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1 Einleitung

1.1 Krebs

Krebs beschreibteine Gruppe von Krankheiten, die durch unkontrolliertes Wachstum und
Ausbreitung abnormaler Zellen gekennzeichesetWenn dieAusbreitung nicht kontrolliert
werden kann, fiihrt sie zum Tddei jedem zweiteMannundjeder dritterFrau wird im Laufe

ihresLebens Krebs diagnostiziéit.

Die Aaltesten Aufzeichnungen die eine allgemine Beschreibung von menschlichen
Krebserkrankungen beinhaltewurden Ende des 19. Jahrhunderts in antiken agyptischen
Papyri des BWIN SMITH und (GEORG EBERS entdecktund werden auf das16. Jahrhundert

v. Chr.datiert? Da es sich bei den entschliisselten Hignehen umarchaischein dieser Zeit

nicht mehr verwendete Schriftzeichen handelt, gehen Experten davon aus, das es sich um
Abschriften handeln muss, die heute ber 4500 Jahre alt v&adon in dieser Zeit konnten
Gelehrtezwischen gut und bésartigerNeoplasmerunterscheiden und waren in der Lage,
verschiedene Behandlungsmethoden wie dieughische Exzision und die Kauterisatioon
WundenanzuwendeA.Mit dem Beginn des 20. Jahrhunderts wurtiedeutend&ortschritte

im Verstandnis der Strukturen, Funktionen und Chemie lebender Organismen erzielt. Es
etablierte sicleine Wissenschaft, welche die Grundlagehdmrtigen Onkologielarstellt.Die
Entdeckungder Anasthesie durchdNG® und der Asepsis durchIi4TER, zusammenmit
Fortschritten in chirurgischen Techniketgr Herstellung von Arsphenarfiimusammen mit

dem Zufallsfund derPenicilline durch EEMING® brachten die Chirurgie in den Fokus der
Frihphasenbehandignvon Krebs undérderten die Rekonvaleszen2ie Entdeckung von
Rontgenstrahlen durchdRITGEN, Uran durch BCQUEREL sowie von Radium und Polonium
durch Marieund Rerre CURIE, die Hypothesen vonHRLICH zur Immune Surveillané¢é und

von BOVERIAZur Frage der Ent s tferfakiertgn demaBeging ez r T
modernen diagnostischen und therapeutischen Radiologie unéddulddizin sodass eine
erfolgreiche Behandlung von Krebs in greifbare Nahe ritBemerkenswerterweise leitete

die toxische Wirkunglesim ersten Weltkrieg verwendetehamischen Kampfstofs&&Senfgas
(1-Chlor-2-[(2-chlorethyl)sulfanyl]letha)t>'® und dessen Derivat Nitrogen Mustard
(Substitution des Schwefeldurch ein Stickstoffatom)die Ara der zytotoxischen
Chemotherapie ejtf'° die wenige Jahre spaterstmaligeine vollstandige Heilung eines

menschlichensoliden Tumors ermdglichté.



Heutefordern nchtibertragbare Krankheiten (NCDghrlich 41 Millionen Todesopfer, was
74 %der globaleriTodesfélle entsprictt Krebsrkrankungen (10 Mio. Todesfalie 202Q

19,3 Mio. Neuerkrankungem 2020 nehmennach Herzkreislauferkrankungéh7,9 Mio.

Todesfallein 2020*°, die filhrendePosition unter denNCDs ein. Nach Schatzungen der

Weltgesundheitsorganisatiost Krebs in112von 183 Landen die erst oder zweithaufigste

und in weiteren 2 Landern die drittoder vierthaufigstd odesursachanter 70Jahrert® Mit

Jahrlich Uber 1,8 Mi. weltweitenTodesféllen ist Lungenkrebdie fihrende Ursache der

krebsbedingten Mortalitat, gefolgt von Dagrheber, Magen und Brustkrebs (Abb, links) .2
Mit Uber 2,3 Mio. neuen H&én an Brustkrebs (FrauewurdeLungenkrebs (2,2 Mioim Jahr
2020 als jahrelangam haufigsterdiagnostizie® Form der Neoplasmen verdrangt und steht

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

Krebs-Todesfille in 2020
{Weliweit, beide Geschlechter, alle Altersgruppen)

Lunge
(18 %)

Andere

Darm
(35,7 %) (9,4 %)

(8.3 %)

(3,8 %)
Pankreas 7.7 %)
(4,7 %)

5% ©9%)

Gesamt: 9 958 133

Krebs-Neuerkrankungen in 2020
(Welitweit, beide Geschlechter, alle Altersgruppen)

(1.7 %)

Lunge

(11,4 %)
Andere
(42,9 %)

Darm
(10 %)

73%)

(B1%) Cervix (5.8 %)
(3,1 %) (4,7 %)

Gesamt: 19 292 789

Abbildung 1 Zusammenfassung deeltweit hdufigsten Arten an Krefidesfallen und Neuerkrankungen im Jahr 2@

Abbildungist angelehnt aGlobocan 202032

Die Grundéfur die seit Jahren steigenttezidenzund Mortalitat von Krebserkrankungesind

komplex, spiegeln absowohl das Alterpals auch das Wachstum der Bevolkersuyvieden

Ruckgang der Sterblichkeitsraten bei Schlaganfallen und koronaren Herzerkrankiofeggh

die mit der soziobkonomischen Entwicklungnd personlichen Lebensstilanderungen

verbunden sind®24

Fur das Jahr 2040 wird ein Anstieg der Krebsneuerkrankwngdnis zu 47 %zum Jah2020

prognostiziert. Wie bereits fur Brustind Darmkrebs zu beobachten, wird mit steigenden

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

sollten zukUnftig nicht gentigendRessourcen fludie Forschung undntwicklung neuartiger

Therapierbereitgestellt werden



In den vergangenen zwei Jahrzehnten hat die Krebsforschueg emfassende und
komplexan Fundus generiert, der Neoplasmen als Krankheit mit dynamischen Veranderungen
im Genom beschreibt. ANAHAN und WEINBERG formuliertenMerkmale, die sogthallmarks

of cancef, ein Organisationsprinzipnit dem die Tumorgenese als Ergebnis einer begrenzten
Anzahl von zugrundeliegenden Prinzipien und erworbenen Fahigkeiten verstsadgezielt
adressiertwerden kanf>2® So wurdekurze Zeit darauf der erste Kinaseinhibitor Imatinib
(Gleevec) fur die selektivAdressierungdes BcrAbl Fusionsproteins, das als Ergebnis des
Philadelhia-ChromosomTranslokationsereignisses entstehijr die Behandlung von
chronischmyeloischer Leukamie (CMLylurch dieFood and Drug AdministratiorfFDA)
zugelassef’ Mit der Vollendungdes Humangeno#f und cer Initierung des ENCODE
Projektg®3® der Entdeckungund Implementierungder CRISPRCasS9basierten Genom
Editierung®3* sowie den wegweisenden Beschreibusigvon CGHEN und MELLMAN zur
Immunsysterbasierten Erkennung und Neutralisation von Krebsz€llesowie darauf
basiegendeimmurplogischeTherapied®3® beganrdasZeitalter demolekular@ Diagnogik. In
dieser Zeithat sichdie konventionelle, breit angewandte zytotoxische Chemotherapie, die
e i n eomesiz&fits-allitAnsatz folgte, zu einer Methodik gewandelt, die individuelle
Behandlungsstrategien unter Bertcksichtigung von histologischen ue&utasbiologischen
Subtypen einbezielt:*! Das Ziel dieser Prazisionsmedizirist es, fiir jeden Patienten das
richtige Medikament in derichtigen Dosierung zum optimalen Zeitpunkt zu find&Auch
wennsoeinigeErfolgein der Krebstherapie erzielt werden konnteni s war oth eancefi®

noch nicht gewonnenAufgrund adaptiver und evasiveé Resistenmechanismen vieler
Krebsarterbesteht eirdauerhaftsteigender Bedarf an nadigenWirkstoffen, Technologien

und Behandlungsstrategiaim dieserkKampf nicht zu verlierert? Im Jahr2022 erfolgte die
Erneuerung de€Cancer Moonsholnititative durchdenUS PrasidentedoE BIDEN, um Krebs

wie wir ihn bisher kennen zu beenden. Die Initiatvet das Zietlurch verbessertesreening
neuartige Therapieansatze und gesundheitliche Chancengledibh&iebssterblichkeit in den
kommenden 25 Jahren um mindestens 50% zu senken und die Erfahrungen von Menschen und

ihren Familien, die mit Krebs leben und ihn tiberleben, zu verbeSsern.



1.2 Proteinkinasen

Ein besonderer Fokus der Préazisionsmediegt auf derzielgerichteten Therapidafgeted
therapy, welchesichmit der selektive\dressierungonfehliregulierten Zielproteinebefasst.
Aufgrund der Dysregulation der ProtkinaseAktivitat bei @ner Vielzahl vorNCDs darunter
auch Krebshat sichdiese Enzymfamilie zu einem der wichtigsten Ziele fir die Entwicklung

von Arzneimitteln im 21. Jahrhundemtwickelt*647

Der Transfer von Phosphorylgruppen stelibe fundamentaleReaktionin der Biochemie dar.
Enzyme, die die-Phosphatgruppdes KofaktorsAdenosintriphosphat (ATP) auf einen Akzeptor,
die Hydroxylgrupe der SeridThreonin oder TyrosirSeitenkette, Ubertragen, werden als
Proteinkinasen bezeichnet und gehorenEnzymHKasse der Transferas&hDie Koordinierung
von Mg?*-lonenhilft dabeidie Bindung von ATP zu stabilisieren und digemische Reaktioim
aktiven Zentrum zkatalysieren Die Kinaseaktivitat umfasstomitdie Bindungder Kofaktoren
ATP und bivalenten Magnesiumionensowie dem naturlichenZielsubstraj die Induktion der
PhosphorydruppenrUbertragung von ATP auf das Substrat undadtischlieRendEreisetzung des
phosphorylierterSubstrats unsion Adenosindiphosphat (ADP) (Abb.. )

Abbildung 2 Mechanismus der Phosphorylgruppen Ubertragung auf ein Substrat am Beispiglidetependent kinase 2
(CDK?2). Der Katalysezyklus umfasst dieansienteBindung und Freisetzung von zwei kigonen. (Die Abbildung ist
angelehnt anvianov 2013 .4°



Solche posttranslationalen Modifikationen (PBEM in Form von negativ geladenen
Phosphatgruppen kénnen die strukturgebende KonformationSudstratproteingnbesonders
katalytisch aktiven Enzymen, signifikant verAndevadurch die direkte katalytische Aktivitétier

die Interaktion mit Bindungspartnemmoduliertwird. In diesem Kontext kann die Phosphorylierung

als ein molekularer Schalter betrachtet werden, der die dynamische Regulation zellularer
Signalwege steuerf. Die Aktivitat 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 Faktorgesteuertwerden>! Defekte (z.B. durch genetische
Mutationen der Kinasep welche diese regulatorischdProzesse storen werddraufig mit

proliferativen Erkrankungeassoziiert?

Die reversible PTMs durch Kinasen kénnen durch Phosphatasen Athtagonisten der Kinasen,
durch Freisetzung von Orthophosphat in einer Hydrolysereakiitfgehobenwerden. Das
Zusammenspiel vonKinasen und Phosphatasen stellt einewriteren fein abgestimmten
regulatorischen Prozess in einer Vielzahl von zellularen Srgnaduktionswegen dar, so dass
Stérungendieser Interaktionewlurch genetische Veranderungen, einschlie3lich Mutationen und
Translokationen, sowie Uberexpression oder Dysregulation der Proteinkinaseaktivitat mit
Stoffwechselerkrankungeéh  chronischen  Entziindungsreaktiorfen kardiale®®  und
neurodegenerativéfr’ Erkrankungen sowidleoplasmeff°®2in Verbindung gebracht werdéh.

Von denca. 20.000 protedrodierendenGenendes humanen Genoms kodieresm 2,5 % fir
Proteinkinased® Von den518 Proteinkinasesind 244 auf Krebsssoziierten Amplikons oder
anderen Krankheitsloci karti€¥t®® Die enorme Relevanzler Kinasen beiNCDs hat zur
detaillierten Aufklarunglerbiologischen Funktioen und enzymatischen Mechanismen vieler
Proteinkinasergefihrt. Seit der Zulassung von Imatinibmi Jahr2001 wurden bis 2023
insgesamt72 niedermolekulareSubstanzenals Proteinknaselnhibitoren von der FDA
zugelasserdie jedochlediglich 10 % der Proteinkinasen adressieféff%*weitere 180 ora
bioverfiigbare Kinasénhibitoren werden derzeiin klinischen Studierevaluiertund es ist
zukinftig mit weiteren therapeutisch validierten Zielen fir Proteinkih@sbitoren zu
rechnerf®® Mit der Zulassung deersten Inhibitos der Proteinkinase Akt im November
2023% wurde ein wichtiger Meilenstein in der Entwicklung von AldsiertenTherapien
erreicht, einem Forschungdget, das seit mehr als zwei Jahrzehnten einen Schwerpunkt der
medizinischichemischen Forschung darstellt. Diese Entwicklung markiert den Beginn eines
neuen Kapitels in deeielgerichteten Therapieind unterstreicht die zentrale Rolle der

Proteinkinase Akin der Onkologie.



1.3 Proteinkinase B/ Akt

Die Ser/Thrspezifische Proteinkinad® (PKB) wurde Ende der 1980edahren erstmals als
virales Onkogen des transformierenden Retrovirus AKT8 identifiziert, worauikirdie
Bezeichnung Akt erhielDie Klonierung und Charakterisierung degsnanerHomologsfiihrte

zur Zuordnung der drem menschlicherGenom konserviertetsozyme die als Aktl, Akt2

und Akt3 oder alternativ als PkB PKBb und PKBgbekannt sind® Die drei Aktlsoformen

sind Mitglieder der AG&KinaseSuperfamilie (benannt nach den Proteinkinasen PKA, PKC
und PKG), einer Gruppeon 63 evolutionar verwandten Ser/fpezifischen Proteinkinaséh.

Diese Superfamili¢asst sichl4 Kinasefamilien un@1 KinaseUnterfamlien unterteilen zu
denen auch PDK1phosphoinositidelependenkinasel), SGK erum andglucocorticoid
inducedkinase$, S6K (ribosomal S&inase und die ROCK(Rhcassociated protein kinases
Kinasen zahlef® Die drei Aktlsoformen weisen bedingt durch eine Sequenzhomologie von
Uber80% einen hohen Grad an struktureller Ahnlichkeit auf, unterscheiden sich jedoch in ihrer
physiologischeffrunktion, ihnrem Substratspektrum und inrer gesegiezifischen ExpressiGh

Aktl konnte hauptséachlich im Zytoplasma wmatstarktan der Plasmamembran nachgewiesen
werden, wahrend Akt2or allemin den Mitochondrien und im Goldippard lokalisiertist

und AKk3 als einzige Isoform im Zellkeridentifiziert wurde’® Gewebespezifische Analysen
haben gezeigt, dass Aktl nahezu ubiquitar exprimiert wird und eine zentrale Rolle spielt, um
das Wachstum aller Organend BlutgefalRe (Angiogenesegu reglieren und die
Zellproliferation zu steuerf. So wurde fuir Aktl-knockout Mauseeine insgesamt kiirzere
Lebenszeiund eineerhdhte Anfalligkeit fiirmpopbtischeProzesséeschrieben? Die zweite
Isoform wird ahnkch ubiquitar wie Aktl exprimiert, zeigt ein Expressionsmaximum in Muskel
und Fettgewebe und ist primar fiir die Regulation der Glukosehomdoostase verantwortlich.
Akt2-knockout Mause zeiteneinen diabetischen Phanotyp, der sich durch emeeiinderten
Blut-Glukosespiegel charakterisieren 1&$<t. Akt1/2-doppetknockout Mause zeigten eine
verminderte Grél3e im Vergleich zur entsprechenden Kontrollgruppe. Der Phanotyp aul3erte
sich durch eine extrem dinne und durchscheinende Haut, wobei auch Muskelatrophie und
abnormale Knochenentwicklung beobachtet wurd2ie. Mduse starben innerhalb weniger
Stunden nach der Geburt aufgrund von AtemstillstArdt3 wird priméar mit dem Cortex und

dem Hippocampus assoziieund spielt eine wesentliche Rolle in deren Entwicklung.
Untersuchungen an Ak#8nockout Mausen haben gezeigt, dass eine abgeschwachte mTOR
Signaltransdukéin beobachtet wurde, was mit einer reduzierten HirngroRe korréliért.
Aktl/3-doppetknockout Mausezeigten schwerwiegende Entwicklungsdefekte im Herx

Nervensystem. Die Mause starben bereits wahrend der embryonalen Entwiéklung.



Akt2/3-doppetknockout Mause waren als einzige dopelockout Variante lebensfahig,
wiesen aber Defekte im Glukosestoffwects®iie eine verbinderte HirngroRe &0frrotz der
spezifischen Defekte die durch transgene Mause verdeutlicht werden konnten, verbleibt die
Frage nach der funktionellen Redundanz der Akt Isozyme, die bis heute Gegenstand der
aktuellenForschung st Im Allgemeinen scheirjedoch der Konsens zu iiberwiegen, dass
jede Aktlsoform eineeinzigartigeFunktion in der Regulierung des Zelliberlebens einnimmit,

wenngleich diese Funktion in Abhangigkeit vom genetischen Kontext variiererf%&ri.

