fluoro-2-((1-methylpyrrolidin-2-yl)methoxy)-7-

(naphthalen-1-yl)pyrido[4,3-d]pyrimidin-4-yl)piperazin-1-carboxylat (24)

GemalB der allgemeinen Synthesevorschrift VI wurden 1.4 g von 23 (2.9 mmol,
1 Aquiv.) umgesetzt. Nach Reinigung durch Siulenchromatographie wurde 24 in

einer Ausbeute von 1.5 g (2.8 mmol, 91 %) erhalten.

'"H NMR (700 MHz, DMSQO) 6 9.24 (s, 1H), 8.11 -8.08 (m, J = 7.3, 3.6 Hz, 1H), 8.05 (d,
J=8.2Hz, 1H), 7.72(d, J = 8.5 Hz, 1H), 7.70 - 7.66 (m, 3H), 7.60 - 7.57 (m, 2H), 7.53
-7.49 (m,J=28.1,6.8,1.2Hz 2H),4.47 - 4.41 (m, J = 13.5, 6.7 Hz, 2H), 4.28 - 4.23
(m,J=10.6, 6.3 Hz, 2H), 4.05 - 4.00 (m, 5H), 3.65 - 3.58 (m, 5H), 2.40 (s, 4H), 1.99 -
1.92 (m, J=20.8,12.7, 6.2 Hz, 2H), 1.74 - 1.62 (m, 5H), 1.44 (s, 9H). BC NMR (176
MHz, DMSO) 6 163.78, 163.58, 153.87, 149.20, 148.43, 148.37, 144.93, 144.15,
133.18,132.26,130.60, 129.45,128.37,128.01,126.62,110.75, 79.09, 69.40, 63.50,
56.92, 48.28, 45.55, 41.13, 28.37, 28.07, 22.54. HPLC-MS (m/z): Berechnet fur
Cs2H37FNsOs [M+H]* berechnet: 573.3 gefunden: 573.2.

Darstellung von (S)-8-Fluoro-2-((1-methylpyrrolidin-2-yl)methoxy)-7-(naphthalen-1-
yl)-4-(piperazin-1-yl)pyrido[4,3-d]pyrimidin (25)

GemalB der allgemeinen Synthesevorschrift VIl wurden 1.53 g von 24 (2.6 mmol,
1 Aquiv.) umgesetzt. Nach Reinigung durch Siulenchromatographie wurde 25 in

einer Ausbeute von 213.2 mg (0.45 mmol, 17 %) erhalten.

'"H NMR (500 MHz, DMSO) 6 8.11 (d, J = 7.9 Hz, 1H), 8.05(d, J = 8.0 Hz, 1H), 7.71 -
7.69 (m,J=6.6Hz 1H), 7.67 (s, 1H), 7.61 - 7.57 (m, J = 8.1, 4.9, 1.5 Hz, 2H), 7.55 -
7.50 (m, 2H), 3.01 -2.94 (m, J = 22.5 Hz, 3H), 2.84 (s, 3H), 2.66 -2.62 (m, J = 3.6, 1.8
Hz, 1H), 2.37-2.35(m, J = 3.6, 1.8 Hz, 1H), 2.11 - 1.93 (m, 4H), 1.83 - 1.68 (m, 4H),
1.13-1.08 (m, 1H), 1.05-1.02 (m, J = 7.0 Hz, 1H), 0.88 - 0.80 (m, J = 12.1, 8.2, 5.9
Hz, 2H). 3C NMR (151 MHz, MeOD) 6 164.88, 162.96, 161.48, 154.48, 150.90,
145.18, 139.36, 135.07, 132.08, 127.79, 126.25, 121.17, 119.22, 117.28, 85.61,
70.94,58.64,57.47,45.96,36.96,31.65,23.56, 17.41. HPLC-MS (m/z): Berechnet fir
Co7H30FNsO: 472.5 [M+H]*, gefunden: 473.1.
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Darstellung von Tert-butyl (S)-4-(4-(7-Chloro-8-fluoro-2-((1-methylpyrrolidin-2-

yvl)methoxy)pyrido[4,3-d]pyrimidin-4-yl)piperazin-1-carbonyl)piperidin-1-

carboxylat (33¢)

GemalB der allgemeinen Synthesevorschrift V. wurden 300 mg von 19 (1.1 mmol,
1 Aquiv.) umgesetzt. Nach Reinigung durch Saulenchromatographie wurde 33c¢ in

einer Ausbeute von 113.3 mg (0.2 mmol, 16 %) erhalten.

"H NMR (600 MHz, MeOD) 6 9.21 (s, 1H), 4.62 - 4.48 (m, 3H), 4.26 - 4.18 (m, 4H), 4.17
-4.09(m,J=17.2Hz 3H), 3.99-3.85(m, J=36.9,12.4,7.6 Hz, 4H), 3.17 - 3.11 (m,
1H),2.90-2.82(m, J = 17.9 Hz, 2H), 2.56 (s, 3H), 2.46 - 2.40 (m, J = 9.0 Hz, 1H), 2.17
-2.10(m, 1H), 1.88-1.84 (m, J = 8.1, 5.0 Hz, 2H), 1.81 - 1.74 (m, 3H), 1.67 - 1.60 (m,
J =121, 8.6 Hz, 2H), 1.47 (s, 9H). 3C NMR (151 MHz, MeOD) 6 175.96, 165.80,
165.54, 156.46, 152.75, 151.03, 146.22, 146.01, 81.17, 70.76, 65.71, 58.64, 57.55,
5410, 45.49, 42.54, 42.03, 39.44, 29.44, 29.33, 28.68, 23.55. HPLC-MS (m/z):
Berechnet fiir CasHaoCIFN;O4: 591.1 [M+H]*, gefunden: 591.7.

Darstellung von Tert-butyl (S)-4-(4-(8-Fluoro-2-((1-methylpyrrolidin-2-yl)methoxy)-7-

(naphthalen-1-yl)pyrido[4,3-d]pyrimidin-4-yl)piperazin-1-carbonyl)piperidin-1-

carboxylat (34c¢)

GemaB der allgemeinen Synthesevorschrift VI wurden 113.3 mg von 33c
(0.19 mmol, 1 Aquiv.) umgesetzt. Nach Reinigung durch Siulenchromatographie

wurde 34c in einer Ausbeute von 101.5 mg (0.15 mmol, 78 %) erhalten.

"H NMR (600 MHz, MeOD) § 9.22 (s, 1H), 8.06 (dt, J = 6.7, 3.4 Hz, 1H), 8.01 (d, J =
8.2 Hz, 1H), 7.69 (d, J = 7.4 Hz, 1H), 7.67 - 7.64 (m, 2H), 7.56 (t, 1H), 7.49 (t, J = 7.4
Hz, 1H), 5.50 (s, 1H), 4.61 -4.50 (m, 3H), 4.26 - 4.11 (m, 6H), 3.98 -3.85(m, J = 35.2,
11.5, 6.8 Hz, 3H), 3.16 - 3.12 (m, 1H), 2.99 - 2.72 (m, 3H), 2.56 (s, 3H), 1.90 - 1.74 (m,
4H), 1.70 - 1.57 (m, 2H), 1.48 (s, 9H). *C NMR (151 MHz, MeOD) 6 175.96, 165.80,
165.54, 156.46, 152.75, 151.03, 150.69, 150.61, 145.96, 135.21, 132.51, 130.98,
130.80, 129.59, 129.16, 127.77,127.30, 126.28, 112.25, 81.17,70.76, 65.71, 58.64,
45.49, 42.03, 39.44, 29.44, 29.33, 28.78, 28.71, 28.68, 23.57. HPLC-MS (m/z):
Berechnet fir C3sHi7FN;O4: 683.8 [M+H]*, gefunden: 584.3.
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Darstellung von (S)-(4-(8-Fluoro-2-((1-methylpyrrolidin-2-yl)methoxy)-7-

(naphthalen-1-yl)pyrido[4,3-d]pyrimidin-4-yl)piperazin-1-yl)piperidin-4-

vl)methanon (35¢)

GemalB der allgemeinen Synthesevorschrift VIl wurden 101.5mg von 34c
(0.15 mmol, 1 Aquiv.) umgesetzt. Nach Reinigung durch Sdulenchromatographie

wurde 35c in einer Ausbeute von 87.5 mg (0.15 mmol, 100 %) erhalten.

