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Kurzfassung  

Die kleine GTPase KRAS fungiert als entscheidender molekularer Schalter in 

verschiedenen zellulären 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, 

können diesen fein abgestimmten Regulationsmechanismus stören und zu einer 

Überaktivierung von Signalen führen, die das Zellwachstum fördern. Dies macht 

KRAS zu einem vielversprechenden Ziel für zielgerichtete Kre bstherapien. Obwohl 

=M"N z^|qk \ks® ^z« é|sgr® ^iªk««skªf^ªê q^z®Ï µsikªzkq®k isk 4~ª«gr¯|q«qª¯§§k ¯{ 

SHOKAT im Jahr 2013 diese Annahme. Sie entdeckten eine bisher unbekannte 

allosterische Tasche unterhalb der Switch-II-Region (Switch-II-Pocket, SWIIP). Diese 

Entdeckung führte zur Entwicklung der ersten FDA -zugelassenen KRASG12C-

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 Inhibito ren für die KRASG12C-Variante unte r 

Verwendung einer Plattform, die eine Durchmusterung verschiedener 

Strukturelemente  ermöglicht. Ausgangspunkt war ein etabliertes Struktur motiv , das 

in vielen KRAS-Inhibitoren vorkommt. Dieses wurde weiter funktionalisiert, indem 

ein MICHAEL-Akzeptor und eine Alkingruppe hinzugefügt wurden. Mithilfe eines 

Platten-basierten Ansatzes wurde das Fragment durch eine CuAAC -Reaktion mit 

448 verschiedenen Aziden diversifiziert und anschließend mittels eines zellulären 

Screenings nach Hit-Molekülen gesucht. Zur Validierung wurden die sechs Hits re-

synthetisiert und sowohl biochemisch als auch zellulär weiter charakterisiert. Diese 

Strategie ermöglichte es, wertvolle Ausgangspunkte für neue Liganden zu 

generieren, die kovalent an die KRAS G12C-Mutante bi nden können. Strukturelle 

Einblicke in die Protein -Liganden -Bindung könnten das rationale Liganden -Design 

unterstützen und künftig zu modifizierten Verbindungen führen, die hinsichtlich 

ihrer Potenz gegenüber KRAS G12C optimiert sind. Neben KRAS G12C wurde auch die 

kaum erforschte KRASG13C-Mutation untersucht, die bei etwa 6 % der 

Lungenkrebspatienten auftritt. Zwei Ansätze zur kovalenten und selektiven Bindung 

dieser Mutation wurden verfolgt: Modifizierte, GDP -basierte Nukleotidanaloga und 
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alternativ niedermolekulare Inhibitoren, die auf dem Pyridopyrimidin -Grundgerüst 

basieren und das mutierte Cys13 als kovalenten Ankerpunkt nutzen. Ziel war es, 

innovative Inhibitoren zu entwickeln, welche die biologischen Rollen dieser 

Mutationen aufklären und potenzielle therapeutische Optionen bieten. In einem 

ersten Projekt wurde der Ansatz verfolgt, orthosterische, Nukleotid -basierte 

Inhibitoren zu entwi ckeln, die mit dem natürlichen Substrat GDP um die 

Bindungstasche konkurrieren. Durch das Anfügen ein es Linkers und einer Cys-

reaktiven Gruppe ( warhead) an GDP entstanden Moleküle, die kovalent an das 

mutierte Cys13 binden können. Im Vergleich zu vorangegangenen Arbeiten wurden 

zyklische Linkermotive anstelle von linearen gewählt, um eine verbesserte 

Reaktivität 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 gegenüber 

KRASG13C nachwiesen. Zusätzlich wurde der gewünschte Bindungsmodus 

erfolgreich in Ko -Kristallisations-Experimenten bestätigt. Künftige MD -Simulationen 

könnten helfen, neue Linkermotive zu identifizieren, die die Prä -Organisation der 

Moleküle verbessern und so zur Steigerung der Bindun gseffizienz beitragen. In 

einem dritten Projekt wurden niedermolekulare Verbindungen, die bereits zur 

Bindung der SWIIP in KRASG12X beschrieben worden waren, mit einem speziellen 

Linkermotiv erweitert, sodass ein  warhead das mutierte Cys13 erreichen kann. Eine 

robuste Syntheseroute ermöglichte die Erstellung einer fokussierten 

Substanzbibliothek. Massenspektrometrie -Experimente bestätigten die erwartete 

kovalente Bindung an KRASG13C. In einem von GIST-T1-Zellen abgeleitete Zelllinie, 

welche das Onkogen KRASG13C trägt, konnten erste Effekte im zellulären Modell 

nachgewiesen werden. Optimierungsversuche könnten die Bindungseffizienz 

dieser neuen Inhibitoren weiter steigern. In einem vierten Projekt wurden AKT2 -

spezifische Sondenmoleküle verwendet, um weniger i nvasive Perturbationsstudien 

im Vergleich zu Knockout -Studien durchzuführen. Die Alkin -Funktionalität dieser 

Sonden ermöglichte die Einführung von Reportergruppen (Fluorophore, 

Affinitätstags) mittels Click -Reaktion. Ein robustes Pulldown -Protokoll wurde i n 

AKT2-exprimierenden Zellen etabliert, das zur Validierung der AKT2 -Selektivität 

und zur Identifikation von  möglichen  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 fine ly tuned regulatory mechanism and lead to an overactivation of 

signals that promote cell growth. This makes KRAS a promising target for targeted 

g^|gkª ®rkª^§sk«Î "z®r~¯qr =M"N µ^« z~|q g~|«sikªki êundruggable ëÏ SHOKAT's 

research group disproved this assumption in 2013. They discovered a previously 

unknown allosteric pocket below the switch II region (switch II pocket, SWIIP). This 

discovery led to the development of the first FDA -approved KRASG12C 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 

KRASG12C 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 KRASG12Cmutant. Structural insights into protein -ligand binding 

could support ration al ligand design and lead to modified compounds optimized 

for potency against KRASG12C in the future. In addition to KRAS G12C, the little -studied 

KRASG13C 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 d evelop innovative 

inhibitors that elucidate the biological roles of these mutations and offer potential 

therapeutic options.  



 

xvii 

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 bi nd 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 dem onstrated their covalent binding and 

inhibitory activity against KRAS G13C 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 c ontribute to increasing the binding 

efficiency. In a third project, small molecule compounds that had already been 

described to bind SWIIP in KRASG12X were extended with a specific li nker 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 G13C. In a cell line derived from GIST -T1 cells, 

which carries the oncogene KRAS G13C, 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 Bevölkerung, das Auftreten 

von Pandemien, bewaffnete Konflikte und wirtschaftliche Krisen. Zusätzlich zu 

diesen globalen Herau sforderungen stellen Erkrankungen mit erhöhter 

Mortalitätsrate ein weiteres drängendes Problem dar. Laut der 

Weltgesundheitsorganisation (WHO) ist Krebs neben Herz -Kreislauferkrankungen 

die zweithäufigste Todesursache weltweit .1 

Krebs å eine Erkrankung des Genoms - kann jedes Körpergewebe betreffen und ist 

durch unkontrolliertes Zellwachstum gekennzeichnet, was oft zur Bildung von 

Tumoren führt. Eine häufig tödlich verlaufende Komplikation ist die Metastasierung, 

bei der Tumorzell en über das Blutsystem in gesundes Gewebe gelangen und neue 

Tumore bilden .2 Neben  erhöhter Zellproliferation und -migration identifizierten 

HANNAHAN  und WEINBERG im Jahr 2000 sechs Merkmale maligner Tumorzellen, die 

als die éHallmarks of Cancer" bekannt sind. Diese umfassen die Umgehung der 

Apoptose, die Unempfindlichkeit gegenüber Antiwachstumssignalen und die 

fortwährende Angiogenese. 2 Im Jahr 2011 wurden vier weitere Eigenschaften 

hinzugefügt, darunter die tumorfördernde und entzündliche Umgebung, 

genomische Instabilität und Mutationspotenzial, Deregulation des zellulären 

Energiestoffwechsels und die Umgehung der immunologischen Erkenn ung.3 Die 

chirurgische Entfernung des bösartigen Gewebes gilt als Mittel der Wahl nach der 

Diagnose eines malignen Tumors. Wenn dies nicht möglich ist, wurde lange Zeit  

ausschließlich auf Chemo - und Strahlentherapie zurückgegriffen. Diese Therapien 

haben jedoch aufgrund ihres nicht -selektiven Wirkmechanismus Nebenwirkungen 

und beeinträchtigen die Lebensqualität der Patienten erheblich. 4, 5 Angesichts 

dieser Herausforderungen konzentrieren sich moderne Forschungsarbeiten 

zunehmend auf die Immuno -Onkologie und die zielgerichtete Krebstherapie. 6, 7  

Diese haben  bedeutende Fortschritte gemacht und tragen  nicht nur zu einer 

verbesserten Lebensqualität bei, sondern haben  auch die Lebenserwartung der 

Patienten erhöht. Diese Entwicklungen markieren einen Wendepunkt in der 

Krebsmedizin. 8 
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Präzisionsmedizin 

@kfk| ik| /ªyk||®|s««k| ^¯« ik| éHallmarks of CancerêÏ isk isk qª¯|izkqk|ik| 

zellulären Unterschiede zwischen gesunden und Krebszellen darlegen, leistete die 

umfassende Entschlüsselung des menschlichen Genoms im Jahr 2003 einen 

maßgeblichen Beitrag zur Entwicklung der Präzisionsmedizin und bildete die 

Grund lage für innovative Therapieansätze. 9 Dieser Meilenstein führte zu einem 

vertieften Verständnis genetischer Läsionen in der Pathogenese und verhalf zur 

Identifikation prädiktiver Biomarker .10, 11 Anhand dieser Biomarker werden Patienten 

stratifiziert und mit maßgeschneiderten Therapieansätzen behandelt. 12, 13 Viele 

Ansätze der zielgerichtete n Krebsmedizin stütz en sich auf den von HANAHAN  und 

WEINBERG §~«®¯zskª®k| ?kgr^|s«{¯« ikª éoncogene addiction ê,14 wobei Krebszellen 

von onkogenen Signalen abhängig sind. Durch Ausschalten dieses Signals, 

beispielsweise mittels eines niedermolekularen Inhibitors, erleidet die Zelle einen 

éoncogenic shockê ¯|i «®sªf® ^fÎ3, 15 Da gesunde Zellen nicht von diesem Signal 

abhängig sind und auf alternative Signalwege ausweichen können, bietet diese 

Herangehensweise Selektivität gegenüber nicht -malignen Zellen, wodurch sich die 

Wirksamkeit der Behandlung verbessert und Nebenwirkungen  reduziert werden. 13, 

16 Ein herausragendes und äußerst erfolgreiches Beispiel in der Präzisionsonkologie 

ist der Rezeptor -Tyrosinkinase (RTK)-Inhibitor  Imatinib (Gleevec®).17 Dieser Inhibitor 

bindet an das Fusionsprotein Bcr-Abl,  das den treibenden Faktor für die chronisch 

myeloische Leukämie ( CML) darstellt .18 Patienten, die mit Imatinib behandelt 

wurden, konnten oftmals ihre 8 -Jahres-Überlebensrate von 20 % auf 87 % steigern. 19 

Diese Erfolgsgeschichte markiert den Beginn der onkologischen Präzisionsmedizin 

und hat den Weg für Behandlungsstrategien geebnet, die auf niedermolekularen 

Verbindungen basieren, wie beispielsweise Osimertinib  (Tagrisso®) für Mutationen 

des epidermalen Wachstumsfaktor -Rezeptors (engl. epidermal growth factor 

receptor , EGFR)20, 21 oder Acalabrutinib (Calquence®) zur Behandlung von *ª¯®~|í« 

Tyrosin Kinase (BTK) getriebene m Krebs.22, 23 Trotz ihrer Erfolge weisen diese 

Behandlungsstrategien gewisse Limitationen auf, darunter die Entstehung von 

Resistenzmutationen.24-26 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 können in 20 å30 % aller humanen Tumoren 

gefunden werden .27, 28 

Die kleine GTPase RAS 

Struktur und Funktion  

Die Familie der kleinen GTPasen besteht aus fünf Subfamilien ( RAS-, Rho-, Rab-, Ran- 

und Sar1/Arf -Familie) und umfasst insgesamt ~ 150 Mitglieder. 29 Die RAS-Gene 

wurden als einige der ersten Onkogene in retroviralen Sarkomen bei Ratten  

identifiziert, was zu ihrer Namensgebung führte. 30 Die kleine GTPase RAS besteht 

aus drei Isoformen (N  (Neuroblastoma) -, H (Harvey) -, K (Kirsten) - RAS) sowie zwei 

Spleiß-Varianten von KRAS (KRAS4a und 4b). Die drei Isoformen sind hinsichtlich 

ihrer Sequenz und Funktion sehr ähnlich, was im Folgenden näher erläutert werden 

soll.31-34 Ein bedeutendes Strukturmotiv ist die Guanin -Nukleotid -bindende Domäne 

(G-Domäne), die sich aus fünf hochkonservierten Strukturmotiven (G1 -G5) sowie der 

C-terminalen hypervariablen Region (HVR) zusammensetzt. Letztere wird 

posttranslational durch Farnesyli erungs- und Palmitoylierungsreaktionen mit 

Lipidgruppen modifiziert, die für die Verankerung in der Membran verantwortlich 

sind und damit die subzelluläre Lokalisation beeinflussen. Innerhalb der G -Domäne 

sorgen spezifische Interaktionen für die Koordinat ion von Mg²ϕ, was für die Funktion 

der Hydrolysereaktion von zentraler Bedeutung ist. 35, 36 

Angefangen mit dem G1 -Motiv, auch P-Loop  genannt: Dieses hoch konservierte 

Strukturelement mit der Sequenz GxxxxGK(S/T) ist neben der Bindung des -h und ɓ-

Phosphats des Guanin-Nukleotids auch an der Mg 2+-Koordination beteiligt. 37  

Das Threonin (G2-Motiv)  innerhalb der sogenannten Switch-I-Region sowie 

Strukturelemente aus der Switch-II-Region (DxxG, G3-Motiv) sind ebenfalls an der 

Koordination des Mg 2+ beteiligt sowie an der Bindung des  ɹ -Phosphats des 

Guanosintriphosphats  (GTPs).38  
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In Abhängigkeit der Nukleotid -Bindung ( Guanosindiphosphat ( GDP) oder GTP) 

induzieren die veränderten Wechselwirkungen der G2 - und G3-Motive strukturelle 

Veränderungen der Switch-I- und Switch-II-Region, was zu einem veränderten 

Bindungsverhalten mit Effektorproteinen führt  (Abbildung 1).39 

 

Abbildung 1 . Überblick über den strukturellen Aufbau der kleinen GTPase KRAS. A: Kristallstruktur von KRASwt 

im inaktiven, GDP-gebundenen Zustand (PDB 4OBE). Charakteristische Bereiche sind farblich hervorgehoben. 

B: Detaillierter Einblick in die Ligandenbindung von GDP in KRAS wt. Wechselwirkungen sind farblich 

hervorgehoben.  
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Signalweiterleitung über RAS -Proteine 

Membranständige RAS -Proteine fungieren innerhalb der Zelle als molekulare 

Schalter, indem sie zwischen dem inaktiven, GDP -gebundenen Zustand und dem 

aktiven, GTP-gebundenen Zustand wechseln. 40 Die Kaskade wird durch 

extrazelluläre Stimuli, wie beispielsweise über EGFR initiiert, 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 können so RAS in den 

aktiven Zustand versetzen.41 Die Gegenspieler der GEFs sind GTPase-aktivierende 

Proteine (engl. GTPase-activating protein  (GAPs)), wie Neurofibromin 1 (NF1), 

welche die GTPase-Aktivität 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 

zellulären Prozessen wie Zellüberleben, Apoptose und Migration spielen. Die 

Überaktivierung von Signalwegen, die mit RAS assoziiert sind, hat weitreichende 

Auswirkungen auf die Kontrolle des Zellüberlebens  (Abbildung 2).43 Eine der 

pathologischen Konsequenzen einer solchen Überaktivierung ist die Entstehung 

von Krebserkrankungen. Upstream von RAS führt beispielsweise eine 

Überexpression vom humanen epidermalem Wachstumsfaktorrezeptor 2 ( engl. 

human epidermal growth  factor receptor  (Her2)) zu 30 % aller Brustkrebsarten.44, 45 

Proteine, die direkt mit RAS assoziiert sind, haben die Fähigkeit, die Karzinogenese 

voranzutreiben. Ein Beispiel hierfür ist die Deletion des GAPs NF1 in Kombination 

mit einer KRAS-Mutation, was zu Fällen von akuter myeloischer Leukämie (AML) 

führen kann .46 Mutationen in RAS-nachgeschalteten Proteinen wie B- rapidly 

accelerated  fibrosarcoma  (BRaf) und  Extracellular-signal Regulated Kinase (Erk) sind 

an der Entstehung von Melanomen beteiligt .47, 48 Ebenfalls können Mutationen des 

Tumorsuppressors Phosphatase and Tensin Homolog  (PTEN) sowie Aktivierungen 

von mechanistic Target of Rapamycin  (mTOR) und AKT zu diversen Krebsarten 

führen. Häufiger finden sich jedoch aktivierende  Mutationen im RAS-Gen.49  
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KRAS ist das häufigste, mutierte Onkogen (86 %), gefolgt von N RAS (11 %) und 

HRAS (3 %). Die meisten Punktmutationen lassen sich in den G -Domänen finden und 

betreffen die Codons G12, G13 und Q6. Diese beeinflussen unter anderem die 

Interaktion mit GAPs und begünstigen, dass GTP nicht hydrolysiert werden kann 

und somit RAS vorwiegend im aktiven Zustand verbleibt.  

 

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..43 PDB 4OBE, 5VQ2. 