1.3.1 Struktur von Akt

Obwohl die dreiAkt Isoformenauf unterschiedliche Genan kodielt sind weisen sie eine
hochkomplexe Struktur aufdie grundsatzlich in drekonservierte Domanen undeine
Linkerregion unterteilt werden karfAbb. 3A und C)'°#°Dieser Multidomanencharakter und
diedaraus resultierendieidimensionale Struktwindverantwortlichfir die einzigartigefein
regulierte Signaltransduktion von Akt Neben de hochkonservierten (8B0%
Sequenzidentitdit zwischen den drei Isoformen), katalytgtiven Kinasedomane
(Aminosauren (AS) in Aktl: 14@08) codieren die AKIGene fir eine N-terminale,
regulatorischePleckstrinHomologie (PH)}Domé&ne(AS in Aktl: 1-107), sowie fur ein G
terminales, hydrophobe Motiv (HM, AS in Aktl: 409480), welchesnebenSer473auchdas
konservierte3-phosphoinositicabhangigeProteinkinasd (PDK1)-interagierendes Fragment
(PIF) beinhaltef>8® Die konservierte Kinasedoméarmat eine homologe Struktur zu allen
bekannten Proteinkinasen und ist 2wa 50% Sequenilentisch mit PKC, PKA, SGK und
S6K. Die allgemeine Struktur bildet siclaus einer Nerminalen, b-Faltblattreichen
Subdomane und einer-t€rminalen a-Helix-reichen Subdomaéne, die Uber eine flexible
Scharnierregion verbunden sidbb. 3A). Die Aktivierungsschleife nahe de aktiven
Zentruns enthalt das konservierte DH@otiv in direkter Nahe zu Thr308yelches durch
posttranslational®hosphorylierung die Aktivierung von Akt initiiett.Die Sekundéarstruktur
derPH-Domanesetzt sich aus siebénrFaltblatterrsowiezwei a-Helices zusammen und bildet
so ein regulatorisches Strukturelement, welchesWexhselwirkung(WW) mit polaren,
mehrfachphosphorylierten Inositelipidzuckernermdglicht(Abb. 3A, recht3 und somit die
Rekrutierung von Akt zur Plasmader anderen Endomembraneeginstigt PH-Doméanen
sind untermembrarassoziierterProteinen wie PDK1, Brutemyrosinkinase (BTK) oder G

Proteirgekoppelte Rezeptorkinasen (GRM®it verbreiet 80
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Abbildung 3 Dreidimensionaleund schematische Darstellung d@rzelnen Doméanen von Al& Die Tertiarstruktur von Akt

in der PHout-Konformationsetzt sich aus der katalytischen Kinasedoméane (weif3, PDB: 4EKK) sowie der regulatorischen PH
Doméne (grun, PDB: 1UNQ) und dem regulatorisglgdrophoben Motiv (HM, gell?DB: 4EKK) zusammenbDie flexible
Linkerregion zwischen Kinasaind PHDoméneist nicht aufgeldst undvurde als grau gestricheltkinie dargestelltZur
besseren Ubersicht wurdd@eile des HM entferntind die aC-Helix in Tiirkis hervorgehoberDie N-terminale,b-Faltblatt
reiche Subdoméne der Kinase ist liber die Scharnierregion (blau) miteleni@alen a-Helix-reichen Subdoméane verbunden.
Im aktiven Zentrum liegtlas ATRAnalogonAdenosin5-(b, gimido)triphosphal{AMP-PNP, orange) mit zwéMangan(Il}
lonen (violett) nahe der Aktivierungsschleife (rot), welche das konservierteND#ti® und das regulatorische Thr3Q@er
phosphoryliert)beinhaltet, reversibelgebunden vorlnositol1,3,4,5tetrkisphosphat (IR, blau) liegt als PIRAnalogon
reversibel gebunden in der Hbbmane vor, um dipolarePhosphoinositeBindetasche zu veranschaulichBriRegulatorische
Stabilisierung der Ptbut-Konformation von Akt durch hydrophobe Wechselwirkungen (F469, FA472. YA74) «Brditken
(S473D alsPhosphomimetikum fiir pS473)es PIF im HM mit der PHpocke in der Niterminalen Subdoméne der Kinase
(Die Ansicht stellt eine 180° Drehung deftéfminalen Subdoméne von Abbildung 3A d&)Schematische Darstellung der
Doménen von Aktl mit Positionemon Aminosaurendie posttranslational modifiziert werdamd die vermutlich der
Feinregulierung der AkAktivierung und-Inaktivierung, der zellularen Lokalisation oder der Substratspezifitat dienen. UB:
Ubiquitinierung, Ac: Acetylierung, Me: Methylierung, OH: Hydroxylierung, GlcNac: Glykosylierung, SUMO: SUMOwtieru
(Die Abbildung ist angelehnt an AMNING und ToKER 2017)%6



Zwischenden PHDomanen dieséEnzyme und den Akisoformen wurde jedodediglicheine
Sequenzidentitat von 3@ beschrieben, wahremahter den AktisozymeneineHomologievon

bis zu 84% bestehf® Die Linkerregion(AS in Aktl: 108148), welche die PHDomane mit
der Kinasedoméane verbindet, ist unter deht-loformen wenig konserviert (346%
Sequenzidentitat zwischen den drei Isoforjiférsie zeigt keine signifikante Homologie zu
anderenhumanenProteiren ermdglicht es aber durch ihre hohe Flexibilitadflass die
verknUpften Doméanen Konformationsdnderungamehmen kdénnen und Akt somit zwischen
einem aktiver(PH-out) und einem inaktiveiPH-in) Zustand alternief® Die Regulation und
Lokalisation von Akt beruht neben dem Gleichgewicht der intramolekularen
Interdomaneninteraktion zwischen Pithd Kinasedoménauch auf der WW des PIF im HM
mit einer hydrophoben Kavitat dertdrminalen Subdomane (Abb. 3 B). Diese, innerhalb der
AGC-Kinasefamilie konservierte Pipocket wird mitunterdurch dieaC-Helix gebildetund
wird einzig in der aktiven Konformation von Akusgebildetind besetzt”°3°¢ Hydrophobe
WW der Aminosaureseitenketten von Phe469, Phe472 und Tyr474 sowie Wasserstoffbricken
(H-Brucken) des phosphorylierten Ser478n HM mit AS der Nterminalen Subdomane
stabilisieren so durch allosterische Kooperatidsigtaktive Zentrunder Kinasedoman¥ Der
katalytischinaktive Zustandson Akt lasstsich durch einePH-in-Konformationbeschreiben,
welchedurch polareNVW zwischen de®\S Thr81 und Thr82 der PiBomane und Lys179 und
Asp292 der Nerminalen Subdoménsowie einer Salzbricke zwischen Arg273 und Glul7
stabilisiert wird®?>°’ Die beschriebenen WW sind hauptverantwortlich fur Blieckadedes
aktiven Zentrums der Kinasedomane. Durch die Verdrangung adeHelix aus der
allosterischen Tasche und die daraus resultierenden Stabilisierung der Aktivierungsschleife in
der DFGout-Konformatiort® wird die NukleotidBindetasche durch die ASeitenkette von

Phe293 besetzt und somit die Bindung des Kofaktors vEFrRindert

Neben den fir die AkAktivierung obligatorischen undyeschwindigkeitsbstimmenden
Phosphorylierungen an Thr308 und Ser473 wurde eWielzahl von weiteren
Phosphorylierungsereignissen an Akt die vor allem mit eineeréhten Proteinstabilitét
und dergesteigerten Aktivierung assoziiert werdsowie zahlreiche weitere PTMs in der
Literatur beschrieben, die der Feinjustierung der Aktivierung oder Abschaltung der Akt
Signaltransduktion(Pro1250OH, Pro3130OH, ThiB305GIcNac, Thr312GIcNac, Lys276
SUMOQ)!0+103 der zellularen Lokalisation(Lys14-Ac)!®* und moglicherweise auch der
Substratspezifitat diengAbb. 3C).%°



1.4 PI3K/Akt/mTOR -Signalweg

Akt bildet zusammen mit der Phosphoinosi8&inase (PI3K) das Schlisselelement der-Akt
gesteuerten Signalkaskade, die auch bekannt ist als PI3K/Akt/rSigifalweg. Die
Aktivierung von Akt wird Ubedie Interaktion vorextrazellulara Signalmolekilen (Hormone,
Zytokine, Wachstumsfaktoren (WF)nit transmembranstandigeRezeptortyrosinkinasen
(RTK), Integrinen, B und T-Zellrezeptoren, ZytokinrezeptorerG-Prokein-gekoppelten
Rezeptoren (GPCR)derdurchandere Stimulinitiiert (Abb. 4).2°>1°7 Durch dieRezeptor
mediierte Aktivierungerfolgt die direkteoder die Adaptempteinvermittelte Bindung und
Aktivierung von PI3K (Abb. 4A). Auch kleine Guanosintriphosphlindende Proteine (G
Proteine)wie Ras kénnen die Aktivierungon PI3K induzieren Der membrangebundene
sekundéare Botenstoff Phosphatidylinosdgb-bisphospha(PI1P) wird schlieRlichdurch PI3K
an der Position zu Phosphatidylinositdl4,5triphosphat (PIE) phosphoryliert® Das
phosphatase antknsin lomolog(PTEN) katalysiert die entsprechende Riickreakifdbiese
Phosphdpidzucker dienen PHDomanertragenden Proteinen wie Akt und seiner
vorgeschalteten Kinase PDK1 als Ankerstellen an der Plasder an Endomembranen
innerhalb des Zytosol&chliellich fuhrt der Konzentrationsanstieg an zytosolischeaverP
urspringlich 0,05 nM auf 5200 mM zur Rekrutierung von Akt an die Plasmader
Endomembranen wobei die Interaktion derBbimdne mit PIPeineKonformationsanderung
innerhalb des Multidomanenkomplexes von Alduziert*'® Durch die Interaktion zwischen
Ligand und Protein kommt es innerhalb der stark positiv geladéttesphoinositel
Bindungdasche(Lys14, Arg23 Arg25, Arg 86)zu einer Ladungsinversion und einelamit
verbundene elektrostatische Repulsion der PHDoméane von der negativ geladenen
Proteinoberflache der Kinasedoméane (vgl. Abb. 3ADer Ubergangon der autenhibierten
PH-in-Konformationin die Membrargebundene, Piaut-Konformation fuihrt zu©ffnung der
ATP-Bindetasche und somit zExpositionder Aktivierungsschleifeind dem dort lokalisierten
Thr308, welches schlieRlich von PDKghosphoryliert wird.''? Die posttranitionale
Modifikation fiihrt zunachweisbanmeKinaseaktivitat'>!#und bereitet das Enzyausétzlich
auf die Phosphorylierung an Ser473 im HM durch deschanistic target of rapamycin
complex2 (MTORC2)oder ander@13K-verwandte Kinasen wie DN#RK vor.1*>11eDurch die
zusatzliche Modifikatiorwird eine bis zu 100@ache Steigerungder katalytischen Aktivitat
erreicht!*’ wobei die alleinige Phosphorylierung von Serfiftddie Aktivierung von Akmnicht

ausréchend istl18:119
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PH-Doméane mit PIPan die Plasmamembran rekrutiert, wodurch die Phosphorylierung der Aktivierungsschleife an Thr308

durchPDK1 und an Ser478es hydrophoben Motivdurch mTORCZerfolgt, sodass eine vollstandige Aktivierung von Akt
erzielt wird. Die Dephosphorylierung von Akt durch die Proteinphosphatasen PP2A und PHLPP beendet dg®isignal
Abbildung ist angelehnt an MiNING und TokerR 2017)% B Akt steht als entscheidender Schalter im Zentrum des
PI3K/Akt/mTOR-Signalwegs und phosphoryliert tiber 100 bekannte, nachgesclsaltettraté®12°die involviert sind amler
Regulation de Proteinbiosynthese, ZeRroliferation, -Migration und dem-Uberleben, des Glukogdetabolismus und

neurobiologische Prozesse. Dargestellt ist ein Teil der Literaturbeschriebenen Substrate, sowie deren Auswirkung auf das
zellulare System nach der Regtibn durch Akt. (Die Abbildung ist angelehnt an Cell Signaling Technology 2820)
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Auch nachiiber 30 JahremtensiverAkt-Forschung ist die Frage nach der Aktivierung und
gezielten Abschaltung von Akt noch nicht vollstandig geklart. In der Literatur werden drei, sich
zum Teil erganzende Modelle postuljevelche diezellautonomen Kontrollmech&amen von

Akt beschreiber??2 Dem Diffusionsmodell zufolge 16st sich Akt nach der Phosphorylieamng
Thr308 und Ser478on der Plasmamembran und diffundiert in der aktiven Konformation durch
die Zelle, wobei e<Zielsubstrate mit dem konservierten Sequblativ (Arg-X-Arg-x-x-
Ser/TheB; x = beliebige ASB = sperrige hydrophobeAS) phosphoryliert??122123pjeses
Modell wird vor allem durch daphosphatase shielding cad#odell gestitzt, bei dem ein
Netzwerk von Interaktionen innerhalb des aktiven Zentrums und des HM von Akt die aktive
Form stabilisieren und dadurch vor zytosoliscReosphatasen schiitz&fi126 Das ATP an/aus
Modell beruht auf der Tatsache, dass AddPpetitive Aktinhibitoren eine
Hyperphosphorylierung von Akt in Zellen induzierénl?®ADP-Analoga diesen Effekt jedoch
nicht ausloseh® Die Hypothese, dass ATgebundenes und durch Phosphorylierung
aktiviertes Akt frei diffundieren kann, bis es nach einer Substratphosphorylierung durch
zytosolische Phosphataseraktiviert wird, wurde jedocin Frage gestelft'? In der gleichen
Studie wurde postuliert, dass vielmehr die Membrandissoziation der dominante Mechanismus
der AktInaktivierung zu sein scheinkur beide Modellewird eine ausreichende Statiit
gegenuberspezifischer Phosphataseworausgesetztum die zytosolischeDiffusion zum
Substrat zu ermdglicherHingegen wird im Modell des allosterischen Lipidschalters die
Abhangigkeit der aktiven Pidut-Konformation von Akt auflie Zell- oder Endometranen
beschrankt, die mit Ptder PIR besetzt sindHier fuhrt dieDissoziation von der Membran

zur Rickfaltung der PHauf die Kinasedoméane. Durch diese Aidrinsische Autoinhibition
werden pThr308 und pSer473 exponiert und durckPrb&einphosphatase 2A (PP2#89w. PH
domain and leucinerich repeat potein phosphatase 1/2 (PHLPP1, PHLPP2)

dephosporyliert?®13!