"H NMR (600 MHz, DMSQ) § 9.32 (s, 1H), 8.13-8.10 (m, J = 8.6, 3.9 Hz, 1H), 8.07 (d,
J=84Hz 1H), 7.72-7.68 (m,J=14.2,7.0 Hz, 3H), 7.61 - 7.58 (m, 1H), 7.54 - 7.51
(m,J=8.2,54,11Hz 1H),480-4.76 (m,J=12.4,3.6 Hz, 1H), 4.68 - 4.64 (m, J =
12.4,6.7 Hz, 1H), 4.16 - 4.09 (m, 4H), 3.87 - 3.84 (m, 2H), 3.75-3.72(m, J = 6.6, 3.4
Hz, 2H), 3.65 - 3.60 (m, 1H), 3.33 (d, J = 12.5 Hz, 2H), 3.17 - 3.12(m, 1H), 3.04 - 2.92
(m, 7H), 2.31-2.24 (m, J=13.9, 8.5, 4.5 Hz, 1H), 2.12-2.03 (m, 1H), 1.96 - 1.88 (m,
2H), 1.86-1.81(m, J = 13.6 Hz, 2H), 1.81 - 1.75(m, 3H). BC NMR (151 MHz, DMSQO)
6 173.27, 164.15, 154.34, 149.61, 145.52, 144.64, 133.71, 132.84, 131.10, 129.95,
128.87,128.52,127.12,126.67, 125.84, 125.69, 111.28, 79.07, 63.88, 57.42, 41.66,
37.60, 28.95, 28.56, 27.56, 23.05, 22.96, 20.35, 19.75, 19.12, 14.64, 11.73. HPLC-
MS (m/z): Berechnet fir C3sH3sFN;O.: 584.3 [M+H]*, gefunden: 583.8.

Darstellung von (S)-1-(4-(4-(8-fluoro-2-((1-methylpyrrolidin-2-yl)methoxy)-7-

(naphthalen-1-y)pyrido[4,3-d]pyrimidin-4-yl)piperazin-1-carbonyl)piperidin-1-

yl)prop-2-en-1-on (26c)

GemaB der allgemeinen Synthesevorschrift VIII wurden 87.5mg von 35c¢
(0.15 mmol, 1 Aquiv.) umgesetzt. Nach Reinigung durch Sdulenchromatographie

wurde 26¢ in einer Ausbeute von 20.55 mg (0.03 mmol, 30.5 %) erhalten.
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"H NMR (600 MHz, MeOD) 6 9.26 (s, 1H), 8.09 - 8.05 (m, 1H), 8.02 (d, J = 8.2 Hz, 1H),
7.73 -7.67 (m,J =15.0,5.5Hz, 1H), 7.68 - 7.64 (m, 2H), 7.59 - 7.54 (m, 1H), 7.52 -
7.46(m,J=16.3,9.1 Hz, 1H), 6.79 (dd, 1H), 6.21 (dd, 1H), 5.76 (dd, J = 10.7, 1.9 Hz,
1H), 4.82-4.75(m, 1H), 4.69 -4.63 (m, J = 15.6, 7.8 Hz, 1H), 4.62 - 4.57 (m, 2H), 4.27
-4.14 (m, 4H), 4.03 - 3.84 (m, 4H), 3.55-3.48 (m, J = 6.4 Hz, 2H), 3.29 - 3.17 (m, 1H),
3.13-3.06(m,J=11.2,3.7 Hz, 1H), 2.90 (s, 3H), 2.36 - 2.28 (m, 1H), 2.15-1.93 (m,
2H),1.91-1.83(m,J=13.0Hz, 2H), 1.77 - 1.64 (m, J = 25.3, 10.7 Hz, 2H), 1.38 - 1.27
(m, 2H). C NMR (151 MHz, MeOD) 6 175.61, 167.59, 165.75, 165.13, 146.47,
146.12, 135.22, 133.36, 132.47, 131.07, 129.64, 129.19, 129.10, 128.43, 127.79,
127.33,112.34,67.92, 67.78,58.39,54.81,45.43,42.72, 42.55, 39.30, 30.11, 29.34,
28.13, 23.48. HPLC-MS (m/z): Berechnet fur CasHs1FN;Os: 638.3 [M+H]*,
gefunden: 638.4.

Darstellung von tert-Butyl (S)-(2-(4-(7-chloro-8-fluoro-2-((1-methylpyrrolidin-2-

vl)methoxy)pyrido[4,3-d]pyrimidin-4-yl)piperazin-1-yl)ethyl)carbamat (33b)

GemalB der allgemeinen Synthesevorschrift V. wurden 300 mg von 19 (1.2 mmol,
1 Aquiv.) umgesetzt. Nach Reinigung durch Saulenchromatographie wurde 33b in

einer Ausbeute von 425.9 mg (0.8 mmol, 68 %) erhalten.

"H NMR (600 MHz, MeOD) § 9.15 (s, 1H), 4.58 (d, J = 8.7 Hz, 2H), 4.15 (t, 4H), 3.51 -
3.45(m, J = 6.9 Hz, 2H), 3.28 - 3.21 (m, 1H), 3.11 -3.03 (m, J = 21.3 Hz, 1H), 2.74 (t,
4H), 2.66 (s, 3H), 2.64 -2.61 (m, J = 6.6 Hz, 1H), 2.24-2.16 (m, J = 12.8, 8.1 Hz, 2H),
2.02-1.79(m, 4H), 1.44 (s, 9H). *CNMR (151 MHz, MeOD) 6 168.23, 151.02, 145.95,
135.19, 132.49, 132.05, 131.09, 71.65, 69.79, 66.35, 58.53, 57.91, 50.30, 43.64,
41.87, 37.53, 34.54, 30.77, 28.96, 23.52. HPLC-MS (m/z): Berechnet fir
C24H35CIFN;O3: 524.0 [M+H]*, gefunden: 525.4.

Darstellung von (S)-2-(4-(7-Chloro-8-fluoro-2-((1-methylpyrrolidin-2-

yl)methoxy)pyrido[4,3-d]pyrimidin-4-yl)piperazin-1-yl)ethan-1-amin (34b)

GeméaB der allgemeinen Synthesevorschrift VIl wurden 425.9 mg von 34c
(0.15 mmol, 1 Aquiv.) umgesetzt. Nach Reinigung durch Siulenchromatographie

wurde 34b in einer Ausbeute von 43,7 mg (0.1 mmol, 69%) erhalten.
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"H NMR (600 MHz, MeOD) 6 9.15 (s, 1H), 4.57 (d, J = 5.5 Hz, 2H), 4.16 - 4.13 (m, 4H),
3.50-3.47 (m,J = 6.6 Hz, 2H), 3.32(t,J = 3.1, 1.6 Hz, 4H), 3.27 - 3.22 (m, 1H), 3.10 -
3.03(m, 1H), 2.76 - 2.71 (m, J = 12.9, 8.0 Hz, 4H), 2.66 (s, 3H), 2.23 - 2.14 (m, J =
12.8, 8.1 Hz, 1H), 1.95-1.89 (m, 1H), 1.87 - 1.80 (m, J = 20.4, 7.3 Hz, 1H). *C NMR
(151 MHz, MeOD) 6 168.23, 165.63, 165.50, 152.74, 150.72, 145.91, 112.10, 69.79,
66.35, 58.53, 57.91, 50.30, 41.87, 37.53, 30.75, 28.96, 23.52. HPLC-MS (m/z):
Berechnet fiir Ci19H25CIFN;O: 424.2 [M+H]*, gefunden: 423.1.

Darstellung von (S)-N-(2-(4-(7-Chloro-8-fluoro-2-((1-methylpyrrolidin-2-

vl)methoxy)pyrido[4,3-d]pyrimidin-4-yl)piperazin-1-yl)ethyl)acrylamid (34¢)

GemalB der allgemeinen Synthesevorschrift VIl wurden 43,7 mg von 34b (0.1 mmol,
1 Aquiv.) umgesetzt. Nach Reinigung durch Saulenchromatographie wurde 34c in

einer Ausbeute von 161.1 mg (0.33 mmol, 31 %) erhalten.

