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1 Einleitung

Proteinkinasen als Zielproteine in der Wirkstoffeicklung

In einem multizellularen Organismus ist die molekalKommunikation die Voraus-
setzung fiir ein zusammenwirkendes Geftigiterbei ist die interzelluldre Verstandi-
gung, also das Empfangen und Senden von Signabemse entscheidend wie die
Signaltransduktion im ZellinneA™ Im menschlichen Organismus werden diese Aufga-
ben vorwiegend von Proteinkinasen tbernommen, di®18 Vertretern eine der grof3-
ten Enzymklassen darstellen und deren Gene ciit&ldes kodierenden humanen
Genoms ausmachémie diffizil regulierte intrazelluldre Signaltrassktion erméglicht
die Entfaltung komplexer biologischer Vorgange wign Beispiel die Zellteilung oder
die Zelldifferenzierung. Proteinkinasen ubertragen zur Signaltransduktioe d
Phosphatgruppe von ATP auf Tyrosin- beziehungsw8esen-/Threoninseitenketten
anderer Proteine, wodurch diese eine Konformatihsé@ing ausfiihren, was zu deren
Aktivierung oder Inaktivierung fihren kafn. AuBerdem kénnen Autophosphorylie-
rungen wie bei den Rezeptor-Tyrosinkinasen die &ekung anderer Proteine bewir-
ken, die einen Multienzymkomplex bilden und sonmt extrazellulares Signal dezent-
ral Uber mehrere Signalkaskaden im Zellinneren esleiten® Disregulationen dieser
komplex gesteuerten Stoffwechselwege kdénnen Kratedhevie Krebs, Diabetes oder
Autoimmunkrankheiten verursach&Mh. Nicht selten sind sie auf Punktmutationen und
Deletionen der Kinase kodierenden Gene zuriickzafiinDie Sequenzierung des hu-
manen Genoms sowie die rasch voranschreitendenidkhingen im Bereich der
gesamtgenomischen DNA-Sequenzierdregméglichen die Korrelation von Krankhei-
ten mit genotypischen Veranderundéh®> Somit kénnen neue Zielproteine zur Wirk-
stoffentwicklung aufgedeckt werden.

Die Voraussetzung zur Anwendung von Kinaseinhikioin der Arzneimittelthera-
pie ist das Verstandnis Uber das orchestrale Zusaspel der einzelnen Kinasen mit
anderen Proteinefi.Hierbei hat die Systembiologie in den letzten dahginen grofen
Beitrag zur Aufklarung einzelner physiologischedypathophysiologischer Signalwege
geleistett” Der Wunsch, jede pathophysiologische Signalkaskaiteleinen Molekii-
len gezielt zu steuern, bleibt vorerst eine Zulkawn#iion. Jedoch sind, trotz groRer Hir-
den beim rationalen Wirkstoffdesign, bis jetzt endJSA elf Kinaseinhibitoren in der

Krebstherapie zugelassen worden, mehr als 60 Kimabéoren befinden sich in klini-
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schen Studien und mehr als 10.000 Patente wurdetennletzten zehn Jahren Uber
Kinaseinhibitoren erstelit

Struktur der Kinasen

Eine wichtige Methode zur Wirkstofffindung ist dasukturbasierte Wirkstoffde-
sign, bei der die dreidimensionale Gestalt der Bénian Vordergrund stefif.Die meis-
ten Inhibitoren binden im Bereich der katalytiscli®dmmane, die innerhalb der Enzym-
klasse der Kinasen strukturell stark konservigrtDge Ubrigen Domanen variieren zwi-
schen den Kinasefamilien und sind von deren Substes Art der Signalkaskade und
deren Lokalisation in der Zelle abhangig. Die kgiathe Domane besteht aus einem
N- und C-terminalen Bereich. Diese sind durch digemannte Scharnierregion mitei-
nander verbunden. Diese Region bewegt sich gelegkard kontrolliert die Bindung
von ATP und Freisetzung von ADP. Die in Abbildungdargestellte glycinreiche
Schleife tibernimmt zusammen mit der Helix-C die ifiwation von ATP-®

A

B
Aktive Kinase (PKA) Inaktive Kinase (Abl)

5. S

N- -
Terminus

Cr -
Terminus

Abbildung 1: Aufbau der katalytischen Doméne eiReoteinkinase sowie Kennzeichnung der fir die
Katalyse wichtigen Elemente. (A) Aktive Kinasekomfmtion (PDB-Eintrag: 1ATPH), (B) inaktive
Kinasekonformation (PDB-Eintrag: 108 Pink: Scharnierregion, blau: Aktivierungsschéeihellblau:
Helix-C, hellgrun: glycinreiche Schleife

Kinasen koénnen im aktiven und inaktiven Zustandiggen, was durch Phosphory-
lierung in der Aktivierungsschleife, an Positionarder Nahe der ATP-Bindungstasche
sowie durch Anlagerung anderer Proteine reguliertd.wDie Aktivierungsschleife ist
flexibel und im aktiven Zustand nach auf3en exponiermit der Zugang fur ATP an die
Scharnierregion getffnet ist. Im inaktiven Zustamamt die Aktivierungsschleife eine
Konformation ein, bei der die Katalyse von ATP miamiglich ist. Die Aktivierungs-
schleife besitzt zwei konservierte Bereiche, welalseDFG- und HRD-Motiv bezeich-

net werden. Das DFG-Motiv befindet sich am Anfarey dktivierungsschleife und
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dreht sich je nach Aktvierungsgrad nach innen (Qf@-oder nach aufen (DFi@).
Kinaseinhibitoren werden auch nach DB@-und DFGin-Inhibitoren klassifiziert, je
nachdem ob sie an die aktive oder inaktive Kindeddm?* Das HRD-Motiv dient als
Base im katalytischen Prozess der Phosphatabsgaltom ATP, welches zusatzlich
durch ein Metallion (Magnesium) stabilisiert wirDie flexiblen Bereiche der ATP-
Bindungstasche, flankiert durch die Aktivierungdsifl, die glycinreiche Schleife und
die Helix-C, befinden sich permanent in einem dyisairen Gleichgewicht zwischen
aktiver und inaktiver Kinase. Die Bewegungen didksiblen Bereiche fallen bei ver-

schiedenen Kinasen unterschiedlich Zus.

Klassifizierung der Kinaseinhibitoren

In den letzten Jahren hat in der Arzneistoffentiving auf dem Gebiet der Kinasen
ein Paradigmenwechsel stattgefunden, bei dem &tdssIATP-kompetitive Inhibitoren
(Typ-1) von allosterischen oder sogenannten Tyjmhibitoren abgeldst wurden. Die
klassischen Inhibitoren zielen auf die Kinasedomébeaind interagieren vornehmlich
mit der Scharnierregion im Inneren der ATP-Binduagshé® Das
Pharmakophormodell von Traxlet al?* (Abbildung 2) beschreibt die Regionen, an die

diese Inhibitoren binden.