 

 



Einleitung  

7 

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 .40 Bei G13D-mutierten RAS-Varianten kommt eine erhöhte, von GEFs 

unabhängige Nukleotid -Austauschrate hinzu. Bei Q61 -Mutanten hingegen 

verhindert die Mutation die korrekte Positionierung eines katalytischen 

Wassermoleküls, das für die GTP-Hydrolyse essenziell ist. Auch bei diesen Mutanten 

zeigt sich eine deutlich verminderte GAP -katalysierte Hydrolyse im Vergleich zum 

Wildtyp  (Abbildung 3).50 

 

Abbildung 3 . A: Dysregulierung  des Schalter-Mechanismus, welches das Gleichgewicht zum aktivierten GTP -

gebundenen RAS verschiebt und somit zu einer Überaktivierung der Signalwege führt. B: Hotspot -Mutationen 

innerhalb des KRAS-Proteins, welche zu einer erhöhten Aktivität von KRAS führen  können. PDB 4OBE, 5VQ2. 
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Zielgerichte Adressierung von KRAS 1 

Obwohl RAS eine Schlüsselrolle in der Karzinogenese zukommt, gab es lange Zeit 

keine erfolgreichen Ansätze, RAS gezielt zu adressieren und somit zu inhibieren. Ein 

Grund war die flache Oberfläche des Proteins, die keine ersichtlichen Kavitäten für 

potenzielle Binder bietet. Anders als bei dem erfolgreichen Konzept der 

Adenosintriphosphat ( ATP)-kompetitiven  Kinase-Inhibitoren stellt die GDP -

Bindungstasche bei RAS keine geeignete Bindungsstelle für Inhibitoren dar. 51 Die 

Affinität für GDP und GTP, welche sich im picomolaren Bereich befindet, gepaart 

mit der sehr hohen intrazellulären Konzentration von GDP (40 µM) und GTP 

(400 µM), ist eine zu große Hürde für die Entwicklung von Nukleotid -kompetitiven 

RAS-Inhibitoren. 52, 53 Dieses Konzept wurde dennoch erfolgreich durch den Einsatz 

von kovalent -bindenden Nukleotid -Analoga angewandt. 54 Weiterhin richtete sich 

der Fokus auf andere Strategien. Beispielsweise wurde am MAX-PLANCK-INSTITUT FÜR 

MOLEKULARE PHYSIOLOGIE in Dortmund versucht, die korrekte zelluläre Lokalisation  

von RAS zu stören.55-57 Auch die Störung der Protein-Protein-Interaktion (PPI) von 

RAS zu seinem Effektor SOS durch eine niedermolekulare Verbindung führte zu dem 

vielversprechenden Kandidaten BI -1701963. 58 

Der Durchbruch zur gezielten Adressierung von K RAS gelang dem Labor von  

KEVAN SHOKAT im Jahr 2013 . Mithilfe des sogenannten Tethering -Ansatzes, der eine 

fragment -basierte Durchmusterung einer aus 480 Molekülen bestehenden Disulfid -

Bibliothek beschreibt, konnten geeignete Binder identifiziert werden, die kovalent 

(über eine Disulfidbrücke) an die KRAS G12C-Variante binden .59 Durch eine 

Kristallstruktur von K RASG12C im Komplex mit einem der detektierten Hits bestätigte 

sich der kovalente Bindungscharakter und es offenbarte sich eine zuvor 

unentdeckte Tasche unterhalb der Switch-II-Region neben der Nukleotid -

Bindetasche. Diese wurde durch die Neuorientierung der Switch-II-Region 

verursacht. In weiteren  biochemischen Assays zeigte sich, dass hierbei der inaktive 

GDP-gebundene Zustand von K RAS stabilisiert wird und die Signalweiterleitung 

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

 

1 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 

ermöglicht eine Mutanten -selektive Adressierung, welche den Wildtypen (wt)  

umgeht . Lange Zeit gab es Bedenken gegenüber kovalenten Inhibitoren aufgrund 

einer potenziellen Toxizität, welche durch eine unspezifische kovalente Modifikation 

von Proteinen verursacht werden kann .60 Weiter kann es zu der Entstehung von 

Resistenzmutationen kommen, wodurch die gewünschte Aminosäure aufgrund von 

Reaktivitätsunterschieden nicht mehr adressiert werden kann .61 Dennoch konnte die 

erfolgreiche kovalente Adressierung in der zielgerichteten Krebstherapie anhand 

von Beispielen wie den Kinase -Inhibitoren Neratinib 62 oder Osimertinib 63 gezeigt 

werden. Bei diesen fungiert eine ,hɓ-ungesättigte Gruppe, eine Acryl oylgruppe, 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 .61, 64 Hinzu kommt häufig eine gesteigerte Potenz des Inhibitors, da 

keine Dissoziation des Liganden stattfindet. 65, 66 Die erfolgreiche Entdeckung der 

sogenannten Switch-II-Pocket (SWIIP) legte den Grundstein für die kürzlich von der 

U.S. Food and Drug Administration  (FDA) zugelassenen KRAS-Inhibitoren Soto rasib 

(AMG510, LUMYKRAS®, Amgen ) (4)67 und Adag rasib (MRTX849, KRAZATI®, Bristol 

Myers Squibb ) (1),68, 69 welche die Behandlung von K RASG12C-mutierten Lungenkrebs 

revolutionierten. 70 Die Entwicklung von Inhibitoren für häufig 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 d ie gezielte Adressierung weiterer 

Mutanten bis vor Kurzem unerfüllt. 71 Da die SWIIP als bevorzugte Bindungstasche 

für KRAS fungiert und direkten Zugang zum mutierten Rest an Position 12 bietet, 

wurden die Erkenntnisse aus der erfolgreichen Adressierung von KRAS G12C genutzt, 

um Moleküle zu entwickeln, die andere relevante Mutationen adressieren. Hierzu 

wurden bereits bekannte SWIIP -Binder genutzt und mit reaktiven Gruppen bestückt, 

die å in den meisten Fällen å kovalent mit den erworbenen G12X -Mutationen 

reagieren können, ohne das wt-Protein zu beeinflussen. Diese aktuellen 

Erkenntnisse stellen innovative Werkzeuge für das Design von warheads dar, die 

nicht -katalytische Reste adressieren und über das herkömmliche Konzept der Cys -

Modifikationen hinausgehen.  
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Die Ansätze eröffnen zudem neue Perspektiven für die gezielte Adressierung 

weiterer häufig auftretender Mutationen wie G12V und G12A. Die Konzepte sollen 

im Folgenden näher beleuchtet werden. 71 

Abgesehen von der G12C -Mutation, die eine kausale Rolle bei nicht -kleinzelligem 

Lungenkrebs (NSCLC) (42 %)72 und  bei kolorektalen Karzinomen (8 %) 73 spielt, 

kommt es an Codon 12 ebenfalls zu einem Austausch von Glycin zu Glutamat 

(G12D), Arginin (G12R) und Serin (G12S).71 Die häufigste KRAS-Mutation ist die 

Punktmutation G12D 74, welche 39 % der Fälle von duktalem Pankreas -

Adenokarzinom, 75 36 % der kolorektalen Karzinome 73 und 17 % der NSCLC-Fälle 

ausmacht.72, 76 Da G12D die häufigste KRAS-Mutation ist, jedoch nicht über den 

kovalenten Ankerpunkt Cys12 verfügt, stellte sich die Herausforderung, wie ein 

Inhibitor wie Adagrasib  (1) in einen wirksamen und selektiven Inhibitor für G12D 

umgewandelt werden könnte. 74 Da KRASG12C-Inhibitoren vergleichsweise schwache 

reversible Bindungsaffinitäten aufweisen (Adagrasib  (1) Ki þ ÁÏÅ Ȑ?68, Sotorasib (4) 

Ki = 86 Ȑ?67, ARS-853 (3) Ki = 200 ȐM77), mussten zwei wesentliche Hürden 

überwunden werden, um einen reversiblen Inhibitor für KRAS G12D zu erhalten. Ein 

rein reversibler Inhibitor erforderte eine viel höhere Affinität und Selektivität, um die 

fehlende kovalente Bindung zu ersetzen. Hier diente Adagrasib  (1) als 

Ausgangspunkt, da es die höchste reversible Affinität und zusätzliche günstige 

Wechselwirkungen im Vergleich zu anderen KRAS G12C-Inhibitoren aufwies. 

Namentlich bildet der Cyanstickstoff eine Wechselwirkung mit der Carbonylgruppe 

von Gly10, was die Bindungsaffinität erhöht. Zweitens bildet die N-Methylpyrrolidin -

Gruppe an der C2 -Position des Kerns eine ionische Wechselwirkung mit der 

Seitenkette von Glu62. In einer systematischen und iterativen Untersuchung, die die 

Modifikation verschiedener Substituenten an den 2 -, 4- und 7 -Positionen des 

kürzlich identifizierten Kernscaffolds Pyrido[4,3 -d]pyrimidin umfasste, entdeckten 

WANG et al. ein Molekül mit bemerkenswert hoher Affinität und Selektivität 

gegenüber KRASwt, MRTX1133 (2). Die Ko-Kristallstruktur von KRASG12D im Komplex 

mit MRTX1133 (2) lieferte wertvolle Einblicke in die Wechselwirkungen, die zu dem 

niedrigen Dissoziationskonstanten (K d) von ~0,2 pM beitragen. Die Modifikation an 

der 2 -Position hat das Potenzial, eine günstige ionische Wechselwirkung mit Glu62 

zu bilden.  
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Der Naphthyl -Substituent besetzt eine hydrophobe Tasche, die von Val9, Met72, 

Phe78, Ile100 und Val103 aufgespannt wird. Die angehängte Alkin -Gruppe 

interagiert weiter mit einem Wassermolekül, das von Gly10, Val8 und Thr58 

koordiniert wird. Zudem bildet da s starre bizyklische Amin eine Salzbrücke mit dem 

erworbenen Asp12. Diese zusätzliche Wechselwirkung  vermittelt eine ~  500-fache 

Selektivität gegenüber KRAS wt (Abbildung 4).74, 78 MRTX1133 (2) befindet sich 

derzeit in einer klinischen Studie (Phase 1/2) für Patienten mit fortgeschrittenen 

soliden Tumoren, die eine KRASG12D -Mutation aufweisen (NCT05737706). 

Darüber hinaus ebnete MRTX1133  (2) ik| Wkq p²ª i^« éRepurposingê ik« 

Kerngrundgerüsts durch MIRATI PHARMACEUTICALS für weitere Mutanten -spezifische 

KRASG12X-Inhibitoren.  

 

Abbildung 4 . A: Darstellung des iterativen Optimierungsprozesses von Adagrasib  (1) zu dem KRASG12D Inhibitor 

MRTX1133 (2). B: Ko-Kristallstruktur von Adragrasib kovalent gebunden in der KRAS G12C-Mutante (PDB 6UT0).68 

C: Ko-Kristallstruktur von MRTX113  (2) gebunden in der KRAS G12D-Mutante (PDB 7RPZ).78 Abbildung adaptiert 

von KIRSCHNER et al..71 



Einleitung  

12 

Die zahlreichen Vorteile, die mit kovalenten Medikamenten verbunden sind, lassen 

sich in der Literatur in einer Reihe an Untersuchungen finden, wobei mutierte 

Aminosäuren in KRASG12X kovalent adressiert werden.   

Hierzu wurde das für KRASG12D hinsichtlich seiner reversiblen Affinität optimierte 

Grundgerüst genutzt und mit reaktiven Gruppen dekoriert, welche die jeweils 

erworbene Aminosäure kovalent modifizieren. Da für die Aminosäuren Glutamat, 

Arginin und Serin geringere nukleophile Reaktivitä ten im Vergleich zu Cysteinen 

berichtet wurden, 79-81 stellt die Adressierung dieser Aminosäureseitenketten eine 

besondere Herausforderung dar.  

Über  die kovalente Adressierung von G12D berichteten erstmalig YU et al. und 

ZHENG et al. Hierzu wurden bekannte SWIIP -Binder mit Oxiran - und Aziridin bzw. ɓ-

Lacton-basierten Elektrophile ausgestattet  (Abbildung 5).79, 82 Diese konnten die 

gewünschte kovalente Modifikation des Asp in MS- und Ko-Kristallisations Studien 

bestätigen.  Struktur-Aktivitäts -Beziehungsstudien (SAR) zeigten, dass insbesondere 

S-konfigurierte Oxirane  ein erhöhtes Maß an kovalenter Proteinmodifikation 

aufweisen, was darauf hindeutet, dass diese Konfiguration des Elektrophils besser 

ausgerichtet ist, 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 -5ǋ-[ɓΣʴ-imido]triphosphat (GppNHp) 

gebunden ist, während sie keine oder nur geringe Modifikationen für den WT von 

KRAS sowie die Mutanten G12R, G13D, Q61R und Q61K zeigt. Untersuch ungen der 

Ko-Kristallstrukturen von YK-8S (4) im Komplex mit G12D (PDB 8JHL) und G12C 

(PDB 8JGD) zeigten, dass der Inhibitor in beiden Fällen 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 Oxira nring. Dieser Unterschied 

wird der längeren Seitenkette von Asp12 zugeschrieben, die die 2 -Position 

zugänglicher für den Angriff macht. Im Gegensatz dazu reagiert die kürzere Cys12 

bevorzugt mit der unsubstituierten 1 -Position. Erste in-vitro-Zellstudien zeigten 

jedoch nur geringe zelluläre Aktivitäten, was derzeit noch eine Einschränkung dieser 

Verbindungen darstellt. 79  
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Das Molekül (RS)-1 zeigte eine schnelle kovalente Markierung von KRAS G12D, jedoch 

keine Reaktivität gegenüber KRAS wt oder der nicht natürlich vorkommenden 

Mutante KRASG12E.  

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-

Bindungsdomäne (Raf -RBD) å eine bedeutende E rkenntnis, insbesondere 

angesichts der Tatsache, dass die G12D -Mutante eine stark beeinträchtigte GTP -

Hydrolyse aufweist und daher vorwiegend im aktiven Zustand vorliegt. Das Molekül 

(RS)-1 wurde in mehreren Runden weiter optimiert und führte so zum Inhibitor ( R)-

7 (6). Diese Verbindung zeigte in zellulären Studien eine mutanten -spezifische 

Markierung und Hemmung gegenüber KRAS G12D, jedoch keine Wirkung auf 

Krebszelllinien ohne die G12D -Mutation. Reversible Gegenstücke von ( R)-7 (6) 

wiesen eine signifikant geringere zelluläre Potenz auf, was die Bedeutung der 

kovalenten Natur des Inhibitors verdeutlicht. Die Ko -Kristallstruktur (PDB 8T4V) von 

KRASG12D und (RS)-1 zeigte eine ähnliche Orientierung in der Bindungstasche wie 

der G12C -Inhibitor Adagrasib ( 1).82  
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Abbildung 5 . A: Reaktions-Mechanismus des Dual -Inhibitors YK-8S (4) mit den mutierten Aminosäuren Asp12 

und Cys12 in den KRAS-Varianten G12D und G12C. 79 B: Reaktions-Mechanismus des KRASG12D-

Inhibitors  (R) 7 (6).74 Abbildung adaptiert von KIRSCHNER et al..71 

Die KRASG12R-Mutation tritt hauptsächlich bei Bauchspeicheldrüsenkrebs (17 %) 75 

auf, ist jedoch auch in sehr wenigen Fällen von kolorektalem Krebs und NSCLC 

(Ḑ1 %)72 zu finden. In der Entwicklung neuer Inhibitoren, die KRAS G12R gezielt 

ansprechen, funktionalisierten ZHANG et al. den üblicherweise verwendeten SWIIP -

Binder mit einer potenten elektrophilen Gruppe: einem ,hɓ-Diketoamid. Die daraus 

resultierende Verbindung 3  (8) zeigte bemerkenswerte Selektivität für KRAS G12R 

gegenüber KRASwt, KRASG12D, KRASG12V, KRASQ61R, KRASQ61K und KRASQ61L (Abbildung 

6). Obwohl Verbindung 3  (8) den SOS-vermittelten Nukleotid -Austausch inhibiert, 

wurde in KRASG12R-mutierten Zelllinien keine zelluläre Aktivität bei Konzentrationen 

unter 100  Ȑ? |^grqkµsk«k|Î %r|zsgr µsk ^|ikªk ?¯®^®s~|k| s{ +~i~| ¿À 

beeinträchtigt G12R die GTPase -Aktivität, was zu einem überwiegend GTP -

gebundenen Zustand von KRAS führt. Die Autoren v ermuteten daher, dass 

Verbindung 3 (8) nur mit dem GDP -gebundenen Zustand interagieren kann und 

bestätigten dies durch die Beobachtung kovalenter Modifikationen von KRAS, wenn 

das Lysat mit einem Überschuss an GDP vorgeladen wurde.  
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Die strukturelle Analyse der Ko -Kristallstruktur (PDB 8CX5) zeigte, dass Verbindung 

4 in der SWII-Pocket von KRASG12R bindet und Arg12 kovalent modifiziert. 81  

KRASG12S-Mutationen werden in 6 % der kolorektalen Karzinome 73 und in 5 % von 

NSCLC-Fällen beobachtet, 72 was eine weitere bemerkenswerte Hotspot -Mutation 

darstellt. Ähnlich wie bei früheren Ansätzen verwendeten  ZHANG et al. das 

MRTX1133 (2)-Grundgerüst  und  entwickelte n Verbindung G12Si -5 (10 ), welches 

eine selektive, kovalente Bindung mit KRAS G12S im Gegensatz zum KRASwt-Protein 

oder der GppNHp -gebundenen Form  zeigte  (Abbildung 6). Darüber hinaus hemmt 

G12Si-5 (10 ) den durch SOS katalysierten Nukleotidaustausch. Die Ko -

Kristallstruktur von KRASG12S im Komplex mit G12Si -1, einem Analogon von G12Si -

5 (10 ), lieferte Einblicke in die Bindung des Liganden und zeigte eine ähnliche 

Ausrichtung wie bei G12C -Verbindungen und bestätigte die beabsichtigte 

spezifische Acylierung von Ser12. Dabei öffnete sich der Ring, wodurch der 

Carbonylsauerstoff eine Wasserstoff brücke mit Lys16 ausbilden kann, und der 

sekundäre Alkohol wurde in ein Wasserstoffbrückennetzwerk eingebunden,  das 

durch das Rückgrat von Gly10 und ein Wassermolekül vermittelt wird .80 
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Abbildung 6 . A: Reaktion von Compound 3  (8), was Arg12 in der KRASG12R Variante kovalent modifiziert. 81 B: 

Reaktions-Mechanismus des Ser12 der KRASG12S-Variante mit G12Si-5 (10 ).80 Abbildung adaptiert von 

KIRSCHNER et al..71 
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Herausforderungen und Chancen der Adressierung von onkogenen KRAS 

Varianten 

Die Entwicklung von warheads, die nicht -katalytische Aminosäureseitenketten 

adressieren, stellt bedeutende Fortschritte im Bereich der Wirkstoffforschung dar. 