'"H NMR (600 MHz, MeOD) 6 9.15 (s, 1H), 6.31 - 6.26 (m, 1H), 6.24 (dd, J=17.1, 2.3
Hz, 1H), 5.68 (dd, J = 9.7, 2.3 Hz, 1H), 4.57 (d, J = 5.5 Hz, 2H), 4.16 - 4.12 (m, 5H),
3.48 (t, J = 6.6 Hz, 2H), 3.27 - 3.21 (m, 1H), 3.08 - 3.02 (m, J = 23.0 Hz, 1H), 2.76 -
2.73 (m, 4H), 2.66 (s, 3H), 2.62 - 2.57 (m, 2H), 2.23 - 2.16 (m, J = 11.9, 7.6 Hz, TH),
1.95-1.89 (m, 2H), 1.88 - 1.81 (m, J = 20.4, 7.3 Hz, 1H). C NMR (151 MHz, MeOD)
6 168.23, 165.63, 165.50, 152.74, 150.72, 145.91, 112.10, 69.79, 66.35, 58.53,
57.91, 50.30, 41.87, 37.53, 30.75, 28.96, 23.52. HPLC-MS (m/z): Berechnet fir
Ca2H30CIFN;O2: 478.2 [M+H]*, gefunden: 477.4.

Darstellung ~ von  (S)-N-(2-(4-(8-Fluoro-2-((1-methylpyrrolidin-2-yl)methoxy)-7-

(naphthalen-1-y)pyrido[4,3-d]pyrimidin-4-yl)piperazin-1-yl)ethyl)acrylamid (26¢)

Gemal der allgemeinen Synthesevorschrift VI wurden 116.1 mg von 34c
(0.33 mmol, 1 Aquiv.) umgesetzt. Nach Reinigung durch Siulenchromatographie

wurde 26c¢ in einer Ausbeute von 95.6 mg (0.17 mmol, 50.8 %) erhalten.
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"H NMR (600 MHz, MeOD) 6 9.15 (s, 1H), 8.08 - 8.03 (m, 1H), 8.00 (d, J = 8.2 Hz, 1H),
7.68(d,J=10.5Hz 1H), 7.67 -7.62(m, 2H), 7.55(t, J=7.2 Hz, 1H), 7.48 (t, J = 11.2,
4.1 Hz, 1H), 6.31 - 6.26 (m, 1H), 6.24(dd, J=17.1,2.3 Hz, 1H), 5.68 (dd, J = 9.7, 2.3
Hz, 1H), 4.59 - 4.55(m, J = 5.5 Hz, 2H), 4.17 - 4.12 (m, 4H), 3.51 - 3.44 (m, J = 6.9 Hz,
2H),3.33-3.30(m, J= 3.1, 1.5 Hz, 2H), 3.27 - 3.22 (m, 1H), 3.10 - 3.03 (m, 1H), 2.76
-2.72 (m, 4H), 2.66 (s, 3H), 2.64 - 2.60 (m, J = 13.2, 6.6 Hz, 2H), 2.19 (mq, J = 12.8,
8.1 Hz, TH), 1.95-1.88 (m, 2H).*C NMR (151 MHz, MeOD) 6 168.23, 165.63, 165.50,
152.74, 146.20, 145.91, 135.19, 132.49, 132.05, 130.97, 129.58, 129.16, 127.77,
127.29, 126.71, 126.27, 112.10, 69.79, 66.35, 58.53, 57.91, 54.02, 50.30, 41.87,
37.53, 28.96, 23.52. HPLC-MS (m/z): Berechnet fur Cs;H3,FN;O,: 570.3 [M+H]*,
gefunden: 570.3.

Darstellung von Tert-butyl (S)-1'-(7-chloro-8-fluoro-2-((1-methylpyrrolidin-2-

yl)methoxy)pyrido[4,3-d]pyrimidin-4-yl)-[4,4'-bipiperidin]-1-carboxylat (33d)

GemalB der allgemeinen Synthesevorschrift V- wurden 500 mg von 19 (1.9 mmol,
1 Aquiv.) umgesetzt. Nach Reinigung durch Sdulenchromatographie wurde 33d in

einer Ausbeute von 608 mg (1.1 mmol, 55 %) erhalten.

"H NMR (400 MHz, CDCl3) § 9.36 (s, 1H), 4.95-4.62 (m, J = 44.7 Hz, 4H), 4.11 - 3.86
(m,J =56.5Hz 2H), 3.87 -3.71 (m, J = 6.6 Hz, 1H), 3.54 - 3.37 (m, 2H), 3.06 (s, 3H),
3.01-2.90 (m, 2H), 2.72 - 2.57 (m, 1H), 2.41 - 2.20 (m, J = 38.7 Hz, 2H), 2.19 - 1.90
(m,J=45.0Hz,4H),1.90-1.76 (m,J =16.1, 9.4 Hz, 2H), 1.67 - 1.38 (m, J = 44.4 Hz,
4H), 1.31 - 1.16 (m, 3H), 1.01 (s, 9H). *C NMR (101 MHz, CDCl3) § 166.53, 162.25,
160.47, 160.10, 153.79, 141.21, 138.51, 96.32, 67.62, 66.71, 59.78, 57.61, 43.00,
41.67, 40.64, 40.37, 29.19, 28.00, 27.20, 22.28. HPLC-MS (m/z): Berechnet fur
Ca8Ha1CIFNsO3: 563.3 [M+H]*, gefunden: 564.1.

Darstellung von Tert-butyl (S)-1'-(8-fluoro-2-((1-methylpyrrolidin-2-yl)methoxy)-7-
(naphthalen-1-yl)pyrido[4,3-d]pyrimidin-4-yl)-[4,4'-bipiperidin]-1-carboxylat (34d)

Gemal der allgemeinen Synthesevorschrift VI wurden 608 mg von 34¢ (1.1 mmol,
1 Aquiv.) umgesetzt. Nach Reinigung durch Saulenchromatographie wurde 34d in
einer Ausbeute von 562.1 mg (0.85 mmol, 79.5 %) erhalten.
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'H NMR (400 MHz, CDCls) 6 9.36 (s, 1H), 8.05(d, J = 8.0 Hz, 1H), 7.96 (d, J = 8.0 Hz,
1H), 7.73-7.60 (m, J=17.1,9.5Hz, 3H), 7.59 - 7.47 (m, J = 16.9, 9.1 Hz, 2H), 4.95 -
4.67 (m, J = 44.7 Hz, 4H), 4.10 - 3.69 (m, J = 80.2, 31.6 Hz, 4H), 3.53 - 3.32 (m, 2H),
3.06 (s, 3H), 3.01 -2.84 (m, 2H), 2.70 - 2.55 (m, 1H), 2.41 - 2.23 (m, J = 38.7 Hz, 2H),
2.20-1.98(m, J=35.1Hz, 4H), 1.89-1.77 (m, 2H), 1.66 - 1.39 (m, J = 44.4 Hz, 3H),
1.30-1.17 (m, 3H), 1.00 (s, 9H).*C NMR (101 MHz, CDCl3) 6 166.53, 165.41, 162.92,
162.25, 161.34, 160.86, 160.58, 160.47, 160.10, 158.95, 154.44, 153.79, 151.26,
150.32, 148.36, 147.58, 89.75, 80.92, 79.62, 66.71, 57.61, 41.67, 40.64, 40.33,
29.63,29.58,28.10, 27.21, 22.28. HPLC-MS (m/z): Berechnet fir CssHisFNsO3: 655.8
[M+H]*, gefunden: 655.4.

Darstellung  von  (S)-4-([4,4'-Bipiperidin]-1-yl)-8-fluoro-2-((1-methylpyrrolidin-2-
yl)methoxy)-7-(naphthalen-1-yl)pyrido[4,3-d]pyrimidin (35d)

Gemal der allgemeinen Synthesevorschrift VIl wurden 562.1 mg von 34d
(0.85 mmol, 1 Aquiv.) umgesetzt. Nach Reinigung durch Siulenchromatographie

wurde 35d in einer Ausbeute von 472.3 mg (0.85 mmol, 100 %) erhalten.