Hydrophobe Tasche

R
l>‘ o
S,
HN \N/H/)/o/'g
T
0
N~
---- N\
pi=H S I N> o o o
R N 1 1 T
5 o-fzoskso=kso
i 0 0® 08 o9
\
Hydrophober  OH OH phosphat

Kanal
Zucker-

bindungstasche

Abbildung 2: Pharmakophormodell nach Traxlet al** zum Bindungsmechnismus von Typ-I-
Inhibitoren.

Die wichtigsten Interaktionen werden in der Adehindenden Region ausgebildet.
Hierfir muss das Molekil planar sein (sp2-Hybrelisng) sowie Wasserstoffdonor-
und Wasserstoffakzeptorfunktionen tragen. Sehreviérbindungen gewinnen ihre
Affinitdt und Selektivitat durch Interaktionen irel beiden hydrophoben Arealen ober-

und unterhalb der Adeninbindungsregion. Der Zugaingoberen hydrophoben Tasche
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ist von der GrofRRe der Tursteher-Aminosaure abhangdig bei unterschiedlichen
Kinasen stark variiert. Die Zuckerbindungstascha&tbesehr viele polare Areale, eben-
so wie die Phosphatbindungstasche. Inhibitorenindekeser Region binden sind weni-
ger bekannt. ATP-kompetitive Inhibitoren mussenrsaiffin sein, damit sie mit den
hohen ATP-Konzentrationen in der Zelle, die Ublmetese im millimolaren Bereich
liegen, konkurrieren kénnén. Hinzu kommt, dass die Generierung von selektiven
Kinaseinhibitoren, das heil3t, eine Diskrepanz v@d-fach héherer Affinitat zu anderen
Kinasen, nicht trivial ist® Hierfiir ist die starke Homologie der 518 KinasenBereich
der katalytischen Doméne verantwortlich. ZudendistEntwicklung innovativer Typ-
I-Inhibitoren durch einen weitrdumig patentgescteitzStrukturraum sehr erschwert.
Die von der FDA und EMEA in der Klinik zugelassenkyp-I-Inhibitoren riefen nach
langerer Behandlung immer haufiger Resistenzenohnedie auf Mutationen, unter an-
derem in der katalytischen Doméne, zuriickzufiihied?8 Zur Umgehung dieser Re-
sistenzen werden haufig irreversible Inhibitoremgesetzt, die an ein Cystein am Ende
der Scharnierregion binden.

Diese negativ beeinflussenden Parameter haben tlestdffentwicklung dazu be-
wegt, nach neuen Inhibitoren zu suchen, die aulfedsa ATP-Bindungsregion liegen.
DFG-outInhibitoren des Typs-Il und -lll binden an die ktae Konformation der
Kinase. Typ-lI-Inhibitoren interagieren mit eineltoaterischen hydrophoben Tasche,
die sich 6ffnet, wenn die Kinase inaktiv €2 Uber eine Gruppe bestehend aus einem
Wasserstoffbriickenakzeptor und einem -donor trdtese mit der Helix-C und dem
DFG-Motiv in Wechselwirkung. Zuséatzlich wird die #ifitat erhoht, indem sie wie
Typ-I-Inhibitoren an die Adeninbindungstasche soatedie hydrophobe Tasche bin-

den??
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Abbildung 3: Klassifizierung von Kinaseinhibitoreach verschiedenen Bindungsmechanismen.

Typ-lll-Inhibitoren unterscheiden sich von Typ-HHibitoren, indem sie nicht im
Bereich der Adeninbindungstasche binden, sondemebonlich im allosterischen Be-
reich der Kinase assoziiert sifitf Der Vorteil dieser Verbindungen ist, dass sie raup
sachlich an die weniger stark konservierte allestee Tasche binden und somit Gber
ein hoheres Selektivitatspotenzial verfigen. Zuderd sie pharmakokinetisch betrach-
tet gunstiger, da sie wie die Typ-lI-Inhibitoremeilangere Verweilzeit am Rezeptor
besitzert® Typ-IV-Inhibitoren wirken rein allosterisch undnisien an Regionen weit
aul3erhalb der ATP-Bindungstasche, wie zum Beis@F2, welches an die
Myristoylbindungstasche im C-Terminus der Kinasedet. Des Weiteren zahlen zu

dieser Klasse auch Inhibitoren, die an die Sulistrdtingstasche binden oder Protein-
Protein-Interaktionen von Kinasen unterbindén.
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2 Einfluss von irreversiblen Inhibitoren

auf
wirkstoffresistente Kinasemutanten

2.1 Allgemeiner Teill

2.11 Aufbau und Funktion von EGFR

Die Rezeptor-Tyrosinkinase EGFR, auch bekannt @RHoder ErbB1, gehért zur
Familie der ErbB-Kinasen:® Dieser glykosylierte transmembranédre Rezeptorebest

aus drei Domanen, der extrazellularen, der trandimeméaren und der cytoplasmischen
Doméne (Abbildung 4).
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Abbildung 4:(A) Modell eines aktiven EGFR-Dimers basierendderi PDB-Eintragen 1IV&; 1INQL
2JWA?2* 3GOP? Der juxtamembranare Bereich des Akzeptors ledgt sim den C-terminalen Bereich
des Aktivators und stabilisiert so dessen aktivefidomation. (B) Schematische Darstellung der EGFR-
Domanen. Der C-terminale Bereich wird autophosplentyund dient zur Signaltransduktion.

Der extrazellulare Bereich ist in vier Subdomanetergliedert und fungiert als Bin-

dungsstelle fir Liganden. EGFR tritt mit verschieete Liganden in Wechselwirkuri§.

Zur Familie der ErbB-Kinasen gehéren EGFR, ErbBEIR2/neu, ErbB3/HER3 und ErbB4/HERA4.
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Diese sind der epidermale Wachstumsfaktor (EGH) trd@sformierende Wachstums-
faktor-a (TGF-u), Betacellulin (BTC), Epiregulin (EPR), AmphiregulAR) sowie der
Heparin-bindende EGF-ahnliche Wachstumsfaktor (HEE-E(Abbildung 4). Dockt ein
Ligand an den Rezeptor an, &ndert sich die Konfoomales extrazellularen Bereiches
und induziert eine helikale Dimerisierung des juxéanbrandren Segmentes. EGFR
kann sowohl Homo- als auch Heterodimere ausbiltieterodimere werden mit ande-
ren Vertretern aus der ErbB-Familie oder auch mdeaen Rezeptor-Tyrosinkinasen,
wie PDGFR oder IGFR, ausgebildet. Die transmemlveam8ereiche der Monomere,
die zusammen einen Dimer bilden, sind im aktivestand Uber Kreuz ausgerichtet.
Dadurch wird eine fir die Katalyse optimale Konfation des juxtamembranaren
Segmentes, dass sich zwischen der transmembranéacenler katalytischen Region
befindet, gewéhrleistet (Abbildung )8 Infolgedessen kommt es zur Anlagerung der
beiden intrazellularen Kinasedomanen, wodurch iie katalytische Domane durch die

andere aktiviert wird.