Diese können 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 für die Entwicklung 

potenzieller KRASG12X-Inhibitoren, die therapeutisch von großem Nutzen wären. 

Darüber hinaus erweitern sie das Spektrum an reaktiven Gruppen, die wic htige 

Anwendungen, beispielsweise in der aktivitätsbasierten Prote omprofilierung 

(ABPP), finden könnten. Dennoch stehen die hier diskutierten Verbindungen auch 

vor Herausforderungen und Limitationen. So bleibt abzuwarten, wie die 

gefundenen Ergebnisse in zelluläre Systeme, Tiermodelle und letztlich klinische 

Studien überse tzt werden können. Insbesondere können sie eine begrenzte 

Stabilität aufweisen, was ihre Wirksamkeit als therapeutische Wirkstoffe erheblich 

beeinträchtigen könnte. Diese Einschränkung unt erstreicht die Notwendigkeit, 

Liganden weiter zu entwickeln und zu optimieren, die effektiv eine breitere Palette 

von KRAS-Mutationen ansprechen können, unter Berücksichtigung 

pharmakokinetischer Eigenschaften und Stabilität, um ihre klinische Anwendbarkei t 

und ihr therapeutisches Potenzial zu verbessern. Darüber hinaus werden 

Resistenzmutationen in Zukunft eine zusätzliche Herausforderung darstellen, 

ähnlich den bereits bei Sotorasib  (4)/  Adagrasib  (1) beobachteten 

Resistenzmutationen.83 Beachtenswert ist, dass bisher keine Liganden identifiziert 

wurden, die andere häufig auftretende KRAS -Mutanten wie KRASG12V, KRASG13X und 

KRASQ61X ansprechen.  

Neben pan -RAS-Inhibitoren wie BI -286584 oder der Verwendung von Peptid -

basierten KRAS-Inhibitoren, z.B. dem klinischen Kandidaten LUNA18, 85-87 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 Molekül selbst und dem ubiquitären Chaperon 

Cyclophilin A ermöglichen. Die Bildung dieses Tri -Komplexes stört direkt die 

Bindung an Effektoren/GEFs wie Raf -RBD, PI3K und SOS1.88  
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Dieses Konzept wurde von REVOLUTION MEDICINES weiterentwickelt und führte zu 

einer Reihe von Allel -spezifischen Verbindungen (RAS G12C: RMC-6291 

NCT05462717 und NCT06162221; RAS G12D: RMC-9805 NCT06040541; RASG12V: 

RMC-5127; RASQ61H: RMC-0708; RASG13C: RMC-8839) sowie einer RASmulti -

Verbindung (RMC -6236, NCT05379985 und NCT06162221). Diese Verbindungen 

befinden sich derzeit in klinischen Studien oder im IND -Stadium. Beachtenswert ist, 

dass sie auch Schlüsselmutationen wie KRASG12V, KRASG13C und KRASQ61H 

ansprechen, welche anderweitig  nicht erfolgreich a dressiert wurden. 89 

Ein weiterer Ansatz basiert auf dem Prinzip der Proteolysis-targeting -Chimeras 

(PROTACs). In diesem Zusammenhang dienten etablierte KRAS G12C-Binder als 

Ausgangspunkt, die mit  einem Linker ausgestattet wurden  und so ein 

Erkennungsmotiv für E3 -Ligasen mit dem Molekül 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 , können sie nicht, wie für 

PROTACs üblich als wiederverwendbare Katalysatoren der Degradierung dienen .90-

92 Interessanterweise wurde kürzlich ein kovalent reversibler PROTAC (YF135) mit 

einem substituierten Cyanacrylamid -warhead entwickelt. 93 Darüber hinaus befindet 

sich der KRASG12D-Degrader ASP3082 derzeit in einer klinischen Studie 

(NCT05382559). 94 Ähnlich wie der Ansatz von REVOLUTION MEDICINES stellt diese 

Technologie eine vielversprechende Strategie zur Bekämpfung von RAS -mutiertem 

Krebs dar und bietet ein innovatives Behandlungspotential. 95 
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Motivation und Zielsetzung  

Aufgrund der maßgeblichen Rolle von KRAS in zellulären Prozessen und der 

Tumorentstehung bleibt KRAS ein attraktiver Ansatzpunkt für die gezielte 

Behandlung von KRAS-mutierten oder durch KRAS getriebenen Tumoren. Seit 

einem Jahrzehnt, beginnend mit der weg weisenden Entdeckung de r SWIIP durch 

die Arbeitsgruppe um KEVAN SHOKAT, wurde  die Inhibition der KRAS G12C-Mutante 

durch niedermolekulare Verbindungen untersucht und optimiert. Dies führte in den 

Jahren 2021 und 2022 zur Zulassung von Sotorasib 67 und Adagrasib  (1)68 und damit 

zu einem Durchbruch in der Behandlung von KRAS G12C-mutiertem Lungenkrebs. 71 

Angesichts der intensiven Erforschung der G12C -Variante sollte diese als 

Modellsystem dienen, um eine Plattform zu etablieren, die es ermöglicht, 

Ausgangspunkte für neuartige kovalente Inhibitoren zu generieren. Dazu w urde  ein 

bereits bekanntes kovalentes Strukturmotiv, das in nahezu allen G12C -Inhibitoren 

vorhanden ist, ausgewählt und mit einem Alkin versehen, um eine Diversifizierung 

mittels Kupfer -katalysierter Alkin -Azid-Zykloaddition (CuAAC) zu ermöglichen. 

Mithilfe ei nes plattformbasierten Systems so llten in einem Durchlauf 448 

verschiedene Azide mit dem Alkin -Grundbaustein reagieren und ohne weitere 

Aufreinigung direkt in einem zellulären Assay auf ihre biologische Aktivität getestet 

werden, wodurch eine zeit - und ressourcensparende Generierung einer Screening-

Bibliothek ermöglicht w urde .96 Identifizierte Hits durchl iefen eine Re-Synthese zur 

Hit-Validierung und weiteren Charakterisierung. Das Projekt soll te 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 ermöglichen kann. 

Neben der bekannten  KRASG12C-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 G13C-Mutation abzielen, um 

Werkzeugmoleküle zu schaffen, die das biologische Verständnis der Rolle dieser 

Mutation in der Karzinogenese vertiefen.  
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Die Ergebnisse dieser Untersuchungen können als Grundlage für neue und 

innovative Behandlungsansätze für derartige  Tumore dienen.  Analog zur  G12C-

Mutation befindet sich das erworbene Cys13 im P-Loop  und könnte somit ein 

potenzieller Angriffspunkt für kovalente Modulatoren darstellen. In dieser Arbeit 

sollten zwei verschiedene Ansätze zur kovalenten und selektiven A dressierung  der 

noch weitgehend unerforschten G13C -Mutation verfolgt werden. Im Rahmen des 

ersten Projekts soll ten 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. 97 GOEBEL et al. diskutieren in ihrer Veröffentlichung, dass 

die Inhibitoren lediglich eine moderate kovalente M odifikation gegenüber dem 

erworbenen Cystein aufweisen . Zur Optimierung dieses Ansatzes soll ten Docking -

Studien das Design neuer, zyklischer statt linearer Linker lenken, um eine 

verbesserte Prä-Organisation und damit auch eine erhöhte Reaktivität der 

kovalenten Modulatoren zu erreichen. Diese soll ten anschließend in biochemischen 

Untersuchungen charakterisiert werden, um den Erfolg dieses Ansatzes zu 

überprüfen . Ein zweiter Ansatzpunkt besteht in der zielgerichteten und kovalenten 

Adressierung  von KRASG13C über die allosterische SWIIP. Es ist bekannt, dass neben 

der G12C -Variante auch andere Mutationen des Codons 12 (wie z.B. G12D 78, G12S80 

und G12R81) mithilfe eines Pyridopyrimidin -Grundgerüsts Mutanten -spezifisch in 

dieser Tasche adressiert werden können, wodurch  das Protein inhibiert wird . In 

Anlehnung an dieses Konzept soll ten erstmals Inhibitoren entwickelt werden, die 

dasselbe Grundgerüst wie die bekannten Verbindungen aufweisen, jedoch über 

einen verlängernden Linker kovalent an das erworbene Cys13 im P-Loop  binden 

können. Geeignete Moleküle soll ten zunächst durch kovalente Docking -Studien 

identifiziert und durch eine zu etablierende robuste Synt hesestrategie hergestellt 

werden. Diese Synthesestrategie soll te aus Literatur-bekannten Bedingungen 78 so 

abgewandelt werden, dass der gewählte Linker in die Verbindungen inko rporiert 

werden kann. In biochemischen und zellulären Studien soll ten sie auf ihre 

Wirksamkeit hin untersucht werden. Darüber hinaus soll ten strukturelle Einsichten 

bei Optimierungsversuchen helfen, die Bindungseigenschaften der neuartigen 

Inhibitoren zu verbessern.  
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Das Ziel dieser Dissertation war es, durch verschiedene Ansätze wie rationales 

Wirkstoffdesign und effiziente Hochdurchsatzverfahren neuartige, kovalent -

bindende Inhibitoren für die Onkogene KRAS G12C und KRASG13C zu entwickeln. Diese 

neuen Verbindungen sollten gezielt an diese Onkogen -Varianten binden und das 

bestehende Spektrum an möglichen therapeutischen Verbindungen erweitern. Die 

Entwicklung solcher Inhibitoren dient nicht nur dazu, das Verständnis für die 

biologische Funktion dieser Onkogene zu vertie fen, sondern eröffnet auch 

potenzielle Ansätze für innovative Behandlungsmöglichkeiten.  

Neben KRAS spielt die Proteinkinase AKT eine zentrale Rolle in zellulären 

Signaltransduktionswegen und wirkt primär als negativer Regulator der Apoptose. 

Bislang war es schwierig, geeignete AKT -Inhibitoren für Tumore zu entwickeln, die 

eine Überaktivierung  des AKT-Signalwegs aufweisen, da die spezifischen Einflüsse 

der verschiedenen AKT -Isoformen nur unzureichend verstanden waren. Für ein 

detaillierteres Verständnis sind hochspezifische, Isoform -selektive Sondenmoleküle 

essentiell, da sie Erkenntnisse über die zelluläre Lokalisation der Isoformen sowie 

detaillierte Einblicke in das Interaktom von AKT liefern können. Im Rahmen dieser 

Arbeit wurden, basierend auf Vorarbeiten von Dr. Lena Quambusch, AKT2 -

spezifische Sondenmoleküle genutzt, um ein robustes Pulld own-Protokoll in AKT2 -

exprimierenden Zellen zu etablieren. Ziel war es, die Selektivität der Sonden in 

zellulären Systemen mittels MS/MS -Studien zu überprüfen und potenzielle 

Interaktionspartner zu identifizieren. Hierzu sollte die Alkin -Funktionalität der  

Sondenmoleküle verwendet werden, um Reporter wie Fluorophore oder Affinitäts -

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

Entwicklung von neu en KRASG12C Inhibitoren mit Hilfe eines Fragment -

basierten Ansatzes 

Eine der häufigsten 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 Molekül, was zu den 

beiden zugelassenen Wirkstoffen Sotorasib  (AMG510) (4)67 und Adagrasib 

(MRTX849) (1)68 führte. 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 zeit ökonomischen Methoden zur Identifikation 

neuer kovalenter Inhibitoren.  

Obwohl es für die KRASG12C-Mutation bereits zwei therapeutische Wirkstoffe zur 

Behandlung von Lungenkrebs gibt, kann es im Laufe der Behandlungen zu 

Zweitmutationen und somit zu einer möglichen Wirkstoffresistenz kommen. 83 Vor 

diesem Hintergrund kann es weiterhin interessant und hilfreich sein, Moleküle zu 

finden, welche kovalent die KRAS G12C-Variante binden, sich aber strukturell von 

Sotorasib (4) bzw. Adagrasib  (1) unterscheiden. Mit dem Ziel, möglichst schnell 

neuartige KRASG12C-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 über eine Click -Reaktion weiter modifiziert und somit diversifiziert 

haben. 96 Die Derivatisierung findet am Ende der Syntheseroute statt, um den Nutzen 

eines einzigen Intermediates zu maximieren.  
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Durchmusterung zur Identifikation von Hit-Molekülen  

Als Ausgangspunkt für die Durchmusterung  innerhalb  dieses Projekts wurde ein 

Strukturelement gewählt, das häufig in KRAS -Inhibitoren vorzufinden ist. 67, 68, 98 Das 

Piperazin-Motiv weist aufgrund der zwei Amin -Funktionalitäten zwei Exit -Vektoren 

auf. Einerseits wird das eine Amin mit einem MICHAEL-Akzeptor dekoriert, um den 

kovalent bindenden Charakter der zukünftigen Modulatoren zu erhalten. 

Andererseits wird das zweite Amin mit einem Alkin funktionalisiert  (RL2473 (5)) 

(Abbildung 7). Eine Alkin-Funktionalität kann in vielen klassischen Reaktionen mit 

Übergangsmetall -Katalysatoren oder perizyklischen Bedingungen eingesetzt 

werden .99-101 Dabei ist zu beachten, dass die Acrylamid -Funktionalität nicht in der 

Reaktion interferiert.  Die CuAAC stellt hierbei eine geeignete Methode dar, da sie 

sowohl wasser- als auch lufttolerant ist. 102, 103 Die hier präsentierte Methode der High-

Throughput -Nanomolar -Scale-Synthese ermöglicht Reaktionen mit lediglich 

300 nmol Startmaterial und funktionalisiert dieses effizient und ökonomisch. 

Darüber hinaus ermöglicht sie die Reduktion von Lösungsmitteln. Da die Synthese 

auf einem plattformbasierten Verfahren beruht, eignet sich diese Methode weniger 

zur Aufreinigung der Reaktionsgemische, weshalb rohe, nicht gereinigte 

Verbindungen weiterverwendet werden. 96 Das plattenbasierte Format erlaubt 

jedoch die frühzeitige Integration für weitere biologische Experimente, um 

Einblicke in die SAR zu gewinnen. Diese werden auch als NanoSAR bezeichnet  

(Abbildung 7).104 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. 102, 105 
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Abbildung 7. A: Drei literaturbekannte kovalent -bindende KRASG12C-Inhibitoren. Das gemeinsame 

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. 23 

Die neu generierten Verbindungen werden unter Anwendung eines CellTiter -Glo 

(CTG)-Assays an NCI-H358-Zellen auf ihre zelluläre Potenz hin untersucht. Dabei 

werden die Zellen mit KRAS G12C-Mutationen in zwei unterschiedlichen 

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

zur prozentualen Zellviabilität sind in Abbildung 8 aufgeführt . 

 

2 Die plattformbasierte Click -Reaktion wurde in der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Nir London 
(Weizmann-Institut für Wissenschaften, Israel) entwickelt und zur Verfügung gestellt.  
3 RL2473 (5) wurde initial von Dr. Lisa Goebel im Rahmen ihrer Masterarbeit synthetisiert.  
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Abbildung 8. A: Tabelle der prozentualen Zellviabilität der erhaltenen Hit-Verbindungen gemessen auf H358 -

Zellen bei einer Konzentration von 1 und 5  µM. B: Chemische Strukturen der Azide, welche in den Hit-

Verbindungen vorkommen. 4 

In dieser Untersuchung konnten sechs Verbindungen als potenzielle Hit-Moleküle 

identifiziert werden. Diese Hit-Moleküle weisen insgesamt bemerkenswerte 

strukturelle Gemeinsamkeiten auf. Alle sechs Verbindungen enthalten einen 

aromatischen Ring, der über eine kurze Verbrückung mit der Azid -Gruppe 

verbunden ist. Zudem weisen vier der sechs Moleküle (Azid 145, 157, 3 82, 400) eine 

Methylgruppe an der (S)-konfigurierte n Methyl enbrücke  an der Verbrückung  auf. 

Diese Strukturelemente könnten 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 

Methylenbrücke könnten wichtige Wechselwirkungen mit dem Protein eingehen 

und so die Affinität sowie Spezifität der Moleküle gegenüber der allosterischen 

Bindungsstelle beeinflussen.   

 

4 Die plattformbasierte Click -Reaktion wurde in der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Nir London 
(Weizmann-Institut für Wissenschaften, Israel) entwickelt und zur Verfügung gestellt. Die initialen 
Viabilitätsstudien wurden in Zusammenarbeit mit Dr. Lisa Goebel und  M.Sc. Sandra Koska (AG Rauh, 
TU Dortmund) durchgeführt.  
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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 räumliche Nähe gebracht werden, welche miteinander 

reagieren können und so einen neuen Liganden bilden. Hierbei selektiert die 

Beschaffenheit der Bindungst asche die bindenden Fragmente, sodass ein 

passgenauer und affiner Wirkstoff entst ehen kann.  