Akt steuet die Funktionvon weit iber 100 Substratéf''** die an der Regulation der
Proteinbiosythese, ZetProliferation -Migration, dem -Uberleben, des Glukose
Metabolismus und ngobiologischer Prozesse beteiligt sin@Abb. 4B).1* Die
Proteinbiosynthese drsomit des Zellwachstums wiunter anderem durch die Interaktion mit
dem tuberous sclerosis comple@ SO* und proline-rich AKT substrate 0f40 kDa
(PRAS40° undsomit durchdie mTORC vermittelteSignalkaskade reguliett®
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Akt fungiert als zentraler Regulator d@suronalenielliberlebens, indem entweder direkt
pro-apoptotische Proteine widcl-2-Antagonist of Cell Death(Bad)!*’ oder die von
Transkriptionsfaktoren weiForkhead box protein O@FoxO1J) generierten pra@apoptotischen
Signale unterdriickiverden3® Akt ist an der Zellmigration undnvasion beteiligt, indemse
Aktin-bindende Proteine wie Girdin oder Palladin phosphoryi#ft:°Durch die Aktivierung
von Akt substrate of 160 kXAS160auch TBC1D4 undPhosphofrucotokinas2 (PFKFB2
sowie dielnhibition von Glykogensynthas&inase 3(GSK-3) ist Akt malRgeblich an der
Regulation des Glukosestoffwechsels beteffigtl-1*’Dartiber hinaus konnte die Regulation
von neuronalen Prozessemie die synaptische Signallibertraguhgch de Aktivierung von

gAminobuttersiaure Typ A Rezeptoren (GABR) nachgewiesen werdéfe

In Anbetracht derzentralen Bedeutung der Akvermittelten Signaltransduktiofiir die
Steueung des zellularen Schicksalsnd den mit einer Fehlregulation einhergehenden
Konsequenzenst Akt ein relevantes Ziel fir die therapeutische Intervention

1.5 Klinische Relevanzvon Akt

Die Uberaktivierung von Akt ist ein molekulares Merkmdds haufignit schwerwiegenden
humanen Erkrankungewie Krebs, Diabetes, kardiovaskularen und neurodegenerativen
Erkrankungen assoziiestird.”>44Selten kommt es zlinisch relevantegenetische.asionen

in AKT selbst!*> CARPTENet al.identifizierten jedoch eine bei BrugBC), Darm (CRC)und
Eierstockkrebs(OC) auftretende, somatische Mutation des A&éns, welche flreine
kontinuierlicheAktivierung der Kinase verantwortlicist14¢ Durch die beschriebene Akt
Punktmutation wird das negativ geladgbleitamatan Position 17 imler PHDoméane gegen

ein positiv geladenes Lysin ersetzt, wodurch es zu einer Ladungsinviensashalb der RI
Bindungstasiee und somit zu einem Verlust der Salzbriicke zwischen Glul7 und Arg273 der
Kinasedomane kommAls direkte Folge wird die Substrataffinigegeniber PlRund anderen
Inositolzuckern erh6ht urebmitdie PHout-Konformation stabilisiert, sodass die Aktixiag

von Akt begiinstigt wird?’ Diese konstitutiv aktive Form von Akt ist neben neoplastischen
Transformationen hauptverantwortlich féngeborenéviosaik-Uberwuchserkrankungewie

das Proteus SyndronfPS)#814° HymaN et al. beschrieberdie (Teik)Remission von52
Patientenmit Estrogenrezeptor (ERositivem BC, gynékologischen, malignen Neoplasien

undanderen Tumorerkrankungeach einer Akinhibitor-basierten Therapit®
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Bei allen Patienten wurde die treibende Akff-Mutation diagnostiziert, sodass sie erstmalig
als préadiktiver Biomarkerdentifiziert und somitzu einemklinisch relevante Ziel fur die

Krebstherapie wurd&?>1%°

Haufig wird die unkontrollierte Signaltransduktipn und sont die Tumorgenese
sowie -progression, durch & von lUbergeordneten Protoonkogenen wie RTKs, PI3K oder
durch den Verlust voRTEN initiiert. Eine besonders dezisive Rolle spielen daieedirekten
Regulatoren von Aktdie durchlossof-function Mutationen(PTEN, PHLPP)oder gain-of-
functionLasionen(P13K) hauptverantwortlich dafisind, dass Akt in tber 50 % aller humanen
Krebserkrankungen eine Hyperaktivigtfweist®® 1153 |m Gegensatz zur somatischen E17K
Mutation konnte & Hyperaktivierungund -phosphorylierung von Akt im Allgemeinen nicht
als pradiktiver Biomarkefur therapeutischen Intervention eingestuft werdarch wenn der
Anstieg intrazellularer pAkLevel einen prognostischen Indikator fir maligne
Transformationen darstellen kahf'*® Dennoch zeigte eine aktuelle Studie, dass in einer
Platinresistenten Ovarialkarzinom (PROCPatientesubgruppe mit pAkjpositivem
Biomarker ein signifikant verlangertesogressionsfreies Uberleben (PFS) im Vergleich zu
Gruppemit nicht alteriertem Biomarker festgestellt werden konbDiese Erkenntnisse deuten
darauf hin, dass dierasenzvon pAkt in den Gewebeproben von PR®@&tientinnen mit dem
Ansprechen auflie Hemmug von Aktassoziiert isund somit in dieser Patientenpopulation

als pradiktiver Biomarkebetrachtetverden kanr?’

Die pathologisch Uberexpressionvon Aktwurdein einer Vielzahl von maligneNeoplasmen
einschlie3lichSchilddriisen Ovarial, Lungen, Prostata (PC), Pankreaskarzinomesowie

beim Multiplen MyelombeschriebenDieses Phanomen korrelieren mit einer gesteigerten
Zellproliferation sowie einer erhohten Uberlebensfahigkeit der Tumorzétféf? Akt-
Uberexprimierende ZellepeigenResistenzen gegguroapototische Signalevie den Tumor
Necrosis Factor Related Apoptosis Inducing LiggidRAIL), Forkhead lox protein O1
(FoxOl), Bad mouse double minut® homolog (MDM2) (vgl. Abb. 4).16%1%¢ Dije
Unterdriickung der Apoptose durclktAsteht auch im Zusammenhang mit einer erworbenen
Resistenz gegenuber klassischer Strahlend Chemotherapie. DurcRisplatin-basierte
Therapien konnte die Uberexpression sowie die dauerhafte Aktivierung von Akt in einer
Vielzahl von Krebszellen induziewerden'®”1"2 Die Hemmung der AkSignaltransduktion in
diesen Systemen flhrte schlie3lich zur Einleitung der Apoptose und dem Zei#tedlie
enorme Relevanz der therapeutischen Intervention gegenuber der Proteinkinase Akt

unterstreicht.
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1.5.1 Klinisch-relevante Akt-Inhibitoren

Die intensive Bemuhungn der vergangenen zwei Jahrzehmteuepharmakologisch aktive
Inhibitoren von Akt zu identifiziererhabendrei funktionell wichtige Regionervon Akt

offenbart die mt niedermolekularen Verbindungawlressiet werden kénneAbb. 5).

he

Inhibltoren
’ ( .7‘P '
'E-} 'S ,-_ i‘:\ ‘\
ATPnk@ﬂiﬁi[@@ﬁﬂﬁW@ /@

Inhibitoren
i 4

Vg \K Pl-kompetltwe

‘@}( - 7 Inhibitoren

Abbildung 5 ATP-kompetitive (Orange), Allosterischg(Blau) und Ptkompetitive (Anthrazit) Bindungsstellen in Akt. (Die
Liganden, sowie die KinaséWeil}) und PHDomane (Griin) stammen aus den zusammengefligtearSdDuren:6HHF,
4GV1, 5KCV und 1UNQ)

Neben der ATHBindungstasche im aktiven Zentrum der Kinasedaméamd der polaren Pl
Bindungstasche innerhalb der fMmane, wurde eine einzigartige allosterische
InterdoméanerBindungstasche identifiziert, die nur in der inaktiven-iRHKonformation von

Akt augyebildet wird. Die Inhibition der PiBindetasche verhindedie Membranrekrutierung
und damit die Aktivierung von Akt durch PDK1 und mTORC2. In dieser Hinsicht wurden
Alkylphospholipide (A°Ls) wie Perifosin, Edelfosin und Miltefosin als Phosphoinositid
Mimetika und somitals PIP>-/PIPs-kompetitive Inhibitoren idetifiziert und in zahlreichen
klinischen Studien der Phase | und Il untersucht’>'’® Die generell ungiinstigen
Pharmakokinetischen(PK) Eigenschaften dieser Verbindungen sind hauptsachlich fir das
Scheitern der Klinischen Studien verantwortlich und stehen Zmsammenhang mit
zwitterionischen  Strukturen und damit verbundenen hohen  OctaneWasser
Verteilungskoeffizietn(cLogP), diesignifikantiiber den Richtwerten fi@ine akzeptablerale
Bioverfiigbarkeit lieged!’ Einen vielversprechenderen Ansatz zur gezielten Adressignmg
Akt bietet die orthosterischelnhibition der Kinasedomanenit ATP-kompetitiven Akt

Inhibitoren
15



1.52 ATP-kompetitive Akt-Inhibitoren

Ein traditioneller Ansatz, welcher maf3geblich zur Entwicklung einer Vielzahl orthosterischer
Akt-Inhibitoren in dendtzten Jahren beigetragen hat, besteht in der gezéaltessierungles
aktiven Zentrums durch AFRompetitive HemmstofféAbb. 6 A). Vor dem Hintergrund der
strukturellen sowie partiell sequenziellen Homologie der Mifkdungsascherinnerhalb de
Kinoms, insbesondere zwischen den drei Isoformen von Akt und weiteren Mitgliedern der
AGC-Kinasefamilie, besteht die Herausforderung darimhibitoren von hoher Potenz zu
entwickeln die eine selektive Untérickung der Aktvermittelten Signallibertragung
ermdglchen.Eine Vielzahl von hochpotenten Inhibitorenirdein den vergangen 20 Jahrien
klinischen Studien evaluiertAllerdings mussten viele dieser Entwicklungsprogramme
frihzeitigabgebrochen werden, vornehmlich aufgrund toxischer Nebenwirkungen, dig hauf
durch die Hemmung nicttielgerichteter Enzymeoff-targetToxizitat) verursacht wurden

oder durch einen unzureichenden Wirksamkeitsnachieid

In einer Hochdurchsatburchmusterung (HTS) von Substanzbibliotheken des
PharmaunternehmensAbott Laboratories wurde ein trans3 , -Bigpyridinylethylen
Grundgerust identifiziert, das eine moderate Aktivitat gegeniiber Akt Z&tddée chemische
Optimierung dieser Substanz fuihgehlieRlichzur Entwicklung von SMD20 (Abb. 6 B):83
Die weitere klinische Entwicklung wurde aufgrund des unzureichenden pharmakokinetischen
Profils (hohe intrinsische clearance unzureichendeBioverfiigbakeit) eingestellf®* Neue
Formulierungsstudien durch DermBiont fiihrten schliel3lich zur Konzeptvalidieruegqer
neuen Indikation und zu einepositiven Ergebnis in einer PhaeStudiel® 18 SM-020 ist
der erste und einzige topisanwendbarékt-Inhibitor fr die Behandlung der Seborrhoisoh
Keratose (SK) (NCT05136144pn einerlaufenderPhasdl Studiesoll das Dosierungsschema
optimiert werden um Gesichts und intertrigindse SKs zu behande{(hNCT06099080
NCT0610802%

Ipatasertib (Abb. 6 B) ist @n weiterer ATRkompetitiver Aktinhibitor, welcher von
Genentech/Roche entwickelhd im Jahr 2012 erstmals publizietirde!®” Kirzlich wurde

eine Phasdll Studie abgeschlossen, in der Ipatasertib in Kombination mit Paclitaxel ftr
PIK3CA/Aktl/PTENmutierte, Hormonrezeptoepositiven (HR+), HERzhegativen (HER2)
fortgeschrittenen Brustkrebs getestet wurde, wobei fir die Kombinationsbehandlung im
Vergleich zujener Gruppe, die Paclitaxalnd einPlacebo erhielt, kein Vorteil beobachtet
wurde (NCT03337724§%
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Der Inhibitor wird derzeit in zwei weiteren kombinierten PhHk&tudien bei Patienten mit

metastasiertem kastrationsresistentem Prostatakrebs (NCT03072238) und bei lokal

fortgeschritenem inoperablem oder metastasiertem Brustkrebs (NCT04060862) evaluiert.

Gemald deEntwicklungpipelinevon Genentech/Roche wurde eieitereEntwicklungdieser
Verbindung eingestellt, vermutlich aufgrund des klinischen Erfolgs desk&nipetitiven
Inhibitors und KonkurrenterCapivasertib.Die initial positiven Ergebnisse der Studien mit
Ipatasertibfihrten zur unabhéngigerentwicklung von NTQ1062Abb. 6 B; entwickelt von
Nanjing ChiaTai Tianging Pharmaceutical Cd%. NTQ1062 zeichnet sich durch ein
neuartigesScharnierregiotbindendes Motiv undinen bizyklischen Piperazinlinkaus Diese
chemische Optimierung fiihrte zu einem verbesserte® i@l und einer gesteigerten Potenz
in in vitro und in vivo Modellen. Der Wirkstoff wird derzeiin einer Phasé Studie zur
Behandlung von fortgeschrittenen soliden Tumoren (NCT06172309) soeirger Phasto/Il
Studie in Kombination mit Fulvestrant bei Patientinnen mit fortgeschritteneryHHER2-
Brustkrebs (NCT06172322) evaluiert.

A

!| HM D HM
7 O \ .r‘jf 7 \
N—| PH-Doméne | Kinase-Domine |+ =——= N— PH-Domine | Kinase-Doméne |

Aktive Konformation (PH-ouf) Inaktive Konformation (PH-out)

K

HN~ N x m
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SM-020 Ipatasertib NTQ1062 Afuresertib Capivasertib

Abbildung 6 A Schematische Darstellung der AkBmpetitivenAkt-Inhibition durch orthosterische LiganddhChemische
Strukturen von ATFKompetitiven AktInhibitoren, die aktuell in klinischen Studien evaluiert werden.

Afuresertib (Abb. 6 B) wurde durch Lea®ptimierungsstudien von GlaxoSmithKline
entwickelt, wechseltéennerhalb vonBig Pharmazu Novartis und wurde 2018 an Laekna
audizenziert. 911 |n einer Phase Studie demonstrierte Afuresertidas gewiinschte
Sicherheitsprofil sowie klinische Wirksamkeit gegenubemalignen hamatologischen

Erkrankungert®?
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Eine aktuell laufende Phadb/lll Studie evaluiert die Sicherheit und Wirksamkeit von
Afuresertib zusammen mitFulvestrant bei Patientinnen mit lokal fortgeschrittenem oder
metastasiertem HR+/HER2Brustkrebs, die auf Standardtherapien nicht ansprachen
(NCT04851613 In einer weiteren Phasd Studie mit PROEPatierinnen zeigte die

Kombinationstherapie von Afuretib mit Paclitaxel jedoch keinen statistisch signifikanten
Unterschied gegeniiber der Gruppe, die Paclitaxel als Monotherapie erhielt (NCT04374630)

Der am weitesteffiortgeschritteneorthosterische Akinhibitor ist Capivaserti{Abb. 6 B)
welcher 2009 in einer Kooperation von Agtemeca und Astex Pharmaceuticals entwickelt
wurde. Der Wirkstoff hat erfolgreicheine Phaséll Kombinationstudie mit Fulvestrant bei
Patiemten mit HR+/HER2 lokal fortgeschrittenem oder metastasiertem Brustkriebs
Vergleich zu Placebo und FulvestraigeschlossefiNCT04305496}2 Interessanterweise
zeigte diese Studie jedoch keine signifikanten Vorteile flir Patienit genetischen Lasionen
im Akt-Signalweg, was eine anhaltende Herausforderung unterstreicht: Die Abwesenheit von
pradiktiven Biomarkern fur die Therapie mit Akthibitoren. Wahrend AstraZeneca im
November 2023 die Marktzulassumgn der FDA erhielt wird das Potenzial des Inhibio
auch in weiteren Phaselll Studien untersucht, die Brusund Prostatakrebs betreffen
(NCT05348577, NCT04493853, NCT03997123, NCT04862663).

ATP-kompetitive Akt-Inhibitoren blockieren dosisabhangig die Phosphorylierung von
nachgeschalteten Substrat®urch die Stabilisierungder PHout-Konformationschiitzen sie
jedoch die regulatorischen AS Thr308 und Ser478or der inaktivierenden
Dephosphorylierug.!*®> ATP wird von einer Vielzahl intrazellularer Proteine (Kinasen,
ATPasen, Motorproteine, DNAund RNA-PolymerasenHelicasein metabolisiert wodurch
orthosterischelnhibitoren eine potentielle Quelle fuoff-targetEffekte dastellen Einen
weitaus vielversprechendsr Ansatz zur gezielten und selektivekkt-Inhibition stellen
allosterische Inhibitoren dar, die mit einer einzigartigen Bindungstasche wechselwirken und

somitnicht in Konkurrenz mit einem sekundaren Botenstoff oder Kofaktor stehen.
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1.53 Allosterische Akt-Inhibitoren

Das grundlegende Prinzip der allosterischen Inhibition basiert auf der Bindung eines Inhibitors
an eine Stelle des Enzyms, éi@eraumliche Entfernungzum aktiven Zentrumaufweist Die
Wechselwirkung zwischen Enzym und Ligand induziedine Konformationséanderung
innerhalb de€€nzyms wodurchdie katalytische Aktivitat unterdriickt und die Binduwgn
Kofaktor undSubstrat verhindesvird (Abb. 7 A). In den frihen 2000er Jahren identifizierte
Merck Sharp & Dome (MSD) in einem HTS ein D#henylchinoxalinGrundgerist, das
durch Serendipitat als erster Edmanerabhangiger Ligand einer neuartigen allosterischen
Tasche von Akt identifiziert wurd€* Umfangreiche Entwicklurggyklen fiihrten zuzwei

Serien hochpotenter Adthhibitoren die ein beispielloses Mal} an Isoformselektivitat
aufwiesen undlie Grundlage fur die Entwicklung aller heute bekannten allosterischen Akt

Inhibitoren lieferta. %1%

Die rationalenDesignStudien von ArQule Inc. fuhrten Anfang der 2010er Jahre zu der
Entwicklung derkongenere Miransertib und Vevoriser(ibb. 7 B)1°71%8Dje praklinische
Evaluierungder beiden Inhibitoren offenbarte die Selektivitat fir die-Bkiformen gegentber
einem Panel von 303 bzw. 245 getesteten Kinasen sowie eine starke antitumorale Wirkung
gegeniiber der aktivierenden Akti“-Mutante in endometrialen PDModellen®®ArQuile Inc.
wurde 2019 von MSD Ubernommen, dir Pipelinedes Unternehmnes im Bereich #@nase
Inhibitoren zu erweitern Obwohl Miransertib vielversprechende Ergebnisse in mehreren
Phasd Studien im Bereich der Onkologdieferte (alsMonotherapie oder in Kombination mit
Chemotherapie laufen derzeit keineFolgestudien(NCT01473095, NCT02476955° In
nichtonkologischen Indikationen wird der allossehe Inhibitor derzeit in einer Phade
Studie untersucht, urdie Sicherheit und Vertraglichkeit bei Patienten mit PIK3¢#ated
overgrowth spectrum(PROS) und ProteeSyndrom (PS) zu bewerten (NCT04980872).
Darlber hinaus zeigte die chronische Behandlung mit Miransertib ein gut vertragliches

LangzeitNebenwirkungsprofil undie Reduktion der Progression des. #9502
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Abbildung 7 A Schematische Darsbehg desKonformationsgleichgewichteson Akt nach Bindung von ATP bzw. einem
allosterischerAkt-Inhibitor (blau)(Die Abbildung ist angelehnt an 8ANER und GONTLA et al. 2015)%%3 Die allosterische
InterdomanerBindungstascheon Akt wird in der PHin-Konformationan der Grenzfldwe zwischen der Kinasend PH
Domaéane ausgebildeB Chemische Strukturen von allosterischen-Aitibitoren, die aktuell in klinischen Studien evaluiert
werden.