13 |39

Jungere Verdéffentlichungen von Jwteal”” und Zhanget al”™ geben neue Einblicke
in den Aktivierungsmechanismus der katalytischeimBoe von EGFR. Danach fun-
giert, &hnlich wie bei der CDK-Kinase, ein Monona@alog zu CDK als Akzeptor und
ist somit katalytisch aktiv. Das zweite Monomerrdientsprechend dem Cyclin bei der
CDK als Aktivator®® Anders als bisher angenommen, ist bei EGFR latliglier Ak-
zeptor katalytisch aktiv und phosphoryliert die eeatinalen Abschnitte der beiden
KinasedomanetY. Die Phosphorylierungen dienen als Bindungselemémté®roteine,
die im Signalweg von EGFR nachgeschaltet sind. Wm verhindern, dass die
Kinasedomane aktiv ist, wenn kein Ligand extraz&flgebunden ist, imitiert ein soge-
nannter ,elektrostatischer Haken* die juxtamembrargchleife’” Der ,elektrostatische
Haken“ besteht aus einer negativ geladenen Amimesaquenz, die in der Nahe der
Scharnierregion liegt und mit dem C-terminalen Bar@les Aktivators interagiert. Da-
durch wird die Ausbildung eines aktiven Dimer-Koew#s verhindert (siehe Abbil-
dung 5). Eine beim nicht-kleinzelligen Lungenkrebs (NSOLauftretende Mutation
(V665M) sowie Exon-20-Deletionen stabilisieren éie«omplex und induzieren somit

eine konstitutive Aktivierung der Kinase.
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Haken Schleife

Abbildung 5: Autoinhibition und Aktivierungsmechanismus von EGHRaktives Monomerlst kein
Ligand gebunden, ist die Kinase inaktiv. inaktivddimer. Kommt es durch eine groR3e
Rezeptoranreicherung an der Membran zu einer Dameening ohne Komplexbildung mit dem Liganden,
bindet der C-Terminus des Aktivators an den ,eletttischen Haken* und verhindert, dass sich die
juxtamembranéare Schleife um den Akzeptor legt uahitl eine aktive Kinasekonformation stabilisiert.
Somit wird gewahrleistet, dass die Kinase inaki®illt, auch wenn EGFR als Dimer vorliegt. aktives
Dimer. Die Liganden induzieren eine KonformationsandgrurDer juxtamembranare und der
transmembranare Bereich formieren sich so, das@\kiérator an den Akzeptor docken kann und der
Akzeptor katalytisch aktiv wird. Die juxtamembraeadBchleife stabilisiert den aktiven Komplex der
beiden Monomere. Quelle: Juzaal® (abgewandelt)

EGFR-abhéangige Signaltransduktionswege

Durch Phosphorylierung des C-Terminus von EGFR emigignalproteine, die zur
Steuerung von Zellstoffwechselvorgangen, wie zunsgel Zellwachstum, Proliferati-
on, Apoptose, Angiogenese oder Genexpression dienenPlasmamembran rekru-
tiert.*® Zu den wichtigsten nachgeschalteten Signalweghiirga der RAS-RAF-MEK-
ERK-, PI3K-AKT-, PLG-PKC- und der STAT-Signalweg (siehe Abbildung*6pie
Inaktivierung von EGFR erfolgt am haufigsten Ube&ndAbbau des Rezeptors in

Lysosomen oder {iber Dephosphorylierung durch Ptaaapar?
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. Liganden: EGF, TBFa, Amphiregulin, Betacellulin, HB-EGF, Epiregulin

andere Rezeptor-TK:

EGFR
IGFR VEGFR, c-MET
Plasmamembran

dtxﬁqﬂ

*Proliferation
sInvasion, Migration
*Angiogenese

Abbildung 6: EGFR-abhéngige SignaltransduktionswégFR stellt einen entscheidenden Knotenpunkt
in der Zellregulation dar. Die STAT-, RAS- und Pk3{gnalwege sind die wichtigsten nachgeschalteten
Signaltransduktionswege fiir die Regulation desvihstums. lhre Enzyme sind wichtige Zielproteine
in der Wirkstoffforschung.

Da EGFR die Zellproliferation steuert, konnen Diabaen in der Signalkaskade zu
unkontrolliertem Zellwachstum fuhren. Kann dieseithh entgegengesteuert werden,
kommt es zum Tumorwachstum. Anormale EGFR-Aktieitdkdnnen folgende Ursa-
chen haben: Erhohte Ligandenexpression, erhdhte REEEpression, EGFR-
Mutationen, fehlgeschaltete Rezeptor-Disregulationoder fehlgeschaltete
Signaltransduktion mit anderen membranstandigertelren. Eine erhdhte EGFR-
Konzentration an der Plasmamembran kann, wie b&hit-kleinzelligen Lungenkrebs
(NSCLC), die Folge einer verstarkten Amplifikatides EGFR-Gens sein. Aul3erdem
kann eine erhohte EGFR-Anreicherung durch Regemmigedes abgebauten Rezeptors
hervorgerufen werdef?.In der Tumortherapie werden EGFR-Inhibitoren \itera ge-

gen den nicht-kleinzelligen Lungenkrebs sowie gdgerstkrebs eingesetzt.

