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ñI spend a lot of time in the stacks in libraries, and youôre looking 

at these stacks of unreadable masterpieces that men devoted their 

lives, standing on the shoulders of geniuses before them. Bertrand 

Russell, Principia Mathematica, and all these things that ï who 

will read those? How will they change society? How do they 

really factor into things? And me? I was able to contribute [é]. 

These are all words and expressions. Things that we created. Itôs 

our language but itôs also physical. And it helps define us as 

individuals, how we fit within that framework, and it helps define 

the community itself. And so, when I look and I think of the 

contribution of all these geniuses, and the smell and the browning 

paper of these dusty books that no one will read, I think that I am 

so rich and what I have done has meaning." 

          -John Rodney Mullen  
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1 Einleitung 

1.1 Krebs 

Krebs beschreibt eine Gruppe von Krankheiten, die durch unkontrolliertes Wachstum und 

Ausbreitung abnormaler Zellen gekennzeichnet ist. Wenn die Ausbreitung nicht kontrolliert 

werden kann, führt sie zum Tod.1 Bei jedem zweiten Mann und jeder dritten Frau wird im Laufe 

ihres Lebens Krebs diagnostiziert.2 

Die ältesten Aufzeichnungen, die eine allgemeine Beschreibung von menschlichen 

Krebserkrankungen beinhalten, wurden Ende des 19. Jahrhunderts in antiken ägyptischen 

Papyri des EDWIN SMITH  und GEORG EBERS entdeckt und werden auf das 16. Jahrhundert 

v. Chr. datiert.3 Da es sich bei den entschlüsselten Hieroglyphen um archaische, in dieser Zeit 

nicht mehr verwendete Schriftzeichen handelt, gehen Experten davon aus, das es sich um 

Abschriften handeln muss, die heute über 4500 Jahre alt wären.4 Schon in dieser Zeit konnten 

Gelehrte zwischen gut- und bösartigen Neoplasmen unterscheiden und waren in der Lage, 

verschiedene Behandlungsmethoden wie die chirurgische Exzision und die Kauterisation von 

Wunden anzuwenden.5 Mit dem Beginn des 20. Jahrhunderts wurden bedeutende Fortschritte 

im Verständnis der Strukturen, Funktionen und Chemie lebender Organismen erzielt. Es 

etablierte sich eine Wissenschaft, welche die Grundlage der heutigen Onkologie darstellt. Die 

Entdeckung der Anästhesie durch LONG6 und der Asepsis durch LISTER7, zusammen mit 

Fortschritten in chirurgischen Techniken, der Herstellung von Arsphenamin8 zusammen mit 

dem Zufallsfund der Penicilline durch FLEMING9 brachten die Chirurgie in den Fokus der 

Frühphasenbehandlung von Krebs und förderten die Rekonvaleszenz. Die Entdeckung von 

Röntgenstrahlen durch RÖNTGEN, Uran durch BECQUEREL sowie von Radium und Polonium 

durch Marie und Pierre CURIE, die Hypothesen von EHRLICH zur Immune Surveillance10 und 

von BOVERI ĂZur Frage der Entstehung maligner Tumorenñ11 markierten den Beginn der 

modernen diagnostischen und therapeutischen Radiologie und Nuklearmedizin, sodass eine 

erfolgreiche Behandlung von Krebs in greifbare Nähe rückte.3 Bemerkenswerterweise leitete 

die toxische Wirkung des im ersten Weltkrieg verwendeten chemischen Kampfstoffes Senfgas 

(1-Chlor-2-[(2-chlorethyl)sulfanyl]ethan)12,13 und dessen Derivate Nitrogen Mustards 

(Substitution des Schwefel- durch ein Stickstoffatom) die Ära der zytotoxischen 

Chemotherapie ein,14,15 die wenige Jahre später erstmalig eine vollständige Heilung eines 

menschlichen, soliden Tumors ermöglichte.16 
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Heute fordern nichtübertragbare Krankheiten (NCDs) jährlich 41 Millionen Todesopfer, was 

74 % der globalen Todesfälle entspricht.17 Krebserkrankungen (10 Mio. Todesfälle in 2020, 

19,3 Mio. Neuerkrankungen in 2020)18 nehmen nach Herzkreislauferkrankungen (17,9 Mio. 

Todesfälle in 2020)19, die führende Position unter den NCDs ein. Nach Schätzungen der 

Weltgesundheitsorganisation ist Krebs in 112 von 183 Ländern die erst- oder zweithäufigste 

und in weiteren 23 Ländern die dritt- oder vierthäufigste Todesursache unter 70 Jahren.20 Mit 

Jährlich über 1,8 Mio. weltweiten Todesfällen ist Lungenkrebs die führende Ursache der 

krebsbedingten Mortalität, gefolgt von Darm-, Leber-, Magen und Brustkrebs (Abb. 1, links).21 

Mit über 2,3 Mio. neuen Fällen an Brustkrebs (Frauen) wurde Lungenkrebs (2,2 Mio.) im Jahr 

2020 als jahrelang am häufigsten diagnostizierte Form der Neoplasmen verdrängt und steht 

somit vor Darm-, Prostata-, Magen- und Leberkrebs (Abb.1, rechts).21  

 

Abbildung 1 Zusammenfassung der weltweit häufigsten Arten an Krebs-Todesfällen und Neuerkrankungen im Jahr 2020 (Die 

Abbildung ist angelehnt an Globocan 2020).22 

Die Gründe für die seit Jahren steigende Inzidenz und Mortalität von Krebserkrankungen sind 

komplex, spiegeln aber sowohl das Altern, als auch das Wachstum der Bevölkerung, sowie den 

Rückgang der Sterblichkeitsraten bei Schlaganfällen und koronaren Herzerkrankungen wider,23 

die mit der sozioökonomischen Entwicklung und persönlichen Lebensstiländerungen 

verbunden sind.18,24 

Für das Jahr 2040 wird ein Anstieg der Krebsneuerkrankungen um bis zu 47 % zum Jahr 2020 

prognostiziert. Wie bereits für Brust- und Darmkrebs zu beobachten, wird mit steigenden 

Inzidenzen dieser Krebsarten auch mit einem Anstieg der Sterblichkeitsrate zu rechnen sein, 

sollten zukünftig nicht genügend Ressourcen für die Forschung und Entwicklung neuartiger 

Therapien bereitgestellt werden. 
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In den vergangenen zwei Jahrzehnten hat die Krebsforschung einen umfassenden und 

komplexen Fundus generiert, der Neoplasmen als Krankheit mit dynamischen Veränderungen 

im Genom beschreibt. HANAHAN  und WEINBERG formulierten Merkmale, die sog. Ăhallmarks 

of cancerñ, ein Organisationsprinzip mit dem die Tumorgenese als Ergebnis einer begrenzten 

Anzahl von zugrundeliegenden Prinzipien und erworbenen Fähigkeiten verstanden und gezielt 

adressiert werden kann.25,26 So wurde kurze Zeit darauf der erste Kinaseinhibitor Imatinib 

(Gleevec) für die selektive Adressierung des Bcr-Abl Fusionsproteins, das als Ergebnis des 

Philadelphia-Chromosom-Translokationsereignisses entsteht, für die Behandlung von 

chronisch-myeloischer Leukämie (CML) durch die Food and Drug Administration (FDA) 

zugelassen.27 Mit der Vollendung des Humangenom-28 und der Initiierung des ENCODE-

Projekts29,30, der Entdeckung und Implementierung der CRISPR-Cas9-basierten Genom-

Editierung31-34 sowie den wegweisenden Beschreibungen von CHEN und MELLMAN  zur 

Immunsystem-basierten Erkennung und Neutralisation von Krebszellen35, sowie darauf 

basierende immunologische Therapien36-39 begann das Zeitalter der molekularen Diagnostik. In 

dieser Zeit hat sich die konventionelle, breit angewandte zytotoxische Chemotherapie, die 

einem Ăone-size-fits-allñ-Ansatz folgte, zu einer Methodik gewandelt, die individuelle 

Behandlungsstrategien unter Berücksichtigung von histologischen und molekularbiologischen 

Subtypen einbezieht.40,41 Das Ziel dieser Präzisionsmedizin ist es, für jeden Patienten das 

richtige Medikament in der richtigen Dosierung zum optimalen Zeitpunkt zu finden.42 Auch 

wenn so einige Erfolge in der Krebstherapie erzielt werden konnten, ist der Ăwar on cancerñ43 

noch nicht gewonnen. Aufgrund adaptiver und evasiver Resistenzmechanismen vieler 

Krebsarten besteht ein dauerhaft steigender Bedarf an neuartigen Wirkstoffen, Technologien 

und Behandlungsstrategien um diesen Kampf nicht zu verlieren.44 Im Jahr 2022 erfolgte die 

Erneuerung der Cancer Moonshot Inititative durch den US Präsidenten JOE BIDEN, um Krebs 

wie wir ihn bisher kennen zu beenden. Die Initiative hat das Ziel durch verbessertes screening, 

neuartige Therapieansätze und gesundheitliche Chancengleichheit die Krebssterblichkeit in den 

kommenden 25 Jahren um mindestens 50% zu senken und die Erfahrungen von Menschen und 

ihren Familien, die mit Krebs leben und ihn überleben, zu verbessern.45  
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1.2 Proteinkinasen 

Ein besonderer Fokus der Präzisionsmedizin liegt auf der zielgerichteten Therapie (targeted 

therapy), welche sich mit der selektiven Adressierung von fehlregulierten Zielproteinen befasst. 

Aufgrund der Dysregulation der Proteinkinase-Aktivität bei einer Vielzahl von NCDs, darunter 

auch Krebs, hat sich diese Enzymfamilie zu einem der wichtigsten Ziele für die Entwicklung 

von Arzneimitteln im 21. Jahrhundert entwickelt.46,47 

Der Transfer von Phosphorylgruppen stellt eine fundamentale Reaktion in der Biochemie dar. 

Enzyme, die die ɔ-Phosphatgruppe des Kofaktors Adenosintriphosphat (ATP) auf einen Akzeptor, 

die Hydroxylgruppe der Serin-/Threonin- oder Tyrosin-Seitenkette, übertragen, werden als 

Proteinkinasen bezeichnet und gehören zur Enzymklasse der Transferasen.48 Die Koordinierung 

von Mg2+-Ionen hilft dabei die Bindung von ATP zu stabilisieren und die chemische Reaktion im 

aktiven Zentrum zu katalysieren. Die Kinaseaktivität umfasst somit die Bindung der Kofaktoren 

ATP und bivalenten Magnesiumionen sowie dem natürlichen Zielsubstrat, die Induktion der 

Phosphorylgruppen-Übertragung von ATP auf das Substrat und die abschließende Freisetzung des 

phosphorylierten Substrats und von Adenosindiphosphat (ADP) (Abb. 2).49 

 

Abbildung 2 Mechanismus der Phosphorylgruppen Übertragung auf ein Substrat am Beispiel der cyclin-dependent kinase 2 

(CDK2). Der Katalysezyklus umfasst die transiente Bindung und Freisetzung von zwei Mg2+ Ionen. (Die Abbildung ist 

angelehnt an IVANOV 2013).49  
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Solche posttranslationalen Modifikationen (PTMs) in Form von negativ geladenen 

Phosphatgruppen können die strukturgebende Konformation von Substratproteinen, besonders 

katalytisch aktiven Enzymen, signifikant verändern, wodurch die direkte katalytische Aktivität oder 

die Interaktion mit Bindungspartnern moduliert wird. In diesem Kontext kann die Phosphorylierung 

als ein molekularer Schalter betrachtet werden, der die dynamische Regulation zellulärer 

Signalwege steuert.50 Die Aktivität der Kinasen wird auf mehreren strukturellen 

Organisationsebenen strengt reguliert, um eine Hyperphosphorylierung ihrer Substrate zu 

vermeiden. So kann die Signaltransduktion durch lokale Interaktionen innerhalb des aktiven 

Zentrums, durch distale Kontakte zwischen Kinase und Substrat oder durch die Formation von 

Komplexen mit regulatorischen Faktoren gesteuert werden.51 Defekte (z.B. durch genetische 

Mutationen der Kinasen), welche diese regulatorischen Prozesse stören werden häufig mit 

proliferativen Erkrankungen assoziiert.52 

Die reversiblen PTMs durch Kinasen können durch Phosphatasen, den Antagonisten der Kinasen, 

durch Freisetzung von Orthophosphat in einer Hydrolysereaktion aufgehoben werden. Das 

Zusammenspiel von Kinasen und Phosphatasen stellt einen weiteren fein abgestimmten 

regulatorischen Prozess in einer Vielzahl von zellulären Signaltransduktionswegen dar, so dass 

Störungen dieser Interaktionen durch genetische Veränderungen, einschließlich Mutationen und 

Translokationen, sowie Überexpression oder Dysregulation der Proteinkinaseaktivität mit 

Stoffwechselerkrankungen53, chronischen Entzündungsreaktionen54, kardialen55 und 

neurodegenerativen56,57 Erkrankungen sowie Neoplasmen48,57-62 in Verbindung gebracht werden.46 

Von den ca. 20.000 protein-kodierenden Genen des humanen Genoms kodieren ca. 2,5 % für 

Proteinkinasen.63 Von den 518 Proteinkinasen sind 244 auf Krebs-assoziierten Amplikons oder 

anderen Krankheitsloci kartiert.46,63 Die enorme Relevanz der Kinasen bei NCDs hat zur 

detaillierten Aufklärung der biologischen Funktionen und enzymatischen Mechanismen vieler 

Proteinkinasen geführt. Seit der Zulassung von Imatinib im Jahr 2001 wurden bis 2023 

insgesamt 72 niedermolekulare Substanzen als Proteinkinase-Inhibitoren von der FDA 

zugelassen, die jedoch lediglich 10 % der Proteinkinasen adressieren.46,48,64 Weitere 180 oral-

bioverfügbare Kinase-Inhibitoren werden derzeit in klinischen Studien evaluiert und es ist 

zukünftig mit weiteren therapeutisch validierten Zielen für Proteinkinase-Inhibitoren zu 

rechnen.46,48 Mit der Zulassung des ersten Inhibitors der Proteinkinase Akt im November 

2023,65 wurde ein wichtiger Meilenstein in der Entwicklung von Akt-basierten Therapien 

erreicht, einem Forschungsgebiet, das seit mehr als zwei Jahrzehnten einen Schwerpunkt der 

medizinisch-chemischen Forschung darstellt. Diese Entwicklung markiert den Beginn eines 

neuen Kapitels in der zielgerichteten Therapie und unterstreicht die zentrale Rolle der 

Proteinkinase Akt in der Onkologie.  
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1.3 Proteinkinase B / Akt  

Die Ser/Thr-spezifische Proteinkinase B (PKB) wurde Ende der 1980er Jahren erstmals als 

virales Onkogen des transformierenden Retrovirus AKT8 identifiziert, woraufhin sie die 

Bezeichnung Akt erhielt. Die Klonierung und Charakterisierung des humanen Homologs führte 

zur Zuordnung der drei im menschlichen Genom konservierten Isozyme, die als Akt1, Akt2 

und Akt3 oder alternativ als PKBa, PKBb und PKBg bekannt sind.66 Die drei Akt-Isoformen 

sind Mitglieder der AGC-Kinase-Superfamilie (benannt nach den Proteinkinasen PKA, PKC 

und PKG), einer Gruppe von 63 evolutionär verwandten Ser/Thr-spezifischen Proteinkinasen.67 

Diese Superfamilie lässt sich 14 Kinasefamilien und 21 Kinase-Unterfamilien unterteilen zu 

denen auch PDK1 (phosphoinositide-dependent-kinase-1), SGK (serum and glucocorticoid 

induced kinases), S6K (ribosomal S6 kinase) und die ROCK (Rho-associated protein kinases) 

Kinasen zählen.68 Die drei Akt-Isoformen weisen bedingt durch eine Sequenzhomologie von 

über 80% einen hohen Grad an struktureller Ähnlichkeit auf, unterscheiden sich jedoch in ihrer 

physiologischen Funktion, ihrem Substratspektrum und ihrer gewebespezifischen Expression.69 

Akt1 konnte hauptsächlich im Zytoplasma und verstärkt an der Plasmamembran nachgewiesen 

werden, während Akt2 vor allem in den Mitochondrien und im Golgi-Apparat lokalisiert ist 

und Akt3 als einzige Isoform im Zellkern identifiziert wurde.70 Gewebespezifische Analysen 

haben gezeigt, dass Akt1 nahezu ubiquitär exprimiert wird und eine zentrale Rolle spielt, um 

das Wachstum aller Organe und Blutgefäße (Angiogenese) zu regulieren und die 

Zellproliferation zu steuern.71 So wurde für Akt1-knock-out Mäuse eine insgesamt kürzere 

Lebenszeit und eine erhöhte Anfälligkeit für apoptotische-Prozesse beschrieben.72 Die zweite 

Isoform wird ähnlich ubiquitär wie Akt1 exprimiert, zeigt ein Expressionsmaximum in Muskel- 

und Fettgewebe und ist primär für die Regulation der Glukosehomöostase verantwortlich.73 

Akt2-knock-out Mäuse zeigten einen diabetischen Phänotyp, der sich durch einen veränderten 

Blut-Glukosespiegel charakterisieren lässt.74,75 Akt1/2-doppel-knock-out Mäuse zeigten eine 

verminderte Größe im Vergleich zur entsprechenden Kontrollgruppe. Der Phänotyp äußerte 

sich durch eine extrem dünne und durchscheinende Haut, wobei auch Muskelatrophie und 

abnormale Knochenentwicklung beobachtet wurden. Die Mäuse starben innerhalb weniger 

Stunden nach der Geburt aufgrund von Atemstillstand.76 Akt3 wird primär mit dem Cortex und 

dem Hippocampus assoziiert und spielt eine wesentliche Rolle in deren Entwicklung. 