Die Evaluierung voivevorisertiberfolgtein einer Phas# Studiebei fortgeschrittenen soliden
Tumoren mit PIK3CA/Akt/PTENMutation als Monotherapie oder in Kombination mit
Paclitaxel oder Fulvestra(CT02761694. Die Ergebnisse der Studie zeigten aitiquates
Sicherheitsprofilund eine minimale bis moderate antitarale Aktivitat bei Patientemit
fortgeschrittenen soliden Tumoren mit PIK3CA/Akt/PTHEMNitationen?* Aus geschéftlichen
Griinden die vermutlich im Zusammenhang mit der Ubernahme durch MSD stebetg die

weitereEntwicklung von Vevorisertib eingestellt

Pifusertib(Abb. 7 B)wurdeerstmalsAnfang der2010er Jahrén der Literatur beschriebef®
Die Entdeckung uné&ntwicklungzum klinischen Kandidatesiurch Taiho Pharmaceutioab.
wurde jedoch nie offengelegtin in vitro-Studien konnte die dosisabhangige
Wachstumshemmung bei verschiedenen Krebszelllinien, darunter-,Biusigen und
Eierstockkrebsdemonstriert werdenin vivo-Mausstudien bestatigtendas dosisabhangige
Antitumorpotenziaddes allosterischen Inhibitaf® In einer Phas# Studiemit Patienten mit
fortgeschrittenen soliden Tumoren, die PI3K/AfKMutationen aufwiesen, zeigteder
allosterische Inhibitoals Monotherapieine begrenztantitumorale Aktivitat, wies jedoch ein
handhabbareSicherheitsprofibuf.
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Insbesondere wurde eine klinische Wirksamkeit bei Patienten Quérialkarzinomen
(PIK3CAF>**K und Brustkrebs (PIK3CA%"Rund AktIF’%) beobachtet (NCT03017523%
Derzeit wird Pifusertib in einer PhadévionotherapieStudie an Patienten mit fortgeschrittenen
oder metastasierten soliden Tumoren, die PTiiektivierende Keimbahnmuiahentragen,
untersucht (NCT047702465’

VAD-044(Abb. 7 B) urspringlich ALM301, ist ein allosterischer Akhhibitor, der 2A5von
Almac Discovery Ltd. entwickelt wurd@®2°°Im Jahr 2020 wurde die Verbindung an Vaderis
Therapeutics AGaudizenziert, um die weitere Entwicklung und Kommerzialisierung zu
emaoglichen?® Derzeit wird der Inhibitor in einer randomisierten, doppelblinden und Placebo
kontrollierten Phaséb Studie untersucht, um die Sicherheit und Wirksamkeit verschiedener
Dosierungsregime bei Patienten mit Hereditarer Hamorrhagischer Teleangiéktd$iezu
bewerten (NCT05406362).

Allosterischelnhibitoren bieten im Vergleich zuraditionellenorthosterischerwirkstoffen
mehrere bedeutende Vorteile. Dazu gehéren eine @o6Befektivitdt aufgrund weniger
homologer Sequenzen an allosterischen Stellen, eine geringere Toxizitatoffeiantyet
Effekte und ein niedrigerer Dosisbed&f?!* Kinaseunabhangige bzwKonformations
abhangige Funktionervon katalytischen Enzymerstellen einen weiteren Vorteil der
allosterischerinhibition dar?'® VIvANCO et al. beschrieberin ihrer Studie das katalytisch
inaktives Akt (Aktf%1Y) das Wachstumsfakteunabhangige Uberleben von priméaren
menschlichen Melanozytdirderte. ATP-kompetitive At-Inhibitoren konnten deeKinase
unabhangige Funktion von AKT nicht blockieren, was ihre Wirksamkeit im Vergleich zu

allosterischen AKTInhibitoren einschranl&t®
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1.54 Kovalent-Allosterische Akt-Inhibitoren (CAAIS)

Kovalente Inhibitoren haben eine lange Geschichte in der Arzneimittelforschung, beginnend
mit Aspirin Ende des 19. Jahrhunderts bis hin zur jingsten Zunahme rational entwickelter
Inhibitorenwie Carfilzomib, Afatinib, Ibrutinib, Osirartinib und Sotorasib'’ Der Einfluss von
Naturstoffenauf die Entwicklung kovalenter Arzneimittkbnnte in einer Studie verdeutlicht
werden, in der diephysikochemische Eigenschaftenklinisch-relevanter, kovalente
Inhibitoren mit Naturstoffen und bereits zugelassemehnt-kovalentenVirkstoffen vergliche
wurden.Dabei zeigtesich, dass kovalente Inhibitoren in ihren Eigenschaf@nNaturstoffen

naher kommen alkonventionelle reversibebindende Wirkstoffe.?'® Die Zunahme der
Literatur zit atDatenbank(197@: 5 ZiteRngeénV2O2B7i834 Zitierungéhd)
belegen das steigende Interesse an kovalenten Inhibitoren. So wurden im Jahr 2023 drei neue
chemische Substanzen (Ritlecitinib, Omaveloxolone, Durlobactam+Sulbactam) mit einem
kovalenten Wirkmech@ismusvon der FDA zugglassert?%?23 Die anfanglichen Bedenken
gegenuber xenobiotisch reaktiven Metaboliten, die schadliche Wirkungen wie Allergien,
Gewebezerstiing oderdie Karzinogenese hervorrufen, werden durch die Vorteile kovalenter
Inhibitoren aufgewogeft® Erstens konnte die erhohte biochemis@féizienz kovalenter
Inhibitoren {n Relation zuMolekllgroRe) Moglichkeiten bieten, die Dosis eines Medikaments
zu reduzieren, was wichtige Implikationen fiir die Verbesserung des therapeutischen Fensters
und die Verringerung des Risikos idiosynkratrischexizitat hat, die préklinisch schwer
vorherzusagen i$¢* Zweitens konnte die viingerte Wirkungsdauer eine weniger haufige
Medikamenteneinnahmermaglichen undsomit die Compliance der Patienten verbesgéin

Die kovalente Hemmung kann zudem die Pharmakodynamik (PD) von der Pharm#ikokin
(PK) eines Arzneimittels entkoppeln, was eine erwinschte Arzneimittelwirksamkeit fur
Inhibitoren mit kurzer systemischer Exposition zur Folge haben ¥&ris gibt Hinweise
darauf, dass das Risiko der Entwicklung von Resistenzen gegen kovalente Arzneimittel
geringer istwelchein Bereichen wie der Onkologie und bei Infektionskrankheiten eine grol3e

Herausforderung darsteh.?2®

Um die inharenten Limitationen der ersten Generation vonl#kbitoren zu eliminieren,
haben VEISNERund GONTLA et al. eine innovative Strategie zur gezielten Adressigrvon
Akt durch kovalenallosterischeAkt-Inhibitoren (CAAIS) entwickelt?®® Diese Klasse von
Inhibitoren ist so konzipiert, dass sie dmzigartigeallosterischeBindungstaschvon Akt

ausnutzt und dadurch eine au3ergewdhnlihem-Selektivitaterzielen
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Daruber hinauslkylieren CAAIs die Thiol-Seitenketten deRedoxsensitivenCysteine 296
und 310n der Aktivierungsschleifen einer MCHAEL-artigenl,4-Additionsreaktion wodurch
die Verweildauer am Zielnd damit die Dauer détD-Effekte maximiertwerden(Abb. 8 A).
Die relativ langsame Proteinumsatzrate (ehghovel), die typischerweise Uber 24 Stunden
liegt,>>’macht Akt zu einem ideahZiel fir diekovalente Inhibitionga die dauerhafte Bindung
von CAAIs dieses kinetische Merkmal effektiv ausnutzen kann

Inaktive Konformation (PH-in)

PH-Domé&ne (}N PH-Doméne (}N
fo) 0

2 sH

— S A
Kinase-Domine c Kinase-Doméne c
Reversible Inaktivierung Irreversible Inaktivierung
B
N o N o N 0
- IN\ O QNJ(NH IN\ O O\N’(NH /I\OIN\ O O\N,(NH
HN Z O Nﬁj PN O @ N? O
o] o] o] (o]
§)‘LH ="\ §‘)LH
Borussertib RL2406 RL2405

Abbildung 8 A Schematische Darstellung der kovalatibsterischen Inhibitio von Akt durch CAAIs. Im ersten Schritt
erfolgt die reversible Bindung des CAAIs (blau) in die Interdom&iadungstasche von Akt. Durch eine anschlieRende Thia
MichaelAddition der reaktiven ThieBeitenkette eines Cysteins in der Aktivierungsschleife deam b-Kohlenstoff des
MichaelAkzeptors erfolgt die irreversible Bindungie Abbildung ist angelehnt an #NER und GONTLA et al. 2015)203

B Chemische Strukturen désst-in-classCAAI Borussertib sowie von Isoforselektiven CAAIs RL240%5ind RL2406228

Borussertib(Abb. 8 B)ist der erste Vertreter einer neuen Klasse von kovaldogterischen
Inhibitoren mit GberlegenelD-Eigenschafteimm Vergleich zu reversiblen AFRompetitiven

und allosterischen AKihhibitoren.Zellulare Studien haben gezeigt, dass Borussertib mi-EC
Werten im einstelligennanomolaen Bereich einebeachtlicle antiproliferative Aktivitat
aufweist, die bis zu Gtmal hoherist als dieder die klinischen Kandidatefpatasertib,
Capivasertib und Miransertit¥?’in  pharmakokinetischen Studien an Méausen wurden
unterschiedliche Applikatiomsuten(2 mg/kglV, 20 mg/kgPO, 20 mg/kgIP) untersucht, die

eine geringe orale Bioverfugbarkeit (< 5 %), jedoch eine erhohte intraperitoneale Resorption
(39,6 %) zeigteR™>°
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In einem Struktubasierten Ansatz zur Untersuchung der Praferenzisoformspezifischen
Liganden wurden die Pyrazind.iganden RL2406, ein Aktselektiver Inhibitor, sowie
RL2405, ein Akt2selektiverinhibitor mit einerl0-fach héheren Affinitat gegeniber fikund

einer tiber 108achen Affinitat gegeniiber Akt3 identifiziet® Diese Erkenntnisse bilden den
Ausgangspunkt fir eine weitergehende strukturbasierte Entwicklung chemischer Sonden, die
dazu beitragekRonnen die Funktionen der Isoformen in Bezug auf Gesundheit und Krankheit

in lebenden Organismen zu analysiet&t3!

Die vielversprechendertrgebnisse dekovalentallosterischa Akt-Inhibition haben den
Grundsteinfur die Entwicklung vorPK-optimiertenCAAls der nachsten Generatigelegt

Diese Bemihungen zielen darauf ab, die Herausforderungen der oralen Bioverflugbarkeit zu
Uberwinden und gleichzeitig eine hohe Wirksamkeit und Selektivitat beizubehalten, was den
Weg fureffizientereund patientenfreundlichere Alderichtete 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
Signatransduktion Die Aktivierung dieser Signalkaskade ist filesentlichephysiologische
Prozesse wie Zellproliferation, Uberleben, Metabolismus und Proteinbiosynithasgingbar
und spielt zudem eine besonders dezisive Rai@iner Vielzahl von humanen Erkrankungen.
Veranderungen iAkt-regulierenderProteinen wie PI3K unBTEN storerdasGleichgewicht,
zwischen Aktivierung und Unterdriickung der Signaltransduktimas zu einerAkt-
Hyperaktivitat fihrt unddie Pathogeneseon NCDs einschlief3liclBC, OC, CRC, PC sowie
Diabetes neurodegenerativeund kardiovaskularerkrarkungenférdert Nicht slten sind
jene malignenErkrankungen mit einer Uberexpressidar AKT-Gene oder dekonstitutiv
aktiven Akt 151" Mutanteassoziiertdie auch die angeborene Uberwuchserkrankung Proteus
Syndrom ausléstDie Akt-vermittelte Unterdriickung der Apoptose midem mit einer
erworbenen Resistenz gegenitber klassischen strahled chemotherapeutischen
Interventionen assoziiert, da diese die Uberexpression und anhaltende Aktivierung von Akt in
einer Vielzahl vorKrebszelltypen induziereiese Zellen werden apoptotisetenn die Akt

Signaltransduktiomlockiertwird.

Der Einfluss von Akt auf dazellulare Schicksal, sowie die herausfordernde Adressierung der
Regulatoren von Akt, haben die Proteinkinage einem lukrativen Ziel der modernen
Prazisionsmedizin gemact@bwohl die Entwicklung vorzielgerichteterAkt-Inhibitorenvor

Uber zwanzig Jahrerbegann zeigte erst kirzlich der AFRompetitive Aktinhibitor
Capivasertib positive Ergebnisse einer Phaseéll Studie als Erganzung zufulvestrant
basierten Therapien fortgeschrittensn oder metastatischenBrustkrebs Capivasertib
(Handelsnam@rugap ist der erste At-Inhibitor, derim November 2028ineZulassunglurch

die FDA erhalteat.Um fur die Therapie ifrrage zu kommen, muss der Status eines Patienten
mindestens eine Genveranderung in PISBKCA, Aktl oder PTEN aufwdiserBiomarker
Einschrankungwirft jedoch Fragen aufda die Kombinatior{Capivasertib+Fulvestranei

einer breiteren Patientenpopulatiamabhangig vom Mutationsstatus eine signifikante
Verbesserung bei der Verzogerutgy Tumorprogression zeigt®ie jahrelange Forschung an

der ersten Generation an Akihibitorenzeigte das dientwickelten Substanzen unter einer
begrenzten Wirksamkeitnzureichender Selektivitat und einer damit einhergehenden Toxizitat
leiden. Die zunachst positiven Ergebnisse der klinischen Studien mit Capivasertib wurden
jedoch durch die Einschrankung der Patientenpopulation bei der Zulassung durch die FDA

Uberschatte
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Abbildung 9 Adressierung von Altund seinen Isoformen mit der nachsten Generation an CAAMedizinalchemische
Optimierung von klassischen CAAIs wie Borussertib im Kontext des Strbksierten Wirkstoffdesigns (SBDLDurch die
Optimierung desvestern partwelcher den CAAls als Selektivitatsmotiv dient und die reversible Bindung ermgglathe

ein neuescaffold abgeleitet werden, welchélie late-stageDerivatisierungerlaubt,um eine fokussierte Substanzbibliothek
zur selektiven und potenten Aassierungler Akt-Isoformen zu generieren. In einem zweiten Zyklus der Optimierung sollte
der Fokus auf der Derivatisierung deastern part liegen, um den Einfluss des Linkers und dearhead auf die
Isoformselektivitatund Reaktivitat der CAAIs zu UntersucheB.ln einemzweiten Projekt sollte weitere reaktive Cysteine
und andere nukleophile Zentren innerhalb d#osterischen Bindungstasche identifiziert und mit einer speziell dafir
entworfenerund synthetisierten Serie an neuartigen CAAls adressiert wetdaanf Grundlage dendchsten Generation an
CAAIls soltten in einem dritten Projel@ondenmolekiléiir chemischbiologische Studierentworfen synthetisiert und auf
zellularer 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. Un die Limitationen deerstenGereration anAkt-Inhibitorenzu tberwinden, wurden
schlie3lich CAAIs wie Borussertib (Abb. 8 B, 9 A) entwickelieBeForm derAkt-Inhibition
kombiniert den allosterischen Wirkmechanismus und somit eine hohe Selektivitatemit
kovalenten Zieladressierung, wodurch die Dauer der Inhibition maximiert kmiréall von
Borussertitkonnte durch die verbesserten-Eiyenschaften der CAAlso erstmalé einerin
vivo-Mausstudie in Kombination mit dem MEKhibitor Trametinib ein herausragende
synergistische Effekt demonstriert werdeff® Die Studie offenbarte aber zeitgleich das
optimierungsbeduirftigf K-Profil der Verbindungdas sich durch eine unzureichende wassrige

Loslichkeit, eine geringe intestinale Permeabilitéat und einen hohen Efflux beschreiben lasst.