'H NMR (400 MHz, DMSQO) 6 9.21 (s, 1H), 8.13 -8.04 (m, J = 12.2, 4.4 Hz, 2H), 7.72
(d,J=8.4Hz, 1H), 7.70-7.65(m, J = 8.7, 4.3 Hz, 2H), 7.62 - 7.56 (m, 1H), 7.55 - 7.49
(m,J=8.2,6.9,1.3Hz 1H),4.80-4.71(m,J=14.1,7.1 Hz, 1H), 4.69 - 4.59 (m, 3H),
3.88-3.76 (m, 1H), 3.67 - 3.55 (m, 1H), 3.41 - 3.27 (m, J = 24.5, 12.2 Hz, 4H), 2.97
(d,J=4.3Hz, 3H),2.92-2.76 (m, 3H), 2.33-2.21 (m, 1H), 2.14-2.01 (m, J = 12.9,
6.6 Hz, TH), 1.94 -1.82 (m, 6H), 1.46 - 1.33 (m, J = 21.0, 10.2 Hz, 6H).*C NMR (101
MHz, DMSO) 6 158.55, 158.20, 157.85, 133.25, 130.59, 129.58, 128.45, 128.09,
126.70,126.24,125.39,120.33,117.42,114.50, 114.48,114.35, 66.60, 64.72,56.40,
49.20,43.45,37.77,28.72,26.33,25.67,25.41, 21.83. HPLC-MS (m/z): Berechnet fir
Ca3HaoFNsO: 555.7 [M+H]*, gefunden: 555.1.

Darstellung von (S)-1-(1'-(8-Fluoro-2-((1-methylpyrrolidin-2-yl)methoxy)-7-

(naphthalen-1-yl)pyrido[4,3-d]pyrimidin-4-yl)-[4,4'-bipiperidin]-1-yl)prop-2-en-1-

on (26d)

GemalB der allgemeinen Synthesevorschrift VIII wurden 472.3 mg von 35d
(0.85 mmol, 1 Aquiv.) umgesetzt. Nach Reinigung durch Sdulenchromatographie

wurde 26d in einer Ausbeute von 14.2 mg (0.02 mmol, 18.9 %) erhalten.
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"H NMR (400 MHz, CDCls) 6 9.36 (s, 1H), 8.01 (dd, J = 37.3, 8.0 Hz, 2H), 7.74 - 7.60
(m,J=17.1,9.5Hz, 3H),7.59-7.47 (m,J=16.9,9.1 Hz, 2H), 6.57 (dd, J = 16.9, 10.7
Hz, 1H), 6.31-6.21 (m,J = 16.9 Hz, 1H), 5.80 - 5.69 (m, J = 10.7 Hz, 1H), 4.95 - 4.65
(m,J=44.7 Hz, 4H), 4.10 - 3.85 (m, J = 56.5 Hz, 2H), 3.83 - 3.71 (m, J = 6.6 Hz, TH),
3.55-3.39 (m, 2H), 3.06 (s, 3H), 3.02 - 2.87 (m, 2H), 2.73 - 2.56 (m, 1H), 2.43 - 2.20
(m,J=38.7Hz 2H),2.19-1.93(m, J = 35.1 Hz, 4H), 1.93-1.75(m, J = 16.1, 9.4 Hz,
2H), 1.66 - 1.38 (m, J = 44.4 Hz, 4H), 1.35-1.15 (m, 3H)."3C NMR (101 MHz, CDCl;)
6 166.53, 162.25, 160.47, 160.10, 154.44, 135.49, 133.80, 131.56, 130.70, 129.17,
127.56, 127.35, 126.72, 125.36, 114.10, 80.38, 72.96, 67.60, 66.71, 41.67, 40.64,
40.33,29.58, 27.21, 26.55, 22.28. HPLC-MS (m/z): Berechnet flir C3sHa2FNO,: 609.7
[M+H]*, gefunden: 609.3.

Darstellung _von Tert-butyl 3-(4-(7-chloro-8-fluoro-2-(((S)-1-methylpyrrolidin-2-

vl)methoxv)pyrido[4,3-d]pyrimidin-4-yl)piperazin-1-yl)pyrrolidin-1-carboxylat (33e)

Gemal der allgemeinen Synthesevorschrift V wurden 300 mg von 19 (1.2 mmol,
1 Aquiv.) umgesetzt. Nach Reinigung durch Saulenchromatographie wurde 33e in

einer Ausbeute von 632.4 mg (1.2 mmol, 99 %) erhalten.

"H NMR (600 MHz, MeOD) 6 9.01 (s, 1H), 4.23 - 3.98 (m, J = 43.3, 37.9 Hz, 4H), 3.94
-3.70(m, 1H), 3.68 - 3.53 (m, 2H), 3.51 - 3.35(m, 1H), 3.29 - 3.16 (m, 4H), 3.15 -
3.09(m, J=14.9, 9.4 Hz, 2H), 3.09 - 3.02 (m, 4H), 2.96 (s, 3H), 2.41 - 2.22 (m, TH),
2.21-2.14(m, 1H), 2.13-2.08 (m, J = 15.2, 7.5 Hz, 2H), 2.06 - 1.92 (m, 2H), 1.34 (s,
9H). *C NMR (151 MHz, MeOD) 6 168.01, 164.95, 161.93, 155.19, 148.64, 147.77,
144.97,92.67,77.80,71.71,57.85, 55.29,52.76, 44.00, 38.33, 32.18, 31.24, 29.60,
28.00, 25.80, 23.69. HPLC-MS (m/z): Berechnet fir C2sH3sCIFN;O3: 551.0 [M+H]*,
gefunden: 551.8.

Darstellung von Tert-butyl 3-(4-(8-fluoro-2-(((S)-1-methylpyrrolidin-2-yl)methoxy)-7-

(naphthalen-1-yl)pyrido[4,3-d]pyrimidin-4-yl)piperazin-1-yl)pyrrolidin-1-
carboxylat (34e)

Gemal der allgemeinen Synthesevorschrift VI wurden 632.4 mg von 33e (1.2 mmol,
1 Aquiv.) umgesetzt. Nach Reinigung durch Saulenchromatographie wurde 34e in

einer Ausbeute von 589.2 mg (0.91 mmol, 73.1%) erhalten.
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"H NMR (600 MHz, MeOD) 6 9.01 (s, 1H), 8.09 - 8.06 (m, J = 8.3 Hz, 1H), 8.03 - 7.98
(m, 1H), 7.68 - 7.60 (m, 3H), 7.59 - 7.55 (m, 1H), 7.53 - 7.48 (m, 1H), 4.21 - 4.05 (m,
3H), 3.88(d, J=23.5Hz, 1H), 3.79 - 3.72 (m, 1H), 3.67 - 3.53 (m, 1H), 3.53 - 3.36 (m,
2H), 3.29 - 3.17 (m, 3H), 3.15 - 3.08 (m, 4H), 3.09 - 3.05 (m, 3H), 2.97 (s, 3H), 2.25 -
2.15(m, 2H), 2.13-2.08 (m, J = 15.2, 7.5 Hz, 2H), 2.06 - 1.92 (m, 2H), 1.34 (s, 9H).
BC NMR (151 MHz, MeOD) 6 167.11, 165.04, 162.04, 157.99, 155.25, 148.58,
145.01, 135.15, 131.17, 129.62, 129.02, 127.89, 127.38, 126.27, 126.02, 92.67,
82.40, 77.80, 57.42, 55.29, 52.76, 44.00, 38.33, 34.00, 31.28, 30.53, 28.05, 25.14,
23.69. HPLC-MS (m/z): Berechnet fur C3sHasFN;O3: 641.3 [M+H]*, gefunden: 641.8.

Darstellung von 8-Fluoro-2-(((S)-1-methylpyrrolidin-2-yl)methoxy)-7-(naphthalen-1-

vl)-4-(4-(pyrrolidin-3-yl)piperazin-1-yl)pyrido[4,3-d]pyrimidin (35e)

Gemal der allgemeinen Synthesevorschrift VIl wurden 589.2mg von 34e
(0.91 mmol, 1 Aquiv.) umgesetzt. Nach Reinigung durch Siulenchromatographie

wurde 35e in einer Ausbeute von 289 mg (0.53 mmol, 58.6 %) erhalten.