Untersuchungen an Akt3-knock-out Mäusen haben gezeigt, dass eine abgeschwächte mTOR-

Signaltransduktion beobachtet wurde, was mit einer reduzierten Hirngröße korreliert.77,78 

Akt1/3-doppel-knock-out Mäuse zeigten schwerwiegende Entwicklungsdefekte im Herz- und 

Nervensystem. Die Mäuse starben bereits während der embryonalen Entwicklung.79 
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Akt2/3-doppel-knock-out Mäuse waren als einzige doppel-knock-out Variante lebensfähig, 

wiesen aber Defekte im Glukosestoffwechsel sowie eine verbinderte Hirngröße auf.80 Trotz der 

spezifischen Defekte die durch transgene Mäuse verdeutlicht werden konnten, verbleibt die 

Frage nach der funktionellen Redundanz der Akt Isozyme, die bis heute Gegenstand der 

aktuellen Forschung ist.81-83 Im Allgemeinen scheint jedoch der Konsens zu überwiegen, dass 

jede Akt-Isoform eine einzigartige Funktion in der Regulierung des Zellüberlebens einnimmt, 

wenngleich diese Funktion in Abhängigkeit vom genetischen Kontext variieren kann.69,81,84 

1.3.1 Struktur von Akt 

Obwohl die drei Akt Isoformen auf unterschiedlichen Genen kodiert sind, weisen sie eine 

hochkomplexe Struktur auf, die grundsätzlich in drei konservierte Domänen und eine 

Linkerregion unterteilt werden kann (Abb. 3A und C).70,85 Dieser Multidomänencharakter und 

die daraus resultierende dreidimensionale Struktur sind verantwortlich für die einzigartige, fein 

regulierte Signaltransduktion von Akt. Neben der hoch-konservierten (87-90% 

Sequenzidentität zwischen den drei Isoformen), katalytisch-aktiven Kinasedomäne 

(Aminosäuren (AS) in Akt1: 149-408) codieren die AKT-Gene für eine N-terminale, 

regulatorische, Pleckstrin-Homologie (PH)-Domäne (AS in Akt1: 1-107), sowie für ein C-

terminales, hydrophobes Motiv (HM, AS in Akt1: 409-480), welches neben Ser473 auch das 

konservierte 3-phosphoinositid-abhängige-Proteinkinase 1 (PDK1)-interagierendes Fragment 

(PIF) beinhaltet.85,86 Die konservierte Kinasedomäne hat eine homologe Struktur zu allen 

bekannten Proteinkinasen und ist zu etwa 50 % Sequenzidentisch mit PKC, PKA, SGK und 

S6K. Die allgemeine Struktur bildet sich aus einer N-terminalen, b-Faltblatt-reichen 

Subdomäne und einer C-terminalen, a-Helix-reichen Subdomäne, die über eine flexible 

Scharnierregion verbunden sind (Abb. 3A). Die Aktivierungsschleife, nahe des aktiven 

Zentrums enthält das konservierte DFG-Motiv in direkter Nähe zu Thr308, welches durch 

posttranslationale Phosphorylierung die Aktivierung von Akt initiiert.87 Die Sekundärstruktur 

der PH-Domäne setzt sich aus sieben b-Faltblättern sowie zwei a-Helices zusammen und bildet 

so ein regulatorisches Strukturelement, welches die Wechselwirkung (WW) mit polaren, 

mehrfach-phosphorylierten Inositol-Lipidzuckern ermöglicht (Abb. 3A, rechts) und somit die 

Rekrutierung von Akt zur Plasma- oder anderen Endomembranen begünstigt. PH-Domänen 

sind unter membran-assoziierten Proteinen wie PDK1, Bruton-Tyrosinkinase (BTK) oder G-

Protein-gekoppelte Rezeptorkinasen (GRK) weit verbreitet.88-90  
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Abbildung 3 Dreidimensionale- und schematische Darstellung der einzelnen Domänen von Akt. A Die Tertiärstruktur von Akt 

in der PH-out-Konformation setzt sich aus der katalytischen Kinasedomäne (weiß, PDB: 4EKK) sowie der regulatorischen PH- 

Domäne (grün, PDB: 1UNQ) und dem regulatorischen, hydrophoben Motiv (HM, gelb, PDB: 4EKK) zusammen. Die flexible 

Linkerregion zwischen Kinase- und PH-Domäne ist nicht aufgelöst und wurde als grau gestrichelte Linie dargestellt. Zur 

besseren Übersicht wurden Teile des HM entfernt und die aC-Helix in Türkis hervorgehoben. Die N-terminale, b-Faltblatt-

reiche Subdomäne der Kinase ist über die Scharnierregion (blau) mit der C-terminalen, a-Helix-reichen Subdomäne verbunden. 

Im aktiven Zentrum liegt das ATP-Analogon Adenosin-5-(b, g-imido)triphosphat (AMP-PNP, orange) mit zwei Mangan(II)-

Ionen (violett) nahe der Aktivierungsschleife (rot), welche das konservierte DFG-Motiv und das regulatorische Thr308 (hier 

phosphoryliert) beinhaltet, reversibel gebunden vor. Inositol-1,3,4,5-tetrakisphosphat (IP4, blau) liegt als PIP3-Analogon 

reversibel gebunden in der PH-Domäne vor, um die polare Phosphoinositol-Bindetasche zu veranschaulichen. B Regulatorische 

Stabilisierung der PH-out-Konformation von Akt durch hydrophobe Wechselwirkungen (F469, F472. Y474) und H-Brücken 

(S473D als Phosphomimetikum für pS473)91 des PIF im HM mit der PIF-pocket in der N-terminalen Subdomäne der Kinase 

(Die Ansicht stellt eine 180° Drehung der N-terminalen Subdomäne von Abbildung 3A dar). C Schematische Darstellung der 

Domänen von Akt1 mit Positionen von Aminosäuren, die posttranslational modifiziert werden und die vermutlich der 

Feinregulierung der Akt-Aktivierung und -Inaktivierung, der zellulären Lokalisation oder der Substratspezifität dienen. UB: 

Ubiquitinierung, Ac: Acetylierung, Me: Methylierung, OH: Hydroxylierung, GlcNac: Glykosylierung, SUMO: SUMOylierung. 

(Die Abbildung ist angelehnt an MANNING und TOKER 2017).66  
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Zwischen den PH-Domänen dieser Enzyme und den Akt-Isoformen wurde jedoch lediglich eine 

Sequenzidentität von 30 % beschrieben, während unter den Akt-Isozymen eine Homologie von 

bis zu 84 % besteht.85 Die Linkerregion (AS in Akt1: 108-148), welche die PH-Domäne mit 

der Kinasedomäne verbindet, ist unter den Akt-Isoformen wenig konserviert (17-46% 

Sequenzidentität zwischen den drei Isoformen).85 Sie zeigt keine signifikante Homologie zu 

anderen humanen Proteinen, ermöglicht es aber durch ihre hohe Flexibilität, dass die 

verknüpften Domänen Konformationsänderungen annehmen können und Akt somit zwischen 

einem aktiven (PH-out) und einem inaktiven (PH-in) Zustand alterniert.92 Die Regulation und 

Lokalisation von Akt beruht neben dem Gleichgewicht der intramolekularen 

Interdomäneninteraktion zwischen PH- und Kinasedomäne auch auf der WW des PIF im HM 

mit einer hydrophoben Kavität der N-terminalen Subdomäne (Abb. 3 B). Diese, innerhalb der 

AGC-Kinasefamilie konservierte PIF-pocket, wird mitunter durch die aC-Helix gebildet und 

wird einzig in der aktiven Konformation von Akt ausgebildet und besetzt.67,93-96 Hydrophobe-

WW der Aminosäureseitenketten von Phe469, Phe472 und Tyr474 sowie Wasserstoffbrücken 

(H-Brücken) des phosphorylierten Ser473 im HM mit AS der N-terminalen Subdomäne 

stabilisieren so durch allosterische Kooperativität das aktive Zentrum der Kinasedomäne.94 Der 

katalytisch inaktive Zustand von Akt lässt sich durch eine PH-in-Konformation beschreiben, 

welche durch polare WW zwischen den AS Thr81 und Thr82 der PH-Domäne und Lys179 und 

Asp292 der N-terminalen Subdomäne, sowie einer Salzbrücke zwischen Arg273 und Glu17 

stabilisiert wird.92,97 Die beschriebenen WW sind hauptverantwortlich für die Blockade des 

aktiven Zentrums der Kinasedomäne. Durch die Verdrängung der aC-Helix aus der 

allosterischen Tasche und die daraus resultierenden Stabilisierung der Aktivierungsschleife in 

der DFG-out-Konformation50 wird die Nukleotid-Bindetasche durch die AS-Seitenkette von 

Phe293 besetzt und somit die Bindung des Kofaktors ATP verhindert.  

Neben den für die Akt-Aktivierung obligatorischen und geschwindigkeitsbestimmenden 

Phosphorylierungen an Thr308 und Ser473 wurde eine Vielzahl von weiteren 

Phosphorylierungsereignissen an Akt,91,98-100 die vor allem mit einer eröhten Proteinstabilität 

und der gesteigerten Aktivierung assoziiert werden, sowie zahlreiche weitere PTMs in der 

Literatur beschrieben, die der Feinjustierung der Aktivierung oder Abschaltung der Akt-

Signaltransduktion (Pro125-OH, Pro313-OH, Thr305-GlcNac, Thr312-GlcNac, Lys276-

SUMO)101-103 der zellulären Lokalisation (Lys14-Ac)104 und möglicherweise auch der 

Substratspezifität dienen (Abb. 3C).66 
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1.4 PI3K/Akt/mTOR -Signalweg 

Akt bildet zusammen mit der Phosphoinositid-3-Kinase (PI3K) das Schlüsselelement der Akt-

gesteuerten Signalkaskade, die auch bekannt ist als PI3K/Akt/mTOR-Signalweg. Die 

Aktivierung von Akt wird über die Interaktion von extrazellulären Signalmolekülen (Hormone, 

Zytokine, Wachstumsfaktoren (WF)) mit transmembranständigen Rezeptortyrosinkinasen 

(RTK), Integrinen, B- und T-Zellrezeptoren, Zytokinrezeptoren, G-Protein-gekoppelten 

Rezeptoren (GPCR) oder durch andere Stimuli initi iert (Abb. 4).105-107 Durch die Rezeptor-

mediierte Aktivierung erfolgt die direkte oder die Adapterprotein-vermittelte Bindung und 

Aktivierung von PI3K (Abb. 4A). Auch kleine Guanosintriphosphat-bindende Proteine (G-

Proteine) wie Ras können die Aktivierung von PI3K induzieren. Der membrangebundene, 

sekundäre Botenstoff Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat (PIP2) wird schließlich durch PI3K 

an der 3ó-Position zu Phosphatidylinositol-3,4,5-triphosphat (PIP3) phosphoryliert.108 Das 

phosphatase and tensin homolog (PTEN) katalysiert die entsprechende Rückreaktion.109 Diese 

Phospholipidzucker dienen PH-Domänen-tragenden Proteinen wie Akt und seiner 

vorgeschalteten Kinase PDK1 als Ankerstellen an der Plasma- oder an Endomembranen 

innerhalb des Zytosols. Schließlich führt der Konzentrationsanstieg an zytosolischem PIP3 von 

ursprünglich 0,05 mM auf 5-200 mM zur Rekrutierung von Akt an die Plasma- oder 

Endomembranen wobei die Interaktion der PH-Domäne mit PIP3 eine Konformationsänderung 

innerhalb des Multidomänenkomplexes von Akt induziert.110 Durch die Interaktion zwischen 

Ligand und Protein kommt es innerhalb der stark positiv geladenen Phosphoinositol-

Bindungstasche (Lys14, Arg23, Arg25, Arg 86) zu einer Ladungsinversion und einer damit 

verbundenen elektrostatischen Repulsion der PH-Domäne von der negativ geladenen 

Proteinoberfläche der Kinasedomäne (vgl. Abb. 3A).111 Der Übergang von der auto-inhibierten 

PH-in-Konformation in die Membran-gebundene, PH-out-Konformation führt zur Öffnung der 

ATP-Bindetasche und somit zur Exposition der Aktivierungsschleife und dem dort lokalisierten 

Thr308, welches schließlich von PDK1 phosphoryliert wird.112 Die posttranslationale 

Modifikation führt zu nachweisbarer Kinaseaktivität113,114 und bereitet das Enzym zusätzlich 

auf die Phosphorylierung an Ser473 im HM durch den mechanistic target of rapamycin 

complex 2 (mTORC2) oder andere PI3K-verwandte Kinasen wie DNA-PK vor.115,116 Durch die 

zusätzliche Modifikation wird eine bis zu 1000-fache Steigerung der katalytischen Aktivität 

erreicht,117 wobei die alleinige Phosphorylierung von Ser473 für die Aktivierung von Akt nicht 

ausreichend ist.118,119  
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Abbildung 4 Schematisch dargestellt sind die molekularen Mechanismen, die einen Einfluss auf die Regulation der 

Proteinkinase Akt haben, sowie deren Auswirkungen auf das Zellschicksal innerhalb des PI3K/Akt/mTOR-Signalweges. A 

Die Aktivierung von PI3K erfolgt durch die Stimulation von RTKs oder GPCRs. PI3K katalysiert die Phosphorylierung von 

PIP2, wodurch PIP3 vermehrt an der Plasmamembran entsteht. Zytosolisch-inaktives Akt wird durch die Wechselwirkung der 

PH-Domäne mit PIP3 an die Plasmamembran rekrutiert, wodurch die Phosphorylierung der Aktivierungsschleife an Thr308 

durch PDK1 und an Ser473 des hydrophoben Motivs durch mTORC2 erfolgt, sodass eine vollständige Aktivierung von Akt 

erzielt wird. Die Dephosphorylierung von Akt durch die Proteinphosphatasen PP2A und PHLPP beendet das Signal (Die 

Abbildung ist angelehnt an MANNING und TOKER 2017).66 B Akt steht als entscheidender Schalter im Zentrum des 

PI3K/Akt/mTOR-Signalwegs und phosphoryliert über 100 bekannte, nachgeschaltete Substrate,66,120 die involviert sind an der 

Regulation der Proteinbiosynthese, Zell-Proliferation, -Migration und dem -Überleben, des Glukose-Metabolismus und 

neurobiologischen Prozessen. Dargestellt ist ein Teil der Literaturbeschriebenen Substrate, sowie deren Auswirkung auf das 

zelluläre System nach der Regulation durch Akt. (Die Abbildung ist angelehnt an Cell Signaling Technology 2020).121  
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Auch nach über 30 Jahren intensiver Akt-Forschung ist die Frage nach der Aktivierung und 

gezielten Abschaltung von Akt noch nicht vollständig geklärt. In der Literatur werden drei, sich 

zum Teil ergänzende Modelle postuliert, welche die zellautonomen Kontrollmechanismen von 

Akt beschreiben.122 Dem Diffusionsmodell zufolge löst sich Akt nach der Phosphorylierung an 

Thr308 und Ser473 von der Plasmamembran und diffundiert in der aktiven Konformation durch 

die Zelle, wobei es Zielsubstrate mit dem konservierten Sequenz-Motiv (Arg-x-Arg-x-x-

Ser/Thr-B; x = beliebige AS, B = sperrige, hydrophobe AS) phosphoryliert.120,122,123 Dieses 

Modell wird vor allem durch das phosphatase shielding cage Modell gestützt, bei dem ein 

Netzwerk von Interaktionen innerhalb des aktiven Zentrums und des HM von Akt die aktive 

Form stabilisieren und dadurch vor zytosolischen Phosphatasen schützen.124-126 Das ATP an/aus 

Modell beruht auf der Tatsache, dass ATP-kompetitive Akt-Inhibitoren eine 

Hyperphosphorylierung von Akt in Zellen induzieren,127,128 ADP-Analoga diesen Effekt jedoch 

nicht auslösen.125 Die Hypothese, dass ATP-gebundenes und durch Phosphorylierung 

aktiviertes Akt frei diffundieren kann, bis es nach einer Substratphosphorylierung durch 

zytosolische Phosphatasen inaktiviert wird, wurde jedoch in Frage gestellt.112 In der gleichen 

Studie wurde postuliert, dass vielmehr die Membrandissoziation der dominante Mechanismus 

der Akt-Inaktivierung zu sein scheint. Für beide Modelle wird eine ausreichende Stabilität 

gegenüber spezifischer Phosphatasen vorausgesetzt, um die zytosolische Diffusion zum 

Substrat zu ermöglichen. Hingegen wird im Modell des allosterischen Lipidschalters die 

Abhängigkeit der aktiven PH-out-Konformation von Akt auf die Zell- oder Endomembranen 

beschränkt, die mit PIP3 oder PIP2 besetzt sind. Hier führt die Dissoziation von der Membran 

zur Rückfaltung der PH- auf die Kinasedomäne. Durch diese Akt-intrinsische Autoinhibition 

werden pThr308 und pSer473 exponiert und durch die Proteinphosphatase 2A (PP2A) bzw. PH 

domain and leucine-rich repeat protein phosphatase 1/2 (PHLPP1, PHLPP2) 

dephosporyliert.129-131  

Akt steuert die Funktion von weit über 100 Substraten,120,132 die an der Regulation der 

Proteinbiosynthese, Zell-Proliferation, -Migration, dem -Überleben, des Glukose-

Metabolismus und neurobiologischer Prozesse beteiligt sind (Abb. 4B).133 Die 

Proteinbiosynthese und somit des Zellwachstums wird unter anderem durch die Interaktion mit 

dem tuberous sclerosis complex (TSC)134 und proline-rich AKT substrate of 40 kDa 

(PRAS40)135 und somit durch die mTORC1-vermittelte Signalkaskade reguliert.136  
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Akt fungiert als zentraler Regulator des (neuronalen) Zellüberlebens, indem entweder direkt 

pro-apoptotische Proteine wie Bcl-2-Antagonist of Cell Death (Bad),137 oder die von 

Transkriptionsfaktoren wie Forkhead box protein O1 (FoxO1) generierten pro-apoptotischen 

Signale unterdrückt werden.138 Akt ist an der Zellmigration und -invasion beteiligt, indem es 

Aktin-bindende Proteine wie Girdin oder Palladin phosphoryliert.139,140 Durch die Aktivierung 

von Akt substrate of 160 kDa (AS160 auch TBC1D4) und Phosphofrucotokinase-2 (PFKFB2) 

sowie die Inhibition von Glykogensynthase-Kinase 3 (GSK-3) ist Akt maßgeblich an der 

Regulation des Glukosestoffwechsels beteiligt.66,141,142 Darüber hinaus konnte die Regulation 

von neuronalen Prozessen, wie die synaptische Signalübertragung durch die Aktivierung von 

g-Aminobuttersäure Typ A Rezeptoren (GABAAR) nachgewiesen werden.143 

In Anbetracht der zentralen Bedeutung der Akt-vermittelten Signaltransduktion für die 

Steuerung des zellulären Schicksals und den mit einer Fehlregulation einhergehenden 

Konsequenzen, ist Akt ein relevantes Ziel für die therapeutische Intervention. 