Das Prinzip der Zielprotein -kontrollierten Synthese (engl. target -guided synthesis , 

TGS)106-108 wurde erstmalig von RIDEOUT et al. beschrieben. 109, 110 Im Unterschied zur 

kinetisch-gesteuerten Zielprotein -kontrollierten Synthese (engl. kinetically 

controlled target -guided synthesis ),111 welche hochreaktive Reagenzien verwendet 

und somit unerwünschte Nebenreaktionen begünstigt 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.112, 113 Es ist hervorzuheben, dass die Reaktanten im biologischen System 

inert sind und keine zusätzlichen Katalysatoren benötigen. Die Reaktion der beiden 

Reaktanten ist zwar langsam, wird jedoch durch die räumliche Nähe, vermittelt 

durch die Bindungstasche des Zielproteins, beschleunigt. 113 Aus diesem Grund 

eignet sich diese Methode besonders für den genannten Zweck.  Im Falle des 

CovClick-Prinzips reagiert ein Sonden -Molekül mit dem Protein und modifiziert das 

gewünschte Cystein in der Bindungstasche kovalent. Anschließend reagiert die 

Alkin -Gruppe des Sonden -Moleküls mit einem Azid -Fragment, unter Ausbildung 

des Triazols. Dabei sollten die Hit-Fragmente eine ausreichende  Affinität zur 

Bindungstasche aufweisen. Die Auswertung des Screens erfolgt durch 

massenspektrometrische  Analysen. 
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Ergebnisse der CovClick-Methode 5 

Ziel dieser Herangehensweise war es, dass die gefunden Hit-Azide mit Hilfe dieser 

Methode validiert werden . Entscheidend ist hierbei, dass aufgrund der Affinität der 

Moleküle zum Zielprotein nur die Hit-Azide eine signifikante Reaktivität zeigen 

sollten und somit diese im Vergleich zu anderen Aziden selektiert werden können.  

Für das Screening wird in einem ersten Schritt das Protein KRAS G12C vollständig mit 

dem Alkin -Baustein (5) kovalent modifiziert und anschließend von dem 

überschüssigen Molekül über eine  Gelfiltration befreit. Dies soll vermeiden, dass 

verbliebenes Alkin, welches nicht an das Protein gebunden ist, mit den Aziden 

reagiert und dann anschließend erst an KRAS G12C 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 räumliche Nähe 

mit dem Alkin -Baustein reagieren  (Abbildung 9).  

 

Abbildung 9 . Schematischer Aufbau des CovClick-Ansatzes. Das Alkin-Fragment bindet kovalent an das Cys12 

der KRASG12C-Variante. Nach dem ersten Modifikationsschritt wird das Protein über eine Gelfiltration  gereinigt. 

Anschließend erfolgt eine Inkubation des vor -modifizierten Proteins mit den Azid -Bausteinen. Hierbei soll die 

Bindetasche eine Selektion der Azide vermitteln.  

 

5 Das KRASG12C-Protein wurde von Andreas Arndt  exprimiert und gereinigt.  
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In einem ersten Ansatz wurde das vor-modifizierte Protein für 72 h bei 37  °C mit dem 

jeweiligen Hit-Azid im zehnfachen Überschuss in TRIS-Puffer (pH 7) inkubiert. 

Anschließend erfolgte eine massenspektrometrische Analyse der Proben.  

 

Abbildung 10 . Massenspektrometrische Analyse der gefundenen Hit-Azide mit dem vor -modifizierten 

KRASG12C. Die Inkubation erfolgte in zehnfachem Überschuss in TRIS -Puffer pH 7, bei 37  °C für 72 h 

(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(I) -

haltigen -Katalysators nicht erfolgreich. Aufgrund dessen wurde untersucht, ob es zu 

einer Reaktion kommt, wenn Cu(II)SO 4, Tris[(1-benzyl-1H-1,2,3-triazol-4-

yl)methyl]amin  (TBTA) und Tris(2-carboxyethyl)phosphin  (TCEP) zu dem 

Reaktionspuffer hinzugeben wird.  Hierbei soll Kupfer die Cycloaddition 

katalysieren, wobei in einem ersten Schritt Cu(II) durch das Reduktionsmittels TCEP 

zu Cu(I) reduziert wird. Diese Spezies wird durch den Komplexbildner T BTA 

stabilisiert.   
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Für das Experiment wurde das Azid in zehnfachem Überschuss zu der Proteinlösung 

gegeben. Nachdem in dem Click -Mix die Reduktion von Cu(II) zu Cu(I) erfolgt war 

(Farbumschlag zu grün beobachtbar), wurde der Mix zu der Proteinlösung gegeben 

und das Gemisch f ür 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 Fällen nicht vollständig ablief. Dies könnte an der Selektion 

der Azide innerhalb der Bindetasche liegen oder daran, dass die Azide 

unterschiedlich starke Reaktivitäten aufweisen.  

 

Abbildung 11 . Massenspektrometrische Analyse der gefundenen Hit-Azide mit dem vor -modifizierten 

KRASG12C. Die Inkubation erfolgte in zehnfachem Überschuss in TRIS -Puffer pH 7, bei 37  °C für 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 zellulären Assay bestätigen kann, wurden auch Azide in diesem System 

getestet, welche zuvor nicht als Hit-Azide identifiziert wurden.   
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Abbildung 12 . Massenspektrometrische Analyse der Kontroll -Azide mit dem vor -modifizierten KRASG12C. Die 

Inkubation erfolgte in zehnfachem Überschuss in TRIS -Puffer pH 7, bei 37  °C für 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 hierfür 

könnte sein, dass die Affinität 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 Lösungsmittel exponiert. Hierdurch liegt der 

Verdacht nah, dass sich das Molekül auch außerhalb des Proteins befinden kann 

und die Azide dadurch nicht durch das Protein selektiert werden können. Das 

Design eines höher affinen Fragments könnte hierbei von Vor teil sein. Eine weitere 

Fehlerquelle könnte der Zusatz von Cu(II)SO 4 darstellen. Dies könnte 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 auszuschließen, könnte ein 

Assay unternommen werden, welcher KRAS auf seine Funktionalität 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 

gewählten Bedingungen selektiv durch das Protein vermittelt wird und 

ausschließlich nach der Bindung der Frag mente innerhalb der SWIIP verläuft, sodass 

es zu einer strukturellen Selektion der Azide kommt . 

Re-Synthese der Hit-Moleküle  

Zur Validierung der identifizierten Hits (6 a-f) ist es erforderlich, diese in einem 

neuen Syntheseverfahren nachzubilden, zu reinigen und ihre Identität durch MS - 

und NMR-Analytik zu charakterisieren und zu bestätigen.  

In einem ersten Synthesestrang  wurde das Alkin -Fragment  (5) erneut hergestellt. 

Dazu wurde Boc-geschütztes Piperazin (7) in THF unter basischen Bedingungen mit 

Acryloylchlorid bei niedrigen Temperaturen umgesetzt. Hierbei greift  das 

sekundäre, basische Amin in einer S N2-Reaktion das Carbonyl -Kohlenstoffatom des 

Säurechlorids an, wobei das Chlorid abgespalten wird und schlussendlich das Amid 

aufgebaut wird  (8). Die anschließende Abspaltung der Boc -Gruppe erfolgte unter 

TFA-sauren Bedingungen. In der Decarbox ylierungsreaktion  wird die Boc -

Schutzgruppe als Isobuten und Carbamatsäure, welches sich weiter zu CO 2 zersetzt, 

und das Amin freigesetzt.  Das resultierende freie Amin  (9) wurde daraufhin 

ebenfalls unter basischen Bedingungen mit Alkinbromid modifiziert, wodurch das 

gewünschte 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 

gewünschten 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 anschließenden sauren Entschützung im letzten Schritt nach nukleophiler 

Substitution der Baustein (5) erhalten werden. B: Re-Synthese der erhaltenen Hit-Verbindung  (6 a- f) über eine 

Click-Reaktion. C: 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 G12C 

durchgeführt werden. Dieses Proteinkonstrukt zeichnet sich dadurch aus, dass alle 

vorhandenen Cysteine å bis auf das zu adressierende Cys12 å mutiert wurden. Durch 

diese Modifikation kann mithilfe von MS -Studien nachgewiesen werden, dass es sich 

bei der k ovalenten Modifikation um das gewünschte Cys12 handelt. Für diese 

Untersuchungen wurde das Protein 24  h bei pH 9,5 und rt mit einem zehnfachen 

Überschuss der Zielmoleküle 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 Überschuss, rt, 24 h 

mit KRASG12C. 

Hierbei wurde ersichtlich, dass alle der gefundenen Hit-Strukturen kovalent 

KRASG12C modifizieren. Da es sich bei dem Proteinkonstrukt um die Cys-light -

Variante handelt, ist davon auszugehen, dass das gewünschte Cys12 kovalent 

adressiert wurde. Besonders gut schnitten in diesem Experiment die drei Inhibitoren 

RL3636 (6c), RL3637 (6e) und RL3638 (6a) ab, welche eine  prozentuale Modifikation 

von über 50  % bis hin zu ca. 70 % erreichten. Dieses Experiment bestätigt den 

gewünschten kovalenten Bindungsmodus der neuartigen Verbindungen. Ähnlich 

wie bei den zellulären 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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Zelluläre 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 -stündigen Inkubation mit den 

jeweiligen Inhibitoren in Konzentrationsbereichen von 0,1 nM bis 30 µM. DMSO 

diente als Negativkontrolle, während 30 µM des zytotoxischen Multikinase -

Inhibitors Staurosporin als Positivkontrolle ve rwendet wurden. 114, 115 Die 

biochemische Analyse isolierter Proteine ermöglicht eine rasche Charakterisierung 

von Inhibitoren, während zelluläre Modelle eine umfassendere Untersuchung 

komplexer biologischer Parameter bieten, die für die präklinische Forschung 

relevant sind. Zu di esen Parametern gehören unter anderem die 

Membrangängigkeit der Verbindungen sowie die Wechselwirkungen und 

Regulationsmechanismen innerhalb verschiedener Signalwege und Protein -

Protein-Interaktionen in der Zelle. Zudem lassen sich niedermolekulare 

Verbindungen hinsichtlich ihrer Zytotoxizität 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 Zellviabilität wurde durch Messung des ATP -

Gehalts nach Zelllyse bestimmt. In diesem Verfahren wird Luciferin durch eine ATP -

abhängige Luciferase in lumineszierendes Oxyluciferin umgewandelt, wodurch ein 

Lumineszenzsignal erzeugt wird, das direk t proportional zur ATP -Konzentration in 

den Zellen ist. In Abbildung 15 sind die EC50-Werte der neuen Verbindungen, des 

initialen Alkin -Fragments sowie Referenzverbindungen aufgeführt.  
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Abbildung 15 . A: Übersichtstabelle der bestimmten EC50-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 (EC50 Ȱ 30 µM). Der KRAS-Inhibitor ARS-1620 (3) zeigt 

einen EC50-Wert von 7,54 µM. Die von der FDA zugelassenen Inhibitoren Sotorasib 

(AMG510) (4) und Adagrasib (MRTX849)  (1) zeigen EC50-Werte im nanomolaren  

Bereich. Im Vergleich dazu zeigen RL3636  (6c) und RL3639 (6d ), ähnlich wie das 

Alkin -Fragment RL2473 (5), EC50-Werte außerhalb der Assay -Grenze (EC50 Ȱ 30 µM). 

Im Gegensatz dazu zeigen die neuen Verbindungen RL3637  (6e ), RL3638 (6a ), 

RL3881 (6b ) und RL3882 (6f ) EC50-Werte im niedrigen mikromolaren Bereich, wobei 

RL3637 (6e ) die beste zelluläre Potenz mit 12 µM aufweist. Auffällig hierbei ist, dass 

die Molekülteile, welche von dem Azid -Baustein stammen, strukturell ähnlich sind. 

Zum einen verfügen alle über eine Methylgruppe an dem S-konfigurierten CH2-

Linker, gefolgt von einem aromatischen Phenyl -Rest, der unterschiedlich mit 

Halogenen modifiziert ist. Dies kann ein Hinweis darauf sein, dass dieses 

Strukturmotiv wichtig für die zelluläre Potenz ist und dieser Rest wichtige 

Wechselwirkungen innerhalb de s Proteins eingeht, welc he verantwortlich für die 

biologische Aktivität sind.  
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Um ein verbessertes Verständnis 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 å 5 µM für 24 h 

behandelt . 

 

Abbildung 16 . Immuno -Blots von drei KRASG12C-Verbindungen. A: Dosis-abhängige Darstellung der 

Intensitäten der Phospho -Spezies von Erk1/2 im Vergleich zu den nicht -Phospho-Spezies nach Behandlung mit 

Adagrasib  (1). B: Dosis-abhängige Darstellung der Intensitäten der Phospho -Spezies von Erk1/2 im Vergleich 

zu den nicht -Phospho-Spezies nach Behandlung mit RL3637  (6e). C:  Dosis-abhängige Darstellung der 

Intensitäten 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 µM eine signifikante Reduktion des Phosphorylierungssignals 

von Erk1/2 bewirkt. Im Gegensatz dazu zeigte der Inhibitor RL3637  (6e ) erst bei 

einer Konzentration von 1,25 µM eine leichte Reduktion der downstream -

Phosphorylierung, welche mit steigender Konzentration (2,5 und 5 µM) zunimmt  

(Abbildung 16). Jedoch führt RL3637  (6e ) bei den gemessenen Konzentrationen 

nicht zu einem vollständigen Ausbleiben der Signalweiterleitung, wie es bei 

Adagrasib  (1) der Fall ist. Im Fall von RL3881 (6b ) wurde erst bei einer Konzentration 

von 5 µM 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 EC 50-Werten überein. Für den 

zugelassenen Inhibitor Adagrasib  (1) liegt der EC 50-Wert im submikromolaren 

Bereich, weshalb bereits bei der niedrigsten verwendeten Konzentration von 0,3 µM 

keine vollständige Inhibition der Phosphorylierung  im Western Blot detektierbar ist. 

RL3637 (6e ) scheint im Vergleich zu RL3881 (6b ) eine verbesserte Effektivität 

aufzuweisen, obwohl die EC 50-Werte der beiden Inhibitoren im gleichen Bereich 

liegen  (Abbildung 16). 

Im Vergleich zu den bekannten KRAS -Inhibitoren zeigen die neu identifizierten 

Verbindungen eine geringere zelluläre Potenz. Diese Moleküle sind jedoch 

lediglich initiale Treffer mit relativ geringem Molekulargewicht und wurden bisher 

keiner medizinal -chemischen Optimierung unterzogen. Die Halogenatome an der 

aromatischen Einheit könnten 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 6 

Wie bereits zuvor erwähnt, stellen die in diesem Projekt generierten Verbindungen 

einen wertvollen Ausgangspunkt für die Entwicklung neuartiger KRAS G12C-

Inhibitoren dar. Dennoch sollten die erhaltenen Moleküle weiter optimiert werden. 

Um das Molekül weiter zu modifizieren, bieten sich Halogene als mögliche Exit -

Vektoren an. Um den Optimierungsprozess rational zu gestalten, sind Ko -

Kristallstrukturen des Z ielproteins im Komplex mit dem Inhibitor von großer Hilfe . 

Diese Strukturen bieten einen strukturellen E inblick in die Ligandenbindung und 

unterstützen das rationale Wirkstoffdesign.  Für die erfolgreiche Durchführung von 

Kristallisationsexperimenten werden große Mengen des gewünschten Proteins 

(KRASG12C Cys-light ) in hoher Reinheit benötigt. 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 KRASG12C-Cys-light  optimiert. Beim ersten Expressionsversuch kam es zu einer 

erhöhten Bildung von Inklusionskörpern, was in einer geringen Proteinausbeute von 

11 mg  (50 l Expressionsvolumen)  resultierte . Um dies zu verhindern, wurde vor der 

Induktion mit Isopropyl -ɓ-d-thiogalactopyranosid ( IPTG) die Expressionskultur  auf 

20 °C heruntergekühlt, um eine zu schnelle Expression und Fehlfaltung des 

Zielproteins zu vermeiden. Zusätzlich wurde von LB- auf das nährstoffreichere TB -

Medium umgestellt.  

Da erste Kristallisationsversuche unter literaturbekannten Bedingungen für 

KRASG12C mit dem Liganden Adagrasib  (1) (32 % PEG 4K, 0,1M NaOAc, 8 % 2-

Propanol, 20  °C) scheiterten, wurde die Proteinreinigung um eine 

Ionenaustauschchromatographie (IEX) ergänzt. Verbleibende Verunreinigungen 

können die Kristallisation des Proteins behindern. Das Protein wurde nach dem 

berei ts etablierten Reinigungsprotokoll aufgereinigt, welches um die IEX erweitert 

wurde. Hierzu wurde das Zellpellet zunächst über eine 

Nickelaffi nitätschromatographie (Ni -AC) aufgetrennt. Der vorhandene His -Tag 

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

 

6 Teile dieses Abschnitts wurden im Rahmen der Bachelorarbeit von B.Sc. Vincent Wagner  
angefertigt.  
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Nach einer Dialyse über Nacht wurde das Proteingemisch erneut über eine Ni -AC 

gereinigt, um die TEV -Protease abzutrennen. Anschließend erfolgte der neu 

hinzugefügte Reinigungsschritt der IEX. Der finale Reinigungsschritt bestand aus 

einer Größenausschlusschromatographie ( engl. Size Exclusion Chromatography , 

SEC) und lieferte das Protein in optimierter Reinheit und in einer deutlich 

verbesserten Ausbeute von 60 mg  (15 l Expressionsvolumen) . 

Wie in der Literatur beschrieben, wurde das aus der Expression erhaltene Protein 

für die Verbindungen Adagrasib  (1), RL3636 (6b ) und RL3882 (6f ) in einer 

Konzentration zwischen 15 und 50 mg/ml mit einem zwei - bis 15-fachen Überschuss 

des Inhibitors versetzt und über Nacht bei Raumtemperatur inkubiert. Anschließend 

wurde das kovalent modifizierte Protein über eine SEC nochmals aufgereinigt, um 

es von dem Überschuss des Inhibitors und möglichen Aggregaten zu befreien. D ies 

führte zu einer homogenen Proteinlös ung. Außerdem wurde in diesem Schritt der 

Puffer mit einem neutralen  pH-Wert ausgetauscht, da die Modifizierung bei pH 9,5 

stattgefunden hatte.  