'H NMR (600 MHz, MeOD) 6 9.01 (s, 1H), 8.14-7.97 (m, 2H), 7.72-7.61 (m, 3H), 7.60
-7.54(m,J=21.4,7.6 Hz, 1H), 7.54 - 7.47 (m, 1H), 4.33 - 4.17 (m, J = 47.4 Hz, 2H),
4.07 -4.02(m, J =21.4 Hz, 1H), 4.01 - 3.92 (m, 1H), 3.91 - 3.74 (m, 2H), 3.74 - 3.54
(m, 3H),3.55-3.40(m, J=14.3,11.3,9.5, 5.3 Hz, 2H), 3.39-3.31 (m, 2H), 3.27 - 3.18
(m, 4H), 3.18 - 3.09 (m, J = 20.1, 14.8, 8.6 Hz, 1H), 3.08 - 3.04 (m, J = 7.7 Hz, T1H),
2.95(s, 3H),2.83-2.71(m, 1H), 2.53 -2.25(m, 2H), 2.23 -2.07 (m, 2H). *C NMR (151
MHz, MeOD) 6 166.98, 162.48, 162.00, 158.85, 151.71, 150.88, 135.13, 131.59,
131.38,129.59, 129.09, 128.02, 127.42,126.33, 126.02, 91.80, 79.17, 64.13, 59.82,
57.95,52.34,45.77,44.75, 28.83, 28.05, 27.05, 23.19. HPLC-MS (m/z): Berechnet fur
Cs1H37,FN7O: 541.3 [M+H]*, gefunden: 541.3.

Darstellung  von 1-(3-(4-(8-Fluoro-2-(((S)-1-methylpyrrolidin-2-yl)methoxy)-7-

(naphthalen-1-yl)pyrido[4,3-d]pyrimidin-4-yl)piperazin-1-yl)pyrrolidin-1-yl)prop-2-

en-1-on (26e)

GemalB der allgemeinen Synthesevorschrift VIII wurden 289 mg von 35e
(0.53 mmol, 1 Aquiv.) umgesetzt. Nach Reinigung durch Sdulenchromatographie

wurde 26e in einer Ausbeute von 24.8 mg (0.04 mmol, 6.5 %) erhalten.
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"H NMR (600 MHz, MeOD) 6 9.26 (s, 1H), 8.07 (dd, 1H), 8.01 (d, J = 8.9 Hz, 1H), 7.71
(d,J=12.0Hz, 1H), 7.68 - 7.61 (m, 2H), 7.56 (t, 1H), 7.49 (t, J = 7.3 Hz, 1H), 4.66 (dd,
J=12.2,6.4Hz 1H),4.62-4.54(m, J =29.3 Hz, 3H), 4.30-4.14 (m, 5H), 4.01 - 3.84
(m, 4H), 3.56 -3.47 (m, J = 6.4 Hz, 1H), 3.13-3.05(m, J = 11.2, 3.7 Hz, 1H), 2.90 (s,
3H), 2.35-2.29 (m, J = 14.0, 6.9 Hz, 1H), 2.13 - 1.92 (m, 3H), 1.88 (d, J = 13.0 Hz,
2H), 1.77 - 1.61 (m, 2H), 1.39 - 1.28 (m, J = 28.6, 23.4 Hz, 1H). 3C NMR (151 MHz,
MeOD) 6 175.61, 167.58, 165.75, 165.11, 162.97, 131.07, 129.10, 128.43, 127.79,
127.33, 126.29, 112.34, 67.79, 58.39, 54.81, 50.26, 46.43, 45.43, 42.55, 39.30,
29.34, 28.13, 23.48. HPLC-MS (m/z): Berechnet fur CsiH3oFN;O,: 596.3 [M+H]*,
gefunden: 596.3.

Darstellung von 1-(4-((1R,55)-3-(7-(8-Ethynyl-7-fluoro-3-hydroxynaphthalen-1-yl)-8-
fluoro-2-(((2R,7aS)-2-fluorotetrahydro-1H-pyrrolizin-7a(5H)-yl)methoxy)pyrido[4,3-

d]pyrimidin-4-yl)-3,8-diazabicyclo[3.2.1]octan-8-carbonyl)piperidin-1-yl)prop-2-en-

1-on (36)

Zu einer Loésung der Carbonsdure 1-Acryloylpiperidin-4-Carbonsaure (164.8 mg,
0.09 mmol, 3Aquiv.) in DCM/DMF wurde die Base DIPEA (16.6 pl, 0.09 mmol,
3 Aquiv.) hinzugegeben. Nach vollstaindigem Ldsen, wurde dem Gemisch HATU
(34.2 mg, 0.09 mmol, 3 Aquiv.) bei 0°C beigefiigt und fiir 15 min geriihrt.
AnschlieBend erfolgte die  Zugabe des  Amins 4-(4-((1R,5S5)-3,8-
Diazabicyclo[3.2.1]octan-3-yl)-8-fluoro-2-(((2R,7aS)-2-fluorotetrahydro-1H
pyrrolizin-7a(5H)-yl)methoxy)pyrido[4,3-d]pyrimidin-7-yl)-5-ethynyl-6-
fluoronaphthalen-2-ol (MRTX1133 (2)) (20 mg, 0.03 mmol, 1 Aquiv.). Die Reaktion
wurde bis zum vollstandigen Umsatz des Aktivesters bei rt geriihrt. Nach Beenden
der Reaktion wurde das Rohprodukt zwischen Bicarbonat und Wasser getrennt und
anschlieBend die wassrige Phase zweimal mit DCM extrahiert. Die vereinigten
organischen Phasen wurden Uber Na;SO, getrocknet und das Losungsmittel in
vacuo entfernt. AnschlieBende sdulenchromatographische Aufreinigung lieferte das

gewlinschte Produkt (36) (2,9 mg, 0.003 mmol, 12,6 %) als gelben Feststoff.
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"H NMR (600 MHz, CDCl3) 6 8.34 (s, 1H), 8.25-8.18 (m, 1H), 7.99 (s, 1H), 7.49 - 7.41
(m, 1H), 7.08 (sm, 1H), 6.62 - 6.52 (m, J = 16.8, 10.5 Hz, 1H), 6.28 (dd, J = 16.5 Hz,
1H), 5.79 -5.72 (m, J = 10.3 Hz, 1H), 5.46 (dd, J = 51.8 Hz, 1H), 4.07 (s, 1H), 4.05 -
4.00(m,J=11.6 Hz, 2H), 3.62 - 3.57 (m, J = 13.0 Hz, 1H), 3.52-3.45(m, J = 7.6 Hz,
1H), 3.37 - 3.26 (m, 1H), 3.22 (sm, 2H), 2.71 - 2.58 (m, 4H), 2.39 -2.26 (m, J = 15.2,
7.8 Hz, 2H), 2.22 - 2.08 (m, 2H), 1.70 - 1.59 (m, J = 7.3 Hz, 5H), 1.59 - 1.51 (m, 2H),
1.51-1.41(m, 3H), 1.40-1.32(m, J = 16.1 Hz, 2H), 1.31 - 1.27 (m, 2H), 0.90 - 0.85
(m,J=14.4,7.3 Hz, 4H), 0.85 - 0.81 (m, 2H).”*C NMR (151 MHz, CDCl;) 6 180.19,
170.53, 169.97, 169.38, 167.48, 165.76, 164.41, 150.40, 148.72, 144.85, 142.56,
136.45, 131.62, 125.79, 124.98, 91.46, 89.36, 86.72, 84.79, 83.32, 81.58, 71.36,
63.25, 57.23, 54.83, 50.68, 45.39, 45.11, 39.18, 37.53, 29.85, 27.14, 24.50, 20.24.
HPLC-MS (m/z): Berechnet fir CsoHasF3N;Oa4: 766.3 [M+H]*, gefunden: 766.3.
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Kompetitiver Assay von eda-GDP fir KRASST3¢
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Abbildung 62. Kovalente Proteinmodifikation mit Acryl-edaGDP (15a) in Gegenwart von konkurrierendem
GDP/GTP (dquimolare Konzentration / 10- und 100-facher Uberschuss) in An- und Abwesenheit von SOS.

Kristallisation von KRASS'2¢:GDP Soaking-Experiment mit 6¢

A B

Abbildung 63. A: Elektronendichte von KRASS2¢ mit vermeintlicher, partieller Dichte der Verbindung 6¢ am
Cys12 der Kette A. B: Elektronendichte von KRASS'?C mit vermeintlicher, partieller Dichte der Verbindung 6¢
am Cys12 der Kette B. Elektronendichte konturiert bei einem r.m.s.d. von 1. Die Kristallstruktur wurde von

Dr. Janina Niggenaber gelost.
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Kristallisation von KRAS®'3C- 15b

7b-1 FoFc 7b-2 FoFc 7b-3 FoFc

Abbildung 64. A-C: Darstellung der unterschiedlichen Linkerkonformationen von 15b der drei Molekdle in der

asymmetrischen Einheit. FoFc- und 2FoFc-Elektronendichtekarte wurden konturiert bei einem r.m.s.d. von 1.