1.5 Klinische Relevanz von Akt 

Die Überaktivierung von Akt ist ein molekulares Merkmal, das häufig mit schwerwiegenden 

humanen Erkrankungen wie Krebs, Diabetes, kardiovaskulären und neurodegenerativen 

Erkrankungen assoziiert wird.73,144 Selten kommt es zu klinisch relevanten genetische Läsionen 

in AKT selbst.145 CARPTEN et al. identifizierten jedoch eine bei Brust- (BC), Darm- (CRC) und 

Eierstockkrebs (OC) auftretende, somatische Mutation des Akt1-Gens, welche für eine 

kontinuierliche Aktivierung der Kinase verantwortlich ist.146 Durch die beschriebene Akt1E17K-

Punktmutation wird das negativ geladene Glutamat an Position 17 in der PH-Domäne gegen 

ein positiv geladenes Lysin ersetzt, wodurch es zu einer Ladungsinversion innerhalb der PI-

Bindungstasche und somit zu einem Verlust der Salzbrücke zwischen Glu17 und Arg273 der 

Kinasedomäne kommt. Als direkte Folge wird die Substrataffinität gegenüber PIP2 und anderen 

Inositolzuckern erhöht und somit die PH-out-Konformation stabilisiert, sodass die Aktivierung 

von Akt begünstigt wird.147 Diese konstitutiv aktive Form von Akt ist neben neoplastischen 

Transformationen hauptverantwortlich für angeborene Mosaik-Überwuchserkrankungen wie 

das Proteus Syndrom (PS).148,149 HYMAN  et al. beschrieben die (Teil-)Remission von 52 

Patienten mit Estrogenrezeptor (ER)-positivem BC, gynäkologischen, malignen Neoplasien 

und anderen Tumorerkrankungen nach einer Akt-inhibitor-basierten Therapie.145  
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Bei allen Patienten wurde die treibende Akt1E17K-Mutation diagnostiziert, sodass sie erstmalig 

als prädiktiver Biomarker identifiziert und somit zu einem klinisch relevanten Ziel für die 

Krebstherapie wurde.145,150  

Häufig wird die unkontrollierte Signaltransduktion-, und somit die Tumorgenese 

sowie -progression, durch Akt von übergeordneten Protoonkogenen wie RTKs, PI3K oder 

durch den Verlust von PTEN initiiert. Eine besonders dezisive Rolle spielen dabei die direkten 

Regulatoren von Akt, die durch loss-of-function Mutationen (PTEN, PHLPP) oder gain-of-

function Läsionen (PI3K) hauptverantwortlich dafür sind, dass Akt in über 50 % aller humanen 

Krebserkrankungen eine Hyperaktivität aufweist.66,151-153 Im Gegensatz zur somatischen E17K-

Mutation konnte die Hyperaktivierung und -phosphorylierung von Akt im Allgemeinen nicht 

als prädiktiver Biomarker für therapeutischen Intervention eingestuft werden, auch wenn der 

Anstieg intrazellulärer pAkt-Level einen prognostischen Indikator für maligne 

Transformationen darstellen kann.154-156 Dennoch zeigte eine aktuelle Studie, dass in einer 

Platin-resistenten Ovarialkarzinom (PROC) Patientensubgruppe mit pAkt-positivem 

Biomarker ein signifikant verlängertes progressionsfreies Überleben (PFS) im Vergleich zur 

Gruppe mit nicht alteriertem Biomarker festgestellt werden konnte. Diese Erkenntnisse deuten 

darauf hin, dass die Präsenz von pAkt in den Gewebeproben von PROC-Patientinnen mit dem 

Ansprechen auf die Hemmung von Akt assoziiert ist und somit in dieser Patientenpopulation 

als prädiktiver Biomarker betrachtet werden kann.157  

Die pathologische Überexpression von Akt wurde in einer Vielzahl von malignen Neoplasmen, 

einschließlich Schilddrüsen-, Ovarial-, Lungen-, Prostata- (PC), Pankreaskarzinomen sowie 

beim Multiplen Myelom beschrieben. Dieses Phänomen korrelieren mit einer gesteigerten 

Zellproliferation sowie einer erhöhten Überlebensfähigkeit der Tumorzellen.158-162 Akt-

überexprimierende Zellen zeigen Resistenzen gegen proapototische Signale, wie den Tumor 

Necrosis Factor Related Apoptosis Inducing Ligand (TRAIL) , Forkhead box protein O1 

(FoxO1), Bad, mouse double minute 2 homolog (MDM2) (vgl. Abb. 4).163-166 Die 

Unterdrückung der Apoptose durch Akt steht auch im Zusammenhang mit einer erworbenen 

Resistenz gegenüber klassischer Strahlen- und Chemotherapie. Durch Cisplatin-basierte 

Therapien konnte die Überexpression sowie die dauerhafte Aktivierung von Akt in einer 

Vielzahl von Krebszellen induziert werden.167-172 Die Hemmung der Akt-Signaltransduktion in 

diesen Systemen führte schließlich zur Einleitung der Apoptose und dem Zelltod, was die 

enorme Relevanz der therapeutischen Intervention gegenüber der Proteinkinase Akt 

unterstreicht. 
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1.5.1 Klinisch-relevante Akt-Inhibitoren  

Die intensiven Bemühungen der vergangenen zwei Jahrzehnte, neue pharmakologisch aktive 

Inhibitoren von Akt zu identifizieren haben drei funktionell wichtige Regionen von Akt 

offenbart, die mit niedermolekularen Verbindungen adressiert werden können (Abb. 5).  

 

Abbildung 5 ATP-kompetitive- (Orange), Allosterische- (Blau) und PI-kompetitive (Anthrazit) Bindungsstellen in Akt. (Die 

Liganden, sowie die Kinase- (Weiß) und PH-Domäne (Grün) stammen aus den zusammengefügten PDB-Strukturen: 6HHF, 

4GV1, 5KCV und 1UNQ) 

Neben der ATP-Bindungstasche im aktiven Zentrum der Kinasedomäne und der polaren PI-

Bindungstasche innerhalb der PH-Domäne, wurde eine einzigartige allosterische 

Interdomänen-Bindungstasche identifiziert, die nur in der inaktiven PH-in-Konformation von 

Akt ausgebildet wird. Die Inhibition der PI-Bindetasche verhindert die Membranrekrutierung 

und damit die Aktivierung von Akt durch PDK1 und mTORC2. In dieser Hinsicht wurden 

Alkylphospholipide (APLs) wie Perifosin, Edelfosin und Miltefosin als Phosphoinositid-

Mimetika und somit als PIP2-/PIP3-kompetitive Inhibitoren identifiziert und in zahlreichen 

klinischen Studien der Phase I und II untersucht.173-176 Die generell ungünstigen 

Pharmakokinetischen- (PK) Eigenschaften dieser Verbindungen sind hauptsächlich für das 

Scheitern der klinischen Studien verantwortlich und stehen im Zusammenhang mit 

zwitterionischen Strukturen und damit verbundenen hohen Octanol-Wasser-

Verteilungskoeffizieten (cLogP), die signifikant über den Richtwerten für eine akzeptable orale 

Bioverfügbarkeit liegen.177 Einen vielversprechenderen Ansatz zur gezielten Adressierung von 

Akt bietet die orthosterische Inhibition der Kinasedomäne mit ATP-kompetitiven Akt-

Inhibitoren. 
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1.5.2 ATP-kompetitive Akt -Inhibitoren  

Ein traditioneller Ansatz, welcher maßgeblich zur Entwicklung einer Vielzahl orthosterischer 

Akt-Inhibitoren in den letzten Jahren beigetragen hat, besteht in der gezielten Adressierung des 

aktiven Zentrums durch ATP-kompetitive Hemmstoffe (Abb. 6 A). Vor dem Hintergrund der 

strukturellen sowie partiell sequenziellen Homologie der ATP-Bindungstaschen innerhalb des 

Kinoms, insbesondere zwischen den drei Isoformen von Akt und weiteren Mitgliedern der 

AGC-Kinasefamilie, besteht die Herausforderung darin, Inhibitoren von hoher Potenz zu 

entwickeln, die eine selektive Unterdrückung der Akt-vermittelten Signalübertragung 

ermöglichen. Eine Vielzahl von hochpotenten Inhibitoren wurde in den vergangen 20 Jahren in 

klinischen Studien evaluiert. Allerdings mussten viele dieser Entwicklungsprogramme 

frühzeitig abgebrochen werden, vornehmlich aufgrund toxischer Nebenwirkungen, die häufig 

durch die Hemmung nicht-zielgerichteter Enzyme (off-target-Toxizität) verursacht wurden 

oder durch einen unzureichenden Wirksamkeitsnachweis.178-181 

In einer Hochdurchsatz-Durchmusterung (HTS) von Substanzbibliotheken des 

Pharmaunternehmens Abott Laboratories wurde ein trans-3,4ó-bispyridinylethylen 

Grundgerüst identifiziert, das eine moderate Aktivität gegenüber Akt zeigte.182 Die chemische 

Optimierung dieser Substanz führte schließlich zur Entwicklung von SM-020 (Abb. 6 B).183 

Die weitere klinische Entwicklung wurde aufgrund des unzureichenden pharmakokinetischen 

Profils (hohe intrinsische clearance unzureichende Bioverfügbarkeit) eingestellt.184 Neue 

Formulierungsstudien durch DermBiont führten schließlich zur Konzeptvalidierung in einer 

neuen Indikation und zu einem positiven Ergebnis in einer Phase II  Studie.185,186 SM-020 ist 

der erste und einzige topisch-anwendbare Akt-Inhibitor für die Behandlung der Seborrhoischen 

Keratose (SK) (NCT05136144). In einer laufenden Phase II  Studie soll das Dosierungsschema 

optimiert werden, um Gesichts- und intertriginöse SKs zu behandeln (NCT06099080, 

NCT06108024).  

Ipatasertib (Abb. 6 B) ist ein weiterer ATP-kompetitiver Akt-Inhibitor, welcher von 

Genentech/Roche entwickelt und im Jahr 2012 erstmals publiziert wurde.187 Kürzlich wurde 

eine Phase III  Studie abgeschlossen, in der Ipatasertib in Kombination mit Paclitaxel für 

PIK3CA/Akt1/PTEN-mutierte, Hormonrezeptor-positiven (HR+), HER2-negativen (HER2-) 

fortgeschrittenen Brustkrebs getestet wurde, wobei für die Kombinationsbehandlung im 

Vergleich zu jener Gruppe, die Paclitaxel und ein Placebo erhielt, kein Vorteil beobachtet 

wurde (NCT03337724).188   
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Der Inhibitor wird derzeit in zwei weiteren kombinierten Phase III  Studien bei Patienten mit 

metastasiertem, kastrationsresistentem Prostatakrebs (NCT03072238) und bei lokal 

fortgeschrittenem, inoperablem oder metastasiertem Brustkrebs (NCT04060862) evaluiert. 

Gemäß der Entwicklungspipeline von Genentech/Roche wurde die weitere Entwicklung dieser 

Verbindung eingestellt, vermutlich aufgrund des klinischen Erfolgs des ATP-kompetitiven 

Inhibitors und Konkurrenten Capivasertib. Die initial positiven Ergebnisse der Studien mit 

Ipatasertib führten zur unabhängigen Entwicklung von NTQ1062 (Abb. 6 B; entwickelt von 

Nanjing Chia-Tai Tianqing Pharmaceutical Co.).189 NTQ1062 zeichnet sich durch ein 

neuartiges, Scharnierregion-bindendes Motiv und einen bizyklischen Piperazinlinker aus. Diese 

chemische Optimierung führte zu einem verbesserten PK-Profil und einer gesteigerten Potenz 

in in vitro und in vivo Modellen. Der Wirkstoff wird derzeit in einer Phase I Studie zur 

Behandlung von fortgeschrittenen soliden Tumoren (NCT06172309) sowie in einer Phase Ib/II  

Studie in Kombination mit Fulvestrant bei Patientinnen mit fortgeschrittenem HR+/HER2- 

Brustkrebs (NCT06172322) evaluiert. 

 

Abbildung 6 A Schematische Darstellung der ATP-kompetitiven Akt-Inhibition durch orthosterische Liganden. B Chemische 

Strukturen von ATP-kompetitiven Akt-Inhibitoren, die aktuell in klinischen Studien evaluiert werden. 

Afuresertib (Abb. 6 B) wurde durch Lead-Optimierungsstudien von GlaxoSmithKline 

entwickelt, wechselte innerhalb von Big Pharma zu Novartis und wurde 2018 an Laekna 

auslizenziert. 190,191 In einer Phase I Studie demonstrierte Afuresertib das gewünschte 

Sicherheitsprofil sowie klinische Wirksamkeit gegenüber malignen hämatologischen 

Erkrankungen.192  
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Eine aktuell laufende Phase Ib/III  Studie evaluiert die Sicherheit und Wirksamkeit von 

Afuresertib zusammen mit Fulvestrant bei Patientinnen mit lokal fortgeschrittenem oder 

metastasiertem HR+/HER2- Brustkrebs, die auf Standardtherapien nicht ansprachen 

(NCT04851613). In einer weiteren Phase II  Studie mit PROC-Patientinnen zeigte die 

Kombinationstherapie von Afuresertib mit Paclitaxel jedoch keinen statistisch signifikanten 

Unterschied gegenüber der Gruppe, die Paclitaxel als Monotherapie erhielt (NCT04374630).157 

Der am weitesten fortgeschrittene orthosterische Akt-Inhibitor ist Capivasertib (Abb. 6 B), 

welcher 2009 in einer Kooperation von AstraZeneca und Astex Pharmaceuticals entwickelt 

wurde. Der Wirkstoff hat erfolgreich eine Phase III  Kombinationsstudie mit Fulvestrant bei 

Patienten mit HR+/HER2- lokal fortgeschrittenem oder metastasiertem Brustkrebs im 

Vergleich zu Placebo und Fulvestrant abgeschlossen (NCT04305496).193 Interessanterweise 

zeigte diese Studie jedoch keine signifikanten Vorteile für Patienten mit genetischen Läsionen 

im Akt-Signalweg, was eine anhaltende Herausforderung unterstreicht: Die Abwesenheit von 

prädiktiven Biomarkern für die Therapie mit Akt-Inhibitoren. Während AstraZeneca im 

November 2023 die Marktzulassung von der FDA erhielt, wird das Potenzial des Inhibitors 

auch in weiteren Phase III  Studien untersucht, die Brust- und Prostatakrebs betreffen 

(NCT05348577, NCT04493853, NCT03997123, NCT04862663). 

ATP-kompetitive Akt-Inhibitoren blockieren dosisabhängig die Phosphorylierung von 

nachgeschalteten Substraten. Durch die Stabilisierung der PH-out-Konformation schützen sie 

jedoch die regulatorischen AS Thr308 und Ser473 vor der inaktivierenden 

Dephosphorylierung.125 ATP wird von einer Vielzahl intrazellulärer Proteine (Kinasen, 

ATPasen, Motorproteine, DNA- und RNA-Polymerasen, Helicasen) metabolisiert, wodurch 

orthosterische Inhibitoren eine potentielle Quelle für off-target-Effekte darstellen. Einen 

weitaus vielversprechenderen Ansatz zur gezielten und selektiven Akt-Inhibition stellen 

allosterische Inhibitoren dar, die mit einer einzigartigen Bindungstasche wechselwirken und 

somit nicht in Konkurrenz mit einem sekundären Botenstoff oder Kofaktor stehen. 
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1.5.3 Allosterische Akt-Inhibitoren  

Das grundlegende Prinzip der allosterischen Inhibition basiert auf der Bindung eines Inhibitors 

an eine Stelle des Enzyms, die eine räumliche Entfernung zum aktiven Zentrum aufweist. Die 

Wechselwirkung zwischen Enzym und Ligand induziert eine Konformationsänderung 

innerhalb des Enzyms, wodurch die katalytische Aktivität unterdrückt und die Bindung von 

Kofaktor und Substrat verhindert wird (Abb. 7 A). In den frühen 2000er Jahren identifizierte 

Merck Sharp & Dome (MSD) in einem HTS ein 2,3-Diphenylchinoxalin-Grundgerüst, das 

durch Serendipität als erster PH-Domänen-abhängiger Ligand einer neuartigen allosterischen 

Tasche von Akt identifiziert wurde.194 Umfangreiche Entwicklungszyklen führten zu zwei 

Serien hochpotenter Akt-Inhibitoren, die ein beispielloses Maß an Isoformselektivität 

aufwiesen und die Grundlage für die Entwicklung aller heute bekannten allosterischen Akt-

Inhibitoren lieferten.195,196  

Die rationalen Design-Studien von ArQule Inc. führten Anfang der 2010er Jahre zu der 

Entwicklung der Kongenere Miransertib und Vevorisertib (Abb. 7 B).197,198 Die präklinische 

Evaluierung der beiden Inhibitoren offenbarte die Selektivität für die Akt-Isoformen gegenüber 

einem Panel von 303 bzw. 245 getesteten Kinasen sowie eine starke antitumorale Wirkung 

gegenüber der aktivierenden Akt1E17K-Mutante in endometrialen PDX-Modellen.199 ArQule Inc. 

wurde 2019 von MSD übernommen, um die Pipeline des Unternehmnes im Bereich der Kinase-

Inhibitoren zu erweitern. Obwohl Miransertib vielversprechende Ergebnisse in mehreren 

Phase I Studien im Bereich der Onkologie lieferte (als Monotherapie oder in Kombination mit 

Chemotherapie) laufen derzeit keine Folgestudien (NCT01473095, NCT02476955).200 In 

nicht-onkologischen Indikationen wird der allosterische Inhibitor derzeit in einer Phase II  

Studie untersucht, um die Sicherheit und Verträglichkeit bei Patienten mit PIK3CA-related 

overgrowth spectrum (PROS) und Proteus-Syndrom (PS) zu bewerten (NCT04980872). 