2.1.2 Die Bedeutung von EGFR flr den nicht-kleinzégen
Lungenkrebs (NSCLC)

Lungenkrebs ist die Ursache fiir 20 % aller krebsimgdn Todesfallé? Hierbei
wird der nicht-kleinzellige Lungenkrebs (NSCLC) 188 % aller Lungenkrebspatienten

diagnostizierf® Dieser geht mit einem unkontrollierten Zellwachmstdes Lungenepi-



2 Einfluss von irreversiblen Inhibitoren auf wirkffresistente Kinasemutanten 10

thels einher und fuhrt hdufig zur Metastasierung BErkrankung wird bei den meisten
NSCLC-Patienten erst in einem fortgeschrittenen mogerablen Stadium festgestellt
und ist daher mit einer schlechten Prognose asst?iDie Ein-Jahres-Uberlebensrate
liegt bei etwa 16 %° Die Behandlung mit den Zytostatika Cisplatin uratiRaxel (Ta-
xol®) zeigt keinen langanhaltenden ErféfdNeben der Antikorpertherapie wird seit den
neunziger Jahren am gezielten Wirkstoffdesign vG&irE-Inhibitoren geforscHf 4”48

Bei 60 % aller NSCLC-Patienten kommt es zu eineFE&en-Amplifikation oder
zu EGFR-Mutationen, die eine gesteigerte Kinaseidti induziererf® Bei diesen
EGFR-Abnormalitaten ist der Tumor direkt abhangig EGFR, was Weinstet al*
als ,oncogene addictionbezeichnen. Aus diesem Grund fokussierte sichdrkstoff-
forschung zur Bekdmpfung des NSCLC auf Inhibitodar EGFR-Kinase. Im Jahr
2003 kam der erste reversible ATP-kompetitive lithibGefitinib (Iress&) auf den
Markt,>® im Jahr 2005 folgte der zweite unter dem Namewtib (Tarcevd).”* Bei
der Behandlung mit den oben genannten Medikamesperchen lediglich 10-18 % der
behandelten Patienten auf die Therapie>arEs hatte sich herausgestellt, dass ein
Grund fir das schlechte Ansprechen auf die Kinadgitoren in der durch Mutationen
bedingten Diversitat der EGFR-Kinase liéjtSo haben in den Jahren 2004/2005

Lynch>? Pae2® und Pacet al>*

gezeigt, dass sowohl die Aktivierungsmutante L858R
als auch die Deletion Leu-Arg-Glu-Ala in Exon 1® diktive Kinasekonformation sta-
bilisieren. Trotz einer daraus resultierenden Edmghder Kinaseaktivitat begtinstigen
diese Mutationen die Bindung von ATP-kompetitivahibitoren an die Kinase. Somit
hatten die zur Sensitivierung von Gefitinib unddirib fihrenden Aktivierungsmuta-
tionen einen gravierenden Effekt auf die Uberlebeesvon NSCLC-Patienten, die mit
EGFR-Inhibitoren behandelt wurdeéhDieses konnte durch die kirzlich publizierte
IPASS-Studie bestatigt werden, da NSCLC-Patienden nie geraucht hatten, weibli-
chen Geschlechts waren, aus Asien stammten undEBHR-Aktivierungsmutation
aufwiesen, sehr gut auf diese Medikamente anspnaét®omit ist die personalisierte
Therapie, bei der die Mutation L858R als Tumormariagesetzt wurde, fur den Er-

folg der Behandlung des NSCLC mit Erlotinib und iGeib ausschlaggeberrd:>’

* Erlotinib hatte die Uberlebensrate im VergleiahRlacebo-Behandlungen um 2 Monate verlangert und
die mit Gefitinib behandelten Patienten hatten glieiche Uberlebensrate wie das Mitosespindelgift
Docetaxel.
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Wirkstoffresistenzen

Die zielgerichtete Therapie mit Gefitinib und Entalb hat bei Patienten mit NSCLC
in den ersten 6 Monaten der Behandlung das Tumtistam aufhalten kdnnen. Da-
nach kam es bei 50 % der behandelten PatienteregistBnzen gegen diese Wirkstof-
fe.*8°8 Dje dafiir verantwortliche Mutation wurde im Jaf08 gefunderi® Die mit nur
einem Nukleotidaustausch einhergehende sekundataiduT790M liegt am Eingang
zur sogenannten Scharnierregion. Durch die Mutatian sterisch anspruchsvollen
Aminosaure M790 wird der Zugang des hydrophobereiBbes oberhalb der Schar-
nierregion, der von vielen Kinaseinhibitoren besetzd, erschwert (siehe Abbildung
7)2°9%3 D3 diese Aminosaure den Zugang von Liganden inhgidrophobe Tasche
beeinflusst beziehungsweise ,kontrolliert, wir@ siuch als Tirsteherrest bezeictiiet.
Die Mutationen an der Tursteherposition wurden awugihanderen Tyrosinkinasen, wie
ABL, PDGFR, KIT und cSrc, im Zusammenhang mit Widfgesistenzen beschrie-

ben65,66

Abbildung 7: (A+B) Proteinkristallstruktur der ATBindungstasche von EGFR im Komplex mit
Erlotinib (orange) (PDB-Eintrag 1M}7Dargestellt sind die Scharnierregion in pink whe Helix-C in
turkis. Die van-der-Waals-Radii der Tursteherséigtten sind sphéarisch dargestellt (pink). Der hydro
phobe Bereich oberhalb des Turstehers ist in bikemnzeichnet. Abbildung (A) stellt EGRR dar;
Abbildung (B) ist ein Modell basierend auf dem PBBtrag 1M17% und illustriert die sterische Hinde-
rung von Erlotinib durch die Turstehermutante EGFROM.

Neben der erworbenen Resistenzmutation T790M gbbhaeh weitere Mechanis-
men, die durch Aktivierung nachgeschalteter EGFt@kaskaden zur Resistenz von
Erlotinib und Gefitinib fihren: Diese sind zum Bail die Amplifikation des MET-
Onkogen® KRAS-Mutationefi’ sowie der Verlust von PTER einem wichtigen
Tumorsuppressor, der als Phosphatase von PI3KduAgf
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2.1.3 Tyrosinkinasehemmer zur Behandlung von NSCLC

Die in Forschung und Klinik angewendeten Inhibitoder EGFR-Kinase lassen sich
in zwei Gruppen, und zwar in die Inhibitoren desten und zweiten Generation, unter-

teilen.

EGFR-Inhibitoren der 1. Generation EGFR-Inhibitoren der 2. Generation
F
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Abbildung 8: Strukturen von EGFR-Kinaseinhibitorater ersten und zweiten Generation. Die
elektrophilen Bereiche der Inhibitoren, die zur Bildung der kovalenten Bindung dienen, sind blau
gekennzeichnet. Lapatinib stellt eine Ausnahme ded bindet reversibel an die inaktive
Kinasekonformation.

EGFR-Inhibitoren der ersten Generation

Zu den EGFR-Inhibitoren der ersten Generation gahdrlotinib und Gefitinis?
Bei diesen Verbindungen handelt es sich um ATP-laiitige Inhibitoren, die an die
ATP-Bindetasche der Kinase binden. Die Proteinilistruktur von Erlotinib im Kom-
plex mit EGFR ist in Abbildung 7A dargestellt. Dieversible Bindung des Inhibitors
an die aktive Kinasekonformation der ATP-Bindungske erfolgt tGber N-1 des

Chinazolingertistes zu M793 der Scharnierregion. edd@m tritt N-3 des
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Chinazolingrundgeriistes mit der Tiirsteher-AminosaLir90 in Wechselwirkunff:®’
Die substituierte Phenylgruppe bindet im hydropmoBereich oberhalb der Scharnier-
region, der nur zuganglich ist, wenn der Turstelee, im Fall von T790, eine kleine
Seitenkette tragt. Somit kdnnen diese reversibidmnbitoren nicht binden, wenn die
raumeinnehmende Turstehermutation T790M vorlieghés Abbildung 7B). Die weite-
ren Substituenten in 7-Position des Chinazolinggendstes sind zum &auf3eren Bereich
der Kinase gerichtet und dienen zur Erh6hung dslidlikeit und somit zur Verbesse-
rung von pharmakokinetischen Eigenschatteti.