 

Abbildung 17 . Kovalente Modifikation des KRAS G12C-Proteins mit einem zwei- bis 15-fachen Überschuss der 

Verbindung bei pH 9,5  bei rt für 24  h. Anschließend erfolgte eine Aufreinigung über eine SEC. A: MS-

Experiment mit Adagrasib  (1). B: MS-Experiment mit RL3636  (6c). C: MS-Experiment mit RL3882  (6f ). 

Wie aus Abbildung 17 hervorgeht, konnte lediglich für Adagrasib  (1) eine 

vollständige Modifikation erreicht werden. Während KRAS G12C mit der Verbindung 

RL3636 (6c) 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 über eine SEC nicht 

voneinander getrennt werden . Demnach wurden in den Kristallisationsansätzen für 

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

Sowohl für das kommerziell erworbene Adagrasib  (1) als auch für RL3636 (6c) und 

RL3882 (6f ) wurden initiale Screens (JCSG Core I -III und PACT) bei 20 °C unter 

häufig vorkommenden Kristallisationsbedingungen durchgeführt. Gefundene 

vielversprechende Bedingungen wurden in Fine Screens weiter optimiert und für 

alle drei Verbindungen  1 ; 6c  und 6f  konnte kristallines Wachstum beobachtet 

werden  (Abbildung 18). 

 

Abbildung 18 . Kristallisations-Bedingungen von KRAS G12C im Komplex mit Adagrasib  (1) (A), RL3636 (6c) (B) 

und RL3882 (6f ) (C). 

Die erhaltenen Nadel cluster im Fall von RL3636 (6c) zeigten am hauseigenen 

Röntgendiffraktometer eine Proteindiffraktion bis zu 4 Å, sodass sowohl diese als 

auch Kristalle aus den Nadelclustern für weitere Messungen an der Swiss Light  

Source (SLS) des Paul Scherrer Instituts in Villigen (Schweiz) vorbereitet wurden  

(Abbildung 19). 
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Abbildung 19 . A: Nadel cluster von KRASG12C vermeintlich im Komplex mit RL3636  (6c). B: In dieser Arbeit 

erhaltene Kristallstruktur von KRASG12C im GDP-gebundenen Zustand. C: Überlagerte Strukturen der hier 

erhaltenen Kristallstruktur (grau) mit der literatur -bekannten Struktur PDB 4L8G (grün).  

Mit den erhaltenen Kristallen konnte ein Datensatz mit exzellenter Auflösung von 

1,4 Å generiert werden. Bedauerlicherweise zeigte die resultierende Struktur, dass 

der gewünschte Ligand nicht in der allosterischen Switch-II-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 vollständige Übereinsti mmung. In beiden Strukturen ist Cys12 in gleicher 

Orientierung zu finden.   
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Allerdings ist in der in dieser Arbeit erhaltenen Struktur eine zusätzliche Helix 

sichtbar , welche sich in der Switch-I-Region befindet  (Abbildung 19). 7 Da in der 

erhaltenen Struktur nicht die Verbindung 6c in der SWIIP gefunden werden konnte, 

wurde in einem weiteren Versuch Soaking-Experimente durchgeführt. Dabei wird 

der Inhibitor  über fünf Tage erst nach dem Wachstum der Proteinkristalle 

zugegeben.  Unter den Bedingungen  25 % PEG3350, 100 mM MgSO 4 und einer 

Proteinkonzentration von 27  mg/ml konnten schlussendlich Kristalle erhalten 

werden. Von diesen konnte eine Proteinkristallstruktur mit einer Auflösung von 1,5 

Å erhalten werden. Auch in dieser Struktur konnte keine Bindung des Liganden in 

der allosteri schen Tasche nachgewiesen werden. Allerdings wurde eine 

Elektronendichte an Cys12 beobachtet, was auf eine kovalente Modifikation dieser 

Seitenkette  durch den Inhibitor hindeuten könnte. Der Inhibitor ist dabei nicht 

innerhalb der SWIIP gebunden, sondern modifiziert das Cys12 von außen, da dieses 

lösungsmittel -exponiert vorliegt.  Dies kann darauf hindeuten, dass die Verbindung 

noch keine ausreichende Affinität 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 

KRASG12C anzuwenden. 96 Dazu wurden bekannte Bindungsmotive verwendet und 

mit einer Alkin -Gruppe modifiziert, die eine Derivatisierung mittels der CuAAC mit 

einer Vielzahl chemisch diverser Azide ermöglichte. In nachfolgenden zellulären 

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 Ansätzen ohne Zugabe von Kupfer konnte k eine 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  gelöst.  
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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 außerhalb der Bindungstasche stattfand. Aus 

diesem Grund wurde dieser Ansatz verworfen.  Die Hits (6 a-f) wurden stattdessen in 

einer Re-Synthese nachsynthetisiert und anschließend charakterisiert. In dosis -

abhängigen Studien konnten im CTG -Assay Aktivitäten im niedrigen mikromolaren 

Bereich gemessen werden, wodurch wic htige strukturelle Eigenschaften der 

Moleküle in einer SAR identifiziert werden konnten. In MS -basierten Studien konnte 

ebenfalls die kovalente Bindung am gewünschten Cys12 beobachtet werden.  

Zukünftig sollten die identifizierten Treffer weiter modifiziert werden, um die 

Bindungsaffinität sowie die zelluläre Potenz der Inhibitoren zu verbessern. Ko-

Kristallisationsstudien könnten 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 zukünftigen Studien 

behandelt werden. Es konnte je doch eine Apo -Struktur generiert werden, die mit 

bereits publizierten Strukturen übereinstimmt.  
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Entwicklung von neuartigen Nukleotid -basierten Inhibitoren für die 

onkogene KRASG13C-Variante 

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. 97 Ein erworbenes Cystein kann 

nicht nur an Codon 12, sondern auch an der benachbarten Position 13 gefunden 

werden. Mutationen an Codon 13 können in 14  % aller Tumore nachgewiesen 

werden, wobei es sich in 6  % aller Fälle um eine Glycin -zu-Cystein-Substitution 

handelt. 116, 117 Über die Physiologischen und pathologischen Funktionen  dieser 

Mutante ist bislang wenig bekannt.  Für die G13D-Varianten konnte gezeigt werden, 

dass sie eine erhöhte intrinsische Nukleotid -Austauschrate aufweisen, wodurch das 

Protein überwiegend im aktiven, GTP -gebundenen Zustand vorliegt. 118 Das 

erworbene Cystein an Position 13 kann ähnlich wie Cys12 als kovalenter Ankerpunkt 

genutzt werden, um mutanten -spezifische Moleküle zu entwickeln. Diese könnten 

sowohl als molekulare Werkzeuge zur Aufklärung der Biologie dieser Variante 

dienen als auch als potenzielle Inhibitoren fungieren. Da die Nukleotidbindungs -

Tasche sowie die Bindung von GDP und GTP entscheidend für die 

Signalweiterleitung der GTPase sind, stellen Inhibitoren, die die GTPase in ihrem 

inaktiven Zustand stabilisieren, eine potenziel le Methode zur Modulation der 

Aktivität 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 d ie orthosterische Inhibition von kleinen GTPasen å insbesondere von KRAS 

å als nicht möglich erachtet. Dies liegt an der hohen Affinität der natürlichen 

Substrate GDP und GTP, die im picomolaren -Bereich liegt, gepaart mit der hohen 

intrazellulären Konzentr ation von GDP und GTP.52, 53 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 Arbeit en resultierende Modulator SML-8-73-1 trägt am ɓ-

Phosphat eine verlängernde Linkergruppe, an die der warhead angebracht wurde. 

Dies ermöglicht die kovalente Modifikation des erworbenen Cys12.54, 119  
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Allerdings erwies sich die Position der Modifikation am ɓ-Phosphat des GDP-

Grundgerüsts mit Chloracetamid  als ungünstig. Dies führte zu einem Verlust 

wesentlicher Wechselwirkungen mit dem Protein und dem Magnesiumion, was eine 

verminderte reversible Affinität zur Folge hatte (K d (SML-8-73-1) = 0,14 µM, Kd (GDP) 

= 2,5 pM). Folglich konnte das von SML -8-73-1 abgeleitete Prodrug -Molekül in 

zellulären Experimenten nicht ausreichend mit den Guanin -Nukleotiden 

konkurrieren. 54, 120 Weiter wurde für die GTPase Ypt7Q35C ein Molekül  (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. 121 Anhand dieser Beispiele konnte eindrucksvoll gezeigt werden, dass 

neben der kovalent -allosterischen Modulierung von KRAS auch die orthosterische 

Inhibierung mit Hilfe von kovalent -reagierenden Molekülen möglich ist.  

Im Rahmen der Dissertation von Dr. Lisa Goebel wurden erstmals kleine Moleküle 

entwickelt und charakterisiert, die kovalent an die noch weitgehend unerforschte 

KRASG13C-Mutante binden. Hierfür wurden Moleküle konzipiert, die ein lineares 

Linkermotiv (eda: Ethylendiamin, pda: Propylendiamin und bda: Butylendiamin) 

sowie den Acrylamid -warhead tragen.  Dieser warhead zeigt eine geringe 

unspezifische Reaktivität gegenüber Thiolgruppen, was ihn als besonders 

biokompatibel auszeichnet. Um jedoch eine gezielte Reak tion mit dem 

gewünschten Cysteinrest zu ermöglichen, muss der warhead im initialen, 

reversiblen Bindungsschritt korrekt ausgerichtet sein. 26, 122  Im Gegensatz zu dem 

GDP-Analog on SML-8-73-1 wurde in diesem Projekt nicht das ɗ-Phosphat, sondern 

die 2' - und 3' -Positionen der Ribose als Derivatisierungsstelle gewählt.  Durch diese 

Modifikation konnte das Diphosphat -Motiv beibehalten werden, was weiterhin eine 

hoch affine Bindung im Protein ermöglicht. Vor der Synthese wurden mittels Co -

Kristallstrukturen und Struktur -basiertem Liganden -Design (engl. structure-based 

drug design , SBDD) geeignete Linkerlängen untersucht, um eine optimale 

Ausrichtung der Thiol -reaktiven Gruppe zu gewährleisten. Die S ynthese erfolgte 

nach einer modifizierten Methode von CREMO et al. (1990) und EBERTH et al. 

(2005).123, 124 Die hergestellten Verbindungen standen für biochemische, zelluläre 

und kristallographische Untersuchungen zur Verfügung.  
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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 KRASG13C bei physiologischem pH -Wert aufweisen. 97 

Eine mögliche Strategie zur Verbesserung könnte darin bestehen, den bisher 

verwendeten linearen Linker durch ein rigideres System zu ersetzen  und somit die 

Flexibilität des Linkers herabzusetzen.  Dies würde eine verbesserte prä -

Organisation der reaktiven Gruppe ermöglichen und  könnte  somit zu einer 

gesteigerten Reaktivität bei physiologischem pH beitragen.  Hierzu soll im 

Folgenden eine Designstrategie sowie eine geeignete und effiziente Syntheseroute 

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

Bei der näheren Betrachtung der Kristallstruktur von eda -GDP (15a ) im Komplex mit 

KRASG13C zeigte sich, dass der Linker eine gebogene Orientierung einnimmt. Diese 

Struktur und die damit vermutlich hohe Flexibilität könnten erheblich dazu 

beitragen, dass bei physiologischem pH -Wert nur eine verminderte Reaktivität 

gegenüber dem Cystein beobachte t wird. Um die Reaktivität zu optimieren, soll te 

daher die Orientierung des Linkers und damit der elektrophilen Gruppe relativ zum 

Cystein vor der kovalenten Modifika tion verbessert werden. Hierzu sollten  

unterschiedlich substituierte Ringsysteme verwendet werden , um die Rigidität des 

Linkers zu erhöhen. Basierend auf der Kristallstruktur von eda -GDP wurden 

mögliche Ringsysteme in kovalenten Docking -Studien mit LIGANDSCOUT125 

untersucht.  Hierzu wurden Ringe unterschiedlicher Größe (Fünf -, 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 -Moleküls, 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 7OK3) 

aufweist. Dabei bleibt das GDP -Grundgerüst unverändert. Di es deutet darauf hin, 

dass die getesteten Ringsysteme eine geeignete Größe besitzen, da trotz der 

vorgesehenen kovalenten Bindung keine Beeinträchtigung der Bindung des 

Grundgerüsts festgestellt wurde.  Anhand der Ergebnisse der Docking -Studien 

wurden die am besten geeigneten Ringsysteme für die anschließenden Synthesen 

ausgewählt.  Außerdem sollten auch negative Beispiele synthetisiert werden, um die 

Ergebnisse der Docking -Studien zu validieren.  
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Abbildung 20 . A: Designvorschlag für zyklische Linker basierend auf der Verbindung eda -GDP (15a ) 

(PDB 7OK3). B å D: Docking -Studien durchgeführt in LIGANDSCOUT125 von möglichen Zielstrukturen  (15f,g ; 15d ; 

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

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 ermöglicht und andererseits im 

Vergleich zur herkömmlichen Syntheseroute wesentlich zeitsparender ist  

(Abbildung 21). 

Ursprünglich 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. 97, 123, 124 Im ersten Schritt wurde das 

kommerziell erhältliche Natriumsalz von GDP verwendet und mittels 

Kationenaustausch-Chromatographie in das Tetrabutylammonium -(TBA-)Salz 

überführt, welches in Dimethylformamid (DMF) löslich ist und in der weiteren 

Synthesesequenz als Lösungsmittel dient. Zunächst 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 anschließenden 

Schritt Tributylamin zugegeben, um die Stabilität des Nukleotids zu gewährleisten. 

"|«grzsk­k|i kªp~zq®k isk ?~ispsy^®s~| ikª Àì- ¯|i Áì-Hydroxylgruppen der Ribose 

mit Carbonyldii midazol (CDI), wobei durch nukleophile Substitution ein zyklisches 

Carbamat entstand. Eine Nebenreaktion führte zur Modifikation der endständigen 

Phosphatgruppe mit Imidazol zu dem entsprechenden Phosphoamidat. Daraufhin 

wurden primäre Amine zugegeben, wod ¯ªgr isk Àì- ¯|i Áì-Position der Ribose 

unter Abspaltung von CO 2 sowie die endständige Phosphatgruppe unter 

Abspaltung von Imidazol modifiziert wurden. Überschüssiges Amin wurde durch 

wiederholte Zentrifugation und anschließendes Waschen mit DMF entfernt. Im 

nächsten Schritt erfolgte die Abspaltung der Aminogruppe des Phosphats im 

sauren Milieu von HCl. Die Reinigung der Verbindungen mit freien, negativ 

geladenen Phosphatgruppen wurde mithilfe eines Anionenaustauschers 

durchgeführt. Das Säulenmaterial besta nd aus einer Agarose -Matrix mit quartären 

Aminen als Liganden. Durch einen linearen Gradienten einer Triethylamin -Lösung 

(50 mM bis 1 M) konnten die Nukleotide eluiert und anschließend mittels HPLC 

analysiert werden. Als Referenz diente ein Gemisch (G -Mix) bestehend aus 

Guanosin, Guanosinmonophosphat (GMP), GDP, GppNHp, seinem Abbauprodukt 

GppNH 2 und GTP. Im letzten Schritt wurde die Acrylgruppe mithilfe eines 

Aktivesters eingeführt und wie zuvor beschrieben über den Anionenaustauscher 

gereinigt sowie mitte ls HPLC analysiert. 

Die neue Synthesestrategie folgt  hinge gen  einem konvergenten Ansatz, bei dem 

die Amine in einem zweistufigen Prozess mit dem warhead modifiziert werden  

(Abbildung 21). Hierfür wird zuerst das Boc -geschützte Amin mit Acryloylchlorid 

versetzt und anschließend in einer TFA -sauren Entschützung weiter umgesetzt , 

wobei das freie Amin entsteht, welches zur Generierung der Carbamate genutzt 

werden kann. Diese Zwei-Schritt-Synthese konnte n in moderaten bis hin zu guten 

Ausbeuten realisiert  werden . Gleichzeitig w urde , ähnlich wie bei der alten Methode, 

das jeweilige Nukleotid durch die Verwendung des Reagenz CDI geschützt. 

Anschließend wurden  das modifizierte Amin und das CDI -geschützte Nukleotid in 

einer nukleophilen Substitution kombiniert.  
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Dabei entsteht nicht nur das gewünschte 2',3' -modifizierte Nukleotid, sondern 

hauptsächlich eine zusätzlich am Phosphat veränderte Spezies. Das Amin am 

Phosphat kann durch eine saure Hydrolyse -Reaktion entfernt werden, und das 

gewünschte 2',3' -substituiert e GDP-Analogon wird erhalten.  

 

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 å 91,3 %); (iii) CDI, DMF, 4 °C, 12 h; (iv) 

DIPEA, DMF, rt, 12 h; (v) aq. HCl (pH 1.5) 1-7 d. B: Übersicht der MICHAEL-AKZEPTOR-tragenden GDP -basierten 

Verbindungen  (15a -i). 

Im Vergleich zur alten Syntheseroute erfordert die neue Synthese lediglich eine 

Aufreinigung anstelle von zwei. Hierfür wird eine Anionenaustausch -

Chromatographie an einem automatisierten Äkta -System durchgeführt  (Abbildung 

22). Die konvergente Syntheseroute minimiert den Arbeitsaufwand durch die 

einfache anstelle der doppelt durchgeführten Aufreinigung und ermöglicht den 

Einsatz chemisch diverserer Diamine.  
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Abbildung 22 . Chromatogramm der Anione naustausch-Chromatographie.  Als stationäre Phase wurde eine 
Matrix aus Agarose und quartäre Ammonium -Ionen gewählt und zur Elution der Nukleotide eine 50  mM å 1 M 
TEA-Lösung verwendet.  