Das Ubergeordnete Ziel dieser Arbeit wurde misdizinatchemische Optimierung von
klassischen CAAls wie Borussertib definiert (Abb. 9 A). Dazu sollte in einem ersten Zyklus
durchStruktur-basierts Wirkstoffdesign (SBDDYerwestliche Molekiilteil westerrpart) von
Borussertibdahingehend veréandert werden, dass aus dem lipogh@éwaphthyridinonKern

ein neuescaffoldabgeleitet werden kann, das im spateren Teil der Syrdie=lSerivatisierung
erlaubt (ate-stage functionalization (LSF)), um eine fokssierte Substanzbibliothek an
neuartigerkleinen Molekilereu generiererdie gezielt und selektiktl und seine Isoformen
adressieren. Im Rahmen dieser Bibliothekssynthese, sollten Derivate identifiziert werden, die
sich durch eine hoH@ochemischeundzellulare Potenz, sowigorteilhaftePK-Eigenschaften
auszeichnerDiese Derivate sollten dann in einen zweiten Zyklus des SBDD einfliel3en, in dem
der Ostliche Molekulteiléastern par, der als Linker zwischen Selektivitdtsmotiv wwarhead
fungiert, den Fokus der chemischen Optimierung darstellt. W&hrend dieser Entwicklungsphase
soll zuséatzlich durch die Implementierung von neuartigen ElektropldienReaktivitat,
Stabilitdt und der Einfluss auf die Isofieselektivitdt untersucht werdenAm Ende der
medizinatchemischen Optimierungszyklen gelschlief3lich eine neue Leitstrukt{gngl.lead
benannt werden, diglurch eine etablierte Synthesestrategie groReren Malistab fur
nachfolgendén vivo Experimenteereitgestelltverden kann.

Im weiteren Verlauf derArbeit, sollte wéhrend der Strukturanalysker ProteirCo-
Kristallstrukturender oben beschriebenen Sertha rdumliche Umgebung der allosterischen
InterdoménefBindungstasche nach weiteren reaktiven Cysteinenamaerennukleophilen
Zentren untersucht werd€Abb. 9 B)
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Dazu sollten auch die bereit®n der AG Rauh publizierten sowie samtliche in der PDB
hinterlegte Akt-Strukturen analysiert werderNach erfolgreicher Identifizierung eines
geeigneten Nukleophils, sollte eineueSerie von CAAlsentworfenund synthetisiert werden,
die sich chemisch von dersten Serie differenziert und das Potentglifztdie Akt-gesteuerte

Signaltransduktiowlurch einen neuen Wirkmechanisnmsnhibieren

In einem dritten Projekt solltefunktionalisierte Sondenmolekilmsierendauf der néchsten
Generation an CAAl®ntworfen, synthetisiertind auf zellularer Ebene evaluiewerden

(Abb. 9 C). Diesechemischbiologischen Werkzeuge bildelie Grundlagéir die Entwicklung

von essentiellen gsagystenmen wie Enzymelinked Immunosorbent AsséiyLISA)-basierte

target occupancyAssays,die unabdinglich in der kovalenten Wirkstoffforschung geworden
sind um beobachteté®?D-Effekte mit dererreichtenZielbesetzung zu korreliereiNeuere
Studienweisendarauf hin, dass der lange vernachlassigte Parameter der Verweildauer von
Wirkstoffenam Zielort die klassischeiffinitatsparamete(K, Kp, ICso, ECs0) erganzt und ein

besserer Pradiktor fur dia vivo Wirksamkeit is£32233
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3 Ergebnisse und Diskussion

3.1 Struktur -basiertesDesignder nachsten Generatioenvon CAAls

Das Struktwbasierte Wirkstoffdesign (SBDDist eine rationale Designstrategie, dias
Auffinden das Design und die Optimierung vaedermolekularen Verbindungemfasstdie
selektiv. mit einer makromolekularen Zielstruktufz.B. Proteinbindungstaschen)
wechselwirken. Bei der Entwicklung und Optimierung solcher Wirkstoffe spielen
Pharmakophore eine entscheidende Rolle. Ein PharmakopUdae aftstrakte Darstellung von
molekularen Eigenschaften, die fur die Struktur eines Wirkstoffes notwendig ist, \eimeitn
spezifschen Ziel zu interagierefharmakophore tragen zum Verstandnis rdetekularen
WW zwischen chemischen Liganden und dem biologischenb&elindbilden somit eine

rationale Grundlagéir die Entwicklungneuartiger Wirkstoffg3+236

In diesem Kontexergab die Analyse dallosterischa InterdomanefBindungstasche von

Aktl im Komplex mit Borussertib(PDB: 6HHF) und weiteren literaturbeschriebenen
allosterischen Aktnhibitoren (PDB:3096, 4EJN eine Formkomplementaritat zwischen dem
1,6-NaphthyridinorGeristvon Borussertitund de allosterischen LiganderBasierend auf
dieser Beobachtung wurde ein@bStanzbibliothek von 25 in der Literatur beschriebenen
allosterischen Aktnhibitoren (siehe Anhang Abb. Al) erstellt, um Bindungsmodelle der
Ligandenin Aktl zu generieren und sonderenbioaktive Konformation zu bestimmeDie
Rigiditdt der verwendeten Verbindungen fuhrte zu einer hohen Erfolgsquote bei dem
raumlichen Formabgleich, sodass auch hier eine gute Uberlagerung mit dem westlichen
Molekulteil von Borussertib beobachtet wurde (Abb. 10R) jedes Bindungsmodell wae
anschlieend das Pharmakopli@s jeweiligen Ligandemestimmt.Die Vereinigung und
anschlieBende Interpolation der Pharmakophore ezgefusioniertes Pharmakophorwdell

(Abb. 10 B) das diegemitteltenkumulativenEigenschaften der meisten Ligandervorhebt.
Dieses hochkomplexe Modell repréasentiert ein breites Spektrum an Wechselwirkungen, die in
die EntwicklungfortgeschritteneDesign und Synthesestrategien integriert werden konnen.
Um explizit diegeteilten Eigenschaften aller Ligandentmricksichtigen wurdenachfolgend

ein shared featuré®harmakophormodetjeneriert das die essentiellen Anforderungen flr die
Bindung an Akt erfasst undligandenspezifische nicht aktivitatskritische Eigenschaften
ignoriert (Abb. 10 C) Dieses Pharmakophormiell, das lediglich auf den geteilten
Eigenschaften aller verwendeten Inhibitorbasiert identifizierte das fur die Aktivitat

notwendigeKernpharmakophadeswestlichenMolekilbausteins
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Die Integration dieseBchlisseleigenschaften die nachste Gendran von CAAls flhrte
schlie3lich zur Entwicklungvon Verbindung | (Abb. 10 D) Das potentiell kovalent
allosterische Vorlaufermolekililwurde so konzipiertdassim spateren Verlauf der Synthese
die Derivatisierung mit etablierten Kreuzkupplungsreaktioe€éiolgen kanp um so eine

fokussierte Substanzbibliothek an neuartigen CAAIs zu generieren.
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Abbildung 10 Struktur-basiertes Desigrder néachsten Generatioron CAAls unter Verwendungder Pharmakopha
literaturbeschriebener allosterischer Akhibitoren (Verwendete Software: LigandScout 4.4.8 Expekt)Eine fokussierte
Substanzibliothek von 25 literaturbeschriebenen allosterischen -Kittibitoren (siehe auch Anhang Abb.
A1)87:184,195,197,198,208,208,237. 23, rde verwendet um Bindungsmodelle in Aktl (PDB: 6HHF, 30S&.JN zu generieen und
somit die bioaktive Konformation der Liganden kestimmen In diesem Kontext konnte durch die Rigiditéat der kleinen
Molekile eine hohe Erfolgsquotbei den rédumlichen Formabgleich (engkhape matching erzielt werden.B Die
Pharmakophore deginzelnenLiganden wurderanschlieRendsereinigt und interpoliert(engl. merged and interpolated
pharamacophore Dieses kombinierte Pharmakophormodeprasentiertiie kumulativen Eigenschaften, die ein GroR3teil der
Liganden gemeinsafmaben C Pharmakophormodell der geteilten Eigenschaften (shgked featurgpharamacophork Der
Schwerpunkt dieses Modells liegt auf der Identifizierung und VerwendondEigenschaften, die alldaganden gemeinsam
haben.D Das Pharmakophor der geteilten Eigenschaften wurde verwandetias fir die Aktivitdt notwendige Kern
Pharmakophor zu identifizieren, dsshlielichals Grundsteirfiir die EntwicklungneuartigetCAAIls wie | diente.(V, X, Y

im Zyklus: Aromat / Heteroaromat; W irByklus: Heteroaromat / Heteroalizyklus; FG: Funktionelle Gruppe; R: Region im
Molekiil, die eine Derivatisierung im spéaten Teil der Synthese erlaubt).
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3.2Syntheseder 1. Generation neuartiger CAAIs

3.2.1 Retrosynthetische Aufarbeitung

Das Ziel deretrosynthetischeAufarbeitung vorZielmolekuill bestand darin, die Struktur in
einfache Vorlaufermolektland kommerziell verfligbare Ausgangstoffe tberfuhrenDies

sollte durch eine Abfolge von Rickreaktionen erreicht werden, welche die Struktur des
Molekuls aufspalten und somit eine rationale Synthese ermdgli@emBruch einer oder
mehrerer Bindungen (englisconecctiohdes Zielmolekils fuhrt zu sogenannten Synthons,
konzeptionelle Synthesebausteine die als eigenstandige Molekile nicligrexistiissen
Synthons lassen sicéh synthetische AquivaleatRetrons)iberfiilren, die schlieRlichfir die
geplante Synthese genutzt werdBre Transformation (engtransfornmation) der Zielstruktur

hin zu chemisch =zuganglichen Ausgangsmaterialien fuhrt letztendlich zu einem

Retrosynthesebaum, dessiFundament der geplanten Synthestedarstellt (Abb. 11).

Verbindungl stellt als Zielmolekil (engltarge? der Retrosyntheseine Substanzbibliothek
von Derivaten dar, die sich im westlichen Molekiilteil untersche{dekennzeichnet durch

i R A Die Syntheseroute wurde demnach so geplant, dass eine Vorlauferverbihdung
dargestellt werdemuss, die eine Stelle zur Substitutioatet. Molekulll wurde so konzipiert
das der Substituenfizii ein Halogenreprasentiert welches in nachfolgenden Suzuki
Kreuzkupplungsreaktionen mit einer Bibliothalon Boronséduren oder Bornsaureestern
verwendet werden kanbie Derivatisierung in einespaten Schritt der Synthese ist von groRer
Bedeutung fur die Bibliothekssynthese und setzt voraus, dass die Vorlauferverbindging
ausreichenden Mengen bereitgestellt werden kann. Um dies zu gewahrleisten wurde eine
konvergente Syntheseroute geplant dum einen die Komplexitat der Startmaterialien
herabsetzt und zum anderen Baallebynthese der Derivate ermoglicht. Die Darstellung von
Retron IV soll demnach Uber kommerziell verfligbargschloro-1-(piperidin4-yl)-1,3
dihydro-2H-benzofllimidazol2-onV erfolgen.Die Synthese wurde in der Arbeitsgruppe Rauh
bereits teiletablieft® und fiihrt Gber eine regioselektive Nitrierung und Reduktion,- Boc
Schutzgruppenstrategie sowie dimidsyntheseaind finale BoeAbspaltung zum gewiinschten
BausteinlV . Fir den westlichen Molekdltdill wurde eineSynthesestrategie ausgehemah
dem ElektrophilVIl und dem NukleophiVIIl geplant. Die Darstellung erfolgt tber eine
nukleophile aromatische Substituti@®Ar), gefolgt von einer transformierenden Aktivierung
hin zum IntermediatVl. Eine finale intermolekulareZyklisierungsreakon fuhrt dann zu

Retronlll .
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Fur die Kupplung des westlichen Molekulbausteéinsund des Ostlichen Molekllbausteivs
kommen eine Vielzahl von Reaktionen in Frage. Zum einen Kanals Aldehyd dargestellt
werden, sodass die Kupplung durch eine redekfiminierung(LeuckartWallach-Reaktion)
erfolgen kann. Zum anderen kann die Verbindung der Bausteine durch eine nukleophile
Substitution vom Typ & erfolgen. Hierzu muisste &ih ein geeignetes Nukeleofug generiert
werden.Uber die Synthese eines benzglien Alkohols kénnten so ein Tosylat oder Mesylat
gebildet werden, die besonders geeignete Abgangsgruppen darstellen. Gleichwertig gute
Fluchtgruppen stelleAlkylhalogenidewie benzylische Bromide und lodide dar. Diese kdnnen
durch AppelReaktionen, dieadikalische Bromierung nach Wehiegler oder durch die

Verwendung von Reagenzien wie BB?Bis oder SOBf erzeugt werden.
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Abbildung 11 Retrosynthetische Aufarbeitungon Verbindungl. Die konvergente Sythesestrategie verlauft Gber das
halogenierte Vorlaufermolekil (Z = Halogen) das im gréReren MaR3stab fiir Bibliothekssynthese hergestellt werden muss.
Il kann schlie3lich aus den RetrdfisundIV erzeugt werden, die Giber eine mehrstufige Syntheseaastden kommerziell
verfigbarerVIl undVIIl bzw.V synthetisiert werden kdnnen.
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3.2.2 Synthese des 6stlichen Molekiilteils

Die Synthese deostlichen Molekibausteins6 beginnt mit einer regicselektiven orthe
Nitrierung von handelsublichem 5-chloro-1-(piperidin-4-yl)-1,3-dihydro-2H-benzofl]-
imidazol2-on 1, um Nitrat2 zu erhalten. Unter basischen Bedingungar der sekundare
Stickstoff des Piperidismit einer BoeSchutzgrupp8& maskiert. Anschlie3end erfdlgine Pd
katalysierte Reduktio und Dehalogenierung zur Erzeugung tleermediategl. Schliel3lich
wird der elektrophilevarheadin Form eines Acrylamids installiert. In einer abschlie3enden
Boc-Entschitzungsreaktiomird das TFASalz6 erhalten Abb. 12.

HQ HQ Boc, Boc,
N N
° L Q Q
N"( a HNO; N"( b ‘_40 Cc 40

NH NH — N — N
NH NH
O,N
Cl cl O2N H,oN
(¢]]
1 2 3

Abbildung 12 AllgemeineDarstellungder Synthesdes dstlichen Molekbhustein$. a) Nitrierung b) Einfiihren einer Boc
Schutzgruppe c) Reduktion und Dehalogenierungrdidsyntheses) Spaltung der BeSchutzgruppe.

Die regioselektive Nitrierung vof erfolgte durch die elektrophile aromatische Substitution
(SeAr) unterzeitversetzter Zugabe eines Uberschusses an SalpeteBig@uRzaktion verlauft
regiospezifisch aufgrund des Chidubstituenten in-osition, der menin ortho- (undpara)
Stellung dirigierenden +MEffekt austbt, so dasder Angriff einesin situ gebildeta
Nitronium-lons an der 6Position des Aromachenp-Systemdavorisiert wird?*® Die dabei
verloren gegangene Aromatizitii#s Ubergangszustandeisd durchFreisetzungines Protons
wiedergewonnen, so dasx ohne sdulenchromtographische Aufreinigungls Nitrat in
guantitativer Ausbeute erhaltevurde (Abb. 13)Im Anschluss erfolgte die Maskierung des
sekundaren Stickstoffes des Piperidins rDie lediglich moderate Ausbeute von 64 %
grundet auf der Bildung eines Nebemtuktes das zusatzliczum Boegeschiitzen Piperidin
eine weitere Bo&Gruppe am Ure&tickstoff aufwies.
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Dieses doppelt modifizierte Nebenprodukt kann zukunftig fur die nachfolgenden Reaktionen
verwendet werden, um die Ausbeute in diesem Schritt zu steiDeriKiihlung der Reaktion
konnte ebenfalls in Erwagung gezogen werden, um die Reaktivitat deg\idida herab zu

setzen und die Bildung des ungewinschten Nebenproduktes zu unterbinden.

0 0 Q
o
N4

HNO, HNO, NJ{ Boc,O, TEA NJ(
NH — " 3 NH ——— \H
o-Xylol DCM
60°C,1h ,2h
Cl 99 % Cl 64 %
Cl
1 2 3

Abbildung 13 Syntheseschenmur Darstellung des Intermediat8sDie Synthese verlauft Giber die Nitrierung vbond die
Boc-Schitzung des Nitrats

Intermediat3 wurde im Anschlus#n einer heterogekatalysierterReaktion in das Anilird
Uberfuhrt (Abb. 14) Der auf KohlenstoffadsorbiertePalladiumkatalysator dient dabei als
HydridUibertrager und Ammoniumformiat alén situ Wasserstoffquelle, wobei die
Disproportionierung zusatzlich zur Freisetzung WdRlz und CQ fihrt. Mechanistisch
betrachtet entstehen ibaler Reaktion nichisolierbare Nitrose und Hydroxylamin
Intermediate die durchdie Freisetzung von # schliel3lich das aromatische Anilin bilden.
Massenspektrometrisci#S) Analysen ergaben, dass die Hydrierung des Amins innerhalb
von wenigen Stunden abgeschlossen war, die vollstandige Dehalogenierung jedoch erst am
folgenden Tag beobachtet wuradéwohl diese dem gleichen Reaktionsmechanismus unterliegt
Die Installation ds reaktivenwarheadin Form einera,b-ungesattigten Carbonylverbindung
erfolgte durch klassische Amidsynthefee reaktive Gruppe konnte durch initiale Kihlung
direkt Uber kommerziell verfigbares Acryloylchlorid eingefihrt werden, saslassguten

Ausbeuen erhalten wurde

Boc Boc Boc,

N N N
o Pd/C o DIPEA
NH4HCO, Acryloylchlorld
v e <
NH MeOH NH  THF:DCM (9 1)
90 °C,26 h rt, 16 h \)J\
O,N H,N

99 % 2 87 %
Cl

3 4 5

Abbildung 14 Syntheseschema zur Darstellung des IntermediateBie Synthese verlauft Uber die Reduktion und
Dehalogenierung voB und dieAmidsynthesealesAnilins 4 mit Acryloylchlorid.
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Unter TFAsauren Bedingungen konnte schlie3lich der 0stliche Molekilbausteim
quantitativen Ausbeuten als Salz der Trifluoressigsaure isoliert werden (Abb. 15). MS
Analysen nach Uber drei Jahren der Lagerung bei Raumtempg@tatzgigten keine Spuren
des Zerfalls, weshalb sich die Salzform Winesonders flr die Lagerung Uber einen langeren

Zeitraum eignet.