Darüber hinaus zeigte die chronische Behandlung mit Miransertib ein gut verträgliches 

Langzeit-Nebenwirkungsprofil und die Reduktion der Progression des PS.201,202 
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Abbildung 7 A Schematische Darstellung des Konformationsgleichgewichtes von Akt nach Bindung von ATP bzw. einem 

allosterischen Akt-Inhibitor (blau) (Die Abbildung ist angelehnt an WEISNER und GONTLA et al. 2015).203 Die allosterische 

Interdomänen-Bindungstasche von Akt wird in der PH-in-Konformation an der Grenzfläche zwischen der Kinase- und PH-

Domäne ausgebildet. B Chemische Strukturen von allosterischen Akt-Inhibitoren, die aktuell in klinischen Studien evaluiert 

werden. 

Die Evaluierung von Vevorisertib erfolgte in einer Phase Ib Studie bei fortgeschrittenen soliden 

Tumoren mit PIK3CA/Akt/PTEN-Mutation als Monotherapie oder in Kombination mit 

Paclitaxel oder Fulvestrant (NCT02761694). Die Ergebnisse der Studie zeigten ein adäquates 

Sicherheitsprofil und eine minimale bis moderate antitumorale Aktivität bei Patienten mit 

fortgeschrittenen soliden Tumoren mit PIK3CA/Akt/PTEN-Mutationen.204 Aus geschäftlichen 

Gründen, die vermutlich im Zusammenhang mit der Übernahme durch MSD stehen, wurde die 

weitere Entwicklung von Vevorisertib eingestellt. 

Pifusertib (Abb. 7 B) wurde erstmals Anfang der 2010er Jahre in der Literatur beschrieben.205 

Die Entdeckung und Entwicklung zum klinischen Kandidaten durch Taiho Pharmaceutical Co. 

wurde jedoch nie offengelegt. In in vitro-Studien konnte die dosisabhängige 

Wachstumshemmung bei verschiedenen Krebszelllinien, darunter Brust-, Lungen- und 

Eierstockkrebs demonstriert werden. In vivo-Mausstudien bestätigten das dosisabhängige 

Antitumorpotenzial des allosterischen Inhibitors.206 In einer Phase II  Studie mit Patienten mit 

fortgeschrittenen soliden Tumoren, die PI3K/AKT-Mutationen aufwiesen, zeigte der 

allosterische Inhibitor als Monotherapie eine begrenzte antitumorale Aktivität, wies jedoch ein 

handhabbares Sicherheitsprofil auf. 
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Insbesondere wurde eine klinische Wirksamkeit bei Patienten mit Ovarialkarzinomen 

(PIK3CAE545K) und Brustkrebs (PIK3CAH1047R und Akt1E17K) beobachtet (NCT03017521).206 

Derzeit wird Pifusertib in einer Phase II  Monotherapie-Studie an Patienten mit fortgeschrittenen 

oder metastasierten soliden Tumoren, die PTEN-inaktivierende Keimbahnmutationen tragen, 

untersucht (NCT04770246).207 

VAD-044 (Abb. 7 B), ursprünglich ALM-301, ist ein allosterischer Akt-Inhibitor, der 2015 von 

Almac Discovery Ltd. entwickelt wurde.208,209 Im Jahr 2020 wurde die Verbindung an Vaderis 

Therapeutics AG auslizenziert, um die weitere Entwicklung und Kommerzialisierung zu 

ermöglichen.210 Derzeit wird der Inhibitor in einer randomisierten, doppelblinden und Placebo-

kontrollierten Phase 1b Studie untersucht, um die Sicherheit und Wirksamkeit verschiedener 

Dosierungsregime bei Patienten mit Hereditärer Hämorrhagischer Teleangiektasie (HHT) zu 

bewerten (NCT05406362). 

Allosterische Inhibitoren bieten im Vergleich zu traditionellen orthosterischen Wirkstoffen 

mehrere bedeutende Vorteile. Dazu gehören eine höhere Selektivität aufgrund weniger 

homologer Sequenzen an allosterischen Stellen, eine geringere Toxizität durch off-target-

Effekte und ein niedrigerer Dosisbedarf.211-214 Kinase-unabhängige bzw. Konformations-

abhängige Funktionen von katalytischen Enzymen stellen einen weiteren Vorteil der 

allosterischen Inhibition dar.215 VIVANCO et al. beschrieben in ihrer Studie, dass katalytisch 

inaktives Akt (Akt1G161V) das Wachstumsfaktor-unabhängige Überleben von primären 

menschlichen Melanozyten förderte. ATP-kompetitive Akt-Inhibitoren konnten diese Kinase-

unabhängige Funktion von AKT nicht blockieren, was ihre Wirksamkeit im Vergleich zu 

allosterischen AKT-Inhibitoren einschränkt.216 
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1.5.4 Kovalent-Allosterische Akt-Inhibitoren (CAAIs)  

Kovalente Inhibitoren haben eine lange Geschichte in der Arzneimittelforschung, beginnend 

mit Aspirin Ende des 19. Jahrhunderts bis hin zur jüngsten Zunahme rational entwickelter 

Inhibitoren wie Carfilzomib, Afatinib, Ibrutinib, Osimertinib und Sotorasib.217 Der Einfluss von 

Naturstoffen auf die Entwicklung kovalenter Arzneimittel konnte in einer Studie verdeutlicht 

werden, in der die physikochemischen Eigenschaften klinisch-relevanter, kovalenter 

Inhibitoren mit Naturstoffen und bereits zugelassenen nicht-kovalenten Wirkstoffen verglichen 

wurden. Dabei zeigte sich, dass kovalente Inhibitoren in ihren Eigenschaften den Naturstoffen 

näher kommen als konventionelle, reversibel-bindende Wirkstoffe.218 Die Zunahme der 

Literaturzitate in der ĂPubMedñ-Datenbank (1970: 5 Zitierungen; 2023: 834 Zitierungen)219 

belegen das steigende Interesse an kovalenten Inhibitoren. So wurden im Jahr 2023 drei neue 

chemische Substanzen (Ritlecitinib, Omaveloxolone, Durlobactam+Sulbactam) mit einem 

kovalenten Wirkmechanismus von der FDA zugelassen.220-223 Die anfänglichen Bedenken 

gegenüber xenobiotisch reaktiven Metaboliten, die schädliche Wirkungen wie Allergien, 

Gewebezerstörung oder die Karzinogenese hervorrufen, werden durch die Vorteile kovalenter 

Inhibitoren aufgewogen.218 Erstens könnte die erhöhte biochemische Effizienz kovalenter 

Inhibitoren (in Relation zur Molekülgröße) Möglichkeiten bieten, die Dosis eines Medikaments 

zu reduzieren, was wichtige Implikationen für die Verbesserung des therapeutischen Fensters 

und die Verringerung des Risikos idiosynkratrischer Toxizität hat, die präklinisch schwer 

vorherzusagen ist.224 Zweitens könnte die verlängerte Wirkungsdauer eine weniger häufige 

Medikamenteneinnahme ermöglichen und somit die Compliance der Patienten verbessern.225 

Die kovalente Hemmung kann zudem die Pharmakodynamik (PD) von der Pharmakokinetik 

(PK) eines Arzneimittels entkoppeln, was eine erwünschte Arzneimittelwirksamkeit für 

Inhibitoren mit kurzer systemischer Exposition zur Folge haben kann.218 Es gibt Hinweise 

darauf, dass das Risiko der Entwicklung von Resistenzen gegen kovalente Arzneimittel 

geringer ist, welche in Bereichen wie der Onkologie und bei Infektionskrankheiten eine große 

Herausforderung darstellen.226 

Um die inhärenten Limitationen der ersten Generation von Akt-Inhibitoren zu eliminieren, 

haben WEISNER und GONTLA et al. eine innovative Strategie zur gezielten Adressierung von 

Akt durch kovalent-allosterische Akt-Inhibitoren (CAAIs) entwickelt.203 Diese Klasse von 

Inhibitoren ist so konzipiert, dass sie die einzigartige allosterische Bindungstasche von Akt 

ausnutzt und dadurch eine außergewöhnliche Kinom-Selektivität erzielen. 
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Darüber hinaus alkylieren CAAIs die Thiol-Seitenketten der Redox-sensitiven Cysteine 296 

und 310 in der Aktivierungsschleife in einer MICHAEL-artigen 1,4-Additionsreaktion, wodurch 

die Verweildauer am Ziel und damit die Dauer der PD-Effekte maximiert werden (Abb. 8 A). 

Die relativ langsame Proteinumsatzrate (engl. turnover), die typischerweise über 24 Stunden 

liegt,227 macht Akt zu einem idealen Ziel für die kovalente Inhibition, da die dauerhafte Bindung 

von CAAIs dieses kinetische Merkmal effektiv ausnutzen kann. 

 

Abbildung 8 A Schematische Darstellung der kovalent-allosterischen Inhibition von Akt durch CAAIs. Im ersten Schritt 

erfolgt die reversible Bindung des CAAIs (blau) in die Interdomänen-Bindungstasche von Akt. Durch eine anschließende Thia-

Michael-Addition der reaktiven Thiol-Seitenkette eines Cysteins in der Aktivierungsschleife mit dem b-Kohlenstoff des 

Michael-Akzeptors erfolgt die irreversible Bindung. (Die Abbildung ist angelehnt an WEISNER und GONTLA et al. 2015).203 

B Chemische Strukturen des first-in-class CAAI Borussertib sowie von Isoform-selektiven CAAIs RL2405 und RL2406.228 

Borussertib (Abb. 8 B) ist der erste Vertreter einer neuen Klasse von kovalent-allosterischen 

Inhibitoren mit überlegenen PD-Eigenschaften im Vergleich zu reversiblen ATP-kompetitiven 

und allosterischen Akt-Inhibitoren. Zelluläre Studien haben gezeigt, dass Borussertib mit EC50-

Werten im einstelligen nanomolaren Bereich eine beachtliche antiproliferative Aktivität 

aufweist, die bis zu 40-mal höher ist als die der die klinischen Kandidaten Ipatasertib, 

Capivasertib und Miransertib.229In pharmakokinetischen Studien an Mäusen wurden 

unterschiedliche Applikationsrouten (2 mg/kg IV , 20 mg/kg PO, 20 mg/kg IP) untersucht, die 

eine geringe orale Bioverfügbarkeit (< 5 %), jedoch eine erhöhte intraperitoneale Resorption 

(39,6 %) zeigten.230  
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In einem Struktur-basierten Ansatz zur Untersuchung der Präferenz von Isoform-spezifischen 

Liganden wurden die Pyrazinon-Liganden RL2406, ein Akt1-selektiver Inhibitor, sowie 

RL2405, ein Akt2-selektiver Inhibitor mit einer 10-fach höheren Affinität gegenüber Akt1 und 

einer über 100-fachen Affinität gegenüber Akt3 identifiziert.228 Diese Erkenntnisse bilden den 

Ausgangspunkt für eine weitergehende strukturbasierte Entwicklung chemischer Sonden, die 

dazu beitragen können, die Funktionen der Isoformen in Bezug auf Gesundheit und Krankheit 

in lebenden Organismen zu analysieren.228,231 

Die vielversprechenden Ergebnisse der kovalent-allosterischen Akt-Inhibition haben den 

Grundstein für die Entwicklung von PK-optimierten CAAIs der nächsten Generation gelegt. 

Diese Bemühungen zielen darauf ab, die Herausforderungen der oralen Bioverfügbarkeit zu 

überwinden und gleichzeitig eine hohe Wirksamkeit und Selektivität beizubehalten, was den 

Weg für effizientere und patientenfreundlichere Akt-gerichtete Therapien in der Zukunft ebnen 

wird.  
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2 Motivation und Zielsetzung 

Akt ist neben PI3K der zentrale Regulator der PI3K/Akt/mTOR-vermittelten 

Signaltransduktion. Die Aktivierung dieser Signalkaskade ist für wesentliche physiologische 

Prozesse wie Zellproliferation, Überleben, Metabolismus und Proteinbiosynthese unabdingbar 

und spielt zudem eine besonders dezisive Rolle bei einer Vielzahl von humanen Erkrankungen. 

Veränderungen in Akt-regulierenden Proteinen wie PI3K und PTEN stören das Gleichgewicht, 

zwischen Aktivierung und Unterdrückung der Signaltransduktion, was zu einer Akt-

Hyperaktivität führt und die Pathogenese von NCDs, einschließlich BC, OC, CRC, PC sowie 

Diabetes, neurodegenerativen und kardiovaskulären Erkrankungen fördert. Nicht selten sind 

jene malignen Erkrankungen mit einer Überexpression der AKT-Gene oder der konstitutiv 

aktiven Akt1E17K-Mutante assoziiert, die auch die angeborene Überwuchserkrankung Proteus-

Syndrom auslöst. Die Akt-vermittelte Unterdrückung der Apoptose ist zudem mit einer 

erworbenen Resistenz gegenüber klassischen strahlen- und chemotherapeutischen 

Interventionen assoziiert, da diese die Überexpression und anhaltende Aktivierung von Akt in 

einer Vielzahl von Krebszelltypen induzieren. Diese Zellen werden apoptotisch, wenn die Akt-

Signaltransduktion blockiert wird. 

Der Einfluss von Akt auf das zelluläre Schicksal, sowie die herausfordernde Adressierung der 

Regulatoren von Akt, haben die Proteinkinase zu einem lukrativen Ziel der modernen 

Präzisionsmedizin gemacht. Obwohl die Entwicklung von zielgerichteten Akt-Inhibitoren vor 

über zwanzig Jahren begann, zeigte erst kürzlich der ATP-kompetitive Akt-Inhibitor 

Capivasertib positive Ergebnisse in einer Phase III  Studie als Ergänzung zur Fulvestrant-

basierten Therapie in fortgeschrittenem oder metastatischem Brustkrebs. Capivasertib 

(Handelsname Truqap) ist der erste Akt-Inhibitor, der im November 2023 eine Zulassung durch 

die FDA erhalten hat. Um für die Therapie in Frage zu kommen, muss der Status eines Patienten 

mindestens eine Genveränderung in PI3KCA, Akt1 oder PTEN aufweisen. Die Biomarker-

Einschränkung wirft jedoch Fragen auf, da die Kombination (Capivasertib+Fulvestrant) bei 

einer breiteren Patientenpopulation unabhängig vom Mutationsstatus eine signifikante 

Verbesserung bei der Verzögerung der Tumorprogression zeigte. Die jahrelange Forschung an 

der ersten Generation an Akt-Inhibitoren zeigte das die entwickelten Substanzen unter einer 

begrenzten Wirksamkeit, unzureichender Selektivität und einer damit einhergehenden Toxizität 

leiden. Die zunächst positiven Ergebnisse der klinischen Studien mit Capivasertib wurden 

jedoch durch die Einschränkung der Patientenpopulation bei der Zulassung durch die FDA 

überschattet. 
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Abbildung 9 Adressierung von Akt1 und seinen Isoformen mit der nächsten Generation an CAAIs. A Medizinal-chemische 

Optimierung von klassischen CAAIs wie Borussertib im Kontext des Struktur-basierten Wirkstoffdesigns (SBDD). Durch die 

Optimierung des western part, welcher den CAAIs als Selektivitätsmotiv dient und die reversible Bindung ermöglicht, sollte 

ein neues scaffold abgeleitet werden, welches die late-stage Derivatisierung erlaubt, um eine fokussierte Substanzbibliothek 

zur selektiven und potenten Adressierung der Akt-Isoformen zu generieren. In einem zweiten Zyklus der Optimierung sollte 

der Fokus auf der Derivatisierung des eastern part liegen, um den Einfluss des Linkers und des warhead auf die 

Isoformselektivität und Reaktivität der CAAIs zu Untersuchen. B In einem zweiten Projekt sollten weitere reaktive Cysteine 

und andere nukleophile Zentren innerhalb der allosterischen Bindungstasche identifiziert und mit einer speziell dafür 

entworfenen und synthetisierten Serie an neuartigen CAAIs adressiert werden. C Auf Grundlage der nächsten Generation an 

CAAIs sollten in einem dritten Projekt Sondenmoleküle für chemisch-biologische Studien entworfen, synthetisiert und auf 

zellulärer Ebene evaluiert werden. 
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Es besteht weiterhin ein hoher klinischer Bedarf an selektiven, hochpotenten und sicheren Akt-

Inhibitoren, damit die gesamte Patientenpopulation von der zielgerichteten Therapie profitieren 

kann. Um die Limitationen der ersten Generation an Akt-Inhibitoren zu überwinden, wurden 

schließlich CAAIs wie Borussertib (Abb. 8 B, 9 A) entwickelt. Diese Form der Akt-Inhibition 

kombiniert den allosterischen Wirkmechanismus und somit eine hohe Selektivität mit der 

kovalenten Zieladressierung, wodurch die Dauer der Inhibition maximiert wird. Im Fall von 

Borussertib konnte durch die verbesserten PD-Eigenschaften der CAAIs so erstmals in einer in 

vivo-Mausstudie in Kombination mit dem MEK-Inhibitor Trametinib ein herausragender 

synergistischer Effekt demonstriert werden.229 Die Studie offenbarte aber zeitgleich das 

optimierungsbedürftige PK-Profil der Verbindung, das sich durch eine unzureichende wässrige 

Löslichkeit, eine geringe intestinale Permeabilität und einen hohen Efflux beschreiben lässt. 