Die katalytische Domane bildet die aktive Konforroataus, indem die Helix-C eine
Position einnimmt, mit der sie Interaktionen mien konservierten Glutamat und Ly-
sin eingehen kann. Da die Aktivierungsmutante L8%®@fe Stabilisierung der aktiven
Konformation induziert, binden Inhibitoren der ersitGeneration besonders gut an die-
se Mutante. Deshalb werden diese Verbindungen Ileei Ttherapie des EGFR-
abhangigen NSCLC mit einer L858R-Mutation eingdseliese Inhibitoren binden
spezifisch an EGFR.

EGFR-Inhibitoren der zweiten Generation

Inhibitoren der zweiten Generation zeigen biochemisine verbesserte Wirkung
gegeniiber der wirkstoffresistenten T790M-MutdhtBie Mehrzahl dieser Verbindun-
gen geht eine irreversible Bindung mit der Thiofgpa eines Cysteins (C797) am Ran-
de der Scharnierregion ein (Abbildung 9).

Eine Ausnahme stellt der Wirkstoff Lapatinib (TyB&y dar, da dieses keine
elektrophile Gruppe tragt (Abbildung 9). Das Chiwlameriist von Lapatinib bindet
reversibel, wie die Inhibitoren der ersten Genergtan die Scharnierregion. Allerdings
befindet sich die Kinase in einer inaktiven Konfatmon, bei der die Helix-C von der
Scharnierregion weggedreht ist. Dieses wird duiehzdsatzliche Fluorophenylgruppe
forciert, die am 3-Chloroanillin-Rest des Inhibgdconjugiert ist (Abbildung 9). Durch
diese Konformationsanderung hat auch Lapatinib, @harakteristisch fur Typ-II-
Inhibitoren, eine 10-fach l&angere Rezeptor-Vernailel als die Typ-I-Inhibitoren der
ersten Generatioff. Dieses hat einen giinstigen Einfluss auf dessen
pharmakokinetischen Eigenschaften. Im Gegensatenunhibitoren der ersten Gene-
ration bindet Lapatinib dualspezifisch an EGFR #iR2. Aus diesem Grund wird der
Inhibitor zur Behandlung von HER2-positivem Brusths eingesetzt.
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Abbildung 9: Inhibitoren der zweiten Generation.) (Rapatinib (orange) bindet an die inaktive
Kinasekonformation von EGFR (PDB-Eintrag 1XKK Die Helix-C ist nach aufen geschwungen und
das DFG-Motiv (gruin) ist verschoben, sodass ATRtricehr koordiniert werden kann. Lapatinib bindet
mit N1 des Chinazolins an die Scharnierregion. Diasteher T790 ist leicht nach auRen gedreht. @&) D
irreversible Inhibitor bindet an die aktive Kinasekormation und bildet eine kovalente Bindung am ei
Cystein in der Scharnierregion. Weiterhin werders¥éastoffbriickenbindungen zur Scharnierregion und
zum Threonin des TUrstehers ausgebildet. Das DF@vMgriin) und die Helix-C (turkis) nehmen eine
Konformation ein, in der ATP binden kdnnte.

Die Entwicklung irreversibler Inhibitoren begannrdiés in den neunziger Jahren mit
den Arbeiten von Wyeth und Parker-Da{iDie Forschung an diesen Verbindungen
erhielt eine Renaissance, als bekannt wurde, desseisible Inhibitoren an die wirk-
stoffresistente Mutante T790M in EGFR binden konfféA In biochemischen
Assaysystemen zeigen diese Verbindungen einen gebn Effekt’® Jedoch ist die
Wirkung in klinisch relevanten Zelllinien noch ntchinreichend gut, um das Tumor-
wachstum aufhalten zu kénnéf2 Die hierzu notwendige Wirkstoffkonzentration ware
aufgrund von auftretenden Nebenwirkungen nichtréael”®

Die meisten irreversiblen EGFR-Inhibitoren bestetwan Erlotinib und Gefitinib aus
einem Chinazolingrundgertst und binden ebenfallsdianScharnierregion der ATP-
Bindungstasche. An das Grundgerist ist in 6-Posigim Michael-Akzeptor substitu-
iert, der mit dem Thiol des Cysteins (C797) in 8eharnierregion von EGFR eine ko-
valente Bindung ausbildet. Dieses Cystein ist negatlarisiert, da es sich am Ende
einer Helix befindet und somit besonders reaktigeggiber elektrophilen Gruppen ist
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(Abbildung 9B)® Trotz kontroverser Diskussionen iiber den Einsaevérsibler Ver-
bindungen in der Arzneistoffentwicklung weisen weesible Chinazolin-
Kinaseinhibitoren einige Vorteile gegentber ihremearsiblen Analoga auf: Die irrever-
siblen Inhibitoren heben das katalytische Gleichgetvzwischen Kinase und ATP auf
und blockieren, anders als reversible Inhibitoayerhaft die katalytische AktivitAt.
Pharmakokinetisch betrachtet, zeichnen sich irgblker Inhibitoren durch lange Halb-
wertszeiten aus und besitzen auch bei fallendesniispiegel eine gute Effektivitit.
Aufgrund der nicht ATP-kompetitiven Inhibition kéen irreversible Verbindungen,
trotz hoher ATP-Konzentrationen in der Zelle, EGG& hemmen>° Durch die bei
Kinasen stark konservierte Aminosauresequenz dét-Bihdungstasche ist es schwie-
rig, selektive Kinaseinhibitoren zu entwickeln. Drasktive Cystein stellt einen Selekti-
vitatsvorteil dar, da es nur in der ErbB-Familievs® in einigen wenigen anderen
Kinasen vorkommt}® Eine unspezifische Bindung an Glutathion konnté be
Chinazolin-Kinaseinhibitoren unter physiologisch@adingungen ausgeschlossen wer-
den’® Allerdings sind bis jetzt nur wenige irreversitiiibitoren fiir klinische Studien
zugelassen: EKB569 (Phase Il), HKI-272 (Phase GI1,033 (Phase Il eingestellt) und
BIBW2992 (Phase IIIf?