Für die Untersuchung de r SAR wurden  unterschiedlich große, 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 wurde n die  neuartigen 

Acrylamid -tragenden Verbindungen  (15b -i) im Vergleich zu dem parentalen 

Molekül eda -GDP (15a ) untersucht. Dabei wurde  die kovalente Reaktion der 

Moleküle mit dem Protein über eine MICHAEL-artige Addition hin untersucht. Hierzu 

wurde zunächst das KRASG13C
1-169 (Cys-light ) Konstrukt8 verwendet. 

Erwartungsgemäß 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.  
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Dabei fiel auf, dass, ähnlich wie bei eda -GDP, die Reaktivität 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 Überschuss für 24  h bei ansteigenden pH -

Werten (7,5 å 9,5) inkubiert wurden.  

 

Abbildung 23 . MS-basierte Studien in Abhängigkeit des pH -Wertes der erhaltenen Verbindungen  (15a -i) mit 

KRASG13C(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 Reaktivitätsprofil aufweist. In ähnlichem 

Maße modifizieren auch die Verbindungen 15b  bis 15d  das gewünschte Cystein. 

Die Moleküle reagieren bei höheren pH -Werten vollständiger mit KRAS G13C, was mit 

der steigenden Nukleophilie des Cysteins bei höherem pH -Wert zusammenhängt . 

Auffällig 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 Reaktivität. 

Dagegen weisen 1,4 -substituierte 6 -Ringe ein vergleichsweise schlechtes Verhalten 

auf, was auf eine ungünstige Ausrichtung des warheads zurückzuführen ist.  
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Dieses Verknüpfungsmuster führt zu einer Orientierung des warheads in eine 

lösungsmittelexponierte Region.  Zudem ist auffällig, dass warheads, die an exo-

ständigen Aminen angebracht wurden, bevorzugt erscheinen.  

Dies mag an der erhöhten Flexibilität des Elektrophils liegen. Außerdem scheint 

eine S-Konfiguration bevorzugt zu sein.  

Anschließend wurde das zeitaufgelöste Bindungsverhalten der neu synthetisierten 

Verbindungen  (15b -d ) untersucht. Hierzu wurden die Verbindungen bei einem pH -

Wert von 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 ) 

durchgeführt  (Abbildung 24). 

 

Abbildung 24 . Zeitliche MS-basierte Analyse der drei Verbindungen  (15b -d) im Vergleich zu der Parental -

Verbindung eda -GDP (15a ) mit KRASG13 (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 ungünstigere prä-

Orientierung der elektrophilen Gruppe hinweist.   
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Dennoch lässt sich festhalten, dass die zeitliche kovalente Modifikationsrate der drei 

neuartigen Verbindungen im Vergleich zu 15a  etwas schlechter ist, aber sich in 

einem ähnlichen Rahmen bewegt.  

Das Bindungsverhalten der getesteten Verbindungen gegenüber KRAS wt(1-169) 

und KRASG12C(1-169) war ebenfalls von besonderem Interesse , um die Selektivität 

der neuen kovalenten Moleküle zu untersuchen. Aus struktureller Sicht ist es den 

Verbindungen kaum möglich an das Cys12 von KRASG12C zu binden, da der Linker 

zu kurz und zu unflexibel ist.  Für diese Untersuchung  wurden 15a  und die 

Verbindungen 15b -d  in einem pH -Bereich von 7,5 bis 9,5 untersucht. Bei dem 

KRASG12C Konstrukt handelt sich genau wie bei KRAS G13C auch um die verkürzte und 

die Cys-light  Variante, wohin gegen der Wildtyp auch drei Oberflächen -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 KRASG13C(Cys-light ) (A), KRASG12C(Cys-light ) (B) und KRASwt
1-169 (C). Die kovalente, 

prozentuale Proteinmodifikation wurde gegen den pH -Wert aufgetragen.  

Die Ergebnisse zeigten ein exzellentes Selektivitätsprofil der getesteten 

Verbindungen sowohl gegenüber der G12C -Mutante als auch dem Wildtyp. Für alle 

getesteten Moleküle 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 

außen stattfindet, da das Cys 13 in der Nähe einer lösungsmittelexponierten Region 

lokalisiert ist. (Abbildung 25).  

Abschließend lässt sich festhalten, dass die drei besten Verbindungen 15b -d  ein 

ähnliches Bindungs - und Reaktivitätsverhalten wie die parentale Verbindung 15a  

aufweisen. Alle getesteten Moleküle zeigten eine sehr gute Selektivität gegenüber 

KRASG13C im Vergleich zu G12C und dem Wildtyp. Dennoch konnte keine 

Verbesserung der Reaktivität gegenüber dem Cys13 erreicht werden, was einen 

weiteren Optimierungszyklus erforderlich macht, um geeignete Linker zu 

identifizieren.  Verbessernd hinsichtlich der Reaktivität  der kovalenten 

Verbindungen könnte der Einsatz von dGDP -Derivaten sein. In dieser Arbeit wurden 

ausschließlich Verbindungen synthetisiert, welche von dem GDP -Grundgerüst 

^¯«qkrk| ¯|i «~{s® Àì- ¯|i Áì-Isomere bilden. Diese Isomerisierung passiert 

spontan. Aus Kristallisations- und Docking -Studien ging hervor, dass lediglich das 

Áì-Isomer an das Cystein binden kann, da hier der geeignete Abstand 

eingenommen wird. Mit der Verwendung des dGDP -Grundgerüstes kann diese 

notwendige Isomerisierung umgangen werden, i^ |¯ª i^« Áì-Derivat vorliegen 

würde und die Bindung somit schneller und effizienter ablaufen könnte.  Eine 

zusätzliche Herangehensweise zur Optimierung stellt die Modifikation des 

warheads dar. Hier könnten stärkere Elektrophile eingesetzt werden. Interessant ist 

hierbei auch der Di-Methylamino -warhead, bekannt aus dem Molekül Neratinib. 62 

Es wurde beschrieben, dass das endständige tertiäre Amin zur Deprotonierung und 

Stabilisierung der Thiolgruppe des Cysteins beiträgt. In diesem Zusammenhang 

wäre auch eine Interaktion des Amins mit den negativ geladenen Phosphatgruppen 

denkbar, was vorteilhaft sein könnte.  
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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 für inhibitorische Effekte darstellt.  

Im nächsten Schritt sollte daher geprüft werden, ob die kovalente Bindung das R AS-

Protein im jeweiligen Nukleotidzustand stabilisiert oder ob ein Nukleotidaustausch 

trotz der kovalenten Modifikation weiterhin möglich  ist. Der Austausch erfolgt über 

den GEF SOS. Für den Assay wurde ein KRAS-Protein (5 µM) mit einem Fluorophor -

modifizierten GDP (Áì-O-(N-Methyl -anthraniloyl) -Àì-deoxyguanosin -Ãì-diphosphat  

(mantGDP), 10 µM) und SOS (0,25 µM und 0,5  µM) 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 KRASwt (A), KRASG13C (B) und der 

KRASG13C-Variante, welche vorblockiert wurde mit der Verbindung 15a  (C) und 15b  (D).9 

Frühere Arbeiten von GOEBEL et al. haben bereits gezeigt, dass für den Wildtyp KRAS 

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

Im Vergleich dazu zeigt die KRASG13C-Variante bereits einen Anstieg der Fluoreszenz 

ohne Zugabe des GEFs (Abbildung 26).97 Dies lässt darauf schließen, dass die 

Mutante eine erhöhte intrinsische Nukleotid -Austauschrate aufweist.  

Ähnliches wurde bereits für die KRAS G13D-Mutante beschrieben. 126 Vermutlich trägt  

diese Eigenschaft der G13 -Mutanten zum onkogenen Effekt  bei , da der erhöhte 

Nukleotid -Austausch dazu führt, dass das in der Zelle präsentere GTP vorwiegend 

gebunden wird. Dies wiederum führt zu einer vermehrten Aktivierung von KRAS und 

somit zu einer gesteigerten Signalweiterleitung  (Abbildung 26).  

 

9 Die Spektren für KRASwt, KRASG13C und KRASG13C-15a  wurden von Dr. Lisa Goebel aufgenommen.  
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Wenn KRASG13C 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 für 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 Assay10 

Durch einen SOS-Austausch-Assay wurde bereits gezeigt, dass die kovalente 

Modifikation von 15a  und  15b  von KRASG13C 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 KRASG13C, 

in An- sowie Abwesenheit von SOS, mit dem nicht -hydrolysierbaren GTP -Derivat 

GppNHp  und der RAS-Bindedomäne von cRaf (RBD) inkubiert wurde. Als 

Kontrollexperiment wurde nicht -modifiziertes KRASG13C unter den gleichen 

Bedingungen getestet. Nach 24  Stunden Inkubation wurden die verschiedenen 

Ansätze 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 ermöglicht. Durch einen Pulldown der c -Raf-RBD kann 

KRAS in seiner aktiven Konformation selektiv angereichert und anschließend 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, 

unabhängig 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 KRASG13C im GDP-

gebundenen Zustand keine zusätzliche Bande zu sehen ist, was zeigt , dass KRAS 

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

 

10 Die Raf-RBD wurde von Andreas Arndt  exprimiert und gereinigt.  
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Nach Zugabe von GppNHp und zusätzlich SOS kann ein Austausch und somit eine 

Interaktion stattfinden, wie durch die Bande, die KRAS G13C zugeordnet werden kann, 

ersichtlich ist. Ist KRASG13C 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.  

 

Abbildung 27 . Pulldown Experiment.  Während KRASG13C:GDP von die GST-getaggte Raf RBD in Gegenwart von 

GppNHp und GppNHp /SOS heruntergezogen werden kann, kann mit 15a  oder 15b  modifiziertes KRASG13C 

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 mi t dem Effektor nicht mehr möglich. Diese Ergebnisse 

verdeutlichen die inhibitorische Wirksamkeit des synthetisierten Liganden.  

Ein nächster interessanter Schritt wäre, diese Verbindungen auch in einem 

zellulären Kontext zu untersuchen, um umfassendere Einblicke zu gewinnen. Hierfür 

müssten jedoch Hürden wie die Zellgängigkeit der Verbindungen überwunden 

werden.  
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Da das GDP-Grundgerüst negativ geladene Phosphatgruppen enthält, ist es sehr 

unwahrscheinlich, dass die Moleküle die Zellmembran passieren können. Dies 

wurde bereits in der Dissertation von Dr. Lisa Goebel untersucht und bestätigt. Eine 

Möglichkeit, welche bereits in der Publikation GOEBEL et al.97 genutzt  wurde, ist die 

Elektroporation der modifizierten KRAS -Proteine in HeLa-Zellen, welche 

anschließend über Western Blot Analysen auf den Effekt von downstream -Partnern 

hin untersucht wurden.  

Strukturelle Analyse des neuartigen Liganden im Komplex mit KRAS G13C 

Um die Prä-Orientierung des Linkers und somit des warheads eingehender zu 

verstehen und eine fundierte Grundlage für zukünftige Optimierungsversuche zu 

schaffen, wurde angestrebt, mit den  neu erhaltenen Verbindungen Ko-

Kristallisationsexperimente durchzuführen.  

Probenvorbereitung für die Kristallisationsexperimente  

Aus vorangegangenen Arbeiten ist bekannt, dass es hilfreich ist, da ss zu 

kristallisierende Protein vollständig kovalent mit der gewünschten Verbindung zu 

modifizieren und anschließend über eine Gelfiltrationschromatographie 

aufzureinigen. Dieser Ansatz ermöglicht es, potenziell entstandene Aggregate des 

Proteins, überschüssige Moleküle sowie den Labeling -Puffer, welcher einen 

erhöhten pH -Wert aufweist,  zu entfernen und gegen den Kristallisationspuffer 

auszutauschen. Dazu wurde das Protein in einer Konzentra tion von 2 mg/ml mit 

einem Überschuss an Inhibitor für 24 Stunden bei Raumtemperatur modifiziert und 

der Prozess mittels MS-Analyse verfolgt.  

Anschließend wurde das Protein über eine Gelfiltration gereinigt und auf eine 

Endkonzentration von 70 mg/ml aufkonzentriert  (Abbildung 28). 
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Abbildung 28 . A: Vollständige kovalente Modifikation von KRAS G13C (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 7 OK3 oder 7 OK4 (eda- bzw. bda -GDP im Komplex mit KRASG13C) 

nachzustellen. In Fine-Screen-Experimenten konnte jedoch kein 

Kristallisationswachstum festgestellt werden. Aus diesem Grund wurde in einem 

großangelegten 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 für 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 für 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 Fällen bildeten sich in diesen Experimenten stark 

verwachsene Kristalle, die keine scharfen Kanten aufwiesen. Die erhaltenen Kristalle 

wurden aus den Tropfen entfernt, für anschließende Diffraktions -Experimente am 

SLS bzw. European Synchrotron Radiation Facility  (ESRF) in flüssigem Stickstoff 

gekühlt  und in einem Kryobehälter eingelagert . 

 

Abbildung 29 . Abbildungen der erhaltenen Kristalle von KRAS G13C vermeintlich im Komplex mit 15b . A: 

Ergebnis aus initialem Screening; Tag1, 67 mg/ml, JSCQ Core III, B5 (0,2  M NaOAc, 30  % PEG4000, 0,1 M 

TRIS pH 8,5). B - D: Ergebnisse aus Fine-Screening s (30- 40 % PEG4000, 0,1 M NaOAc, 0,1 M TRIS ph 7,5 å 8,5); 

Proteinkonzentrationen: 70  mg/ ml ( B), 30 mg/ml ( C) und 50 mg/ml ( D) nach jeweils sechs Tagen. 

Es konnten erfolgreich Datensätze mit einer sehr guten Auflösung von 2,0 Å 

aufgenommen werden.   
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Nach der Prozessierung der Daten zeigten sich jedoch sehr schlechte 

Datenstatistiken, und es konnte keine  vollständige kovalente Bindung zwischen 

dem Liganden  15b  und dem  Protein nachgewiesen werden.  Dennoch war das 

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

 

Abbildung 30 . Elektronendichte von KRAS G13C im Komplex mit 15b . In grün ist die positive Differenz -Dichte des 

Linkers des Nukleotid -basierten Inhibitors dargestellt.  

Da die erhaltenen Kristalle alle stark verwachsen waren, könnte die minderwertige 

Kristallqualität für die unzureichenden Datenstatistiken verantwortlich sein. Daher 

wurden neue Ansätze verfolgt, um Kristalle mit höherer Qualität zu erzeugen.  Neben 

kommerziell erhältlichen 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 -Lösung 

aus 32,5 % PEG 4000, 200 mM TRIS pH 8,5, 100 mM NaOAc sowie  einer 

Proteinkonzentration von 44 mg/ml konnte erfolgreich ein größerer Einzelkristall 

erzeugt werden. Von diesem Einzelkristall konnten Datensätze aufgenommen und 

anschließend eine Proteinstruktur im Komplex mit Verbindung 15b  ermittelt 

werden. 11 

 

Abbildung 31 . A: Kristall von KRASG13C im Komplex mit 15b  und der gefundenen, optimierten Bedingungen. 

B: Ko-Kristall Struktur von KRASG13C und 15b . 

  

 

11 Die Optimierung der Kirstallisationsbedingungen und das Lösen der Struktur wurde von 
Dr. Janina Niggenaber  durchgeführt.  
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Strukturanalyse der neu generierten Verbindung 15b 12 

Die erhaltene Kristallstruktur bietet wertvolle Einblicke in den Bindungsmodus und 

das Interaktionsmuster des Liganden innerhalb des Proteins. Diese Erkenntnisse 

sind entscheidend für die Ableitung von Optimierungsansätzen und stellen somit 

ein wichtiges W erkzeug 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 da s Molekül das Cys13 kovalent mit dem MICHAEL-

Akzeptor modifiziert. Das GDP -Grundgerüst zeigt eine hohe Deckungsgleichheit 

mit den Strukturen von KRAS:GDP (PDB 4OBE) und der Kristallstruktur von KRAS G13C 

im Komplex mit eda -GDP (PDB 7OK3) in der Bindungstasche. Dadurch bleiben 

wichtige native Interaktionen erhalten, die für die hohe Affinität von GDP 

verantwortlich sind.  Im Vergleich zur eda -GDP (15a )-gebundenen Struktur ist das 

Mg 2+-Ion in der aktuellen Struktur klar zu erkennen. In der Struktur 7 OK3 ist dieses 

Mg 2+-Ion aufgrund des in der Kristallisationslösung vorhandenen Natriumfluorids 

nicht vorhanden, wahrscheinlich bedingt durch die Ausfällung des schwerlöslichen 

MgF2-Salzes (Abbildung 32).  

 

 

12 Die Optimierung der Kirstallisationsbedingungen und das Lösen der Struktur wurde von Dr. Janina 
Niggenaber  durchgeführt.  
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Abbildung 32 . A: Ko-Kristall-Struktur von 15b  im Komplex mit KRASG13C. 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 Nähe von 

Cys13 weist eine hohe Flexibilität auf, was möglicherweise zu einer suboptimalen 

Orientierung für die kovalente Bindung führt  (Abbildung 32, Abbildung 64).  Diese 

detaillierten strukturellen Informationen sind essentiell für das Verständnis der 

Ligand -Protein-Interaktionen und bieten eine solide Grundlage für 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 -Grundgerüst nach dem Vorbild von 

GOEBEL et al. verwendet, wobei zyklische Linker und eine Acryloyl -Gruppe integriert 

werden konnten. 97 Eine neue Syntheseroute wurde entwickelt, bei der im ersten 

Schritt der Linker mit einer Acrylamid -Gruppe vormodifiziert und anschließend an 

das Nukleotid gekoppelt wurde. Massenspektrometrische Analysen zeigten, dass 

diese Verbindungen kovalent an das Cys tein der KRASG13C-Mutante binden und ein 

ähnliches Bindungsverhalten wie die Parentalstruktur 15a  aufweisen. Allerdings 

wurde keine signifikante Verbesserung der Reaktivität beobachtet, und einige 

Verbindungen zeigten ein schlechteres Bindungsverhalten, w as wertvolle Einblicke 

in die bevorzugte Ausrichtung des Linkers ermöglichte. Diese Experimente 

offenbarten auch ein hohes Selektivitätsprofil gegenüber KRAS G12C und dem 

Wildtyp -Protein. Zudem konnte im SOS -Austausch-Experiment bestätigt werden, 

dass nach Blockierung durch den kovalenten Inhibitor kein weiterer Nukleotid -

Austausch stattfindet. Ein Pulldown -basierter Assay zeigte ebenfalls, dass KRASG13C 

nach Bindung des Inhibitors nicht mehr aktiviert werden konnte. Eine Kristallstruktur 

der besten Verbindu ng, 15b , konnte generiert werden, wobei das GDP -

Grundgerüst in der Bindungstasche ähnlich wie in anderen KRAS -Strukturen (z. B. 