Das übergeordnete Ziel dieser Arbeit wurde als medizinal-chemische Optimierung von 

klassischen CAAIs wie Borussertib definiert (Abb. 9 A). Dazu sollte in einem ersten Zyklus 

durch Struktur-basiertes Wirkstoffdesign (SBDD) der westliche Molekülteil (western part) von 

Borussertib dahingehend verändert werden, dass aus dem lipophilen 1,6-Naphthyridinon-Kern 

ein neues scaffold abgeleitet werden kann, das im späteren Teil der Synthese die Derivatisierung 

erlaubt (late-stage functionalization (LSF)), um eine fokussierte Substanzbibliothek an 

neuartigen kleinen Molekülen zu generieren, die gezielt und selektiv Akt1 und seine Isoformen 

adressieren. Im Rahmen dieser Bibliothekssynthese, sollten Derivate identifiziert werden, die 

sich durch eine hohe biochemische- und zelluläre- Potenz, sowie vorteilhafte PK-Eigenschaften 

auszeichnen. Diese Derivate sollten dann in einen zweiten Zyklus des SBDD einfließen, in dem 

der östliche Molekülteil (eastern part), der als Linker zwischen Selektivitätsmotiv und warhead 

fungiert, den Fokus der chemischen Optimierung darstellt. Während dieser Entwicklungsphase 

soll zusätzlich durch die Implementierung von neuartigen Elektrophilen die Reaktivität, 

Stabilität und der Einfluss auf die Isoformselektivität untersucht werden. Am Ende der 

medizinal-chemischen Optimierungszyklen sollte schließlich eine neue Leitstruktur (engl. lead) 

benannt werden, die durch eine etablierte Synthesestrategie in größerem Maßstab für 

nachfolgende in vivo Experimente bereitgestellt werden kann.  

Im weiteren Verlauf der Arbeit, sollte während der Strukturanalyse der Protein-Co-

Kristallstrukturen der oben beschriebenen Serien die räumliche Umgebung der allosterischen 

Interdomänen-Bindungstasche nach weiteren reaktiven Cysteinen und anderen nukleophilen 

Zentren untersucht werden (Abb. 9 B). 
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Dazu sollten auch die bereits von der AG Rauh publizierten sowie sämtliche in der PDB 

hinterlegte Akt-Strukturen analysiert werden. Nach erfolgreicher Identifizierung eines 

geeigneten Nukleophils, sollte eine neue Serie von CAAIs entworfen und synthetisiert werden, 

die sich chemisch von der ersten Serie differenziert und das Potential besitzt die Akt-gesteuerte 

Signaltransduktion durch einen neuen Wirkmechanismus zu inhibieren. 

In einem dritten Projekt sollten funktionalisierte Sondenmoleküle basierend auf der nächsten 

Generation an CAAIs entworfen, synthetisiert und auf zellulärer Ebene evaluiert werden 

(Abb. 9 C). Diese chemisch-biologischen Werkzeuge bilden die Grundlage für die Entwicklung 

von essentiellen Assaysystemen, wie Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA)-basierte 

target occupancy Assays, die unabdinglich in der kovalenten Wirkstoffforschung geworden 

sind, um beobachtete PD-Effekte mit der erreichten Zielbesetzung zu korrelieren. Neuere 

Studien weisen darauf hin, dass der lange vernachlässigte Parameter der Verweildauer von 

Wirkstoffen am Zielort die klassischen Affinitätsparameter (KI, KD, IC50, EC50) ergänzt und ein 

besserer Prädiktor für die in vivo Wirksamkeit ist.232,233 
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3 Ergebnisse und Diskussion 

3.1 Struktur -basiertes Design der nächsten Generationen von CAAIs  

Das Struktur-basierte Wirkstoffdesign (SBDD) ist eine rationale Designstrategie, die das 

Auffinden, das Design und die Optimierung von niedermolekularen Verbindungen umfasst, die 

selektiv mit einer makromolekularen Zielstruktur (z.B. Proteinbindungstaschen) 

wechselwirken. Bei der Entwicklung und Optimierung solcher Wirkstoffe spielen 

Pharmakophore eine entscheidende Rolle. Ein Pharmakophor ist die abstrakte Darstellung von 

molekularen Eigenschaften, die für die Struktur eines Wirkstoffes notwendig ist, um mit seinem 

spezifischen Ziel zu interagieren. Pharmakophore tragen zum Verständnis der molekularen 

WW zwischen chemischen Liganden und dem biologischen Ziel bei und bilden somit eine 

rationale Grundlage für die Entwicklung neuartiger Wirkstoffe.234-236 

In diesem Kontext ergab die Analyse der allosterischen Interdomänen-Bindungstasche von 

Akt1 im Komplex mit Borussertib (PDB: 6HHF) und weiteren literaturbeschriebenen 

allosterischen Akt-Inhibitoren (PDB: 3O96, 4EJN) eine Formkomplementarität zwischen dem 

1,6-Naphthyridinon-Gerüst von Borussertib und den allosterischen Liganden. Basierend auf 

dieser Beobachtung wurde eine Substanzbibliothek von 25 in der Literatur beschriebenen 

allosterischen Akt-Inhibitoren (siehe Anhang Abb. A1) erstellt, um Bindungsmodelle der 

Liganden in Akt1 zu generieren und somit deren bioaktive Konformation zu bestimmen. Die 

Rigidität der verwendeten Verbindungen führte zu einer hohen Erfolgsquote bei dem 

räumlichen Formabgleich, sodass auch hier eine gute Überlagerung mit dem westlichen 

Molekülteil von Borussertib beobachtet wurde (Abb. 10 A). Für jedes Bindungsmodell wurde 

anschließend das Pharmakophor des jeweiligen Liganden bestimmt. Die Vereinigung und 

anschließende Interpolation der Pharmakophore ergab ein fusioniertes Pharmakophormodell 

(Abb. 10 B), das die gemittelten, kumulativen Eigenschaften der meisten Liganden hervorhebt. 

Dieses hochkomplexe Modell repräsentiert ein breites Spektrum an Wechselwirkungen, die in 

die Entwicklung fortgeschrittener Design- und Synthesestrategien integriert werden können. 

Um explizit die geteilten Eigenschaften aller Liganden zu berücksichtigen, wurde nachfolgend 

ein shared feature Pharmakophormodell generiert, das die essentiellen Anforderungen für die 

Bindung an Akt erfasst und Liganden-spezifische, nicht aktivitätskritische Eigenschaften 

ignoriert (Abb. 10 C). Dieses Pharmakophormodell, das lediglich auf den geteilten 

Eigenschaften aller verwendeten Inhibitoren basiert, identifizierte das für die Aktivität 

notwendige Kernpharmakophor des westlichen Molekülbausteins. 
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Die Integration dieser Schlüsseleigenschaften in die nächste Generation von CAAIs führte 

schließlich zur Entwicklung von Verbindung I  (Abb. 10 D). Das potentiell kovalent-

allosterische Vorläufermolekül I  wurde so konzipiert, dass im späteren Verlauf der Synthese 

die Derivatisierung mit etablierten Kreuzkupplungsreaktionen erfolgen kann, um so eine 

fokussierte Substanzbibliothek an neuartigen CAAIs zu generieren. 

 

Abbildung 10 Struktur-basiertes Design der nächsten Generation von CAAIs unter Verwendung der Pharmakophore 

literaturbeschriebener allosterischer Akt-Inhibitoren (Verwendete Software: LigandScout 4.4.8 Expert). A Eine fokussierte 

Substanzbibliothek von 25 literaturbeschriebenen allosterischen Akt-Inhibitoren (siehe auch Anhang Abb. 

A1)87,184,195,197,198,203,208,237,238 wurde verwendet, um Bindungsmodelle in Akt1 (PDB: 6HHF, 3O96, 4EJN) zu generieren und 

somit die bioaktive Konformation der Liganden zu bestimmen. In diesem Kontext konnte durch die Rigidität der kleinen 

Moleküle eine hohe Erfolgsquote bei dem räumlichen Formabgleich (engl. shape matching) erzielt werden. B Die 

Pharmakophore der einzelnen Liganden wurden anschließend vereinigt und interpoliert (engl. merged and interpolated 

pharamacophore). Dieses kombinierte Pharmakophormodell repräsentiert die kumulativen Eigenschaften, die ein Großteil der 

Liganden gemeinsam haben. C Pharmakophormodell der geteilten Eigenschaften (engl. shared feature pharamacophore): Der 

Schwerpunkt dieses Modells liegt auf der Identifizierung und Verwendung von Eigenschaften, die alle Liganden gemeinsam 

haben. D Das Pharmakophor der geteilten Eigenschaften wurde verwendet, um das für die Aktivität notwendige Kern-

Pharmakophor zu identifizieren, das schließlich als Grundstein für die Entwicklung neuartiger CAAIs wie I  diente. (V, X, Y 

im Zyklus: Aromat / Heteroaromat; W im Zyklus: Heteroaromat / Heteroalizyklus; FG: Funktionelle Gruppe; R: Region im 

Molekül, die eine Derivatisierung im späten Teil der Synthese erlaubt).  
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3.2 Synthese der 1. Generation neuartiger CAAIs 

3.2.1 Retrosynthetische Aufarbeitung 

Das Ziel der retrosynthetischen Aufarbeitung von Zielmolekül I  bestand darin, die Struktur in 

einfache Vorläufermoleküle und kommerziell verfügbare Ausgangstoffe zu überführen. Dies 

sollte durch eine Abfolge von Rückreaktionen erreicht werden, welche die Struktur des 

Moleküls aufspalten und somit eine rationale Synthese ermöglichen. Der Bruch einer oder 

mehrerer Bindungen (engl. disconecction) des Zielmoleküls führt zu sogenannten Synthons, 

konzeptionelle Synthesebausteine die als eigenständige Moleküle nicht existieren müssen. 

Synthons lassen sich in synthetische Äquivalente (Retrons) überführen, die schließlich für die 

geplante Synthese genutzt werden. Die Transformation (engl. transformation) der Zielstruktur 

hin zu chemisch zugänglichen Ausgangsmaterialien führt letztendlich zu einem 

Retrosynthesebaum, der das Fundament der geplanten Syntheseroute darstellt (Abb. 11).  

Verbindung I  stellt als Zielmolekül (engl. target) der Retrosynthese eine Substanzbibliothek 

von Derivaten dar, die sich im westlichen Molekülteil unterscheiden (gekennzeichnet durch 

ñRñ). Die Syntheseroute wurde demnach so geplant, dass eine Vorläuferverbindung II  

dargestellt werden muss, die eine Stelle zur Substitution bietet. Molekül II  wurde so konzipiert 

das der Substituent ñZñ ein Halogen repräsentiert, welches in nachfolgenden Suzuki-

Kreuzkupplungsreaktionen mit einer Bibliothek von Boronsäuren oder Bornsäureestern 

verwendet werden kann. Die Derivatisierung in einem späten Schritt der Synthese ist von großer 

Bedeutung für die Bibliothekssynthese und setzt voraus, dass die Vorläuferverbindung II  in 

ausreichenden Mengen bereitgestellt werden kann. Um dies zu gewährleisten wurde eine 

konvergente Syntheseroute geplant, die zum einen die Komplexität der Startmaterialien 

herabsetzt und zum anderen die Parallelsynthese der Derivate ermöglicht. Die Darstellung von 

Retron IV  soll demnach über kommerziell verfügbares 5-chloro-1-(piperidin-4-yl)-1,3-

dihydro-2H-benzo[d]imidazol-2-on V erfolgen. Die Synthese wurde in der Arbeitsgruppe Rauh 

bereits teiletabliert203 und führt über eine regioselektive Nitrierung und Reduktion, Boc-

Schutzgruppenstrategie sowie die Amidsynthese und finale Boc-Abspaltung zum gewünschten 

Baustein IV . Für den westlichen Molekülteil III  wurde eine Synthesestrategie ausgehend von 

dem Elektrophil VII  und dem Nukleophil VIII  geplant. Die Darstellung erfolgt über eine 

nukleophile aromatische Substitution (SNAr), gefolgt von einer transformierenden Aktivierung 

hin zum Intermediat VI . Eine finale intermolekulare Zyklisierungsreaktion führt dann zu 

Retron III . 
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Für die Kupplung des westlichen Molekülbausteins III  und des östlichen Molekülbausteins IV  

kommen eine Vielzahl von Reaktionen in Frage. Zum einen kann III  als Aldehyd dargestellt 

werden, sodass die Kupplung durch eine reduktive Aminierung (Leuckart-Wallach-Reaktion) 

erfolgen kann. Zum anderen kann die Verbindung der Bausteine durch eine nukleophile 

Substitution vom Typ SN2 erfolgen. Hierzu müsste an III  ein geeignetes Nukeleofug generiert 

werden. Über die Synthese eines benzylischen Alkohols könnten so ein Tosylat oder Mesylat 

gebildet werden, die besonders geeignete Abgangsgruppen darstellen. Gleichwertig gute 

Fluchtgruppen stellen Alkylhalogenide wie benzylische Bromide und Iodide dar. Diese können 

durch Appel-Reaktionen, die radikalische Bromierung nach Wohl-Ziegler oder durch die 

Verwendung von Reagenzien wie PBr3, PBr5 oder SOBr2 erzeugt werden. 

 

Abbildung 11 Retrosynthetische Aufarbeitung von Verbindung I . Die konvergente Synthesestrategie verläuft über das 

halogenierte Vorläufermolekül II  (Z = Halogen), das im größeren Maßstab für Bibliothekssynthese hergestellt werden muss. 

II  kann schließlich aus den Retrons III  und IV  erzeugt werden, die über eine mehrstufige Syntheseroute aus den kommerziell 

verfügbaren VII  und VIII  bzw. V synthetisiert werden können.  
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3.2.2 Synthese des östlichen Molekülteils 

Die Synthese des östlichen Molekülbausteins 6 beginnt mit einer regioselektiven ortho-

Nitrierung von handelsüblichem 5-chloro-1-(piperidin-4-yl)-1,3-dihydro-2H-benzo[d]-

imidazol-2-on 1, um Nitrat 2 zu erhalten. Unter basischen Bedingungen wird der sekundäre 

Stickstoff des Piperidins mit einer Boc-Schutzgruppe 3 maskiert. Anschließend erfolgt eine Pd-

katalysierte Reduktion und Dehalogenierung zur Erzeugung des Intermediates 4. Schließlich 

wird der elektrophile warhead in Form eines Acrylamids 5 installiert. In einer abschließenden 

Boc-Entschützungsreaktion wird das TFA-Salz 6 erhalten (Abb. 12). 

 

Abbildung 12 Allgemeine Darstellung der Synthese des östlichen Molekülbausteins 6. a) Nitrierung b) Einführen einer Boc-

Schutzgruppe c) Reduktion und Dehalogenierung d) Amidsynthese e) Spaltung der Boc-Schutzgruppe. 

Die regioselektive Nitrierung von 1 erfolgte durch die elektrophile aromatische Substitution 

(SEAr) unter zeitversetzter Zugabe eines Überschusses an Salpetersäure. Die Reaktion verläuft 

regiospezifisch aufgrund des Chlor-Substituenten in 5-Position, der einen in ortho- (und para-) 

Stellung dirigierenden +M-Effekt ausübt, so dass der Angriff eines in situ gebildeten 

Nitronium-Ions an der 6-Position des Aromatischen p-Systems favorisiert wird.239 Die dabei 

verloren gegangene Aromatizität des Übergangszustandes wird durch Freisetzung eines Protons 

wiedergewonnen, so dass 2 ohne säulenchromatographische Aufreinigung als Nitrat in 

quantitativer Ausbeute erhalten wurde (Abb. 13). Im Anschluss erfolgte die Maskierung des 

sekundären Stickstoffes des Piperidins von 2. Die lediglich moderate Ausbeute von 64 % 

gründet auf der Bildung eines Nebenproduktes, das zusätzlich zum Boc-geschützen Piperidin 

eine weitere Boc-Gruppe am Urea-Stickstoff aufwies. 
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Dieses doppelt modifizierte Nebenprodukt kann zukünftig für die nachfolgenden Reaktionen 

verwendet werden, um die Ausbeute in diesem Schritt zu steigern. Die Kühlung der Reaktion 

könnte ebenfalls in Erwägung gezogen werden, um die Reaktivität des Urea-Amids herab zu 

setzen und die Bildung des ungewünschten Nebenproduktes zu unterbinden. 

 

Abbildun g 13 Syntheseschema zur Darstellung des Intermediates 3. Die Synthese verläuft über die Nitrierung von 1 und die 

Boc-Schützung des Nitrats 2. 

Intermediat 3 wurde im Anschluss in einer heterogen katalysierten Reaktion in das Anilin 4 

überführt (Abb. 14). Der auf Kohlenstoff-adsorbierte Palladiumkatalysator dient dabei als 

Hydridüberträger und Ammoniumformiat als in situ Wasserstoffquelle, wobei die 

Disproportionierung zusätzlich zur Freisetzung von NH3 und CO2 führt. Mechanistisch 

betrachtet entstehen bei der Reaktion nicht-isolierbare Nitroso- und Hydroxylamin-

Intermediate, die durch die Freisetzung von H2O schließlich das aromatische Anilin bilden. 

Massenspektrometrische (MS) Analysen ergaben, dass die Hydrierung des Amins innerhalb 

von wenigen Stunden abgeschlossen war, die vollständige Dehalogenierung jedoch erst am 

folgenden Tag beobachtet wurde, obwohl diese dem gleichen Reaktionsmechanismus unterliegt. 

Die Installation des reaktiven warhead in Form einer a,b-ungesättigten Carbonylverbindung 

erfolgte durch klassische Amidsynthese. Die reaktive Gruppe konnte durch initiale Kühlung 

direkt über kommerziell verfügbares Acryloylchlorid eingeführt werden, sodass 5 in guten 

Ausbeuten erhalten wurde. 