" Die ATP-Konzentration betrégt in der Zelle zwiseHe10 mM.
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2.2 Spezieller Tell

2.2.1 Aufgabenstellung

Inspiriert vom durchbrechenden Erfolg des Tyrosiakehemmers Imatinib
(Glivec®) in der Behandlung der chronisch myeloischen Lenikazielten in den ver-
gangenen Jahren die Bemiuhungen der Pharmainddataef ab, selektive Wirkstoffe
gegen weitere Tumorerkrankungen zu entwickeln.dn Tumortherapie von NSCLC
wurden die selektiven Rezeptor-Tyrosinkinaseinbiigit Erlotinib (Tarcevd und
Gefitinib (Iress8) erfolgreich bei Patienten mit EGFR-L858R-Aktiviagsmutation
eingesetzt. Allerdings kam es nach kurzer Zeit zukStffresistenzen, die durch die
Mutation T790M ausgeldst wurde. Diese verhindefgawnd der raumeinnehmenden
Aminosaure Methionin die Bindung reversibler Inhdben in der ATP-
Bindungstasch® Weiterhin kam es auch zu Mutationen auRerhalb A&P-
Bindungstasche und sogar zu Mutationen aul3erhaliZigdproteins, die zur Wirkstoff-
resistenz filhrtef®>° Dieses bedingt, dass weitere Inhibitoren gefunderden miissen,
die auch wirkstoffresistente Tumorzellen hemmennein Zur Umgehung der wirk-
stoffresistenten T790M-Mutante versuchte man, bereekannte EGFR-Inhibitoren,
meist Inhibitoren der 1. Generation, gezielt abzudedn. Dazu musste allerdings zu-
nachst untersucht werden, wie irreversible Inhieiodie zur Resistenz fliihrende Muta-
tion Gberwinden kbénnen.

Zur Klarung dieser Frage sollten in der ArbeitsgreiiRauh zunachst strukturbiolo-
gische Untersuchungen durchgefuhrt werden. Aul3etdlte der Verlust der Inhibiti-
onswirkung durch erhdhte katalytische Aktivitat #@nase untersucht werden.

Das Ziel dieser Arbeit war es nun, unter Verwendund Entwicklung geeigneter
Assaysysteme, dieser Fragestellung im Detail nagteen. Ein aktivitatsbasiertes
Assaysystem sollte dabei Aufschluss Uber die kiagalyen Parametercd K, und
kealKm verschiedener Kinasemutanten geben. Erganzend stalta ein innovatives
Detektionssystem zur Charakterisierung irreversibidibitoren entwickelt werden,
welches fir Studien zu Strukturaktivitatsbeziehumgeon irreversiblen EGFR-
Inhibitoren der 2. Generation genutzt werden kd@amit sollte im Speziellen auch der
Einfluss der haufig vorkommenden Methionin-Turstemgation auf die Bindungsaffi-
nitat dieser Inhibitoren untersucht werden. Bekamk$saysysteme sind dazu weniger

geeignet, da irreversible Inhibitoren einer anddndnibitionskinetik als reversible Inhi-
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bitoren folgen. Um einen ersten Einblick in die ibitilonseigenschaften einzelner irre-
versible bindenden Inhibitoren zu bekommen, sol#tenéchst unter definierten Bedin-
gungen IGy-Bestimmungen durchgefihrt werden.

Zusammengefasst sollte mit diesem Projekt ein @l&gees biochemisches Ver-
standnis uber die Hintergrinde der Wirkstoffresisemtwicklung bei Mutation des
Tursteherrestes erworben werden. Einen Schwerphilddte dabei die Charakterisie-
rung von irreversiblen Inhibitoren in Hinblick aufie Inhibition verschiedener

Kinasemutanten.

2.2.2.1 cSrc-Kinase als Modell fur die EGFR-Kinase

Ausgehend von Blaiet al®*

suchungen die cSrc-Kinase als Modellsystem fur E@ERutzt, da EGFR nicht iB.

wurde fur biochemische und strukturbiologischedunt

coli exprimiert werden kann und die cSrc-Kinase besSémgkturinformationen liefert
als EGFR. Die Ausbeuten der cSrc-Kinase nach FPL€efigung waren sehr hoch
und betrugen circa 7 mg Protein pro Liter Expresskoltur. Um cSrc an EGFR anzu-
passen, wurde mit zielgerichteter Mutagenese eistely entsprechend zur EGFR-
Kinase an das Ende der Scharnierregion eingefi&yt{8M). In eine weitere Mutante,
genannt Doppelmutante (cSrc-DM), wurde zusatzligh THirstehermutation T338M
eingefuig*®®Vergleicht man die Ahnlichkeit von EGFR und cSetrtigt Strukturiden-
titat 70 % und die Sequenzidentitat 37 %. Mit dmesklodellsystem lie3en sich alle
erforderlichen SAR-Beziehungen ableiten und wurikeainer Publikation zur Umge-
hung von Wirkstoffresistenzen in EGFR veréffentlith

Expression und Aufreinigung der cSrc-Kinase

Die Expression und Aufreinigung der beiden Mutargdnlgte nach einem einheitli-
chen Protokoll. Die cSrc-Kinase wurde jeweils nmet ®@hosphatase YopH a¥srsinia
enterocolitica und dem Faltungsprotein GroEL aus der Chaperoniieam
iiberexprimierf*®® Mit der Koexpression der Phosphatase sollte dériiiRige und fir
E. coli schadliche Phosphorylierung von Tyrosinresten withréer Uberexpression
von cSrc verhindert werden. Mit dieser Methode kenrSeeligeet al® die aufwendi-
ge Expression in Insektenzellen umgehen.

Die Proteinexpression erfolgte ausgehend von dit@rnachtkultur bei 35 °C, die
in 2 L LB-Medium verdinnt und bis zu einer optiseHeichte (ORog) von 0,6 heran-
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gezogen wurde. Dann wurde die Temperatur auf 18gesenkt und die Proteinsyn-
these mit IPTG gestartet. Nach einer Inkubation ¥6+20 h wurden die Zellen geern-
tet, lysiert und das Lysat fur die Aufreinigung bereitet (Abbildung 10). Diese be-
stand aus drei Schritten. Zuerst erfolgte eine &lié{finitatschromatografie mit an-

schlieBender Spaltung des N-terminalen Polyhisitiiangs durch Zugabe von TEV-
Protease. Im zweiten Schritt wurde eine Anionenciatografie durchgefuhrt, bevor im
letzten Schritt die Kinase gelchromatografisch atdgigt wurde. Ein SDS-Gel, auf
dem Proteinproben aus jedem Aufreinigungsschritc@ec-DM aufgetragen sind, ist in

Abbildung 10 dargestellt.
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Abbildung 10: Expression und Aufreinigung der c8inase. (A) Zeitlicher Verlauf der Qg einer
cSrc-Expressionskultur. (B) SDS-Gel von Proteinprolaus einer dreistufigen Proteinaufreinigung mit-
tels FPLC.