Die Synthese des 0stlichen Molels@usteingntwickelte sich im Verlauf des Projekts zu einem
iterativen Verfahren. Schigich wurde fur diesen funfstufigen Syntheseprozess eine
Gesamtausbeute von 54 % realisiert, was die Skalierung amfwégstelligen GramnrBereich

ermdglichte.

Boc

\

Q
P TFA
S

N
NH
\)j\” VLN

99 % H

5 6

Abbildung 15 Syntheseschema zur Darstellung des westlichen Molekilbaugiethgch die TFAkatalysierte Boe
Entschitzung vob.
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3.2.3 Synthese des westlichen Molekiilteils

Fur denwestlichen Molekulbausteih4 wurde die Synthese so konzipieitgss zunachst das
kommeeiell erhaltliche Elektrophil 7 in einer konvention&n nukleophilenaromatischen
Substitution midem NukleophiB zumIntermedia® umgesetzivird. Nach der Transformation
der funktionellen Gruppe vdherfolgt die mikrowellergesttitzte intermolekulayklisierung
zwischenlOund kommerziell verfiigbaredil, um den substituierteKernzyklus12 zu bilden.
Die anschlielRende Reduktion des Ethylesters fihrt zum Benzylalk8hiér wiederundurch
selektive Funktionalisierung in eine geeignete Abgangsgrizpp8r, -Cl, -OMs,-OTs,-OTf)
Uberfuhrt werdekkann(Abb. 16).

5 w 0 0
8
a T X OEt b z X OEt
Vv —_— —
LG QW QW

F
¢ FG FG*

7 9 10

FG
1O

1"

FG

0O

5 /)O/\LG 5 />O/\0H 5 ))Q)J\OEt
e d

e = Cne = Cn

FG)\CS FG)\O FG)\CjS

Y Y Y

14 13 12

Abbildung 16 Allgemeine Darstellungder Syntheseles westlichenMolekilbausteins14. a) Nukleophile aromatische
Substitution(SvAr) b) Transformatiorder funktionellen Gruppe c) Intermolekularer Ringschluss d) Reduktion ejdtnzg
eines Nukleofugs(V, X, Y im Zyklus: Aromat / Heteroaromat; W im Zyklus: Heteroaromat / Heteroalizyklus; FG:
Funktionelle Gruppe; FG*: Transformierfienktionelle Gruppe; LG: Nukleofug; W: Nukleophil; Z: Halogen).

Die Auswahl eines geeigneten ElektropHikstellte die erste Herausforderung bei der Synthese
des westlichen Molekiilteils dar. Das Elektrophil sollte neben dem Nukléb¥iigauch ein
HalogeniiZi tragen, dasn spatera Kreuzkupplungsreaktionedie Derivatisierung erlauben
sollte.Aufgrund der Eigenschatft als poteile Abgangsgruppe in d&Ar war die Entstehung

von Nebenprodukten infolge der Substitution des HalogenidswartenEbenso rasste ein
starkesNukleophil8 gefunden werdermlas seine Eigenschafteithtdurch derelektronischen

oder mesomereiinfluss vonfunktionellen Gruppen (FGs)in direkter Nachbarschaft verliert.
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Besondere Aufmerksamkeit wurde dem Ausgangsveleiogl. exit vectoj der Verbindung
gewidmet, der ausreichend inert sein musste, um wéahrend der Synthese keine unerwinschten
Nebenreaktionen einzugehésoch entscheidendewar die Pramissalas diese FG am Ende

der Synthese in eine gute Abgangsgrupbperfihrt werden kann, um die Kupplung mit dem
Ostlichen Molekulteil zu geé@hrleisten. Unter Berlcksichtigung dieser Voraussetzungen
wurden die kommerziell verfugbaren Verbindun@emd 8 in einerSyAr verwendetum das

Intermediad zu generierefAbb. 17)

O

z
_ brea /O)‘\ OEt
1 4-Dioxan k¢ w
90 °C, 16 h

FG
79 %

Abbildung 17 Syntheseschema zur Darstellung des Intermedi@teiirch nukleophile aromatische Substitution des
Elektrophils7 mit dem veresterten Nukleopt8l (V, X im Zyklus: Aromat / HeteroaromaEG: Funktionelle Gruppe; LG:
Nukleofug; W: Nukleophil; Z: Halogen).

Die Reaktion verlauft gemafd dem klassischen Mechanismus der Aelditmimierung, wobei

das Nukleophil8 zunachst an die Position des Nukleofugs im Aromateaddiert. Diese
Addition reslutiert in der Bildung intermediarer Meisenheimt€omplexe, in denen die
negative Ladung uber den gesamten aromatischen Ring delokalisiert wird. Die anschlie3ende
Eliminierung der Abgangsgruppe (LG) fhrt zur-Rematisierung und mundet folglich in der
Gererierung des Substitutionsprodul@sTrotz der Tatsache, dass bei dieser Reaktion beide
Substituenten (Z und LG) des aromatischen Syst@mdie Kriterien als potetielle
Abgangsgruppen erfilllen, konnte ausschlieBlich das antizipierte kinetische
Substitutonsproduk® naclgewieserwerden Die nachfolgende Reaktion zGenerierung des
transformiertenintermediateslO wurde unter Bertcksichtigung des labilen Ethylesters so
geplant, dasslediglich diefunkt i onel | e un@r dep pesvahlierr Bedingungen
reduziert wurd€Abb. 18)

O
Z
X OEt Reduktlonsmlttel Et
\Y w

EtOH
aq. Saure
FG 80°C,2h

9 96 % 10

Abbildung 18 Syntheseschema zur Darstellung des Intermedidfeslurch Reduktion. (V, X im Zyklus: Aromat /
Heteroaromat; FG: Funktietle Gruppe; FG*: Transformierte funktionelle Gruppe; W: Nukleophil; Z: Halogen).
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Die quantitative Ausbeute in diesem Reaktionsschritirdertekeine weitere Optimierung,
sodass schlief3lich diestermolekulareZyklisierungvon 10 mit einem geeigneten ar@atischen
Systeml1 erarbeitet werden konn{@bb. 19 Tabelle ).

OO

Abbildung 19 Syntheseschema zur Darstellung des Intermedl@darch intermolekulare Zyklisierung zwisch&@und11.

10

1"

Saure |
Saure 1]

A%

Losungsmlttel Vv
T°C,th

FG

/)O)J\OE’(
w

12

FG

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

Halogen).

Tabelle 1 Ubersicht der getesteten Reaktionsbedingugemarstellung vori2 (s. Abb. 19)

Eintrag Sé:l.ure I Sz’i.t.Jre Il L 6sungsmittel Temperatur  Zeit Umsatz[%] * /
[Aqg.] [Ag.] T[°C] t[h] AusbeuteA [%]
I - - Saure | : MeOH (9:1) rt 16 1007/ 0
1 - - Saure | : MeOH (1:9) rt 16 1007/ 0
[} 1 - MeOH rt 16 Spuren /0
\Y 3 - MeOH rt 16 Spuren /0
\% 3 - EtOH rt 16 Spuren /0
VI 3 - DMSO rt 16 Spuren /0
VIl 3 - DMF rt 16 Spuren /0
VI 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
Xl 3 - MeCN 70 3 Spuren /0
Xl 3 - MeCN 100 3 Spurery 0
XV 3 - MeCN 130 () 0.33 100°/ <5
XV 3,5 - MeCN 130 () 0.33 1007/ <5
XVI 3,5 - MeCN 150 () 0.33 100*/ ~5
XVl 3,5 7 MeCN 150 () 0.33 1007/ 63
XV 3,5 7 MeCN 150 () 0.16 ~707/ 45
XIX 35 7 MeCN 130 (rmv) 0.16 ~707/ 45
XX 3,5 7 MeCN 130 (mv) 0.33 1007/ 71

*Bestimmung mittels LEMS; ™Bildung von Nebenprodukten.
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Die anspruchsvolle Zyklisierungsreaktion zur Bildung des Kerninteresdict stellte den
entscheidenden Schritt in der Synthese des westlichen Molekdlteils dar. Um eine moglichst
hohe Effizienz in diesem Schritt zu garantieren, musstenhemoselektive
Reaktionsbedingungeetabliertwerden, die eine reproduzierbare Zyklisierung egictien

ohne dabei die funktionellen Gruppen der Startmaterialien urslatebildenderProdukes zu
transformieren.Stark saure Reaktionsbedingungéber einen langeren Zeitraum hinweg
fuhrten zur Bildungvon nicht identifizierbaren Nebenprodukten unéghcherweise zum
Zerfall der beteiligten Reaktionspartner (Tabelle 1, Eintrag | und II). Die Verwendung
stochiometrischeMengen an S&ure unter Variation der Losungsmittel fuhrt in Spuren zur
Bildung des gewiinschten Reaktionsproduktes, das sich aufgeur@uantitat jedoch nicht
isolieren lies (Tabelle 1, Eintrag 1K). Durch de Erh6hung der Temperatauf bis zu 100 °C
konnte die Produktbildung nicht weiter gesteigert werden (Tabelle 1, Eintra{jliX]
Mikrowellen-gestitzte Reaktionererméglichten jdoch die erstmalige Isolation des
gewunschten Produktd® (Tabelle 1, Eintrag XI¥XVI). Basierend auf derdentifizierten
Reaktionparameterrermoglichtedie Variation der Temperatur undeit, sowieder Zusatz
einerweiterenSaure dieSteigerung deEffizienz,sodass Ausbeuteron bis zu 71 %ir diese

entscheidende Zyklisierusgeaktiorerzieltwerden konntei(Tabelle 1, Eintrag XVHXX).

Die Kopplung des westlichen mit dem dstlichen Molekilbaustein erforderte die Umwandlung
desEthylestersl? in eine geeignete funktionelle Gruppe zur Bildung ded-Bindung Die
Reduktion kann durch starke Kuhlung7r§ °C) und den Einsatz &quimolarer Mengen
Diisobutylaluminiumhydrid (DIBALH) auf der Stufe deAldehyds gestoppt werden, so dass
eine LeuckarWallach-Reaktion mit6 moglich ist. Die geringe Ausbeute der reduktiven
Aminierung in friheren Arbeiten fuhrte jedoch zu der Entscheidung, die Kupplung als
klassische @-Reaktion durchzufiihret?®24°Um ein geeignetes Nukleofug zu genesigr

musstel2 zundchst zum benzylischen AlkoHd reduziert werden (Abb. 20).

]

X OEt
V4 /Q)‘\ Reduktlonsmlttel
W
\ FG Losungsmlttel
Y

A%
12

Abbildung 20 Syntheseschema zur Darstellung des IntermediB8edurch 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 Carbomgkbindungenist in der wissenschaftlichen Literatur
umfassend dokumentiert. Allerdings erforderte die spezifische moteksteukturvon 12 die
Optimierungdieser Bedingungemum dieEffizienz zu steigern (Tabelle 2Yor allem werden
wasserfreie, zyklische Ether wie THF als Lésungsmittel fir diesen Reaktionstyp genutzt.
Aufgrund der maRigen Loslichkeit vob2 konnten damitnur Spuren der Produktbiidg
nachgewiesen werden (Tabelle 2, Eintrag Il und Dgs vollstandigédsendes Intermediates

in DCM oder polar protischen Lésungsmitteln unter Variation der Reduktionsmittel fihrte
jedoch auch nicht zu dem angestrebten Ergeprabelle 2, Eintrag I, Ill, V, VI)Durch die
Verwendung eines Uberschusses an DIBAkonnteerstmals deAlkohol 13isoliert werden
(Tabelle 2, Eintrag VII).ZeitversetzteDunnschichtchromatograpmgDC) bestétigten den
vollstandigen Umsatz der Reakti nach 2 h. Allerdings konnte nach demwassrigae
Aufarbeitung nur eingeringeAusbeuteerzielt werdenin einem weiteren Ansatz wurde nach

2 h Reaktionszeit eine gesattigte Seignettelsatng (Kaliumnatriumtartrafl etrahydray
hinzugdtugt und fur weitere 14 h geriuhrt Die Komplexierung des entstandenen
Aluminiumhydroxid durch den Chelator erleichterte die Aufarbeitung, sod&smit einer

Ausbeute von 79 % isoliert werden konfifabelle 2, EintragX) .

Tabelle 2 Ubersichi der getesteten Reaktionsbedingungen zur Darstellung3/m Abb.20).

Eintrag Reduktionsmittel Losungsmittel Temperatur zelt AusbeuteA [%)]
T[C] t[h]

I LAH dDCM Oirt 1 Spuren
[124 LAH dTHF 0irt 1 Spureri
11 LiBH 4 dDCM 0 16 Spureri
IV 242 LiBH4 dTHF 0 16 Spureri
\% NaBH. EtOH rt 2 Spuren

V| 243 NaBH, MeOH rt 2 Spuren

VI DIBAL -H dDCM Oirt 2 35
V| [*242 DIBAL -H dTHF o1 rt 2 28

IX* DIBAL -H dDCM o1 rt 2 79

“Quenchen der Reaktion mit Seignettesaltachweis durch.C-MS

Um ein geeignetNukleofugan dem westlichen Molekulteil znstallieren wurde Intermediat

13 als Tosylatl4a, Mesylat14b und Triflat 14c veresterf{Abb. 21). Der Reaktionsfortschritt
wurde mittels DC und L@S verfolgt, wobei fur alle drei Veresterungsreaktionen ein voller
Umsatz am Folgetag erzielt wurde. Bedingt durch\envendung hochreaktiver Anhydride

und Saurechloride kam es neben der Produktformation zur Bildung von nicht identifizierbaren
Nebenprodukterdie den grofdten Teil des Umsatzes ausmachten

40



Nach der wassrigen Aufarbeitung wurden die getrockneten Rohpeodiukiukleophilen
Substitutionsreaktionen mitBoc-Piperazin verwendet, um ihre Reaktivitdten in der finalen
Kopplungsreaktion mit dem dstlichen Molekult@hbschatzen zu konndn.allen Reaktionen
konnte das erwartete Substitutionsprodukdssenspektrometrisch nachgewiesen werden
Aufgrund der Bildung nicht identifizierbarer Nebenprodukte und daemhergehenden
geringen Ausbeuten wurden weiter@esteaktionendurchgefihrt um die Synthese des

Nukleofugs zu optimieren.
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Abbildung 21 Syntheseschema zur Darstellung destlichen Molekilteild4. Um eine geeignete Abgangsgruppe an dem
westlichen Molekiilteil zerzeugen, wurde Intermedib3 als Tosylatl4?, Mesylat14® und Triflat 14° verestertAnschlieRend
wurde die Funktion als Nukleofug in einex2sReaktion mitl-Boc-piperazinevaluiert. (V, X, Y im Zyklus: Aromat /
Heteroaromat; W im Zyklus: Heteroaromat / Heteroalizyklus; FG: Funktionelle Gruppe; Z: Halogen).

Die AppetlReaktionist einweiteres etabliertes Laborverfahren zur Erzeugung eines geeigneten
Nukleofugs Aufgrund der suboptimalen Atomokonomie der Reaktionen ist die Anwendung
dieser Methode jedoch hauptsachlich auf den Forschungsbereich bescBeinkieser
Reaktion we d e n P Rein HalogenddnoXCCls, CB, I2) fir die Umwandlung eines
priméaren oder sekundarexkohols in einAlkylhalogenidverwendetDie Reaktion verlauft

uber die Bildung eines Phosphonidwischenprodukts, gefolgt von einer nukleophilen
Substituton, die zur Bildung des Alkylhalogenids und von TriphenylphosphinGx#PO)als
Nebenprodukt fuhrt.
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Die AppelReaktion wurde schliel3lich verwendeum 13 in das entsprechende
Benzylhalogenidl4®, 14° bzw. 14 zu Uberfihren (Abb. 22). ImAligemeinenwurde fur alle
drei Ansatzeein milder und sauberer Reaktionsverlauf beobach&tdem TPPO das einzige
Nebenprodukt darstellt@edoch erwies sich der Einsatz von elementarem lod als Halogendon
als ungeeignet, da die Reaktion bereits nach 10 Mirstggmierte und auch am Folgetag kein
weiterer Umsatz festgestellt werden konnt/omdglich fiihrte das Aussalzen von
Imidazoliumiodid zum frihzeitigen ReaktionsabbrucBieser Reaktionsschritkdnnte
zukunftig durch die Verwendung von polaren Lésungsmitiele THF oder 1,4Dioxan
optimiert werderf** Tetrachlomethanwird als gesundheitlich und kologisch bedenklishe
Losungsmitteleingestuft unduhrte zu einer schlechten Ldslichkeit vdB. Dadurch konnte
ein vollstandiger Umsatz erst nach finf Tadeobachtet werden. Hingegen wurde in der
BromierungsReaktion mit Tetrabrommethan der vollstdandige Umsatz bereits am Folgetag
festgestellt.Die Abtrennung des aquimolar gebildeten TPPO tdhgelang jedoch weder
durch Normalphasemoch durch Umkehrphase®éulenchromatographisodass eine weitere

Methode der Bromierung, die unabhangig von Triphenylphosmriduft, angewandt wurde.