 

Abbildung 14 Syntheseschema zur Darstellung des Intermediates 5. Die Synthese verläuft über die Reduktion und 

Dehalogenierung von 3 und die Amidsynthese des Anilins 4 mit Acryloylchlorid. 
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Unter TFA-sauren Bedingungen konnte schließlich der östliche Molekülbaustein 6 in 

quantitativen Ausbeuten als Salz der Trifluoressigsäure isoliert werden (Abb. 15). MS-

Analysen nach über drei Jahren der Lagerung bei Raumtemperatur (rt) zeigten keine Spuren 

des Zerfalls, weshalb sich die Salzform von 6 besonders für die Lagerung über einen längeren 

Zeitraum eignet. 

Die Synthese des östlichen Molekülbausteins entwickelte sich im Verlauf des Projekts zu einem 

iterativen Verfahren. Schließlich wurde für diesen fünfstufigen Syntheseprozess eine 

Gesamtausbeute von 54 % realisiert, was die Skalierung auf den zweistelligen Gramm-Bereich 

ermöglichte. 

 

Abbildung 15 Syntheseschema zur Darstellung des westlichen Molekülbausteins 6 durch die TFA-katalysierte Boc-

Entschützung von 5.  
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3.2.3 Synthese des westlichen Molekülteils 

Für den westlichen Molekülbaustein 14 wurde die Synthese so konzipiert, dass zunächst das 

kommerziell erhältliche Elektrophil 7 in einer konventionellen nukleophilen aromatischen 

Substitution mit dem Nukleophil 8 zum Intermediat 9 umgesetzt wird. Nach der Transformation 

der funktionellen Gruppe von 9 erfolgt die mikrowellen-gestützte intermolekulare Zyklisierung 

zwischen 10 und kommerziell verfügbarem 11, um den substituierten Kernzyklus 12 zu bilden. 

Die anschließende Reduktion des Ethylesters führt zum Benzylalkohol 13, der wiederum durch 

selektive Funktionalisierung in eine geeignete Abgangsgruppe (-I, -Br, -Cl, -OMs, -OTs, -OTf) 

überführt werden kann (Abb. 16). 

 

Abbildung 16 Allgemeine Darstellung der Synthese des westlichen Molekülbausteins 14. a) Nukleophile aromatische 

Substitution (SNAr) b) Transformation der funktionellen Gruppe c) Intermolekularer Ringschluss d) Reduktion e) Erzeugung 

eines Nukleofugs. (V, X, Y im Zyklus: Aromat / Heteroaromat; W im Zyklus: Heteroaromat / Heteroalizyklus; FG: 

Funktionelle Gruppe; FG*: Transformierte funktionelle Gruppe; LG: Nukleofug; W: Nukleophil; Z: Halogen). 

Die Auswahl eines geeigneten Elektrophils 7 stellte die erste Herausforderung bei der Synthese 

des westlichen Molekülteils dar. Das Elektrophil sollte neben dem Nukleofug ñWñ auch ein 

Halogen ñZñ tragen, das in späteren Kreuzkupplungsreaktionen die Derivatisierung erlauben 

sollte. Aufgrund der Eigenschaft als potentielle Abgangsgruppe in der SNAr war die Entstehung 

von Nebenprodukten infolge der Substitution des Halogenids zu erwarten. Ebenso musste ein 

starkes Nukleophil 8 gefunden werden, das seine Eigenschaften nicht durch den elektronischen- 

oder mesomeren Einfluss von funktionellen Gruppen (FGs) in direkter Nachbarschaft verliert.  
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Besondere Aufmerksamkeit wurde dem Ausgangsvektor (engl. exit vector) der Verbindung 

gewidmet, der ausreichend inert sein musste, um während der Synthese keine unerwünschten 

Nebenreaktionen einzugehen. Noch entscheidender war die Prämisse, dass diese FG am Ende 

der Synthese in eine gute Abgangsgruppe überführt werden kann, um die Kupplung mit dem 

östlichen Molekülteil zu gewährleisten. Unter Berücksichtigung dieser Voraussetzungen 

wurden die kommerziell verfügbaren Verbindungen 7 und 8 in einer SNAr verwendet, um das 

Intermediat 9 zu generieren (Abb. 17).  

 

Abbildung 17 Syntheseschema zur Darstellung des Intermediates 9 durch nukleophile aromatische Substitution des 

Elektrophils 7 mit dem veresterten Nukleophil 8. (V, X im Zyklus: Aromat / Heteroaromat; FG: Funktionelle Gruppe; LG: 

Nukleofug; W: Nukleophil; Z: Halogen). 

Die Reaktion verläuft gemäß dem klassischen Mechanismus der Addition-Eliminierung, wobei 

das Nukleophil 8 zunächst an die Position des Nukleofugs im Aromaten 7 addiert. Diese 

Addition resultiert in der Bildung intermediärer Meisenheimer-Komplexe, in denen die 

negative Ladung über den gesamten aromatischen Ring delokalisiert wird. Die anschließende 

Eliminierung der Abgangsgruppe (LG) führt zur Re-Aromatisierung und mündet folglich in der 

Generierung des Substitutionsprodukts 9. Trotz der Tatsache, dass bei dieser Reaktion beide 

Substituenten (Z und LG) des aromatischen Systems 7 die Kriterien als potentielle 

Abgangsgruppen erfüllen, konnte ausschließlich das antizipierte, kinetische 

Substitutionsprodukt 9 nachgewiesen werden. Die nachfolgende Reaktion zur Generierung des 

transformierten Intermediates 10 wurde unter Berücksichtigung des labilen Ethylesters so 

geplant, dass lediglich die funktionelle Gruppe ñFGñ unter den gewählten Bedingungen 

reduziert wurde (Abb. 18). 

 

Abbildung 18 Syntheseschema zur Darstellung des Intermediates 10 durch Reduktion. (V, X im Zyklus: Aromat / 

Heteroaromat; FG: Funktionelle Gruppe; FG*: Transformierte funktionelle Gruppe; W: Nukleophil; Z: Halogen). 
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Die quantitative Ausbeute in diesem Reaktionsschritt erforderte keine weitere Optimierung, 

sodass schließlich die intermolekulare Zyklisierung von 10 mit einem geeigneten aromatischen 

System 11 erarbeitet werden konnte (Abb. 19, Tabelle 1). 

 

Abbildung 19 Syntheseschema zur Darstellung des Intermediates 12 durch intermolekulare Zyklisierung zwischen 10 und 11. 

(V, X, Y im Zyklus: Aromat / Heteroaromat; W im Zyklus: Heteroaromat / Heteroalizyklus; FG: Funktionelle Gruppe; Z: 

Halogen). 

 

Tabelle 1 Übersicht der getesteten Reaktionsbedingungen zur Darstellung von 12 (s. Abb. 19).  

Eintrag 
Säure I 

[Äq.] 

Säure II 

[Äq.] 
Lösungsmittel 

Temperatur 

 T [°C]  

Zeit 

t [h]  

Umsatz [%] * / 

Ausbeute A [%]  

I  - - Säure I : MeOH (9:1) rt 16 100ȹ / 0 

II  - - Säure I : MeOH (1:9) rt 16 100ȹ / 0 

III  1 - MeOH rt 16 Spuren / 0 

IV  3 - MeOH rt 16 Spuren / 0 

V 3 - EtOH rt 16 Spuren / 0 

VI  3 - DMSO rt 16 Spuren / 0 

VII  3 - DMF rt 16 Spuren / 0 

VIII  3 - THF rt 16 Spuren / 0 

IX  3 - 1,4-Dioxan rt 16 Spuren / 0 

X 3 - MeCN rt 16 Spuren / 0 

XI  3 - MeCN 50 3 Spuren / 0 

XII  3 - MeCN 70 3 Spuren / 0 

XIII  3 - MeCN 100 3 Spuren / 0 

XIV  3 - MeCN 130 (mw) 0.33 100ȹ / < 5 

XV 3,5 - MeCN 130 (mw) 0.33 100ȹ / < 5 

XVI  3,5 - MeCN 150 (mw) 0.33 100ȹ / ~ 5 

XVII  3,5 7 MeCN 150 (mw) 0.33 100ȹ / 63 

XVIII  3,5 7 MeCN 150 (mw) 0.16 ~70ȹ / 45 

XIX  3,5 7 MeCN 130 (mw) 0.16 ~70ȹ / 45 

XX 3,5 7 MeCN 130 (mw) 0.33 100ȹ / 71 

*Bestimmung mittels LC-MS; ȹBildung von Nebenprodukten. 
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Die anspruchsvolle Zyklisierungsreaktion zur Bildung des Kernintermdiates 12 stellte den 

entscheidenden Schritt in der Synthese des westlichen Molekülteils dar. Um eine möglichst 

hohe Effizienz in diesem Schritt zu garantieren, mussten chemoselektive 

Reaktionsbedingungen etabliert werden, die eine reproduzierbare Zyklisierung ermöglichen, 

ohne dabei die funktionellen Gruppen der Startmaterialien und des sich bildenden Produktes zu 

transformieren. Stark saure Reaktionsbedingungen über einen längeren Zeitraum hinweg 

führten zur Bildung von nicht identifizierbaren Nebenprodukten und möglicherweise zum 

Zerfall der beteiligten Reaktionspartner (Tabelle 1, Eintrag I und II). Die Verwendung 

stöchiometrischer Mengen an Säure unter Variation der Lösungsmittel führt in Spuren zur 

Bildung des gewünschten Reaktionsproduktes, das sich aufgrund der Quantität jedoch nicht 

isolieren lies (Tabelle 1, Eintrag III-X). Durch die Erhöhung der Temperatur auf bis zu 100 °C 

konnte die Produktbildung nicht weiter gesteigert werden (Tabelle 1, Eintrag XI-XIII) . 

Mikrowellen-gestützte Reaktionen ermöglichten jedoch die erstmalige Isolation des 

gewünschten Produktes 12 (Tabelle 1, Eintrag XIV-XVI). Basierend auf den identifizierten 

Reaktionsparametern ermöglichte die Variation der Temperatur und Zeit, sowie der Zusatz 

einer weiteren Säure die Steigerung der Effizienz, sodass Ausbeuten von bis zu 71 % für diese 

entscheidende Zyklisierungsreaktion erzielt werden konnten (Tabelle 1, Eintrag XVII-XX). 

Die Kopplung des westlichen mit dem östlichen Molekülbaustein erforderte die Umwandlung 

des Ethylesters 12 in eine geeignete funktionelle Gruppe zur Bildung der C-N-Bindung. Die 

Reduktion kann durch starke Kühlung (-78 °C) und den Einsatz äquimolarer Mengen 

Diisobutylaluminiumhydrid (DIBAL-H) auf der Stufe des Aldehyds gestoppt werden, so dass 

eine Leuckart-Wallach-Reaktion mit 6 möglich ist. Die geringe Ausbeute der reduktiven 

Aminierung in früheren Arbeiten führte jedoch zu der Entscheidung, die Kupplung als 

klassische SN2-Reaktion durchzuführen.203,240 Um ein geeignetes Nukleofug zu generieren, 

musste 12 zunächst zum benzylischen Alkohol 13 reduziert werden (Abb. 20). 

 

Abbildung 20 Syntheseschema zur Darstellung des Intermediates 13 durch Reduktion. (V, X, Y im Zyklus: Aromat / 

Heteroaromat; W im Zyklus: Heteroaromat / Heteroalizyklus; FG: Funktionelle Gruppe; Z: Halogen). 
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Die selektive Reduktion von Carbonylverbindungen ist in der wissenschaftlichen Literatur 

umfassend dokumentiert. Allerdings erforderte die spezifische molekulare Struktur von 12 die 

Optimierung dieser Bedingungen, um die Effizienz zu steigern (Tabelle 2). Vor allem werden 

wasserfreie, zyklische Ether wie THF als Lösungsmittel für diesen Reaktionstyp genutzt. 

Aufgrund der mäßigen Löslichkeit von 12 konnten damit nur Spuren der Produktbildung 

nachgewiesen werden (Tabelle 2, Eintrag II und IV). Das vollständige Lösen des Intermediates 

in DCM oder polar protischen Lösungsmitteln unter Variation der Reduktionsmittel führte 

jedoch auch nicht zu dem angestrebten Ergebnis (Tabelle 2, Eintrag I, III, V, VI). Durch die 

Verwendung eines Überschusses an DIBAL-H konnte erstmals der Alkohol 13 isoliert werden 

(Tabelle 2, Eintrag VII). Zeitversetzte Dünnschichtchromatographien (DC) bestätigten den 

vollständigen Umsatz der Reaktion nach 2 h. Allerdings konnte nach der wässrigen 

Aufarbeitung nur eine geringe Ausbeute erzielt werden. In einem weiteren Ansatz wurde nach 

2 h Reaktionszeit eine gesättigte Seignettesalz-Lösung (Kaliumnatriumtartrat-Tetrahydrat) 

hinzugefügt und für weitere 14 h gerührt. Die Komplexierung des entstandenen 

Aluminiumhydroxid durch den Chelator erleichterte die Aufarbeitung, sodass 13 mit einer 

Ausbeute von 79 % isoliert werden konnte (Tabelle 2, Eintrag IX) .  

Tabelle 2 Übersicht der getesteten Reaktionsbedingungen zur Darstellung von 13 (s. Abb. 20).  

Eintrag Reduktionsmittel Lösungsmittel 
Temperatur 

 T [°C]  

Zeit 

t [h]  
Ausbeute A [%]  

I  LAH dDCM 0 ï rt 1 Spuren+ 

II 241 LAH dTHF 0 ï rt 1 Spuren+ 

III  LiBH 4 dDCM 0 16 Spuren+ 

IV 242 LiBH 4 dTHF 0 16 Spuren+ 

V NaBH4 EtOH rt 2 Spuren+ 

VI 243 NaBH4 MeOH rt 2 Spuren+ 

VII  DIBAL -H dDCM 0 ï rt 2 35 

VII I *242 DIBAL -H dTHF 0 ï rt 2 28 

IX *  DIBAL -H dDCM 0 ï rt 2 79 

*Quenchen der Reaktion mit Seignettesalz,  +Nachweis durch LC-MS 

Um ein geeignetes Nukleofug an dem westlichen Molekülteil zu installieren, wurde Intermediat 

13 als Tosylat 14a, Mesylat 14b und Triflat 14c verestert (Abb. 21). Der Reaktionsfortschritt 

wurde mittels DC und LC-MS verfolgt, wobei für alle drei Veresterungsreaktionen ein voller 

Umsatz am Folgetag erzielt wurde. Bedingt durch die Verwendung hochreaktiver Anhydride 

und Säurechloride kam es neben der Produktformation zur Bildung von nicht identifizierbaren 

Nebenprodukten, die den größten Teil des Umsatzes ausmachten. 
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Nach der wässrigen Aufarbeitung wurden die getrockneten Rohprodukte in nukleophilen 

Substitutionsreaktionen mit 1-Boc-Piperazin verwendet, um ihre Reaktivitäten in der finalen 

Kopplungsreaktion mit dem östlichen Molekülteil 6 abschätzen zu können. In allen Reaktionen 

konnte das erwartete Substitutionsprodukt massenspektrometrisch nachgewiesen werden. 

Aufgrund der Bildung nicht identifizierbarer Nebenprodukte und damit einhergehenden 

geringen Ausbeuten wurden weitere Testreaktionen durchgeführt, um die Synthese des 

Nukleofugs zu optimieren. 

 

Abbildung 21 Syntheseschema zur Darstellung des westlichen Molekülteils 14. Um eine geeignete Abgangsgruppe an dem 

westlichen Molekülteil zu erzeugen, wurde Intermediat 13 als Tosylat 14a, Mesylat 14b und Triflat 14c verestert. Anschließend 

wurde die Funktion als Nukleofug in einer SN2-Reaktion mit 1-Boc-piperazin evaluiert. (V, X, Y im Zyklus: Aromat / 

Heteroaromat; W im Zyklus: Heteroaromat / Heteroalizyklus; FG: Funktionelle Gruppe; Z: Halogen). 

Die Appel-Reaktion ist ein weiteres etabliertes Laborverfahren zur Erzeugung eines geeigneten 

Nukleofugs. Aufgrund der suboptimalen Atomökonomie der Reaktionen ist die Anwendung 

dieser Methode jedoch hauptsächlich auf den Forschungsbereich beschränkt. Bei dieser 

Reaktion werden PPh  und ein Halogendonor (CCl4, CBr4, I2) für die Umwandlung eines 

primären oder sekundären Alkohols in ein Alkylhalogenid verwendet. Die Reaktion verläuft 

über die Bildung eines Phosphonium-Zwischenprodukts, gefolgt von einer nukleophilen 

Substitution, die zur Bildung des Alkylhalogenids und von Triphenylphosphinoxid (TPPO) als 

Nebenprodukt führt. 
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Die Appel-Reaktion wurde schließlich verwendet, um 13 in das entsprechende 

Benzylhalogenid 14d, 14e bzw. 14f zu überführen (Abb. 22). Im Allgemeinen wurde für alle 

drei Ansätze ein milder und sauberer Reaktionsverlauf beobachtet, bei dem TPPO das einzige 

Nebenprodukt darstellte. Jedoch erwies sich der Einsatz von elementarem Iod als Halogendonor 

als ungeeignet, da die Reaktion bereits nach 10 Minuten stagnierte und auch am Folgetag kein 

weiterer Umsatz festgestellt werden konnte. Womöglich führte das Aussalzen von 

Imidazoliumiodid zum frühzeitigen Reaktionsabbruch. Dieser Reaktionsschritt könnte 

zukünftig durch die Verwendung von polaren Lösungsmitteln wie THF oder 1,4-Dioxan 

optimiert werden.244 Tetrachlormethan wird als gesundheitlich und ökologisch bedenkliches 

Lösungsmittel eingestuft und führte zu einer schlechten Löslichkeit von 13. Dadurch konnte 

ein vollständiger Umsatz erst nach fünf Tagen beobachtet werden. Hingegen wurde in der 

Bromierungs-Reaktion mit Tetrabrommethan der vollständige Umsatz bereits am Folgetag 

festgestellt. Die Abtrennung des äquimolar gebildeten TPPO von 14f gelang jedoch weder 

durch Normalphasen- noch durch Umkehrphasen-Säulenchromatographie, sodass eine weitere 

Methode der Bromierung, die unabhängig von Triphenylphosphin verläuft, angewandt wurde. 