Zum Abschatzen der Reinheit der aufgereinigten -€Smase wurde ein SDS-Gel
mit verschieden konzentrierten Proteinproben vaibetr Im Anschluss wurden die
Proteinbanden mit der Silberfarbungs-Methode naestétenkd angefarbt. Mit dieser
Methode lassen sich Spuren von Proteinmengen (bisd) nachweisen. Im vorliegen-
den Gel (Abbildung 11) sind nur geringe Verunreimigen durch ein Protein mit einem
Molekulargewicht von 57 kDa erkennbar. Wahrscheimhandelt es sich hier um das
koexprimierte Chaperon GroEL (MW 57,2 kDa).
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Abbildung 11: SDS-Gel mit Silberfarbung zur Uberforig der Reinheit von cSrc. Erst bei hohen Bela-
dungsmengen sind minimale Verunreinigungen mitraifdolekulargewicht von 57 kDa zu erkennen.

2.2.2.2 Massenspektrometrische Validierung der kovanten
Bindung irreversibler Inhibitoren an cSrc-Kinase

Zur Validierung der Identitat der exprimierten Riae und zur Uberprifung, ob die
verwendeten irreversiblen EGFR-Inhibitoren eine &eute Bindung mit der cSrc-
Kinase eingehen, wurden massenspektrometrischerduoteungen durchgefihrt. Zu-
satzlich sollte die Spezifitdt der Additionsreaktian das reaktive Cystein untersucht
werden, da kovalente Inhibitoren prinzipiell auchh anderen Cysteinen an der Protein-
oberflache reagieren kénnten.

Damit die Proben massenspektrometrisch untersuerdem konnten, musste zuerst
eine geeignete Aufarbeitungsmethode gefunden werdendie Proteinlésungen zu
entsalzen und um den Inhibitor nach definiertentefeiaus dem Protein-Inhibitor-
System zu eliminieren. Hierfir wurde eine Pipetpiae mit C-18-
Chromatografiematerial (Ziptff), Proteinentsalzungssaulen und Dialyse Reservoire
verwendet. Dabei resultierten mit den Dialyse Resiegn, die eigentlich fur die dialy-
severmittelte Proteinkristallisation entwickelt wdan, die sensitivsten Massendiagram-
me. Diese sind in Abbildung 12 dargestellt und erigas Apoenzym (A) und Kinase-
Inhibitor-Komplexe mit verschiedenen irreversiblemibitoren (B-D). Die ermittelten
Massen weichen nur maximal zwei Masseneinheitendesnberechneten Werten was
im Rahmen der Messungenauigkeiten liegt. Mehrfachfizeerungen waren nicht oder
nur sehr schwach zu erkennen.

Anhand dieser Untersuchungen konnte gezeigt werdass die Uberexprimierten
Kinasen den gewlnschten Konstruktlangen entspra¢hdierdem wurde die kovalen-

te Modifikation der cSrc-Kinase mit irreversible@ER-Inhibitoren bestatigt.
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Abbildung 12: Massenspektrometrische Analyse dec-&hase mit irreversiblen Inhibitoren. (A) Masse
des Apoenzyms. (B-D) Masse der cSrc-Kinase mit kemtagebundenem Inhibitor. Die spektrometrisch
ermittelten Massen liegen in den erwarteten Febteibhen.

2.2.2.3 Charakterisierung von reversiblen und irreersiblen
Inhibitoren mit aktivitatsbasierten Assaysystemen

Bislang konnte in der Arbeit gezeigt werden, dassversible Inhibitoren kovalent
an die cSrc-Kinase binden. Quantitative Aussagenijndder Regel mit Aktivitdtsmin-
derung der Kinase bestimmt werd&f° wurden hingegen noch nicht gemacht. Mitt-
lerweile gibt es hierfiir zahlreiche verschiedenenkerzielle Kinaseassa§yon de-
nen eine Reihe getestet wurden und in der Arbeigesiellt werden. Fir cSrc und
EGFR wurden der Z'lyte™-Assay von Invitrogen und BERF®-Assay von Cisbio
verwendet. Die Messung beruht auf der Detektion Plessphorylierungsgrades eines
Peptides durch die entsprechende Kinase. Um gaawgitAussagen uUber Inhibitoren
machen zu kénnen, bestimmt mansg@erte, die die halbmaximale inhibitorische
Konzentration darstellen und durch den Wendepuimidresemilogarithmisch aufgetra-
genen sigmoidalen Dosiswirkungskurve determiniémt.3" Die Herleitung und die
genaue Beschreibung desd®Vertes sind in Kapitel 5.3.2 dargestellt. Zur Vessung
von Inhibitoren missen die variablen ParameterAdssaysystems wie Enzymkonzent-

ration, ATP-Konzentration und Peptidkonzentratineafern optimiert werden, dass es
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zu einer direkten Abhangigkeit zwischen katalytesch Aktivitat und

Inhibitorkonzentration kommt (Kapitel 5.3.1). Didablierung des HTRF-Assays flur
cSrc-SM und -DM wird in diesem Kapitel im Detailiggielhaft fir alle weiteren etab-
lierten aktivitatsbasierten Assaysysteme aufgefihidie Beschreibung der

Assayparameter flr 12 weitere Kinasen und Mutafitelet sich in Kapitel 4.2.4.

2.2.2.3.1 Etablierung eines aktivitdtsbasierten Aags am Beispiel
von cSrc-SM und cSrc-DM mit HTRF

Die Etablierung eines aktivitatsbasierten Assaysyst zur Verwendung flr kg

Bestimmungen erfolgte in funf Schritten nach foldem Schema (Abbildung 13

2. Zeit- 4 Substrat-
abhangigkeit titration

+30 min
Reaktionszeit

*Hohe ATP-/
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+Optimierte Zeit
+Optimierte +Optimierte Zeit
Kinasekonzentration +Optimierte

+Optimierte
Parameter
1-4

+Optimierte
Kinasekonzentration

i +Hohe ATP-/ +Hohe Kinasekonzentration e
konzentfatlon Substratkonzentration Substratkonzentration *Hohe ATP- % ngtaltfms
1. Kinase- 3 ATP. Konzentration Streé}?alc']i’ din
titration Titration

Abbildung 13: Schematische Darstellung der Assdjietaing fur aktivitatsbasierte Kinaseassays. Blau
eingefasstes Feldainzupassender Parameter; schwarz eingefasst:sRealktionsbedingungen, mit de-
nen die Anpassungen durchgefiihrt wurden.