MD-Simulationen

Wahrscheinlichkeit
[%]

153 8.84
15b 8.06
15f 3.21
15g 0.01
15h 0.00
15i 0.26

Molekiil

Abbildung 65. Prozentuale Wahrscheinlichkeit, dass die Linker der gezeigten Molekile eine Konformation
einnehmen, welche in der Lage ist kovalent mit dem Cys13 zu reagieren. Die Daten wurden von Prof. Dr. Hugo

Verli und Mitarbeitenden seiner Arbeitsgruppe erhoben.
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Datenstatistiken der K/NRAS-Kristallstrukturen

Tabelle 8. Datenstatistiken der KRAS-Komplexstrukturen. Die Werte in den Klammern beziehen sich auf die
héchste Auflésungsschale. Zur Bestimmung der Komplexstruktur wurden Beugungsdaten eines Einkristalls
verwendet. Die Werte in Klammern beziehen sich auf die Schale mit der héchsten Auflésung. Die

Kristallstrukturen wurden von Dr. Janina Niggenaber gel&st.

KRAS12C; KRASSE+ | (pagensc. | praserc. | HRASTPS
partielle Dichte 15b GDP MRTX1133
GDP RL3636 (6¢) (2)
DATA COLLECTION
P3 P3 c121 P632 2 C222
S
pace group 143 143 (5) 182 (20)
Cell dimensions
o 84.15, 84.52 8449, 70.01, 120.29, 39.96,
a, b, c[A] 84.15, 93 84.76, 120.29, 80,39 98.83
4153 : 88.77 52.91 27. 70
90.0,
6,v[°] 90.0, 90.0, 89.97, 90.05 11396 90.0,90.0, | 90.0, 90.0,
6oy 120.0 119.98 0.0 120.0 90.0

50.00-1.40 50.00-1.55 50.00-1.85 | 50.00-1.80 | 30.00-1.80

Resolution [A
esolution [A] (1.50-1.40) |  (1.60-1.55) | (1.90.1.85) | (1-90-1:80) | (1.90-1.80)

Rmess [%] 100(91.4) | 71(969) | 46(126.9) | 17.9(199.2) | 21.4(140.2)

1/ ol 11.67(1.89) | 12.25(1.55) (1%377) 1550 (2.72) | 18.37 (1.37)

Completeness [%] | 97.2(95.4) | 96.5(965) | 99.8(99.7) | 99.9(100.0) | 99.7 (100.0)

CC 99.9(79.2) |  99.9(65.0) | 99.9(61.8) | 99.9(68.0) | 99.8(70.9)
Redundancy 10.97 5.55(5.68) | 6.86(6.43) | 286 13.21

(11.02) (42.11) (11.36)

REFINEMENT

42.08-1.40 42.26-1.55 42.38-1.85 | 37.12-1.80 | 40.20-1.80

Resolution [A
esolution [A] (1.50-1.40) |  (1.60-1.55) | (1.90.1.85) | (-70-1-80) | (1.90-1.80)

No. reflections 62979 46937 40651 21394 15099
16.90/ 18.98/ 11755745/ 17.79/
Ruc / Roos 18.79 17.01/20.27 22.78 (25.'27 y 20.88
(gg.;lz)/ (29.83/34.45) (55.79 / 26.75) (;g.?g)/
’ 54.51) ’ ’
No. atoms

chain A= | | inA=1373 chain A =

1358
. . _ 1311 1348
Protein chain B chainB=1314 1249
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total: 2710 chain B =
1247
chain C =
1140
total: 3636
GDP 2x28 2x28 3x41 28 44
lons (Mg?*) 2 3 3 1 28
Water 312 249 128 124 1
B-factors 136
chain A =
chain A = 56.28
24.06 chain A =29.82 .
Protein chain B = chain B =27.51 chain B = 37.37
22.80 62.13
chain C =
61.55
chain A =
52.72
GDP 16.97 19.43 SE UL 31.40 20.65
52.18
chain C =
62.00
lons (Mg?*) 15.10 22.00 52.85 26.79 17.81
Water 31.50 36.87 55.83 43.11 15.11
R.m.s. deviations 24.43
Bond lengths [A] 0.09 0.010 0.011 0.006 0.013
Bond angles [°] 1.102 1.122 1249 0.873 1.486
Ramachandran
[%]
. 0 0
Outliers 0 0 0
Allowed 2.80 0.95 1.75 1.27 1.82
98.73
Favored 97.20 99.05 98.25 98.18
Rotamer [%]
Outliers 2.07 0.68
Allowed 0 0.33 0.78 5.52 1.37
Favored 92.41 97.95
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Reprasentative Dockingergebnisse der Verbindungen 26a, 26b und

26c

Verbindung 26a

Abbildung 66. Kovalente Docking-Ergebnisse der Verbindungen 26b (A), 26¢ (B) und 26a(C) in KRASS'3¢:GDP.
Die Docking-Posen wurden mit Programm GOLD und der Scoring-Funktion ChemPLP generiert.
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Vollstandige Proteinreinigung von HRASC'3C (Cys-light)

pesii

F2 F3 F4 F5 F6 F7 M F8 kDa
.-
— G S— 35
-_— e G G ey e —

!

15

Abbildung 67. Erste Ni?*-Affinitdtschromatographie. A: Chromatogramm der ersten Ni-AC des HRASS3C-

Konstrukts. B: Analyse der Fraktionen der Ni-AC mittels SDS-PAGE (M: PageRuler Plus Prestained Protein

Ladder, U: Uberstand vor der Zentrifugtion, D: Durchfluss, Eluatfraktionen 2-8). Die Proteinexpression und -

Reinigung wurde von Andreas Arndt, AG Rauh durchgefihrt.

B

1 2 3 4 5 M kDa
=

— -'=- 35

= =1

- ey e —

— — -
- L

Abbildung 68. Reverse Ni?*-Affinitdtschromatographie. A: Chromatogramm der zweiten reversen Ni-AC des

HRASS'3C-Konstrukts. B: Analyse der Fraktionen der Ni-AC mittels SDS-PAGE (M: PageRuler Plus Prestained
Protein Ladder, 1: Pool HRAS®'3C _ TEV, 2: HRASC'3C.Verdau mit TEV, 3: Durchlauf, 4: Pellet, 5: Elution). Die

Proteinexpression und -Reinigung wurde von Andreas Arndt, AG Rauh durchgefiihrt.
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A B
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Abbildung 69. Anionenaustausch-Chromatographie. A: Chromatogramm der IEX des HRASS'3¢-Konstrukts.
B: Analyse der Fraktionen der IEX mittels SDS-PAGE (M: PageRuler Plus Prestained Protein Ladder,

Eluatfraktionen 7-12 und 21-22). Die Proteinexpression und -Reinigung wurde von Andreas Arndt, AG Rauh
durchgefihrt.

A B

kba M F3 F4 F5 F6 F7 F8 F9 F10 F11

35

15

Abbildung 70. GroBenausschluss-Chromatographie. A: Chromatogramm der SEC des HRASS'3¢-Konstrukts.
B: Analyse der Fraktionen der SEC mittels SDS-PAGE (M: PageRuler Plus Prestained Protein Ladder,

Eluatfraktionen 3-11). Die Proteinexpression und -Reinigung wurde von Andreas Arndt, AG Rauh durchgefihrt.