PPh,, Imidazol, I, W
>y FG
“C
Y
144

rt, 16 h

13 14¢
PPh3, CBr4 w
>y FG
DCM FG/\O
t, 16 h v
14f

Abbildung 22 Syntheseschema zur Darstellung destlichen Molekilteild4. Um eine geeignete Abgangsgruppe an dem
westlichen Molekiilteil zu erzeugen, wurde Intermedi&tin einer AppelReaktion verwendet um Benzyliodidl4?,
Benzylchlorid 14¢ und Benzylbromid14’ 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 PBeagieren mit primaren und sekundéaren Alkoholen in eig2r S

Reaktion wobeidie Hydroxylgruppe durch ein Bromatom substituientd. Befindet sich die

Hydroxylgruppe an einem chiralefentrum kommt es zuinversionder Stereoinformation.

Die in derLiteraturbeschriebenmeBedingungen fiir die selektive Bromierung mit P®urden
schlie3lichadaptiert und auf Intermedia8 Gbertragen (Abb. 23, TabelB).
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Abbildung 23 Syntheseschema zur Darstellung des westlichen Molekil#gdsirchselektive Bromierung vo3. (V, X, Y
im Zyklus: Aromat / Heteroaromat; W im Zyklus: Heteroaromat / Heteroalizyklus; FG: Funktionelle Gruppe; Z: Halogen).

Tabelle 3 Ubersicht der getesteten Reaktionsbedingungen zur Darstellurigt¢snAbb. 23).

Eintrag Losungsmittel Zeit t[h] AusbeuteA [%]
| 245 dDCM 2 41"
|| 246 dTHF 2 46"
1] dDCM:dTHF (1:1) 2 46
v 1,4-Dioxan 2 53"

Vv 1,4-Dioxan 0,016 9*
VI 1,4-Dioxan 0,16 11*
VIl 1,4-Dioxan 0,5 16*
VI 1,4-Dioxan 3 56*
IX 1,4-Dioxan 18 71

X 1,4-Dioxan 72 79

*Isoliert; *Bestimmtmittels LC-MS

Bereits nach zwei Stunden Reaktionszeit kodeterollstandige Umsatdes Startmateriatk3

mittels DC festgestellt werden (Tabelle 3, EintragV). Zusatzlich zur Bildung des

antizipierten Benzylbromid44 konnte ein starlpolaresNebenprodukt identifiert werden,

welches im Rahmen der wassrigen Aufarbeitung in das AusgangsmbBaratiel (Abb. 24).

,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,

wassrige Aufarbeitung

,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,

Abbildung 24 Schematische Darstellung einer Dinnschichtchromatographie (DC) der in Atidrg23tellten Reaktion nach
2 h Reaktionszeit (links) und nach der wéassrigen Aufarbeitung (rechts). (E: Bi&d¥: Reaktionsgemisch).
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Es wurde die Hypothese formuliert, dass es sich hierbei um isolierbare Phosphonate des
Molekulls13handeln konnte, den Prasenanhand des MasserLadungVerhaltnis (m/z bzw.

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

der Aktivierung und somit die Bildung der Phosp@mureestebesonders schnell zu verlaufen,

wahrend diSubstitutionsreaktion des& Typs geschwindigkeitsbestimmend ist.

— mEs

/\B\ B B@ B@ B@

r~..Br r r. r

u\ﬁ’ N H Y H ® (
/ /
X OH Br X O. __Br X O._.O X X Br
—_— —_
3{_ Aktivierung iﬁ. Br 5%_ Br ‘rg Substitution '771

schnell langsam

13 14
LC-MS
l (H20:MeCN)
RS OH kS OH <

13* 13**

m/z gefunden. m/2z gefunden.

Abbildung 25 Mechanismus deFransformation eines primaren Alkohdl8 zum Alkylbromid14 mittels PBe.

Uber einen Zeitraum vodrei Tagenwurden Probenausdem Reaktionsgemist (Abb.23)
entnommen und mittels LGS analysiertum den postulierten Reaktionsverlauf zu validieren
(Tabelle 1, Eintrag MX; Abb. 26. Bereits eine Minute nach Zugalen PBr: konnte die
vollstandigeTransformationvon 13 zu 13* (Retentionszeit {f = 5,0 min),13** (rt = 5,8-6,1
min) sowiel4 (rt = 6.836.9)beobachtet werdeNach 72Stunderwar die Reaktion vollstandig

abgeschlossesodasgler westliche Molekulteil4 mit einer Ausbeute von 79 Koliertwurde.
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Abbildung 26 UV-Spektrerder selektiven Bromierung vdiB zu angegebenen Zeitpunkteachder Zugabe von PBr

Fur die Darstellung des westlichen Mol#sdusteinsvurde eine Synthesautebestehend aus

funf Schritten entwickelt, deren Gesamtausbsidgiedurch fortlaufende Optimierungsozesse

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 0stlichen Molekilbaustein@ramm
Malstaben ermdoglichte schlieBlich die Kopplung der beiden Verbindungen mittels
konventioneller nukleophiler Substitution deg2gyps. In initialey Kopplungsexperimenten
wurde die Reaktion in dTHF als Losungsmittel mit einemfdghen Uberschuss der
organischen Base DIPEdurchgefuhrt. Ein vollstandiger Umsatz konnte hier allerdings erst
nach drei Tagen Reaktionszeit beobachtet werden, wobei die Ausbeu#® % lag.
Optimieungen dieses Schrittes fiihrten schlieBlich zu der Verwendung von dDMF als
Losungsmittel und der anorganischen Bas@® in einem 6fachen Uberschuss, wobei bereits
nach 16 Stunden Ausbeuten von bis zu 87 % erzielt werden konnten (AbbDig7).
Neutralisation von Trifluoressigsaure (TFA) mit Carbonatbasen stellt ein gangiges Verfahren
in der organischen Synthese @drCharakteristisch fiir diesen Prozess ist die Freisetzung von
Kohlerstoffdioxid (CQ), die als Indikate flir den Reaktionsfortschritt dientDie
Reaktionsldésung zeigteach 16 StundeainesignifikanteTribung Durch die Verschiebung

des Gleichgewichtgon der Salzform vol hin zum freien Piperidin, erfolgtdie nukleophile
Substitution am benzylischen Klehstoff von 14. Das freigesetzte Bromidanion fallt
schlie3lich als Kaliumbromidusundstelltsomit durch die Triibung der Reaktionslésung einen
weiteren Indikator fur den Reaktionsfortschritt.dar

Ko,CO3 w /[(
\)j\ dDMF FG)\CS o
it, 16 h
v JN
87 % H
6 15

Abbildung 27 Syntheseschema zur Darstellung des Prakursors (@eglrso) 15 durch nukleophile Substitution zwischen
dem westlicher(14) und dem 6stlicheifé) Molekulbaustein. (V, X, Y im Zyklus: Aromat / Heteroaromat; W im Zyklus:
Heteroaromat / Heteroalizyklus; FG: Funktionelle Gruppe; Z: Halogen).

Die Hochskalierung der Reaktion erlaubte es schlief3lich gentigend Ausgangsmaterial fur die
Synthese einer fokugsien Substanzbibliothelzereit zu stellenDie Derivatisierung sollte

durch Palladiurrkatalysierte SuzukiKreuzkupplungsreaktionen erfolgen. Hierzu nétige
Boronsséuren oder entsprechende Rolaster, dikommerziellnicht verfiigbarwaren(17a,b

und 18), konntendurch klassischeAcetylierungs und Methylierungsreaktionesynthetisiert
werden (Abb. 28)Kommerziell verfugbare Aniliné6aund16bwurden durch die Umsetzung

mit Essigsdureanhydrid in die entsprechenden acetylierten Detikalbew. 17btransformiert.
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Durch den Einsatz einer Hydridbase konh#a in einer nukleophilen Substitutionsreaktion
einer vollstandigen NMethylierung unterzogen werdeim Zuge der chromatographischen
Aufreinigung kam es zufeilzersetzung des Boronsaureesters i@ kiborrespondierende
Boronsaure. Aus diesem Grund wurde das Rohprodokt 18 in den nachfolgenden

Kreuzkupplungsreaktie@neingesetzt.

@)

o
H,N HN>_ 7\,/
A 'R P
I = ACZO @ NaH, Mel \©
—_— —_—
/B\ rt, 1 h /B\ THF /B\
(e }No) ' (o JNo) it 1h (o JNo)
7‘ '< 99 % j '< j '<
16a, b 17a, b 18
16a m-anilin 17a m-acetamid
16b p-anilin 17b p-acetamid

Abbildung 28 Syntheseschema zur Darstelludey Boronséweesterl7a 17bund18.

Die AuswahlweitererBoronsaureroder Boronsaur®inakolesterbeschréankte sich ayara-
undmetasubstituierte aromatische Systeme,alierseitsdslichkeitsfordernde Eigenschaften
besitzenund andererseits eine Variation an fuioktellen Gruppenwweisen dieletztlichdie
Ableitung einerStrukturWirkungsbeziehung (SARJrmdglichen sollteFir die Synthese der
21 angestrebten Derivate wurden mikroweligstiitzte Reaktionsbedingungen ausgewabhilt,
die bereits zuvor in der Arbeitsgppe Rauh validiert werden konnten. Mit diesen Bedingungen
erfolgte die Synthese der potentiellen CAA®%s-u, wobei Ausbeutezwischen 382 % erzielt
werden konnten (Abb. 29). Die Varianz in der Ausbeute innerhalb der einzelnen Reaktionen ist
dabei aufie funktionellen Gruppen der verwendeten Boronsauren zurickzufuhregindre
negativen Einfluss auf den katalytischen Kreislauf haben kérnennitialen Schritt der
SuzukiKreuzkupplung erfolgt die oxidative Addition des Pdk@talysators an das Hajen

Z der Verbindungl5, was zur Formation einer Organopalladium@pezies fuhrt.Die
anschlieBende/echselwirkungnit KsPQ; fihrt zurFreisetzungles Halogemisundbeglnstigt

die Entstehung einestermediarenOrganopalladiurPhosphats Dieses Intermediatvird
durch Transmetallierung mit einem Boronaias aus deReaktion der Boronsaureoder
BoronsaurePinakolestermit einem zusatzlichen Aquivalent der Bagneriert wird in eine
substituierte Organopalladium@d8pezies Ubdiihrt. Die finale reduktive Eliminierung
katalysiert die Freisetzung der Zielproduki®au sowie die Regeneration des Pd(0)

Katalysatorg®
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/[( Pinakolester,
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OO O3 O
NH, N N N NH N F
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E' /f K”' /f k"' /f Z Z .
19h 19i 19j 19k 191 19m 19n
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SN YO | NH, OH
gNHZ @/NH @/N\ @) gOH K@
190 19p 19q 19r 19s 19t 19u
67 % 76 % 60 % 78 % 33 % 57 % 44 %

Abbildung 29 Syntheseschema zur Darstellung der ersten Serie an potentiellen CA&8s durch Suzuki
Kreuzkupplungsreaktionen mit den entsprechenden BoronséRirggikolestern. DieAusbeuten der einzelnen Reaktionen sind
als prozentuale Angaben unter den Derivaten annofértX, Y im Zyklus: Aromat / Heteroaromat; W im Zyklus:
Heteroaromat / Heteroalizyklus; FG: Funktionelle Gruppé4&logen).

Im Weiterensollte ein reversible§&egenstiick3 zu den synthetisierten CAAIs dargestellt
werden, um in der nachfolgenden biologischen EvaluatisrReferenzverbindung zu dienen
(Abb. 30) Dazu wurde Intermediatl3 in einer Pekatalysierten reduktiven
Dehalogenierungsreaktion verwendet, dine reduzierte Verbindung@0O zu erzeugen. Die
bereits etablierten Bedingungen der selektiven Bromierung mittetifBiren zum westlichen
Molekulteil 21, das in einer anschliefendemukleghilen Substitution mit dem 6stlichen
Molekilteil 6 zum potentiden CAAI 22 umgesetzt werde konnte. Die abschlie3ende
katalytische Hydrierung des Acrylamids vaa fiihrte schlie3lich zum Propionami8 und

somit zu einem reversiblen Gegenstickk2u
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w H2 Pd/C PBr3
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FG MeOH 1 ,4-Dioxan
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Abbildung 30AllgemeineDarstellungder Synthesder reversiblerVerbindung23. Die Syntheserfolgt durchdie katalytische
Dehalogenierung voh3, die selektive Bromierung va20 und dernukleophilen Substitution mit dem 6stlichen Molekéil 6
zum kovalenten Deriv&2. Die katalytische Hydrierung va2? fihrt schlieRlich zur reversiblen Verbindugg. (V, X, Y im
Zyklus: Aromat / Heteroaromat; W im Zyklus: Heteroaromat / Heteroalizyklus; FG: Funktionelle Grupiedpgen).

Im Rahmen ds ersterDesign und Syntheseklus wurden 24 neuartige Adbhibitoren
konzipiert unddargestelltdarunter eimeversibles Derivatl, 19au, 22, 23). Das primare Ziel
der ersten Serie neuer CAAIs bestand dajagignete Substitutionsmuster zu identifizieren,
die sich durch eine herausragendevitro Potenz sowie verbesserte pharmakokinetische
Eigenschaften auszeichnen. B gewonnenen Erkenntnissallten in den néachsten Zyklus
des SBDD einflie3en.
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3.3in vitro Charakterisierung der 1. Generation neuartiger CAAls

Um die Wirksamkeit der ersten Generation neuartiger CAAls zu bewerten, wuedaé@e
gegen die volllangeionstrukte derdrei Akt-Isoformen in einem aktivitdtisasierten
homogeneougime resolved fluorescencéHTRF)-Assay bestimmtZusatzlich wurde die
Wirksamkeit der Inhibitoren in zellbasierten Experimenten durch Bestimmung deWtte
gegen einlinisch relevante BrustkrebszellliniZR-75-1, PTEN!R) evaluiert(Tabelle 4)
Zum Benchmarkingwurden die neu entwickelten CAAIls midem first-in-class CAAI
Borussertib verglichen, der eine subnanomdiainéition von Aktl zeigt, wahrend er eine tber
60-fach hohere SelektivitagegenibeAkt2 und eine Uber 65tach héhere Selektivitdiber
Akt3 aufweist. Miransertib, ein allosterischer, ni&lolvalenter Aktlnhibitor, zeigt ein
ahnliches Profil, ist aber selektiver fir Aktl und Akt2 als fir Akt3. Beneits zugelassene,
ATP-kompetitive AktInhibitor Capivasertib zeigt keinsoform-Sekktivitat und kann daher
als PapAkt-Inhibitor eingestuft werdenlLigand 22, der mit einem Cysteireaktiven
elektrophil modifiziert wurde, zeigte im Vergleich zu seinem reversiblen Perx3aeine
signifikante Steigerung der Aktivitdt um einen Faktor 2080 auf den drei IsoformerDie
Einflhrung von aromatischen Resten irPBsition, die in Richtung der RPBElomane
ausgeichtet sind, fordert in signifikanteWeise die inhibitorische Aktivitat gegen alle drei
Isoformen (vgl. z.B22und19a). Im Allgemeinen scheinempara und metaSubstitutionen am
Phenylring voril9agut toleriert zu werden und kénnam einergesteigertektivitat bei allen
drei Isoformen fuhren (z.B19b). Mit zunehmender Ligandengrdl3e konnte jedoch keine
signifikante Verbesserung der Wirksamkeiizielt werden. {9ce, 19m-0). Die Substitution
der Phenylgruppe val®ain R-Stellung durch heteroaromatische Re&tH-() filhrte ebenfalls
zu hochwirksamen Venbdungen, wobei insbesondere Inhibitt®h durch die zusatzliche
paraAminogruppe eine subnanomolare Potenz gegen Aktl aufweist. Aul3erdem ubertrifft er
19a in der Aktivitat gegen Akt2 und Akt3 und zeigt ein ahnliches Profil \uib.
Vielversprechende Ergalsse wurden fir die metubstituierten Derivatel@p-u) von 19a
erzielt. Eine Ausnahme bildet Benzylaniiis das im Vergleich zum Benzylalkohb®u eine
bis zu 106fach geringer&otenzgegen alldsoformen aufweistDie initiale Modellierung der
potentellen CAAIs ergalh das polare Substituenten am Phenylring iAPBsition vonl9a
zuséatzlicheNasserstoffbriickenbindungen-@ticken) mit polaren ASeitenketten der PH
Domaneeingehenkdnnten die eine hydrophile Tasche nahe der Losungsmittelexponierten
Front bilden und somit zur Aktivitatssteigerung beitrag®iese Hypothese wird durch die
erhohte Aktivitat der Inhibitoren 19pr sowie 1% und 19u gegeniber alle Isoformen

unterstitzt.
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Tabelle 4 Biochemischeund zellulareEvaluationder 1. Generation neuartiger CAAls