KRAS:GDP (PDB 4OBE) und KRASG13C-15a  (PDB 7OK3)) orientiert war. Die 

Strukturuntersuchungen legten nahe, dass der Linker eine erhöhte Flexibilität 

aufweist, was zu einer suboptimalen Ausrichtung für die kovalente Reaktion mit 

Cys13 führen könnte å eine Erkenntnis, die für das Design neuartig er Linker von 

Bedeutung sein kann. In Zusammenarbeit mit der Arbeitsgruppe von Hugo Verli 

wurden M olekulardynamische (MD) -Simulationen durchgeführt, um die möglichen 

Konformationen der Linker vor der kovalenten Bindung zu analysieren und die 

Populationswahrscheinlichkeiten der reaktionsfähigen 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 ähnlich aber grundsätzlich gering ist. Dies 

erklärt  möglicherweise die niedrige Modifikationsrate bei physiologischem pH -

Wert .  
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Diese Simulationen könnten ein wertvolles Werkzeug für die Entwicklung von 

Linkern darstellen, die eine verbesserte Präorientierung des warheads und eine 

optimierte Reaktivität gegenüber Cys13 aufweisen  (Abbildung 65). 

Zukünftige Studien sollten sich auf die Bestimmung des p Ka-Werts von Cys13 im 

Vergleich zu Cys12 konzentrieren, um die relative Reaktivität besser abschätzen zu 

können. Es ist denkbar, dass die Nähe der negativ geladenen Phosphatgruppen 

eine negative Ladung am Cys13 unwahrscheinlich macht, was für die MICHAEL-artige 

Reaktion wichtig wäre. In diesem Zusammenhang könnten reaktivere warheads 

helfen, die Gesamtreaktivität zu steigern. Ein weiteres wichtiges Ziel für künftige 

Studien ist die Bewertung der zellulären Potenz dieser Verbindungen. Aufgrund der 

negativ geladenen Phosphatgruppen ist es unwahrscheinlich, dass die Moleküle die 

Zellmembr an überwinden können. Das sogenannte Prodrug -Konzept  könnte hier 

eine Lösung bieten: Durch eine chemische Maskierung der negativen Ladung ließe 

sich die Zellgängigkeit erhöhe n, wobei die Maskierung nach Eintritt in die Zelle 

durch unspezifische Esterasen abgespalten würde, um die aktive Form des 

Inhibitors freizusetzen. 127, 128  
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Kovalente Adressierung von KRASG13C mit  niedermolekularen 

Verbindungen  

Auf Grundlage des im vorangegangenen Kapitel beschriebenen Konzepts konnte 

erstmals demonstriert werden, dass Cys13 mittels eines kovalent reagierenden 

Moleküls spezifisch in Mutanten adressiert werden kann. 97 Da die eingesetzten GDP -

Analoga jedoch Einschränkungen hinsichtlich ihrer Zellgängigkeit aufweisen und in 

diesem Zusammenhang einer weiteren Optimierung bedürfen, stellt die gezielte 

Adressierung  von KRASG13C über die sogenannte SWIIP eine vielversprechende 

Alternative dar. Frühere Studien haben bereits überzeugend gezeigt, dass durch 

den Einsatz eines hochaffinen Grundgerüsts, das vom Molekül MRTX1133  (2) 

abgeleitet ist, andere Mutanten, neben G12C, sowohl reversibel als auch kovalent 

selektiv über diese Tasche adressiert werden konnten. In diesen Fällen wurde das 

Grundgerüst, das auf seine reversible Affinität hin optimiert wurde, jeweils mit einer 

funktionellen Gruppe modifiziert, die spezifisch mit der mutierten Aminosäure 

reagiert  oder interagiert .71, 129 In Anlehnung an diese erfolgreichen Ansätze, 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 verläng erter Linker eingefügt, um die räumliche Distanz 

zwischen Codon 12 und 13 zu überbrücken.  Im Jahr 2023 berichtete GENENTECH INC. 

erstmals über Moleküle, die nach einem ähnlichen Prinzip die G13 -Mutante gezielt 

adressieren. Analog zu dem Molekül MRTX1133  (2)78, welches reversibel an die 

G12D-Mutante bindet, wurde durch die Einführung eines Linkermotivs ein 

basisches Amin in das Molekül integriert. Dieses sollte eine Salzbrücke mit dem 

mutierten Asp13 bilden, um so einen Selektivitätsvorteil gegenüber dem Wildty p zu 

erzielen. Hierbei wurde das von GENENTECH INC. entwickelte Grundgerüst des 

KRASG12C-Inhibitors Divarasib  (16 )130 verwendet. Erste Studien konnten zeigen, dass 

der inaktive, GDP-gebundene Zustand von KRAS G13D selektiv gegenüber dem 

Wildtyp adressiert werden kann. Darüber hinaus bestätigten Ko -Kristallstudien, dass 

die Verbindungen  35 (17 ) und 36 (18 ) eine ähnliche Orientierung wie die 

parentalen Moleküle einnehmen und die gewünschte Salzbrücke zu Asp13 

ausbilde n.131  
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Dieses Beispiel belegt, dass neben G12X -mutierten KRAS-Varianten auch die 

Adressierung von KRASG13X mit Hilfe von allosterischen Modulatoren, welche in die 

SWIIP binden, möglich ist.  

Design und Docking -Studien der neuartigen KRAS G13C Inhibitoren  

Das Design der KRASG13C-Inhibitoren basierte auf dem Grundgerüst von 

MRTX1133 (2), welches aufgrund seiner optimierten reversiblen Affinität als 

Leitstruktur diente. Das Pyridopyrimidin -Grundgerüst trägt selbst durch die 

Ausbildung von zwei Wasserstoffbrückenbindungen mit Tyr64 und Arg68 

wesentlich zur Bindungsaffinität bei. Zudem verm ittelt die Aminogruppe an der 2' -

Position eine wichtige Salzbrücke mit der sauren Seitenkette der Aminosäure Glu62. 

Ein bizyklischer Rest an der 7'-Position besetzt eine tiefere Tasche im Inneren des 

Proteins und tritt dort in starke hydrophobe Wechselwirk ungen. An der 4' -Position 

befindet sich eine funktionelle Gruppe, die in der Lage ist, spezifische Interaktionen 

mit dem mutierten Codon 12 einzugehen. 78 An dieser Position soll ein 

verlängernder Linker, analog zu den Verbindungen 35 und 36 ( 17 , 18 ), eingeführt 

werden. Dieser Linker wird zusätzlich mit einem MICHAEL-Akzeptor  ausgestattet, um 

eine kovalente Bindung mit dem erworbenen Cys13 zu ermöglichen  (Abbildung 

33). 

 

Abbildung 33 . A: Chemische Struktur eines G12C -Inhib itors. Erweiterung des  Linkers, um die Distanz zwischen 

dem Cys12 und Cys13 zu überwinden. (PDB 6UT0). B: Vermeintlicher KRASG13C-Inhibtor  mit integriertem Linker . 

Docking -Pose in GOLD generiert, basierend auf PDB 7RPZ. 
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Da für die KRASG13C-Mutante keine öffentlich zugängliche Kristallstruktur existiert, in 

der die SWIIP ausgebildet ist, wurde die Kristallstruktur von KRAS G12D im Komplex 

mit MRTX1133 (2) (PDB 7RPZ) verwendet. Die Mutationen G12D sowie G13C 

wurden manuell mutiert, um ein Modell zu generieren, das für Distanzmessungen 

und erste Docking -Studien genutzt werden sollte. Dieses Modell diente dazu, die 

geeignete Länge des Linkers zu ermitteln. Dazu wurde die Distanz zwischen der 

Aminogruppe des Piperazins und der T hiolgruppe von Cystein 13 gemessen. 

Bekannte Moleküle wurden entsprechend mit einem  Linker verlängert und mit 

einem warhead ausgestattet, der eine kovalente Bindung ermöglichen sollte.   

Die modifizierten Moleküle wurden anschließend für 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 Grundgerüsts sowie der Gruppen, die mit bekannten Inhibitoren identisch sind, 

nicht zu stark voneinander abweichen. Diese Gruppen wurden bereits in frühere n 

Studien ausführlich variiert und evaluiert, sodass keine weiteren Änderungen an 

ihnen vorgenommen werden sollten.  
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Ein unzureichend oder übermäßig lange r Linker könnte zu einer Fehlorientierung 

der etablierten Strukturelemente  führen, was es zu vermeiden galt.  

 

Abbildung 34 . A: Ko-Kristallstruktur von MRTX1133  (2) (grün) reversibel gebunden in KRAS G12D. B: Docking -

Pose von Molekül 26b  (grau) kovalent gebunden in KRAS G13C. C: Interaktionsprofil von MRTX113  (2). 

D: Interaktionsprofil von Molekül 26b . 

In Abbildung 34 ist beispielhaft  das Docking -Ergebnis für das Molekül  26b  

vergleichend mit 2  dargestellt. Es ist ersichtlich, dass das erworbene Cys13 kovalent 

modifiziert vorliegt und die Moleküle nahezu deckungsgleich zu MRTX1133  (2) in 

der Bindungstasche orientiert sind. Anschließend konnte das Interaktionsmuster 

der beiden Verbindungen mit dem Protein näher untersucht  werden : Zum einen 

bildet sich eine wichtige Salzbrücke zwischen dem tertiären Amin und Glu62 aus. 

Zudem befindet sich der aromatische  Bizyklus in der hydrophoben Tasche, die von 

den Aminosäuren Val9, Ile100, Tyr96, Val103 und Me t72 aufgespannt wird. Der 

Bizyklus ist dabei zum Grundgerüst verdreht. Das Grundgerüst interagiert weiterhin 

über Wasserstoffbrücken mit den Aminosäuren Tyr64 und Arg68 . Der Linker selbst 

geht keine weiteren Interaktionen ein, was in zukünftigen Optimierungsversuchen 

noch verbessert werden könnte, um die Affinität zu erhöhen  und eine optimale 

Ausrichtung der elektrophilen Gruppe zu gewährleisten .  
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Dennoch ist die Länge des Linkers ausreichend und geeignet, um das Cys13 zu 

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

Da geeignete Linkermotive in den Docking -Studien gefunden werden konnte n 

(Abbildung 66), galt es im nächsten Schritt die Moleküle über organische Synthesen 

darzustellen  und dafür geeignete und robuste Syntheserouten zu etablieren . Für 

einige der zuvor designten Moleküle konnten in den Docking -Studien keine 

positiven Ergebnisse erlangt werden, was an einer nicht geeigneten Länge oder 

einer zu starken Rigidität des Linkers liegen kann. Dennoch sollten auch diese 

Moleküle synthetisch dargestellt werden, um diese Hypothese experimentell zu 

untersuchen und Rückschlüsse über eine optimale Linkerbeschaffenheit ziehen zu 

können. 

Synthetische Darstellung der  neuartigen KRASG13C Inhibitoren 13 

Ausgehend von den strukturellen Erkenntnissen wurde eine retrosynthetische 

Analyse durchgeführt, um eine möglichst effiziente Synthesestrategie zu entwickeln 

und anschließend zu etablieren. Dabei wurde besonderer Wert auf die Auswahl 

chemoselektiver Reakti onen gelegt und sichergestellt, dass reaktive Gruppen 

untereinander kompatibel sind. Zudem wurden geeignete Schutzgruppen 

berücksichtigt, die sich für den Syntheseweg als vorteilhaft erweisen. 132-134  

In Abbildung 35 sind zwei denkbare Synthesestrategien zur Darstellung des 

Zielmoleküls A gezeigt . Ausgangspunkt ist dabei ein tri -chloriertes 

Pyridopyrimidin  (B), das durch verschiedene Reaktionen modifiziert werden kann. 

"¯pqª¯|i ikª ¯|®kª«grskizsgrk| Mk^y®s´s®a®k| y¢||k| isk Àì- ¯|i Âì-Position des 

Moleküls über eine nukleophile aromatische Substitution (S NAr) selektiv mit einem 

Amin (E) und einem Alkohol ( D) reagieren, um die Motive an den gewünschten 

Positionen einzuführen.  

 

 

13 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 I) kann an den Baustein E1 über verschiedene 

Reaktionstypen (bspw. Amidkupplungen oder nukleophile Substitution)  das 

Linkermotiv E2 angefügt werden, welches zusätzlich mit einer elektrophilen Gruppe 

(warhead) dekoriert ist.  E2 könnte in diesem Fall als Säure oder Halogenid  über eine 

Amidkupplung oder nukleophile Substitution an das entschützte Piperazin E1 

angebracht werden . Diese Methode ermöglicht eine späte Derivatisierung des 

Linkermotivs. Alternativ kann das Linkermotiv, das bereits an ein Piperazin 

gekoppelt ist ( E), in einem ersten Schritt an Position 4 substituiert werden, wodurch 

eine spätere Modifikation an den Positionen 2 und 7 ermöglicht wird  

(Synthesestrang II). In diesem Fall würde  ein maskiertes Amin E im Syntheseverlauf 

entschützt werden, um den MICHAEL-AKZEPTOR an dieser Position einführen zu 

können.  Zudem kann die Position  7 durch eine SUZUKI-MIYAURA-Kreuzkupplung mit 

einer Biaryl-Boronsäure (Baustein C) weiter modifiziert werden  (Abbildung 35). 

Diese retrosynthetischen Strategien  bilden die Grundlage für die systematische 

Untersuchung der Reaktionsbedingungen und die Optimierung der Synthese de r 

Zielmolekül e. 
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Abbildung 35 . Retrosynthetische Untersuchung der zentralen Verbindung A über zwei unterschiedliche 

Synthesestränge. Ausgangspunkt stellt das trichlorierte Pyridopyrimidin Gerüst B dar, welches über mehrere 

Schritte modifiziert wird.  

In einem ersten Ansatz wurde Synthesestrang  I ausgewählt, da diese Strategie eine 

späte Derivatisierung des Linkermotivs ermöglicht. Zunächst wurde die 

Syntheseroute gemäß den Literaturbedingungen von WANG et al. linear 

durchgeführt. Im abschließenden Schritt sollte die Entschützung der Aminogruppe 

des Piperazin-Motivs erfolgen, um das freie Amin zu erhalten. Dieses kann 

anschließend zur Verknüpfung mit einem Linker verwendet werden, der einen 

MICHAEL-Akzeptor trägt  (Abbildung 36).  
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Abbildung 36 . Allgemeines Syntheseschema zur Darstellung der Moleküle 26a -b . (i) SNAr; (ii) SNAr; (iii) SUZUKI-

MIYAURA -Kupplung; ( iv) Entschützung; Amidkupplung oder nukleophile Substitution.  

Ausgehend vom  2,4,7-Trichloro -8-luoropyrido[4,3 -d]pyrimidin ( 19 ), welches im 

ersten Schritt mit dem  Boc-geschützten Piperazin (20 ) unter Zugabe der Base DIPEA 

(27 ) umgesetzt wird . Ohne Zwischenaufarbeitung wurde im zweiten Schritt der 

Alkohol ( 22Þ º¯qkqkfk|Ï ikª isk Àì-Position modifizierte  (Abbildung 37). Die 

Selektivität dieser Reaktionen ist auf zwei Faktoren zurückzuführen. Zum einen 

spielen die unterschiedlichen Kohlenstoff -Chlor Bindungsenergien  

(C2-Cl = 94,9 kcal/mol; C 4-Cl = 93,8 kcal/mol) 135 der relevanten Positionen im 

Ausgangsmaterial 19  eine entscheidende Rolle. Zum anderen wird die 

Reaktionsselektivität durch die präzise Steuerung der Reaktionstemperaturen 

gewährleistet, was eine gezielte Substitution der gewünschten Positionen 

ermöglicht . 
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Abbildung 37 . Syntheseschema zur Darstellung von 23  ausgehend von 19  über zwei aufeinanderfolgende 

SNAr. 

Anschließend wurde die Modifikation der 7' -Position durch eine SUZUKI-MIYAURA-

Kupplungsreaktion durchgeführt. Dabei kam der aromatische Bizyklus in Form der 

Boronsäure 28  zum Einsatz, wobei auch die Einführung strukturell diverserer 

Substituenten an dieser Position denkbar ist  (Abbildung 38). Im ersten Schritt der 

SUZUKI-MIYAURA-Kupplungsreaktion, der oxidativen Addition, entsteht eine 

Organopalladium(II) -Spezies durch die Addition des Pd(0) -Katalysators an das 

Halogen der Verbindung  23 . In einem anschließenden Schritt interagiert das 

entstehende Zwischenprodukt mit der Base K ϜCOϝ, was zur Freisetzung des 

Halogenids führt und die Bildung einer intermediären Organopalladium -Spezies 

ermöglicht. Diese reagiert im Zuge der Transmetallierungsreaktion mit dem 

Boronat, was zur Bildung einer substituierten Organopalladium(II) -Spezies führt. Im 

abschließenden Schritt, der reduktiven Eliminierung, wird das gewünschte 

Produkt  24  freigesetzt und der Pd(0) -Katalysator regeneriert. 136, 137 

 

Abbildung 38 . Syntheseschema zur Darstellung des Intermediats 24  ausgehend von 23 über eine SUZUKI-

MIYAURA -Kupplung.  

Final wurde eine Entschützung des Amins der zentralen Verbindung 24  vollzogen. 