 

Abbildung 22 Syntheseschema zur Darstellung des westlichen Molekülteils 14. Um eine geeignete Abgangsgruppe an dem 

westlichen Molekülteil zu erzeugen, wurde Intermediat 13 in einer Appel-Reaktion verwendet um Benzyliodid 14d, 

Benzylchlorid 14e und Benzylbromid 14f zu generieren. (V, X, Y im Zyklus: Aromat / Heteroaromat; W im Zyklus: 

Heteroaromat / Heteroalizyklus; FG: Funktionelle Gruppe; Z: Halogen). 
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Phosphorhalogenide wie PBr3 reagieren mit primären und sekundären Alkoholen in einer SN2-

Reaktion, wobei die Hydroxylgruppe durch ein Bromatom substituiert wird. Befindet sich die 

Hydroxylgruppe an einem chiralen Zentrum, kommt es zur Inversion der Stereoinformation. 

Die in der Literatur beschriebenen Bedingungen für die selektive Bromierung mit PBr3 wurden 

schließlich adaptiert und auf Intermediat 13 übertragen (Abb. 23, Tabelle 3). 

 

Abbildung 23 Syntheseschema zur Darstellung des westlichen Molekülteils 14 durch selektive Bromierung von 13. (V, X, Y 

im Zyklus: Aromat / Heteroaromat; W im Zyklus: Heteroaromat / Heteroalizyklus; FG: Funktionelle Gruppe; Z: Halogen). 

 

Tabelle 3 Übersicht der getesteten Reaktionsbedingungen zur Darstellung von 14 (s. Abb. 23). 

Eintrag Lösungsmittel Zeit t [h]  Ausbeute A [%]  

I245 dDCM 2 41* 

II 246 dTHF 2 46* 

III  dDCM:dTHF (1:1) 2 46* 

IV  1,4-Dioxan 2 53* 

V 1,4-Dioxan 0,016 9+ 

VI  1,4-Dioxan 0,16 11+ 

VII  1,4-Dioxan 0,5 16+ 

VIII  1,4-Dioxan 3 56+ 

IX  1,4-Dioxan 18 71+ 

X 1,4-Dioxan 72 79* 

*Isoliert; +Bestimmt mittels LC-MS 

Bereits nach zwei Stunden Reaktionszeit konnte der vollständige Umsatz des Startmaterials 13 

mittels DC festgestellt werden (Tabelle 3, Eintrag I-IV). Zusätzlich zur Bildung des 

antizipierten Benzylbromids 14 konnte ein stark polares Nebenprodukt identifiziert werden, 

welches im Rahmen der wässrigen Aufarbeitung in das Ausgangsmaterial 13 zerfiel (Abb. 24). 

 

Abbildung 24 Schematische Darstellung einer Dünnschichtchromatographie (DC) der in Abb. 23 dargestellten Reaktion nach 

2 h Reaktionszeit (links) und nach der wässrigen Aufarbeitung (rechts). (E: Edukt 13, RM: Reaktionsgemisch). 
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Es wurde die Hypothese formuliert, dass es sich hierbei um isolierbare Phosphonate des 

Moleküls 13 handeln könnte, deren Präsenz anhand des Masse-zu-Ladung-Verhältnis (m/z bzw. 

m/2z) mittels LC-MS bestätigt werden konnte (Abb. 25). Dementsprechend scheint der Schritt 

der Aktivierung und somit die Bildung der Phosphorsäureester besonders schnell zu verlaufen, 

während die Substitutionsreaktion des SN2-Typs geschwindigkeitsbestimmend ist. 

 

Abbildung 25 Mechanismus der Transformation eines primären Alkohols 13 zum Alkylbromid 14 mittels PBr3. 

Über einen Zeitraum von drei Tagen wurden Proben aus dem Reaktionsgemisch (Abb. 23) 

entnommen und mittels LC-MS analysiert, um den postulierten Reaktionsverlauf zu validieren 

(Tabelle 1, Eintrag V-X; Abb. 26). Bereits eine Minute nach Zugabe von PBr3 konnte die 

vollständige Transformation von 13 zu 13* (Retentionszeit (rt) = 5,0 min), 13**  (rt = 5,93-6,1 

min) sowie 14 (rt = 6.83-6.9) beobachtet werden. Nach 72 Stunden war die Reaktion vollständig 

abgeschlossen, so dass der westliche Molekülteil 14 mit einer Ausbeute von 79 % isoliert wurde. 

 

Abbildung 26 UV-Spektren der selektiven Bromierung von 13 zu angegebenen Zeitpunkten nach der Zugabe von PBr3. 

Für die Darstellung des westlichen Molekülbausteins wurde eine Syntheseroute bestehend aus 

fünf Schritten entwickelt, deren Gesamtausbeute sich durch fortlaufende Optimierungsprozesse 

auf 34 % belief, sodass absolute Ausbeuten im einstelligen Grammbereich erzielt werden 

konnten. 
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3.2.4 Synthese einer fokussierten Substanzbibliothek 

Die erfolgreiche Synthese der westlichen und östlichen Molekülbausteine in Gramm-

Maßstäben ermöglichte schließlich die Kopplung der beiden Verbindungen mittels 

konventioneller nukleophiler Substitution des SN2-Typs. In initialen Kopplungsexperimenten 

wurde die Reaktion in dTHF als Lösungsmittel mit einem 10-fachen Überschuss der 

organischen Base DIPEA durchgeführt. Ein vollständiger Umsatz konnte hier allerdings erst 

nach drei Tagen Reaktionszeit beobachtet werden, wobei die Ausbeute bei 75 % lag. 

Optimierungen dieses Schrittes führten schließlich zu der Verwendung von dDMF als 

Lösungsmittel und der anorganischen Base K2CO3 in einem 6-fachen Überschuss, wobei bereits 

nach 16 Stunden Ausbeuten von bis zu 87 % erzielt werden konnten (Abb. 27). Die 

Neutralisation von Trifluoressigsäure (TFA) mit Carbonatbasen stellt ein gängiges Verfahren 

in der organischen Synthese dar.247 Charakteristisch für diesen Prozess ist die Freisetzung von 

Kohlenstoffdioxid (CO2), die als Indikator für den Reaktionsfortschritt dient. Die 

Reaktionslösung zeigte nach 16 Stunden eine signifikante Trübung. Durch die Verschiebung 

des Gleichgewichts von der Salzform von 6 hin zum freien Piperidin, erfolgte die nukleophile 

Substitution am benzylischen Kohlenstoff von 14. Das freigesetzte Bromidanion fällt 

schließlich als Kaliumbromid aus und stellt somit durch die Trübung der Reaktionslösung einen 

weiteren Indikator für den Reaktionsfortschritt dar. 

 

Abbildung 27 Syntheseschema zur Darstellung des Präkursors (engl. precursor) 15 durch nukleophile Substitution zwischen 

dem westlichen (14) und dem östlichen (6) Molekülbaustein. (V, X, Y im Zyklus: Aromat / Heteroaromat; W im Zyklus: 

Heteroaromat / Heteroalizyklus; FG: Funktionelle Gruppe; Z: Halogen). 

Die Hochskalierung der Reaktion erlaubte es schließlich genügend Ausgangsmaterial für die 

Synthese einer fokussierten Substanzbibliothek bereit zu stellen. Die Derivatisierung sollte 

durch Palladium-katalysierte Suzuki-Kreuzkupplungsreaktionen erfolgen. Hierzu nötige 

Boronssäuren oder entsprechende Pinakolester, die kommerziell nicht verfügbar waren (17a, b 

und 18), konnten durch klassische Acetylierungs- und Methylierungsreaktionen synthetisiert 

werden (Abb. 28). Kommerziell verfügbare Aniline 16a und 16b wurden durch die Umsetzung 

mit Essigsäureanhydrid in die entsprechenden acetylierten Derivate 17a bzw. 17b transformiert. 



 

 46 

Durch den Einsatz einer Hydridbase konnte 17a in einer nukleophilen Substitutionsreaktion 

einer vollständigen N-Methylierung unterzogen werden. Im Zuge der chromatographischen 

Aufreinigung kam es zur Teilzersetzung des Boronsäureesters in die korrespondierende 

Boronsäure. Aus diesem Grund wurde das Rohprodukt von 18 in den nachfolgenden 

Kreuzkupplungsreaktionen eingesetzt. 

 

Abbildung 28 Syntheseschema zur Darstellung der Boronsäureester 17a, 17b und 18. 

Die Auswahl weiterer Boronsäuren oder Boronsäure-Pinakolester beschränkte sich auf para- 

und meta-substituierte aromatische Systeme, die einerseits löslichkeitsfördernde Eigenschaften 

besitzen und andererseits eine Variation an funktionellen Gruppen aufweisen, die letztlich die 

Ableitung einer Struktur-Wirkungsbeziehung (SAR) ermöglichen sollte. Für die Synthese der 

21 angestrebten Derivate wurden mikrowellen-gestützte Reaktionsbedingungen ausgewählt, 

die bereits zuvor in der Arbeitsgruppe Rauh validiert werden konnten. Mit diesen Bedingungen 

erfolgte die Synthese der potentiellen CAAIs 19a-u, wobei Ausbeuten zwischen 39-82 % erzielt 

werden konnten (Abb. 29). Die Varianz in der Ausbeute innerhalb der einzelnen Reaktionen ist 

dabei auf die funktionellen Gruppen der verwendeten Boronsäuren zurückzuführen, die einen 

negativen Einfluss auf den katalytischen Kreislauf haben können. Im initialen Schritt der 

Suzuki-Kreuzkupplung erfolgt die oxidative Addition des Pd(0)-Katalysators an das Halogen 

Z der Verbindung 15, was zur Formation einer Organopalladium(II)-Spezies führt. Die 

anschließende Wechselwirkung mit K3PO4 führt zur Freisetzung des Halogenids und begünstigt 

die Entstehung eines intermediären Organopalladium-Phosphats. Dieses Intermediat wird 

durch Transmetallierung mit einem Boronat, das aus der Reaktion der Boronsäure oder 

Boronsäure-Pinakolester mit einem zusätzlichen Äquivalent der Base generiert wird, in eine 

substituierte Organopalladium(II)-Spezies überführt. Die finale reduktive Eliminierung 

katalysiert die Freisetzung der Zielprodukte 19a-u sowie die Regeneration des Pd(0)-

Katalysators.248 
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Abbildung 29 Syntheseschema zur Darstellung der ersten Serie an potentiellen CAAIs 19a-u durch Suzuki-

Kreuzkupplungsreaktionen mit den entsprechenden Boronsäuren / Pinakolestern. Die Ausbeuten der einzelnen Reaktionen sind 

als prozentuale Angaben unter den Derivaten annotiert. (V, X, Y im Zyklus: Aromat / Heteroaromat; W im Zyklus: 

Heteroaromat / Heteroalizyklus; FG: Funktionelle Gruppe; Z: Halogen). 

Im Weiteren sollte ein reversibles Gegenstück 23 zu den synthetisierten CAAIs dargestellt 

werden, um in der nachfolgenden biologischen Evaluation als Referenzverbindung zu dienen 

(Abb. 30). Dazu wurde Intermediat 13 in einer Pd-katalysierten reduktiven 

Dehalogenierungsreaktion verwendet, um die reduzierte Verbindung 20 zu erzeugen. Die 

bereits etablierten Bedingungen der selektiven Bromierung mittels PBr3 führten zum westlichen 

Molekülteil 21, das in einer anschließenden nukleophilen Substitution mit dem östlichen 

Molekülteil 6 zum potentiellen CAAI 22 umgesetzt werden konnte. Die abschließende 

katalytische Hydrierung des Acrylamids von 22 führte schließlich zum Propionamid 23 und 

somit zu einem reversiblen Gegenstück zu 22. 
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Abbildung 30 Allgemeine Darstellung der Synthese der reversiblen Verbindung 23. Die Synthese erfolgt durch die katalytische 

Dehalogenierung von 13, die selektive Bromierung von 20 und der nukleophilen Substitution mit dem östlichen Molekülteil 6 

zum kovalenten Derivat 22. Die katalytische Hydrierung von 22 führt schließlich zur reversiblen Verbindung 23. (V, X, Y im 

Zyklus: Aromat / Heteroaromat; W im Zyklus: Heteroaromat / Heteroalizyklus; FG: Funktionelle Gruppe; Z: Halogen). 

Im Rahmen des ersten Design- und Synthesezyklus wurden 24 neuartige Akt-Inhibitoren 

konzipiert und dargestellt, darunter ein reversibles Derivat (15, 19a-u, 22, 23). Das primäre Ziel 

der ersten Serie neuer CAAIs bestand darin, geeignete Substitutionsmuster zu identifizieren, 

die sich durch eine herausragende in vitro Potenz sowie verbesserte pharmakokinetische 

Eigenschaften auszeichnen. Die so gewonnenen Erkenntnisse sollten in den nächsten Zyklus 

des SBDD einfließen. 
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3.3 in vitro Charakterisierung der 1. Generation neuartiger CAAIs 

Um die Wirksamkeit der ersten Generation neuartiger CAAIs zu bewerten, wurden IC50-Werte 

gegen die volllängen-Konstrukte der drei Akt-Isoformen in einem aktivitäts-basierten 

homogeneous time resolved fluorescence (HTRF)-Assay bestimmt. Zusätzlich wurde die 

Wirksamkeit der Inhibitoren in zellbasierten Experimenten durch Bestimmung der EC50-Werte 

gegen eine klinisch relevante Brustkrebszelllinie (ZR-75-1, PTENL108R) evaluiert (Tabelle 4). 

Zum Benchmarking wurden die neu entwickelten CAAIs mit dem first-in-class CAAI 

Borussertib verglichen, der eine subnanomolare Inhibition von Akt1 zeigt, während er eine über 

60-fach höhere Selektivität gegenüber Akt2 und eine über 650-fach höhere Selektivität über 

Akt3 aufweist. Miransertib, ein allosterischer, nicht-kovalenter Akt-Inhibitor, zeigt ein 

ähnliches Profil, ist aber selektiver für Akt1 und Akt2 als für Akt3. Der bereits zugelassene, 

ATP-kompetitive Akt-Inhibitor Capivasertib zeigt keine Isoform-Selektivität und kann daher 

als Pan-Akt-Inhibitor eingestuft werden. Ligand 22, der mit einem Cystein-reaktiven 

elektrophil modifiziert wurde, zeigte im Vergleich zu seinem reversiblen Pendant 23 eine 

signifikante Steigerung der Aktivität um einen Faktor von 20-80 auf den drei Isoformen. Die 

Einführung von aromatischen Resten in R-Position, die in Richtung der PH-Domäne 

ausgerichtet sind, fördert in signifikanter Weise die inhibitorische Aktivität gegen alle drei 

Isoformen (vgl. z.B. 22 und 19a). Im Allgemeinen scheinen para- und meta-Substitutionen am 

Phenylring von 19a gut toleriert zu werden und können zu einer gesteigerten Aktivität bei allen 

drei Isoformen führen (z.B. 19b). Mit zunehmender Ligandengröße konnte jedoch keine 

signifikante Verbesserung der Wirksamkeit erzielt werden. (19c-e, 19m-o). Die Substitution 

der Phenylgruppe von 19a in R-Stellung durch heteroaromatische Reste (19f-l) führte ebenfalls 

zu hochwirksamen Verbindungen, wobei insbesondere Inhibitor 19h durch die zusätzliche 

para-Aminogruppe eine subnanomolare Potenz gegen Akt1 aufweist. Außerdem übertrifft er 

19a in der Aktivität gegen Akt2 und Akt3 und zeigt ein ähnliches Profil wie 19b. 

Vielversprechende Ergebnisse wurden für die meta-substituierten Derivate (19p-u) von 19a 

erzielt. Eine Ausnahme bildet Benzylamin 19s, das im Vergleich zum Benzylalkohol 19u eine 

bis zu 100-fach geringere Potenz gegen alle Isoformen aufweist. Die initiale Modellierung der 

potentiellen CAAIs ergab, dass polare Substituenten am Phenylring in R-Position von 19a 

zusätzliche Wasserstoffbrückenbindungen (H-Brücken) mit polaren AS-Seitenketten der PH-

Domäne eingehen könnten, die eine hydrophile Tasche nahe der Lösungsmittelexponierten 

Front bilden und somit zur Aktivitätssteigerung beitragen. Diese Hypothese wird durch die 

erhöhte Aktivität der Inhibitoren 19p-r  sowie 19t und 19u gegenüber allen Isoformen 

unterstützt.  
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Tabelle 4 Biochemische- und zelluläre Evaluation der 1. Generation neuartiger CAAIs. 

 

# R 
Akt1 wt 

IC 50 [nM]  

Akt2 wt 

IC 50 [nM]  

Akt3 wt 

IC 50 [nM]  

ZR-75-1 

EC50 [nM]  

Borussertib - 0,8 ± 0,3 59 ± 16 650 ± 170 5 ± 1 

Miransertib  - 1,4 ± 0,2 9,0 ± 1,0 505 ± 120 33 ± 6.. 

Capivasertib - 1,0 ± 0,1 5,0 ± 0,4 8,0 ± 1,0 191 ± 68.. 

15 chloro 10 ± 2.. 735 ± 437 5822 ± 1851 18 ± 8.. 

19a phenyl 1,7 ± 0,5 44 ± 20 106 ± 13.. 3,4 ± 0,7 

19b 4-aminophenyl 1,0 ± 0,2 16 ± 8.. 69 ± 8.. 9,6 ± 3,9 

19c 4-acetamidophenyl 2,9 ± 0,8 51 ± 19 318 ± 35.. 42 ± 13 

19d 4-N-methylacetamidophenyl 18 ± 6.. 176 ± 66.. 1420 ± 763.. 66 ± 19 

19e 2-oxoindolin-5-yl 7,4 ± 2,0 132 ± 74.. 992 ± 218 193 ± 79.. 