15, 19a-u, 22 23
" R Akt1W Akt2"™ Akt3W ZR-751
ICs0[nNM] ICs0[nM] ICs0[nM] ECso[nM]
Borussertib - 0,8+03 59+ 16 650+ 170 5+1
Miransertib - 14+02 9,0+£10 505+ 120 33+6
Capivasertib - 1,0+01 5004 8,0+10 191+ 68
15 chloro 10+ 2 735+437 5822 + 1851 18+8
19a phenyl 1,7+ 05 44 + 20 106 + 13 34+07
19b 4-aminophenyl 1,0£02 16 +£8 698 9,6 +39
19c 4-acetamidophenyl 29+08 51 +19 318 £ 35 42 +13
19d 4-N-methylacetamidopheny 18 +6 176 £ 66 1420 £ 763 66 +19
19 2-oxoindolin-5-yl 74+20 132+ 74 992 + 218 193+ 79
19f 6-aminopyridin3-yl 1,0+02 31+12 140 + 12 18+5
199 pyrimidin-5-yl 26 +£06 162 + 41 472 +133 21+8
19h 2-aminopyrimidin5-yl 09+03 19+6 66 £ 21 16 +2
19i 2-morpholinopyrimidin5-yl 38+12 42 + 13 65+11 18+4
) 2-(methylpiperazinl-
19 1,8+ 06 32+8 106 £ 6 100 + 16
yh)pyrimidin-5-yl
19k 6-morpholinopyridin3-yl 20+03 16+£2 307 18+5
19 6-acetamidopyridirB-yl 1,7+ 06 23+1 66 £ 6 29+8
19m 4-morpholinophenyl 33+£05 255 80+ 18 16+6
19n 2,4-difluorophenyl 31+03 54+9 295 + 66 149 + 15
190 4-(dimethylamino)phenyl 33107 46 + 14 181 £ 37 57+06
19p 3-aminophenyl 05+01 1,8+01 28+2 53+10
199 3-acetamidophenyl 06+01 21+02 383 8021
19r 3-(dimethylamino)phenyl 16+01 38+13 57 + 37 41+11
19s 3-(aminomethyl)phenyl 57 £13 291+17 3633 + 861 832 £ 342
19t 3-hydroxyphenyl 06+01 1,8+02 23+10 56+16
19u 3-(hydroxymethyl)phenyl 06+01 24+04 38+19 6,5+19
22 H 98+28 381 +35 20000 22+7
23 H 837164 8600 +£4200 20000 4986 + 904

HTRFAssay durchgefuhrt von Dr. L. Quambusch, Dr. J. Weiddefc.S. BrandhermCTG-Assay durchgefihrt von: Dr. I.

Landel, Dr. J. Weisner.
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Um die antiproliferativein vitro Aktivitat der dargestellten Verbindungen zu untersuchen,
wurde die Brustkrebszelllinie ZR5-1 (PTEN-198R) verwendet. DieSensitivitatdieser Zellen
gegenuberder Hemmung des PI3K/Akt/mTOSignalwegskonnte bereits in vorherigen
Studien demonstriert werdé**?® Die eindeutige Abhangigkeitvon der Akt
Signaltibertragung wird dadurch verdeutlicht, dass sowohl die drei Referenzsubstanzen als auch
alle neu entwickelten CAAIs die Zellproliferation unterdriicken kéniseshe Tabelle 4Ein
deutlicherVorteil der kovalenternhibition derAkt-Isoformen konnte gezeigt werden, da die
mit einem elektrophilerwarhead versehene Verbindung@2 eine tber 20®&ach hohere
Wirksamkeit im Vergleich zu ihrem reversiblen Gegens@R&ufwies. Von den 23 getesteten
CAAIs zeigten acht eine bemerkenswerte zellulare Aktivitdt im einstelligen nanomolaren
Bereich (9a 19b, 190r, 19t, 19u) und Ubertrafen damit die Kklinisch relevanten Inhibitoren

Miransertib und Capivasertltei dieser speiellen Brustkrebszelllinie.

Fur eine umfassende und vergleichende Analyse der zellularen Wirksamkeit der neuen CAAls
wurde eine ausgewahlteSerie neue Akt-Inhibitoren und Referenzverbindungermie
vielversprechende Ergebnisag&hrendder biochemischen dnzellularenEvaluationzeigten,

einerin vitro WesternBlot-Analyse unterzogen (Abb. 31).

Miransertib Borussertib 19a 19m 19b 1% 19p 19r
[0 o]
g o o o o g = o o o
cinM] § - 22 22 _ 22 2828 -, 22 -, 22 ., 22_¢e2¢
pactize = R el T
tAKt1 - BRI T
T = e e ] - e S e |
we - T
rrasio ~ [T Y T
rrAss0  ~ [T D
peenn = (.
tS6 - e e L T
peeee - T S
- . — G = - — -
e S S = ———cma=sf====_———=====
- —cc=—c—=z—=@lc—====_—:__-==
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Abbildung 31 Umfassende und vergleichendRD-Analyse einer ausgewdahlteBerie annextgeneration CAAls und
Referenzverbindugen Die WesterrBlot-Analyse wurde mit der Brustkrefz®lllinie ZR-75-1 durchgefuhrt, die 2 Stunden
lang mit den angegebenBonzentrationemer Inhibitorerbehandelt wurde. Die Analyse ergab dinazentrationabhangige
ReduktionderLevelvon pAkt15473 pAkt2S?7? sowie der nachgeschaltetSnbstrat@PRAS40245 pS6235/23qund p4EBP 1555
Diese Ergebnisskorrelierenmit den beobachteten biochemischegl@nd EGo-Werten der Inhibitoren.
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Die Studie zeigt ein&konzentrationsbhéngige Hemmung der Phosphi@rungslevel von

pAktl undpAkt2 sowie dedkt-nachgeschaltete®ubstratpPRAS40246, pSE235238undp4E

BP15%° nach zweistiindiger Behandlungd unterstreicht die Wirksamkeit d&AAls in einer
komplexen zellularen Umgebungderglichen mit dem allosterischen Akthibitor Miransertib
konnten die spezifischerkEffekte bereits beeiner 16fachgeringererDosis des Inhibitord9p

erzielt werden Die zuvor selektierten CAAls wurden daraufhim zeitabh&ngige Aktl-
Bindungsexperim@en untersucht, um einerrsten Einblick in ihre Bindungskinetik zu
erhalten (Tabelle ,5Abb. 32). Die Daten deuten darauf hin, dass die Geschwindigkeit der
kovalenten Bindungsbildung zur Wirksamkeit der Inhibitoren beitragt, so dass fur alle
getesteten BAIs vergleichbare maximale Inaktivierungsraten gegenuber aikdieltwurden.

Fur 19b wurde die langsamste Halbwertszeit beobachtehd eine vollstandige
Proteirmodifikation konnte erst nach 18 Stunden beobachtet werden (Abb. 3DiB).
biochemische Chakterisierung von kovalent bindenden Liganden ist aufgrund ihres
komplexen Bindungsmechanismus von besonderer Bedeutung. Dieser unterscheidet sich
deutlich von reversiblen Inhibitoren, bei denen ein klassisohesf-Gleichgewicht die Basis

der Interaktion bildet und beinhaltet den zusatzlichen Schritt der irreversiblen, kovalenten
Modifikation. Im Falle voril9b kann ein hohekKi = koft/kon (Dissoziationskonstantepmit auch

fur die verlangsamte irreversible Modifikation verantwortlich sdéda der Ligand durch
intramolekulare Wechselwirkungen eine praorganisierte Konformation in Losung einnimmt,
kann auch die reversible Bindung durch eine unvorteilhafte Ausrichtung des 0&stlichen
Molekilteils dazu fuhren, dass die kovalente Bindung an diergetten der Cysteine nicht
erfolgen kannDer Ligand misste somit zunachst aus der Bindungstasche herausdiffundieren,
um anschlieRend in einer fir die kovalente Bindungsbildung geeigneteren Konformation erneut
zu binden Um eine fundierte Aussage Uber dadungsbildung treffen zu kdnnen sind
zukinftig K-Werte zu ermitteln mit denen sich schlielBlich zeitabhangigesol@erte

definierenlassert®!

Die weiterein vitro-Charakterisierung der neuen CAAIls umfasste die Bestimnuerg
pharmakokinetischre Parameter(Tabelle 5).Die Reaktivitdt der neuen CAAlgegeniber
Glutathion (GSH) wurdevie die Bestimmung deginactin Abhangigkeit von der Zeit gemessen
Dabei wurde festgestellt, dass die Halbwertszeit der einzelnen neuen CAAIs zwisch@g 42 (
und 453 19f) Minuten variiert. Da alle Inhibitoren den gleichen Acrylarmidrheadtragen,
konnen die unterschiedlichen Reaktivitaiten nur mit intrader intermolekularen

Wechselwirkungen der einzelnen Liganden erklart werden.
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Abbildung 32Zeitabhangige Messungen der kovalenten Modifikation von Alittels Massenspektrometder Bestimmung
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CAAI 19m G CAAI 19p. H CAAI 19r.
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Tabelle 5 Bestimmungder Akt1-Modofikation (t12) und PkEvaluierung der ersten Generation neuartiger CAAIs

Aktl - Caco2
o GSH Stabilitat SolRank Clint 2
# Modifikation . pH 6,5/7,4 )
) tu2[min] pH 7,4 [UM] ] [mL/min/mg]
taz2[min] [Verhaltnis BA/AB]
Borussertib 99+02 185+ 61 14 105 30
Miransertib n.d. 3797+ 395 346 1,3 180
15 n.d. 341+ 86 38 536 46
19a 14 121+9 44 9,8 4
19b 19+2 391+ 87 13 9,0
19c n.d. 285+ 112 12 51 4
19d n.d. 230+ 69 11 31 16
19 n.d. 244+ 119 6,5 12 10
1of n.d. 453+ 219 12 22 6
199 n.d. 240+ 11 45 29 49
19h n.d. 184+ 57 18 129 20
19i n.d. 141+ 0 11 100 17
19 n.d. 253+ 37 22 15 24
19k n.d. 93+ 26 20 125 20
19 n.d. 132+8 14 29 25
19m 89102 89+8 15 45 14
19n n.d. 118+ 21 4,9 7,2 32
190 12+1 94+ 33 11 0,7 6
19p 8603 123+ 25 53 6,3 31
19q n.d. 330+ 122 7,3 68 39
19r 12 +1 88+ 11 30 59 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+ 1 173 1107 63
23 n.d. 3307+ 223 345 n.d. 45

amurine Lebermikrosomen; n:dichtbestimmt;BestimmungAkt1-Modifikation durchDr. J. WeisnerM. Sc. S. Brandherm
GSHAssay: M. Sc. S. Brandherm®K-Assaysdurchgefuhrt vonLead Discover Center (LDC) Dortmund

In Anbetracht der Tatsache, dass 18 der 23 CAAGegenwart von GSkine Halbwertszeit

von Uberzwei Stunden aufweisen, liegen diese neuen Inhibitoren in einem akzeptablen Bereich
fur einen kovalenten Wirkstoff und in einem vergleichbaren Reaktivitésbewie der bereits
zugelassene kovalente Wirkstoff Osimertinib (GSkH# 121 min)?>2 Als Negativkontrolle
wurde neben Miransertib audthibitor 23 untersuchtgderals nicht-kovalentes Pendant 22

eine 24fach langere Halbwertszeit aufwefir 23 wurde keine Adduktbildung beobachtet)
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Die kinetische Loslichkeit wurdeHEPESPuffer bei pH 7,4 bestimn{Tabelle 5) Aufgrund
deshohen Molekulargewichts under Lipophilie wiesen diemeisten CAA$ eine schlechte
Eingenschafin diesem Bereich aufm Gegensatz dazu wiesen théibitoren22 und 23, bei
denen die lipophile Substitution an defPRsition fehlt, eine ausgezeichnete Loslichkeit auf.
Auch polare Subgttionen an der RPosition, wie zum Beispialer Benzylalkoholvon 19u
oder das Pyrimidin vorl9g forderten die LoslichkeitDennoch ist es notwendig, die

Loslichkeit der neuen CAAls im Rahmen zukiinftiger Forschungsarbeiten weiter zu optimieren.

Um die mtertielle orale Bioverfiigbarkederneuartigen CAAls zu bewertewurde einCaco
2-AssaydurchgefuhriTabelle 5) Dieser Test diente dazu, die intestinale Permealiiiér
Verbindungvorherzusagen und den Wirkstdfflux zu untersuchenund basiertauf der
Verwendungeing Monolage (engl.Monolaye) der Darmkrebszelllinie Caed, die eine
ahnliche Permeabilitit wie das menschliche Darmepithel aufW&iBter CAAI-Prototyp
Borussertibzeigtein dieserStudieeinen 100-fachenaktiven Efflux. Dieses Ergebnis deutet
darauf hin, dassder Wirkstoff flir eine orale Administration ungeeignetist, was in
Nachfolgendenin vivo PK-Studien bestatigt werden konn#® Im Gegensatz dazu
demonstrierteMiransertib, als klinisch optirarte Referenzverbindunginen um den Faktor
100-geiingeren Efflux.Fir die Verbindunged9a, 19b, 19m, 19n, 19p, 19r und 19u wurden
akzeptable Ergebnisse mit einem aktiven Efflux von < 10 erBiettInhibitor19o zeigte einen
aktiven Efflux von < 1. Dies lasst vermuten, dals para-DimethylamineSubstitution

moglicherweise nicht von aktiven zellularen Transportern erkannt wird.

Abschliel3endwurde ein mikrosomaler Stabilit@ssay mit murinen Lebermikrosomenrals
Pradiktor fur den PhadeStoffwechsel durchgefih(@abelle 5) Fur Borussertibkonnteeine
akzeptable mikrosomale Stabilitééhrend der biotransformierenden Funktionalisierungsphase
nachgewiesen werdewéhrend Miransertib eineféch héhere intrinsi$e clearanceaufwies.

Von den hier gezeigten CAAIs wies#4, inklusivel9a, 19b, 19m, 190 und19p im Vergleich

zu Borussertib entweder eine vergleichbare oder eine bis-fach7hdhere mikrosomale
Stabilitat auf was diese Inhibitoren zu vielversprechenden Kandidatendéir zweiten

medizinatchemischa Optimierunggyklusmache.

55



3.4 Strukturanalyseder 1. Generation neuartiger CAAIs

Um ein besseres Verstandnis des Bindungsmodus der neuartigen Liganden zo,eviartgs
elf derinsgesamt 23 neu entwickelten CAAIs zusammen mit AKdngtruktohne HM zur
Erleichterung der Kristallisatiorgp-kristallisiert (Abb. 33, Abb. 34

A

‘ I 7
A= ACYs206

Dy

e | Asp274
Tyr272 ﬁ,’ff AL
[ \,-:-»_0

Abbildung 33 Co-Kristallstrukturen von Aktl (Volllangehne HM) m Komplex mit neuartigen CAAIDie Segmente der
PH-Domane sind irGriin dargestellt. Die KinasBomane ist in Weil dargestelDie 2Fo-Fc-Dichtensindb e i 14 Ronturi
Co-Kristallstruktur von Aktlim Komplex mit19a (unveréffentlichy. Eine ndgliche 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 von19a (unveréffentlicht Elektronendichte in Bladargestellt) iiberlagert mitl9c (unveréffentlicht
Elektronendichtén Rot dargestellt) undl9q (unveréffentlicht Elektronendichtén Griin dargestellt).C Co-Kristallstruktur

von 19a (unverdffentlichf Elektronendichte in Hellbladargestellt) tberlagert mit9m (unveroffentlicht Elektronendichte
undCys296 in lila dargestellt{Strukturen geltst von Dr. |. Landel, Dr. L. Depta, Dr. S. Kleinbdlting, Dr. M. P. Muller).
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Abbildung 34 Co-Kristallstrukturen von Aktl (Volllange ohne HM) im Komplex mit neuartigen CAAIs. ZheFc-Dichten
sindbei Sigma =1.0 konturiert A Co-Kristallstruktur von Aktlim Komplex mit15 (unveréffentlichy. B Co-Kristallstruktur
von Aktlim Komplex mit19c (unverdffentlichy. C Co-Kristallstruktur von Aktlim Komplex mit19b (unverdffentlichy. D
Co-Kristallstruktur von Aktlim Komplex mit19f (unverdffentlichy. E Co-Kristallstruktur von Aktlim Komplex mit19q
(unveroffentlichy. F Co-Kristallstruktur von Aktlim Komplex mit19g (unveréffentlichy. G Co-Kristallstruktur von Aktlim
Komplex mit 19n (unverdffentlichy. H Co-Kristallstruktur von Aktlim Komplex mit 19h (unveréffentlichy. | Co-
Kristallstruktur von Aktlim Komplex mit 19 (unverdffentlichy. J Co-Kristallstruktur von Aktlim Komplex mit 19m
(unveroffentlich). (Strukturen geldst von Dr. I. Landel, Dr. L. Depta, Dr. S. Kleinbélting, Dr. M. P. Mller).
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