Das freie Amin ermöglicht im weiteren Verlauf die Einführung des Linkers, welcher 

weiter mit einem MICHAEL-Akzeptor dekoriert werden soll  (Abbildung 39). Die 

Entschützung erfolgte unter TFA-sauren Bedingungen und führte 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 -Ion entsteht. Dieses wird durch Protonenübertragung zu 

Isobuten und Carbamatsäure  umgelagert. Letztere zerfällt schließlich in 

Kohlenstoffdioxid und das freie Amin. 138 Die Ausbeute der Reaktion betrug anfangs 

lediglich 17 %, was die Notwendigkeit unterschiedlicher Maßnahmen zur Erhöhung 

der Ausbeute erforderte . Durch eine initiale Absenkung der Temperatur des 

Eduktes (24 ) auf 0 °C sowie die langsame Zugabe von verdünnter TFA  konnte die 

Reaktionskinetik gehemmt werden, wodurch die Isolierung von Verbindung 25  mit 

einer verbesserten Ausbeute von 57 % ermöglicht wurde. Eine weitere Reduktion 

der anfänglichen Temperatur auf -40 °C führte zu einer zusätzlichen Erhöhung der 

Ausbeute auf 68 %. Darüber hinaus wurde beobachtet, dass bei einer Reaktionszeit 

von mehr als einer Stunde kein Produkt detektiert werden konnte, was vermutlich 

auf eine Degradation des Reaktionsprodukts zurückzuführen ist.  

 

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

Entschützung. 

Molekül 25  stellt ein en 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. über eine Amidkupplung oder eine 

nukleophile Substitution funktionalisiert we rden.  

Im Rahmen eines ersten Versuchs zur Einführung des Bausteins 30  als Linker wurde 

eine nukleophile Substitution unter basischen Bedingungen untersucht. 

Verschiedene Reaktionsparameter wurden getestet, darunter zwei unterschiedliche 

Basen å DIPEA und KϜCOϝ (jeweils in dreifacher Äquivalentmenge) å sowie 

unterschiedliche Reaktionstemperaturen.  
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Erst bei erhöhter Temperatur und der Verwendung von K ϜCOϝ 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 

Aufreinigun g und Isolierung des Zielprodukts erheblich.  

Ein weiterer Ansatz bestand darin, das freie Amin durch eine 

Amidkupplungsreaktion mit dem gewünschten Linkermotiv zu derivatisieren. In 

diesem Fall wurden DIPEA als Base sowie die Kupplungsreagenzien HATU und 

TBTU getestet. Während mit HATU die Zielmolekü lmasse detektiert werden konnte, 

entstand auch hier hauptsächlich das hydrolysierte Nebenprodukt. Mehrere 

Versuche der Reinigung mittels Säulenchromatographie führten ebenfalls nicht zur 

Isolierung des gewünschten Produkts. Aufgrund dieser Schwierigkeiten wurde 

schließlich eine alternative Syntheseroute gewählt  (Abbildung 40). 

 

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

dem Baustein 29  oder der finalen Struktur 26c  über eine nukleophile Substitution mit Baustein 30 .  

Alternativ wurde auf den Synthesestrang B zurückgegriffen, der bereits in der 

retrosynthetischen Analyse beschrieben wurde. Diese Strategie zeichnet sich 

insbesondere dadurch aus, dass das Linkermotiv bereits im ersten Syntheseschritt 

eingeführt wird. Dies e Route wird als weniger präferiert angesehen, da zunächst das 

Linkermotiv variiert werden soll, um die optimalen Bedingungen hinsichtlich der 

Distanz, Rigidität der Linker und Ausrichtung des warheads zu untersuchen. Durch 

diese Herangehensweise erfolgt d ie Derivatisierung nicht in einem möglichst 

späten Schritt, was effizienter wäre. Dennoch bietet diese Strategie die Möglichkeit, 

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 Einführung des Linkers im ersten Schritt . i) Nukleophile aromatische 

Substitution (SNAr) mit Boc-Linker-Piperazin; ii) SNAr mit Alkohol; iii) SUZUKI-MIYAURA-Kupplung mit Naphthalin -

Boronsäure; iv) Entschützung durch TFA; v) Acylierung  mit Acryloylchlorid.  

So wurde ähnlich wie in der ersten beschriebenen Route im ersten ein modifiziertes, 

Boc-geschütztes Piperazin-Derivat  (31 a-e), das als Linkermotiv dienen soll  

verwendet. Die Synthese beginnt mit zwei nu kleophilen aromatischen 

Substitutionen , wobei die Reagenzien nacheinander und ohne anschließende 

Aufreinigung zur Herstellung der Verbindungen 33a-e hinzugefügt werden. Der 

Ausgangsstoff für diese Reaktion ist das 2,4,7 -Trichloro -8-fluoropyrido[4,3 -

d]pyrimidin ( 19 ), das im ersten Schritt mit dem Boc -geschützten Piperazinmotiv 

(31 a-e) in einer SNAr-Reaktion zu den Verbindungen 8a/b umgesetzt wird. In diesem 

Schritt greift das Nu kleophil ( 31 a-e) selektiv die C4 -Position an. Anschließend 

erfolgt eine weitere S NAr-Reaktion mit dem Alkohol ( 22 ), der selektiv die C2-Position 

nukleophil angreift. Auf diese Weise konnte n die Verbindung en 33 a-e über zwei 

Schritte mit moderaten bis  sehr guten Ausbeute n von 16 - 98 % synthetisiert werden  

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

nukleophile aromatische Substitutionen . 

Im nächsten Schritt wurde eine Palladium -katalysierte SUZUKI-MIYAURA-Kupplung 

durchgeführt, 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 durchgeführt und das 

Produkt  34 a-e konnte in moderaten Ausbeuten erhalten werden ( Abbildung 43). 

 

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

der Boronsäure 28 . 

Anschließend erfolgt die Entschützung von 34 a-e, um anschließend den MICHAEL-

Akzeptor an das freie Amin  35 a-e einführen zu können  (Abbildung 44).  

 

Abbildung 44 . Syntheseschema zur Darstellung des freien Amins 35 a-e durch Entschützung von 34a-e. 
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Im nächsten Schritt der Synthese sollte das freie Amin ( 35 a-e) durch Acylierung mit 

Acryloylchlorid zu dem entsprechenden Acrylamid -Derivat (26 a-e) umgesetzt 

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

 

Abbildung 45 . Syntheseschema zur Darstellung der Produkte 26 a-e durch Acylierung von 35 a-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 Zugänglichkeit nur vereinfachte Derivate hergestellt wurden, sollte im 

abschließenden Schritt das kommerziell erworbene Molekül 2  durch eine 

Amidkupplung mit dem in Docking -Studien als optimal identifizierten Linker  

(Linkermotiv c) m odifiziert werden. Hierzu wurde 2  mit DIPEA sowie dem 

Kupplungsreagenz HBTU und der Säure 29  versetzt. Obwo hl 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). 

 

Abbildung 46 . Syntheseschema der Amidkupplungs -Reaktion der finalen Verbindung 36  ausgehend von dem 

kommerziell erhältlichen MRTX1133 ( 2).  
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Insgesamt konnte für diese neuartigen kovalenten Inhibitoren eine  erfolgreiche  

Syntheseroute mit moderaten Ausbeuten entwickelt werden. Diese Syntheseroute 

ermöglicht nicht nur die Integration unterschiedlicher Linkermotive, sondern 

erlaubt auch weitere Derivatisierungen, um die molekularen Eigenschaften der 

Inhibitoren gezielt zu o ptimieren.  

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 für 24  h bei rt mit 

dem Protein KRASG13C (Cys-light ) bei einem pH -Wert von 9,5 inkubiert und 

anschließend 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 vorangegangene n Studien besteht die 

Vermutung, dass das Cys13 å im Gegensatz zu Cys12 å weitaus weniger reaktiv ist, 

weshalb sich auch das kovalente Modifizierungsverhalten bei höheren pH -Werten 

angeschaut wurde. Dies mag darin begründet liegen, dass der p Ka-Wert des Cys13 

sich von Cys12 unterscheidet, da das Codon 13 sich näher am der Nukleotid -

Bindetasche lokalisiert ist, wo sich aufgrund der Phosphate von GDP bzw. GTP eine 

erhöhte 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 mögliche kovalente Bindung an 

das Protein zu fördern.  
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Abbildung 47 . MS-basierte Studien bei einem pH Wert von 9,5  der erhaltenen Verbindungen  (26a -e, 36 ) mit 

KRASG13C(Cys-light ) bei rt  mit (grau) und ohne (grün ) EDTA.  

Abbildung 47 zeigt, dass die Rate der kovalenten Modifikation aller untersuchten 

Verbindungen bei Zugabe von EDTA  zunimmt . Auffällig 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 für das 

unmodifizierte und das modifizierte Protein, sondern auch Peaks, die auf mögliche 

Spaltprodukte durch Hydrolyse der Verbindungen hinweisen. Dies deutet darauf 

hin, dass diese Verbindungen, insbesondere bei erhöhtem pH -Wert, eine 

eingeschränkte Stabilität aufweisen. Hinsichtlich der Effizienz der kovalenten 

Modifikation erzielte Verbindung 26e  die besten Ergebnisse. Dies könnte darauf 

zurückzuführen sein, dass sowohl die Ausrichtung der warheads als auch die Länge 

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

Ähnlich wie im vorigen Kapitel beschrieben, wurde für die Verbindung  26c  

ebenfalls das GST-Pulldown  Experiment durchgeführt. 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 .  

 

Abbildung 48 . Pulldown Experiment. Während KRAS G13C:GDP von die GST-getaggte Raf RBD in Gegenwart 

von GppNHp und GppNHp/SOS heruntergezogen werden kann, kann mit 26 c modifiziertes KRASG13C 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 G13Cs im GDP-

gebundenen Zustand keine zusätzliche 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 zusätzlich SOS kann ein Austausch und somit eine 

Interaktion stattfinden, wie durch die Bande, die KRAS G13C zugeordnet werden kann, 

ersichtlich ist. Ist KRASG13C jedoch irreversibel mit 26 c 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.  

Zelluläre Studien  

Während bei der biochemischen Charakterisierung mit aufgereinigtem und 

isoliertem Protein gearbeitet wird, stellt sich die Frage der zellulären Potenz. Hierbei 

ergibt sich ein Bild des inhibitorischen Effekts der Inhibitoren in einem komplexeren 

System, welches Parameter wie die Zellpermeabilität und das Zusammenspiel 

anderer Signalwege abbildet. Außerdem können Aussagen über off-target Effekte 

und Zelltoxizität getroffen werden. Für die Untersuchung wurden Zelllinien 

ausgewählt, welche die Punktmutation KR ASG13C aufweisen. Die Zelllinie H1355 tr ägt 

auf einem Allel die genetische Läsion KRAS G13C und auf dem anderen den KRAS wt, 

sind demnach also heterozygot. Die Zelllinien leiten sich von Tumorgewebe aus der 

Lunge ab , welches von einem weißen, männlichen und 53 -jährigen 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 

für diesen Assay bestimmt, um anschließen die erhaltenen EC 50-Werte miteinander 

vergleichen zu können.  Dazu wurden die Zellen mit den Inhibitoren, sowie 

Kontrollverbindungen in unterschiedlichen Konzentrationen behandelt. Nach 

Auslesen des Lumineszenzsignals konnten dosis-abhängige Kurven erstellt und der 

EC50-Wert ermittelt werden  (Tabelle 1). 
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Tabelle 1 . Vergleich der anti -proliferativen Aktivitäten von Referenzverbindungen von KRAS und den 

neuartigen KRASG13C-Inhibitoren in der heterozygoten Zelllinie H1355 durch Bestimmung der EC 50-Werte.  

CTG H1355 (KRAS G13C/wt ) 

 Verbindung  EC50 [µM] 

Referenzen 

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

Sotorasib (AMG510)  (4) Ȱ Á¾ 

ARS-1620 (3) 16,55 ±   1,70 

MRTX1133 (2) 12,06 ±   0,66 

RMC-6236 (RASmulti ) (37 ) 5,07 ±   1,80 

KRASG13C Inhibitor en 

RL3999 (26a ) Ȱ Á¾ 

RL3992 (26b ) 26,83 ±  0,53 

RL3994 (26c ) 29,12 ±   1,55 

RL3995 (26d ) Ȱ Á¾ 

RL3996 (26e ) 25,31 ±  1,51 

RL4000 (36 ) Ȱ Á¾ 

 

Die untersuchten Referenzverbindungen, die für die Mutationen KRAS G12C und 

KRASG12D entwickelt wurden, zeigen eine geringe  zelluläre Potenz im niedrigen 

mikromolaren Bereich. Diese Beobachtung könnte darauf hinweisen, dass die 

Verbindungen möglicherweise reversibel an die KRAS G13C-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 beträgt. Trotz dieser 

verbesserten Wirksamkeit deutet die insgesamt vergleichsweise geringe Potenz auf 

eine mode rate bis unzureichende Sensitivität der getesteten Zelllinie hin, was 

möglicherweise auf die Heterozygotie des KRAS -Gens zurückzuführen ist. Im 

Gegensatz dazu zeigen die in dieser Arbeit neu generierten potenziellen KRAS G13C-

Inhibitoren keine signifikante zelluläre Aktivität und weisen zelluläre Potenzen auf, 

die sich am unteren Rand des Assay-Fensters befinden. Diese Ergebnisse könnten 

auf eine unvollständige Optimierung der Verbindungen hindeuten. Zudem scheint 

die humane L ungenkrebszelllinie H1355 aufgrund ihrer geringen Sensitivität als 

Evaluationssystem für die Inhibitoren ungeeignet zu sein. Des Weiteren wäre es von 

Interesse zu untersuchen, ob die Moleküle eine verminderte Löslichkeit od er 

Permeabilität aufweisen, was die zellulären Tests zusätzlich erschweren könnte. Zur 

Überprüfung der allgemeinen Zelltoxizität der Verbindungen sollten Tests an 

Zelllinien durchgeführt werden, die keine Läsionen oder Abhängigkeiten im RAS -

Signalweg aufwe isen. 

Um zu untersuchen, ob die mangelnde Eignung des CTG -Assays zur Bewertung der 

zellulären Potenz der Verbindungen auf Zelllinien, die nicht von KRAS G13C abhängig 

sind, zurückzuführen ist, wurden ergänzend Western -Blot-Analysen durchgeführt. 

Diese dienten dazu, pharmakodynamische Veränderungen zu erfassen, indem die 

Phosphorylierung nachgeschalteter Proteine im KRAS -Signalweg untersucht wurde. 

Auf diese We ise können  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 -5 µM) von Verbindung 37  (A), 26b  (B), 26c  (C), 36  (D) für 24 h. Im Anschluss wurde der 

Phosphorylierungszustand der Kinasen ERK1/2 sowie S6 (grün) untersucht. ɼ-Actin diente als interne 

Beladungskontrolle (rot).  Die Western -Blots wurden in Zusammenarbeit mit Vincent Wagner angefertigt.  

Es zeigte sich, dass für die Verbindungen RL3992 ( 26c ) und RL3994 (26c ) keine 

Reduktion der Phosphorylierung der Proteinkinase ERK1/2 sowie der ribosomalen 

Kinase S6 zeigten. Dennoch konnte für die optimierte Verbindung RL4000 ( 36 ) eine 

leichte Reduktion des pERK1/2 -Signals detektiert werden.  
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Für den multi -RAS-Inhibitor RMC -6236 (37 ) konnte hingegen bereits bei einer 

geringen Konzentration (0.3  µM) Dosis-abhängig eine signifikante Reduktion des 

pERK1/2-Signals beobachtet werden. Dies spricht für eine Inhibitor -vermittelte 

Hemmung des RAS-Signalwegs durch die Verbindung  37  (Abbildung 49). 

Aufgrund der Erkenntnis, dass die Zelllinie H1355, die die KRAS G13C-Mutation nur 

auf einem Allel trägt, für die Evaluierung der  neuartigen  Verbindungen nur bedingt 

geeignet zu sein scheint, wurde in Zusammenarbeit mit der Arbeitsgruppe von Prof. 

Dr. Sebastian Bauer am Universitätsklinikum Essen eine neue Zelllinie entwickelt. 

Diese basiert auf T1-Zellen und wurde mittels CRISPR/Cas9-System so modifiziert, 

dass sie homozygot d ie KRASG13C-Mutation trägt. Diese Zelllinie soll ein besseres 

Modell zur Untersuchu ng der potenziellen Inhibitoren darstellen. 14 Die T1-Zelllinie 

zeichnet sich durch eine Deletion im Exon 11 des Rezeptortyrosinkinasen -Gens KIT 

aus, welche eine primäre aktivierende Mutation darstellt. Diese Zellen sind stark 

abhängig vom Onkogen KIT und sprechen gut auf Inhibitionen von KIT an. Nach der 

Einführung des KRASG13C-Onkogens wurde die neu generierte T1 -KRASG13C-Zelllinie 

im Vergleich zu den parentalen T1 -Zellen auf KIT-Inhibitoren getestet. Dabei zeigte 

sich, dass nach der Einführung von KRASG13C 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  abhängig werden. Aufgrund dieser Eigenschaft ist die T1 -KRASG13C-

Zelllinie gut geeignet, um in wei teren Studien  die Wirksamkeit neuartiger 

Inhibitoren zu evaluieren.  Zur Bestimmung der Zellviabilität wurde der 

Sulforhodamin -B-Assay (SRB-Assay) eingesetzt, bei dem der Gesamtproteingehalt 

der Zellen photometrisch mittels eines Farbstoffs gemessen wird. Die T1 -KRASG13C-

Zellen wurden ausgesät und mit den jeweiligen Verbindungen in einer 

Verdünnungsreihe über 72 Stunden inkubiert.  

 

 

 

14 Die nachfolgenden Ergebnisse wurden von Yanosan Thavarasa und Dr. Thomas Mühlenberg 
(AG Bauer, Universitätsklinikum Essen) generiert.  




















































































































































































































































