Sequenzvergleich on KRASS™¢ und HRASS™3C (Cys-light)

KRasG13C 1 GHMTEYKLVVVGAGCVGKSALTIQLIQNHFVDEYDPTIEDSYRKQVVIDGET SLLDILDT
HRasG13C 1 GHMTEYKLVVVGAGCVGKSALTIQLIQNHFVDEYDPTIEDSYRKQVVIDGETSLLDILDT

XXX XA XA A A XA A XA A XA A A XA XA A XA A A XA A A A A XA A AR A XA A A A A AN A AR A AR A A A& X

KRasG1l3C 61 AGQEEYSAMRDQYMRTGEGFLILVFAINNTKSFEDIHHYREQIKRVKDSEDVPMVLVGNK
HRasG13C 61 AGQEEYSAMRDQYMRTGEGFLLVFAINNTKSFEDIHQYREQIKRVKDSDDVPMVLVGNK

R R S R S S S RS S RS S E SRR R R R RS R RS RS RS SR RS R SRR R

KRasG13C 121 DLPSRTVDTKQAQDLARSYGIPFIETSAKTRQGVDDAFYTLVREIRKHKEK
HRasG13C 121 DLAARTVESRQAQDLARSYGIPYIETSAKTRQGVEDAFYTLVREIRQH
X% kxkk AXKIXKAFHIEF AAXX XXX IXE XArAAA***Ax% %

Abbildung 71. Sequenzvergleich der KRAS und HRAS G13C-Mutanten, als Cys-light Varianten. Die Cystein-

Mutation an Position dreizehn ist rot und die Cys-light-Mutationen in griin markiert.
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LC/MS-Spektren

Abbildung 72. UV-Chromatogramm des LC/MS-Spektrums von Verbindung 9. Das Chromatogramm wurde mit
der frei zugénglichen Version von OPENCHROM ge&ffnet und visualisiert.

Abbildung 73. UV-Chromatogramm des LC/MS-Spektrums von Verbindung 5. Das Chromatogramm wurde mit
der frei zugénglichen Version von OPENCHROM gedéffnet und visualisiert.

Abbildung 74. UV-Chromatogramm des LC/MS-Spektrums von Verbindung 6f. Das Chromatogramm wurde
mit der frei zugénglichen Version von OPENCHROM geéffnet und visualisiert.
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Abbildung 75. UV-Chromatogramm des LC/MS-Spektrums von Verbindung éd. Das Chromatogramm wurde

mit der frei zugénglichen Version von OPENCHROM ged&ffnet und visualisiert.

[M+H]* calculated for CgH1sN20: 155.1
Retention time: = = 1.8 min

01 MOH]

445 [ZMHH]

Abbildung 76.LC/MS-Spektrum von (R)-N-(piperidin-3-yl)acrylamid 12b. Abbildung adaptiert aus
KIRSCHNER et. al.. Die Analyse des Spektrums sowie die Darstellung wurde von Dr. Jonas Warmuth

durchgefihrt.’®

198



[M+H]* calculated for CsH1sN20: 155.1
Retention time: tr = 1.4 min

Abbildung 77. LC/MS-Spektrum von (S)-N-(piperidin-3-yl)acrylamid 12c. Abbildung adaptiert aus

KIRSCHNER et. al.. Die Analyse des Spektrums sowie die Darstellung wurde von Dr. Jonas Warmuth durchgefihrt.
181

[M+H]" calculated for CsHi7Nz0: 169.1
Retention time: tr =2 min

'y n_o_m,znﬂ

Abbildung 78. LC/MS-Spektrum von (R)-N-(azepan-3-yl)acrylamid 12d. Abbildung adaptiert aus

KIRSCHNER et. al.. Die Analyse des Spektrums sowie die Darstellung wurde von Dr. Jonas Warmuth durchgefihrt.
181
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[M+H]* calculated for CsHi7N20: 169.1

Retention time: tr = 4.5 min

PAsH ) 2 Ponks e’y
" w1

[RM-COCHTH, "]
It S

Abbildung 79. LC/MS-Spektrum von N-(2-aminocyclohexyl)acrylamid 12e. Abbildung adaptiert aus

KIRSCHNER et. al.. Die Analyse des Spektrums sowie die Darstellung wurde von Dr. Jonas Warmuth durchgefihrt.
181

[M+H]* calculated for C7H13Nz0: 141.1
Retention time: tr = 1.6 min

Abbildung 80. LC/MS-Spektrum von (R)-N-(pyrrolidin-3-yl)acrylamid 12f. Abbildung adaptiert aus

KIRSCHNER et. al.. Die Analyse des Spektrums sowie die Darstellung wurde von Dr. Jonas Warmuth durchgefihrt.
181
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[M+H]* calculated for C7H13N20: 141.1

Retention time: tr = 1.3 min

pon’] MEPr),ERH']
i e

Abbildung 81. LC/MS-Spektrum von (S)-N-(pyrrolidin-3-yl)acrylamid 12g. Abbildung adaptiert aus

KIRSCHNER et. al.. Die Analyse des Spektrums sowie die Darstellung wurde von Dr. Jonas Warmuth durchgefihrt.
181

[M+H]* calculated for CsHisN2O: 155.1
Retention time: t: = 1.2 min

')

')
N N

RcocHeR, ')

Abbildung 82. LC/MS-Spektrum von N-(piperidin-4-yl)acrylamid Hydrochlorid 12h. Abbildung adaptiert aus

KIRSCHNER et. al.. Die Analyse des Spektrums sowie die Darstellung wurde von Dr. Jonas Warmuth durchgefihrt.
181
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[M+H]* calculated for CsH1sN20: 155.1

Retention time: t: = 1.2 min
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Abbildung 83. LC/MS-Spektrum von 1-(4-aminopiperidin-1-yl)prop-2-en-1-on 12i. Abbildung adaptiert aus

KIRSCHNER et. al.. Die Analyse des Spektrums sowie die Darstellung wurde von Dr. Jonas Warmuth durchgefihrt.
181

TK246_ent3d - UV Chromatogram (A = 254 nm)

Relative Peak Intensity (%)
5 8

H TK246_ent3d - TIC
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H

Relative Peak Intensity (%)
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[M-H]  calculated for
Ci1eH22N7013P2: 581.97

TK246_ent3d - ESI Full MS (negative mode)

[M+H]* calculated for
C16H22N7013P2": 583.97

Relative Abundance (%)

Abbildung 84. LC/MS-Spektrum von 15a. Abbildung adaptiert aus KIRSCHNER et. al.. Die Analyse des Spektrums
sowie die Darstellung wurde von Dr. Jonas Warmuth durchgefiihrt. 8
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TK256_ent3d - UV Chromatogram (A = 254 nm)

n n
0 —P-0-F-0

o
. lax,
0

Relative Peak intensity (%)
&

I
p
OH ©H 20 f \,\J I‘ f‘[
[y . I e et |
OH OH
2 4 6 8 10 12 14
A&
o "O" \f(\\‘ " TK256_ent3d - TIC

o _

B
‘5_ 80
é 60
io
S
. 0

X o I H : ] T & "
) : —
[M-H] calculated for : TK256_ent3d - ESI Full MS (negative mode)
C1sHz6N7013P2: 622.10 i

100

[M+H]*  calculated foré
C1gH2sN7013P2*: 624.10 :

Relative Abundance (%)
8

20 H s 5 % & H
[ L L i o l |
2% 30 W0 00 G 7% 500 500 1000

Abbildung 85. LC/MS-Spektrum von 15b. Abbildung adaptiert aus KIRSCHNER et. al.. Die Analyse des Spektrums
sowie die Darstellung wurde von Dr. Jonas Warmuth durchgefihrt. '®

TK268 - UV Chromatograms and TIC

§ %
H ~P=0-F-0
OH OH
OH OH
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TK268 - Mass spectrum

e
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raoen

C19H26N7013P2: 622.10 L e o
e . o Tl 2 ma e s, e
[M+H]*  calculated for ;| o et Temebi e e ol et b d L L SR e i

C19H2sN7013P2": 624.10

Abbildung 86. LC/MS-Spektrum von 15¢c. Abbildung adaptiert aus KIRSCHNER et. al.. Die Analyse des Spektrums
sowie die Darstellung wurde von Dr. Jonas Warmuth durchgefihrt. '®
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TK249_2C4 - UV Chromatogram (A = 254 nm)
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Abbildung 87. LC/MS-Spektrum von 15d. Abbildung adaptiert aus KIRSCHNER et. al.. Die Analyse des Spektrums
sowie die Darstellung wurde von Dr. Jonas Warmuth durchgefihrt. '8
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Abbildung 88. LC/MS-Spektrum von 15e. Abbildung adaptiert aus KIRSCHNER et. al.. Die Analyse des Spektrums
sowie die Darstellung wurde von Dr. Jonas Warmuth durchgefihrt. 18
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TK259_ent6d - UV Chromatogram (A = 254 nm)
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Abbildung 89. LC/MS-Spektrum von 15f. Abbildung adaptiert aus KIRSCHNER et. al.. Die Analyse des Spektrums
sowie die Darstellung wurde von Dr. Jonas Warmuth durchgefihrt. 1