19f 6-aminopyridin-3-yl 1,0 ± 0,2 31 ± 12 140 ± 12.. 18 ± 5.. 

19g pyrimidin-5-yl 2,6 ± 0,6 162 ± 41.. 472 ± 133 21 ± 8.. 

19h 2-aminopyrimidin-5-yl 0,9 ± 0,3 19 ± 6.. 66 ± 21 16 ± 2.. 

19i 2-morpholinopyrimidin-5-yl 3,8 ± 1,2 42 ± 13 65 ± 11 18 ± 4.. 

19j  
2-(methylpiperazin-1-

yl)pyrimidin-5-yl 
1,8 ± 0,6 32 ± 8.. 106 ± 6.... 100 ± 16.. 

19k 6-morpholinopyridin-3-yl 2,0 ± 0,3 16 ± 2.. 30 ± 7.. 18 ± 5.. 

19l 6-acetamidopyridin-3-yl 1,7 ± 0,6 23 ± 1.. 66 ± 6.. 29 ± 8.. 

19m 4-morpholinophenyl 3,3 ± 0,5 25 ± 5.. 80 ± 18 16 ± 6.. 

19n 2,4-difluorophenyl 3,1 ± 0,3 54 ± 9.. 295 ± 66.. 149 ± 15.. 

19o 4-(dimethylamino)phenyl 3,3 ± 0,7 46 ± 14 181 ± 37.. 5,7 ± 0,6 

19p 3-aminophenyl 0,5 ± 0,1 1,8 ± 0,1 28 ± 2.. 5,3 ± 1,0 

19q 3-acetamidophenyl 0,6 ± 0,1 2,1 ± 0,2 38 ± 3.. 8,0 ± 2,1 

19r 3-(dimethylamino)phenyl 1,6 ± 0,1 3,8 ± 1,3 57 ± 37 4,1 ± 1,1 

19s 3-(aminomethyl)phenyl 57 ± 13 291 ± 17.. 3633 ± 861.. 832 ± 342 

19t 3-hydroxyphenyl 0,6 ± 0,1 1,8 ± 0,2 23 ± 10 5,6 ± 1,6 

19u 3-(hydroxymethyl)phenyl 0,6 ± 0,1 2,4 ± 0,4 38 ± 19 6,5 ± 1,9 

22 H 9,8 ± 2,8 381 ± 35.. 20000 22 ± 7.. 

23 H 837 ± 164 8600 ± 4200 20000 4986 ± 904.. 

HTRF-Assay durchgeführt von Dr. L. Quambusch, Dr. J. Weisner, M. Sc. S. Brandherm; CTG-Assay durchgeführt von: Dr. I. 

Landel, Dr. J. Weisner. 
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Um die antiproliferative in vitro Aktivität der dargestellten Verbindungen zu untersuchen, 

wurde die Brustkrebszelllinie ZR-75-1 (PTENL108R) verwendet. Die Sensitivität dieser Zellen 

gegenüber der Hemmung des PI3K/Akt/mTOR-Signalwegs konnte bereits in vorherigen 

Studien demonstriert werden.249,250 Die eindeutige Abhängigkeit von der Akt-

Signalübertragung wird dadurch verdeutlicht, dass sowohl die drei Referenzsubstanzen als auch 

alle neu entwickelten CAAIs die Zellproliferation unterdrücken können (siehe Tabelle 4). Ein 

deutlicher Vorteil der kovalenten Inhibition der Akt-Isoformen konnte gezeigt werden, da die 

mit einem elektrophilen warhead versehene Verbindung 22 eine über 200-fach höhere 

Wirksamkeit im Vergleich zu ihrem reversiblen Gegenstück 23 aufwies. Von den 23 getesteten 

CAAIs zeigten acht eine bemerkenswerte zelluläre Aktivität im einstelligen nanomolaren 

Bereich (19a, 19b, 19o-r , 19t, 19u) und übertrafen damit die klinisch relevanten Inhibitoren 

Miransertib und Capivasertib bei dieser speziellen Brustkrebszelllinie. 

Für eine umfassende und vergleichende Analyse der zellulären Wirksamkeit der neuen CAAIs 

wurde eine ausgewählte Serie neuer Akt-Inhibitoren und Referenzverbindungen, die 

vielversprechende Ergebnisse während der biochemischen und zellulären Evaluation zeigten, 

einer in vitro Western-Blot-Analyse unterzogen (Abb. 31). 

 

Abbildung 31 Umfassende und vergleichende PD-Analyse einer ausgewählten Serie an next-generation CAAIs und 

Referenzverbindungen. Die Western-Blot-Analyse wurde mit der Brustkrebs-Zelllinie ZR-75-1 durchgeführt, die 2 Stunden 

lang mit den angegebenen Konzentrationen der Inhibitoren behandelt wurde. Die Analyse ergab eine konzentrationsabhängige 

Reduktion der Level von pAkt1S473, pAkt2S272 sowie der nachgeschalteten Substrate pPRAS40T246, pS6S235/236 und p4E-BP1S65. 

Diese Ergebnisse korrelieren mit den beobachteten biochemischen IC50- und EC50-Werten der Inhibitoren. 
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Die Studie zeigt eine konzentrationsabhängige Hemmung der Phosphorylierungslevel von 

pAkt1 und pAkt2 sowie der Akt-nachgeschalteten Substrate pPRAS40T246, pS6S235/236 und p4E-

BP1S65 nach zweistündiger Behandlung und unterstreicht die Wirksamkeit der CAAIs in einer 

komplexen zellulären Umgebung. Verglichen mit dem allosterischen Akt-Inhibitor Miransertib 

konnten die spezifischen Effekte bereits bei einer 10-fach geringeren Dosis des Inhibitors 19p 

erzielt werden. Die zuvor selektierten CAAIs wurden daraufhin in zeitabhängigen Akt1-

Bindungsexperimenten untersucht, um einen ersten Einblick in ihre Bindungskinetik zu 

erhalten (Tabelle 5, Abb. 32). Die Daten deuten darauf hin, dass die Geschwindigkeit der 

kovalenten Bindungsbildung zur Wirksamkeit der Inhibitoren beiträgt, so dass für alle 

getesteten CAAIs vergleichbare maximale Inaktivierungsraten gegenüber Akt1 erzielt wurden. 

Für 19b wurde die langsamste Halbwertszeit beobachtet, und eine vollständige 

Proteinmodifikation konnte erst nach 18 Stunden beobachtet werden (Abb. 32 D). Die 

biochemische Charakterisierung von kovalent bindenden Liganden ist aufgrund ihres 

komplexen Bindungsmechanismus von besonderer Bedeutung. Dieser unterscheidet sich 

deutlich von reversiblen Inhibitoren, bei denen ein klassisches on/off-Gleichgewicht die Basis 

der Interaktion bildet und beinhaltet den zusätzlichen Schritt der irreversiblen, kovalenten 

Modifikation. Im Falle von 19b kann ein hoher Ki = koff/kon (Dissoziationskonstante) somit auch 

für die verlangsamte irreversible Modifikation verantwortlich sein. Da der Ligand durch 

intramolekulare Wechselwirkungen eine präorganisierte Konformation in Lösung einnimmt, 

kann auch die reversible Bindung durch eine unvorteilhafte Ausrichtung des östlichen 

Molekülteils dazu führen, dass die kovalente Bindung an die Seitenketten der Cysteine nicht 

erfolgen kann. Der Ligand müsste somit zunächst aus der Bindungstasche herausdiffundieren, 

um anschließend in einer für die kovalente Bindungsbildung geeigneteren Konformation erneut 

zu binden. Um eine fundierte Aussage über die Bindungsbildung treffen zu können sind 

zukünftig Ki-Werte zu ermitteln, mit denen sich schließlich zeitabhängige IC50-Werte 

definieren lassen.251  

Die weitere in vitro-Charakterisierung der neuen CAAIs umfasste die Bestimmung der 

pharmakokinetischen Parameter (Tabelle 5). Die Reaktivität der neuen CAAIs gegenüber 

Glutathion (GSH) wurde wie die Bestimmung des kinact in Abhängigkeit von der Zeit gemessen. 

Dabei wurde festgestellt, dass die Halbwertszeit der einzelnen neuen CAAIs zwischen 42 (19s) 

und 453 (19f) Minuten variiert. Da alle Inhibitoren den gleichen Acrylamid-warhead tragen, 

können die unterschiedlichen Reaktivitäten nur mit intra- oder intermolekularen 

Wechselwirkungen der einzelnen Liganden erklärt werden. 
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Abbildung 32 Zeitabhängige Messungen der kovalenten Modifikation von Akt1 mittels Massenspektrometrie zur Bestimmung 

der Halbwertszeit t1/2 und kinact. A Borussertib. B CAAI 19a. C CAAI 19b. D CAAI 19b (Messung über 18h). E CAAI 19o. F 

CAAI 19m. G CAAI 19p. H CAAI 19r. 
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Tabelle 5 Bestimmung der Akt1-Modofikation (t1/2) und PK-Evaluierung der ersten Generation neuartiger CAAIs. 

# 

Akt1-

Modifikation  

t1/2 [min]  

GSH Stabilität  

t1/2 [min]  

SolRank 

pH 7,4 [µM]  

Caco-2 

pH 6,5/7,4 

[Verhältnis BA/AB] 

Cl int 
a
 

[mL/min/mg]  

Borussertib 9,9 ± 0,2 185 ± 61.. 14 105 30 

Mir ansertib n.d. 3797 ± 395.. 346 1,3 180 

15 n.d. 341 ± 86.. 38 536 46 

19a 14 121 ± 9é 4,4 9,8 4 

19b 19 ± 2.. 391 ± 87.. 13 9,0 8 

19c n.d. 285 ± 112 12 51 4 

19d n.d. 230 ± 69.. 11 31 16 

19e n.d. 244 ± 119 6,5 12 10 

19f n.d. 453 ± 219 12 22 6 

19g n.d. 240 ± 11.. 45 29 49 

19h n.d. 184 ± 57.. 18 129 20 

19i n.d. 141 ± 0é 11 100 17 

19j  n.d. 253 ± 37.. 22 15 24 

19k n.d. 93 ± 26 20 125 20 

19l n.d. 132 ± 8é 14 29 25 

19m 8,9 ± 0,2 89 ± 8.. 15 4,5 14 

19n n.d. 118 ± 21.. 4,9 7,2 32 

19o 12 ± 1.. 94 ± 33 11 0,7 6 

19p 8,6 ± 0,3 123 ± 25.. 5,3 6,3 31 

19q n.d. 330 ± 122 7,3 68 39 

19r 12 ± 1.. 88 ± 11 30 5,9 60 

19s n.d. 42 ± 9.. n.d. n.d. n.d. 

19t n.d. 159 ± 21.. n.d. n.d. n.d. 

19u n.d. 250 ± 120 54 7.3 57 

22 n.d. 136 ± 1é 173 1107 63 

23 n.d. 3307 ± 223.. 345 n.d. 45 

a
 murine Lebermikrosomen; n.d.: nicht bestimmt; Bestimmung Akt1-Modifikation durch Dr. J. Weisner, M. Sc. S. Brandherm; 

GSH-Assay: M. Sc. S. Brandherm; PK-Assays durchgeführt von: Lead Discover Center (LDC) Dortmund. 

In Anbetracht der Tatsache, dass 18 der 23 CAAIs in Gegenwart von GSH eine Halbwertszeit 

von über zwei Stunden aufweisen, liegen diese neuen Inhibitoren in einem akzeptablen Bereich 

für einen kovalenten Wirkstoff und in einem vergleichbaren Reaktivitätsbereich wie der bereits 

zugelassene kovalente Wirkstoff Osimertinib (GSH t1/2 = 121 min).252 Als Negativkontrolle 

wurde neben Miransertib auch Inhibitor 23 untersucht, der als nicht-kovalentes Pendant zu 22 

eine 24-fach längere Halbwertszeit aufweist (für 23 wurde keine Adduktbildung beobachtet). 
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Die kinetische Löslichkeit wurde in HEPES-Puffer bei pH 7,4 bestimmt (Tabelle 5). Aufgrund 

des hohen Molekulargewichts und der Lipophilie wiesen die meisten CAAIs eine schlechte 

Eingenschaft in diesem Bereich auf. Im Gegensatz dazu wiesen die Inhibitoren 22 und 23, bei 

denen die lipophile Substitution an der R-Position fehlt, eine ausgezeichnete Löslichkeit auf. 

Auch polare Substitutionen an der R-Position, wie zum Beispiel der Benzylalkohol von 19u 

oder das Pyrimidin von 19g, förderten die Löslichkeit. Dennoch ist es notwendig, die 

Löslichkeit der neuen CAAIs im Rahmen zukünftiger Forschungsarbeiten weiter zu optimieren. 

Um die potentielle orale Bioverfügbarkeit der neuartigen CAAIs zu bewerten, wurde ein Caco-

2-Assay durchgeführt (Tabelle 5). Dieser Test diente dazu, die intestinale Permeabilität einer 

Verbindung vorherzusagen und den Wirkstoff-Efflux zu untersuchen, und basiert auf der 

Verwendung einer Monolage (engl. Monolayer) der Darmkrebszelllinie Caco-2, die eine 

ähnliche Permeabilität wie das menschliche Darmepithel aufweist.253 Der CAAI-Prototyp 

Borussertib zeigte in dieser Studie einen 100-fachen aktiven Efflux. Dieses Ergebnis deutet 

darauf hin, dass der Wirkstoff für eine orale Administration ungeeignet ist, was in 

Nachfolgenden in vivo PK-Studien bestätigt werden konnte.229 Im Gegensatz dazu 

demonstrierte Miransertib, als klinisch optimierte Referenzverbindung, einen um den Faktor 

100-geringeren Efflux. Für die Verbindungen 19a, 19b, 19m, 19n, 19p, 19r  und 19u wurden 

akzeptable Ergebnisse mit einem aktiven Efflux von < 10 erzielt. Der Inhibitor 19o zeigte einen 

aktiven Efflux von < 1. Dies lässt vermuten, dass die para-Dimethylamino-Substitution 

möglicherweise nicht von aktiven zellulären Transportern erkannt wird.  

Abschließend wurde ein mikrosomaler Stabilitätsassay mit murinen Lebermikrosomen als 

Prädiktor für den Phase I Stoffwechsel durchgeführt (Tabelle 5). Für Borussertib konnte eine 

akzeptable mikrosomale Stabilität während der biotransformierenden Funktionalisierungsphase 

nachgewiesen werden, während Miransertib eine 6-fach höhere intrinsische clearance aufwies. 

Von den hier gezeigten CAAIs wiesen 14, inklusive 19a, 19b, 19m, 19o und 19p im Vergleich 

zu Borussertib entweder eine vergleichbare oder eine bis zu 7-fach höhere mikrosomale 

Stabilität auf, was diese Inhibitoren zu vielversprechenden Kandidaten für den zweiten 

medizinal-chemischen Optimierungszyklus machte. 
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3.4 Strukturanalyse der 1. Generation neuartiger CAAIs 

Um ein besseres Verständnis des Bindungsmodus der neuartigen Liganden zu erlangen, wurden 

elf der insgesamt 23 neu entwickelten CAAIs zusammen mit Akt1 (Konstrukt ohne HM zur 

Erleichterung der Kristallisation) co-kristallisiert (Abb. 33, Abb. 34). 

 

Abbildung 33 Co-Kristallstrukturen von Akt1 (Volllänge ohne HM) im Komplex mit neuartigen CAAIs. Die Segmente der 

PH-Domäne sind in Grün dargestellt. Die Kinase-Domäne ist in Weiß dargestellt. Die 2Fo-Fc-Dichten sind bei 1ů konturiert A 

Co-Kristallstruktur von Akt1 im Komplex mit 19a (unveröffentlicht). Eine mögliche kovalente Bindung sowohl mit Cys296 

als auch mit Cys310 ist durch die Elektronendichte angedeutet. Die bevorzugte Modifikation von Cys310 ist hier dargestellt. 

B Co-Kristallstruktur von 19a (unveröffentlicht, Elektronendichte in Blau dargestellt), überlagert mit 19c (unveröffentlicht, 

Elektronendichte in Rot dargestellt) und 19q (unveröffentlicht, Elektronendichte in Grün dargestellt). C Co-Kristallstruktur 

von 19a (unveröffentlicht, Elektronendichte in Hellblau dargestellt) überlagert mit 19m (unveröffentlicht, Elektronendichte 

und Cys296 in lila dargestellt).  (Strukturen gelöst von Dr. I. Landel, Dr. L. Depta, Dr. S. Kleinbölting, Dr. M. P. Müller). 
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Abbildung 34 Co-Kristallstrukturen von Akt1 (Volllänge ohne HM) im Komplex mit neuartigen CAAIs. Die 2Fo-Fc-Dichten 

sind bei Sigma = 1.0 konturiert. A Co-Kristallstruktur von Akt1 im Komplex mit 15 (unveröffentlicht). B Co-Kristallstruktur 

von Akt1 im Komplex mit 19c (unveröffentlicht). C Co-Kristallstruktur von Akt1 im Komplex mit 19b (unveröffentlicht). D 

Co-Kristallstruktur von Akt1 im Komplex mit 19f (unveröffentlicht). E Co-Kristallstruktur von Akt1 im Komplex mit 19q 

(unveröffentlicht). F Co-Kristallstruktur von Akt1 im Komplex mit 19g (unveröffentlicht). G Co-Kristallstruktur von Akt1 im 

Komplex mit 19n (unveröffentlicht). H Co-Kristallstruktur von Akt1 im Komplex mit 19h (unveröffentlicht). I  Co-

Kristallstruktur von Akt1 im Komplex mit 19i (unveröffentlicht). J Co-Kristallstruktur von Akt1 im Komplex mit 19m 

(unveröffentlicht). (Strukturen gelöst von Dr. I. Landel, Dr. L. Depta, Dr. S. Kleinbölting, Dr. M. P. Müller).  




















































































































































































































































































































































































