TK236b_entddd - UV CI (A = 254 nm)
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Abbildung 90. LC/MS-Spektrum von 15g. Abbildung adaptiert aus KIRSCHNER et. al.. Die Analyse des Spektrums
sowie die Darstellung wurde von Dr. Jonas Warmuth durchgefihrt. '
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TK242 - UVChromatograms and TIC
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[M+H]* calculated for
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Abbildung 91. LC/MS-Spektrum von 15h. Abbildung adaptiert aus KIRSCHNER et. al.. Die Analyse des Spektrums
sowie die Darstellung wurde von Dr. Jonas Warmuth durchgefihrt. 18
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Abbildung 92. LC/MS-Spektrum von 15i. Abbildung adaptiert aus KIRSCHNER et. al.. Die Analyse des Spektrums
sowie die Darstellung wurde von Dr. Jonas Warmuth durchgefihrt. 18
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HRMS-Spektren

Spectra of peaks:
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Abbildung 93. HRMS-Spektrum von 15b. [M+H]* mit 0,9 ppm Abweichung; Uberlappung mit einer weiteren
Masse. Abbildung adaptiert aus KIRSCHNER et. al.. Die Analyse des Spektrums sowie die Darstellung wurde von

Dr. Jonas Warmuth durchgefiihrt. 18

207



Anhang

[M-H]" calculated for C19H26N7013P2 |
622.10 E A
DU,
[M+H]* calculated for C1sH2sN;O13P2*:
624.10 - ) ——
TIC: ) L
gu] L T -
T s W & O Ot Qv e
3
z Mass spectrum
: e N
0 5 10 15 0 % 30 Teme ]
— HPLC P2 11 & ] Intgm. 1 TRZEB-HPLC_P2-C4_1_17836.d: +M5, 4.4-6.1min 520953
art 152.0566
EIC:
¥ 157 339.0195
ndens.
w104 10d 624.1218
s
059
Lo ] 5253835
004
05 l‘ 200 40 600 80 1000 1200 1400wz
o o 5 10 15 20 5 Y Tere [rin] T":l"uﬂ« TRIEEHPLC P14 _1_17836.d. +MS, 448 1min #520853
TRIETRL PIC - BC (IR0 T2 [WrH, Meals (624.1715; 646, 103ATE0.005 AN S ) 0] 6241219
UV-Chromatogram: 0.8
Intens. 7 0.6
U H 0.4
LE i 02 6251246
t 6261263
L0 0.0
623 624 625 626 827 628 'z
05
P —
00
5 10 15 0 25 0 Teemn]
= ZEE] 3 o ]
EIC und UV:
Intens, T
x0d §:
159! ]
rodi J
osdi i
0o e — ———
10 15 n 5 E) Tene (]
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Abbildung 94. HRMS-Spektrum von 15c. [M+H]*

181

mit =0,6 ppm Abweichung. Abbildung adaptiert aus
KIRSCHNER et. al.. Die Analyse des Spektrums sowie die Darstellung wurde von Dr. Jonas Warmuth durchgefihrt.
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Abbildung 95. HRMS-Spektrum von 15d. [M+H]* mit —0,2 ppm Abweichung; Uberlappung mit einer weiteren
Masse. Abbildung adaptiert aus KIRSCHNER et. al.. Die Analyse des Spektrums sowie die Darstellung wurde von
Dr. Jonas Warmuth durchgefihrt. 8
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KIRSCHNER et. al.. Die Analyse des Spektrums sowie die Darstellung wurde von Dr. Jonas Warmuth durchgefihrt.
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Abbildung 98."H und "*C NMR-Spektrum von 8 in dem deuterierten Lésungsmittel CDCls.

212



Anhang

CBRTKI13_2024-08-29_13-42-33_AV400
Hi
z_Prolon MeCD MNMR-Daken CBR 3
90000
| |
i 80000
| | | | 0000
/ |
+60000
50000
40000
30000
20000
‘ 10000
) |
| I S I SN S E— NN NN U] U VU W S S S | S ——
g § = 2 2
- L < - -
T T T T T T T T . . T T T T T T : T T T .
o0 9.5 9.0 85 80 75 k) 65 50 55 S0 45 40 s 30 .5 0 L5 Lo 0.5 0.0
fi (ppm)
CBRTK 3130 2024-08-25_13-42-33_AV400 RS ]
C13 with pawer gated Praton decoupling 1] E s
_Cl3ogMeDD MMR-Datn CBR 3 V1 i | 5500
5000
4500
4000
3500
3000
2500
2000
1500
1000
'| 1 500
1 | | - | T Lo
-500
50 1 150 150 140 13 120 110 0o 50 80 m &0 50 L] E ] 2 0 ']
fL (ppm])

Abbildung 99.'H und 3C NMR-Spektrum von 9 in dem deuterierten Lésungsmittel MeOD.
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Abbildung 100."H und "3C NMR-Spektrum von éa in dem deuterierten Lésungsmittel DMSO.
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Abbildung 102.H und 3C NMR-Spektrum von éc in dem deuterierten Lésungsmittel DMSO.
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Abbildung 103.'H und "*C NMR-Spektrum von 6d in dem deuterierten Lésungsmittel DMSO.
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Abbildung 104."H und "3C NMR-Spektrum von ée in dem deuterierten Lésungsmittel DMSO.
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H NMR (400 MHz) in CDs0D
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Abbildung 106."H und "*C NMR-Spektrum von12b. Aufgrund der niedrigen Konzentration der NMR-Probe war
das Signal-Rausch-Verhaltnis unzureichend, um ein verlassliches 13C-NMR-Spektrum von Amin 12b zu erhalten.
Daher wird nur das 13C-NMR-Spektrum des Boc-geschitzten Vorlaufers gezeigt. Die TH-NMR-Signale von Amin
12b stimmen jedoch mit denen des entsprechenden (S)-Enantiomers von Amin 12c Gberein. Es kann daher mit
hoher Sicherheit geschlossen werden, dass das gewlinschte Produkt erhalten wurde. Abbildung adaptiert aus
KIRSCHNER et. al.. Die Analyse des Spektrums sowie die Darstellung wurde von Dr. Jonas Warmuth durchgefihrt.
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Abbildung 107.'"H und '*C NMR-Spektrum von12c. Abbildung adaptiert aus KIRSCHNER et. al
Spektrums sowie die Darstellung wurde von Dr. Jonas Warmuth durchgefihrt. 8!
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'H NMR (600 MHz) in CD30D
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Abbildung 108."H und "*C NMR-Spektrum von12d. Abbildung adaptiert aus KIRSCHNER et. al.. Die Analyse des
Spektrums sowie die Darstellung wurde von Dr. Jonas Warmuth durchgefihrt. '8
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Abbildung 109.'H und "3C NMR-Spektrum von12e. Abbildung adaptiert aus KIRSCHNER et. al.. Die Analyse des
Spektrums sowie die Darstellung wurde von Dr. Jonas Warmuth durchgefiihrt. '@
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Abbildung 110.'H und 3C NMR-Spektrum von12f. Abbildung adaptiert aus KIRSCHNER et. al.. Die Analyse des
Spektrums sowie die Darstellung wurde von Dr. Jonas Warmuth durchgefihrt. 8
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Abbildung 111."H und "*C NMR-Spektrum von12g. Abbildung adaptiert aus KIRSCHNER et. al.. Die Analyse des
Spektrums sowie die Darstellung wurde von Dr. Jonas Warmuth durchgefihrt. 18
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Abbildung 112."H und "*C NMR-Spektrum von12h. Abbildung adaptiert aus KIRSCHNER et. al.. Die Analyse des
Spektrums sowie die Darstellung wurde von Dr. Jonas Warmuth durchgefihrt. '8
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Abbildung 113."H und *C NMR-Spektrum von12i. Abbildung adaptiert aus KIRSCHNER et. al.. Die Analyse des
Spektrums sowie die Darstellung wurde von Dr. Jonas Warmuth durchgefiihrt.'®
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