1. Kinasetitration

Da der IGo-Wert von der Kinasekonzentration abhéangig ist, seisbei der
Kinasetitration Konzentrationen gewéahlt werden, oie initialen Bereich der Satti-
gungskurve einer Kinasetitration liegen. Dadurch rdwi eine lineare
Dosiswirkungsabhangigkeit von Inhibitoren erreichtt hohe Konzentrationen flhren
zur Verminderung der Sensitivitat von hochaffinemibitoren und zu niedrige Kon-
zentrationen erniedrigen den dynamischen BereishAdsays und fuhren zu vermin-
derter Robustheit des gesamten Systems. Da Letfigralie Reproduzierbarkeit und
Genauigkeit von Bedeutung ist, wurden Kinasekomaénhen im oberen linearen Be-
reich einer Kinasetitrationskurve gewahlt. Dieggfiar die cSrc-SM bei 0,18 ng/uL und
fur die cSrc-DM bei 0,07 ng/puL (Abbildung 14).
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Abbildung 14: HTRF-Assay Kinasetitration (A) undr€tikexperiment (B) mit cSrc-SM und -DM. Die
cSrc-DM ist aktiver als die cSrc-SM.

2. Zeitabhangigkeit

Auch die Reaktionszeit der Peptidphosphorylieruaghd die Kinase sollte bei ¥g
Bestimmungen im linearen Bereich einer kinetiscBéttigungskurve liegen, damit die
Reaktion im Flie3gleichgewicht vorliegt. Hier wurfi&r cSrc-SM eine Reaktionszeit

von 30 min und far cSrc-DM eine Reaktionszeit véniin gewabhilt.

3. ATP- und 4. Peptidkonzentration

Nach Optimierung der Kinasekonzentration sowieRieaktionszeit anhand des ini-
tialen Bereiches einer entsprechenden Titration demr die ATP- und
Peptidkonzentrationen angepasst. Diese entspradéienjeweiligen lg-Wert, da an
diesem Punkt die aktiven Zentren halbmaximal mivsdat beziehungsweise ATP be-
setzt sind. Somit kdnnen ATP-kompetitive Inhibitoerfasst werden und werden nicht
durch zu hohe ATP-Konzentrationen vom aktiven dentwverdrangt. Um die Mdglich-
keit der Bindung von peptidkompetitiven Inhibitoreitht auszuschlie3en, wurde auch

die Peptidkonzentration dem,KWVert angepasst.
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Abbildung 15:K-Bestimmung zur Anpassung der optimalen ATP- ungtiBleonzentration fur den
HTRF-Assay. (A) Der K-Wert der cSrc-SM fir ATP lag bei 15,6 uM und f@rc-DM bei 0,81 uM. (B)
Der K-Wert fur das Peptid betrug 0,152 uM fur cSrc-SM 008 uM fiir cSrc-DM.

5. Biotin/Streptavidin-Verhaltnis

Zur Erzielung eines optimalen Signal-Rausch-Verfigdes wurde das spezifische
Signal in Bezug auf das Biotin/Streptavidin-Verhatuntersucht. Streptavidin ist mit
dem Fluorophor XL665 konjugiert und bindet an Biptiwelches an das zu
phosphorylierende Peptid konjugiert ist. Der Wess dpezifischen Signals ergibt sich
aus dem Quotienten der bei einer Wellenlange vdnn®6 und 620 nm gemessenen
Fluoreszenzeinheiten unter Bertcksichtigung dertr8ktion des Hintergrundsignales.
Bei den Versuchen stellte sich heraus, dass damBteptavidin-Verhaltnis von 1/4
das beste Signal-Rausch-Verhaltnis zeigte. Es wdedaufhin fur alle weiteren Ve-

rmessungen verwendet.
14000 -

1/2 1/4 1/8
Verhéltnis Biotin/Streptavidin

Abbildung 16: Biotin/Streptavidin-Optimierung

Anhand der optimierten Assay-Parameter konnteg-Bestimmungen durchgefihrt
werden. Im Folgenden werden zwei Projekte diskiytiér die diese von Bedeutung
waren. In einem der Projekte wurde der Bindungs@aeisimus von irreversiblen Inhibi-
toren an die arzneistoffresistente EGFR-Mutantensaotht. In einem weiteren Projekt

ging es um eine Studie, in der verschiedene EGHibioren, vor allem irreversible
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Inhibitoren, in 80 NSCLC-Zelllinien getestet wurdddie biochemische Untersuchung
dieser Inhibitoren wurde zur Ableitung von Struktkirvitdtsbeziehungen sowie zum

Vergleich von biochemischen und zellbasierten Adagultaten verwendet.

2.2.2.3.2 1GgBestimmung von irreversiblen und reversiblen
Inhibitoren der EGFR- und der cSrc-Kinase

Nach Etablierung des aktivitatsbasierten Kinasgayséems konnte die
inhibitorische Aktivitat einzelner Verbindungen gessen werden. Da irreversible Ver-
bindungen eine zeitabhangige Inhibition zeigen,dsuin jedem Experiment die Ver-
bindung mit der Kinase eine Stunde prainkubientobelie Kinasereaktion durch Zuga-
be von ATP und Peptid gestartet wurde (vergleicheitel 2.2.2.6). Die Experimente
dienten zur Uberpriifung der Robustheit und Repriedbarkeit des Assaysystems und
wurden mit aus der Literatur bekannten sowie mit gder AG Rauh neu synthetisierten
Inhibitoren durchgefuhrt. Ausserdem wurde die Iittobh von cSrc und EGFR durch

verschiedene Inhibitoren verglichen.

N_o
. N Q » NN J
. "5
oy ey Yy, \; WY W
1 2 3 4 5 6 7
Inhibitor cSrc-SM cSrc-DM
1 6400 £ 550 > 50000
2 340+ 170 2800 £ 410
3 541 14400 + 2000
4 340 + 30 8100 £ 500
5 236 + 57 5710 £+ 3000
6 8400 £ 3100 > 50000
7 71+12 9000 £ 1900
8 6+4 1+0,02

Tabelle 1:1Csy-Werte bekannter cSrc-Inhibitoren und Chinazolibiedungen.
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Alle getesteten Verbindungen sind ATP-kompetitivgp-T-Inhibitoren und binden
an die Scharnierregion der ATP-Bindungstasche.lithiéitoren2, 3, 4 und5 enthalten
einen Michael-Akzeptor in der sich in 6-Stellungfibélichen Amidseitenkette des
Chinazolingertistes (Tabelle 1). Diese Substanzedebi irreversibel an C345 in cSrc
und an C797 in EGFR. Die VerbindungériPP1) und8 (Staurosporin) sind bekannte
Inhibitoren der cSrc-Kinase und werden nur fir emschaftliche Zwecke genutzt, da
diese als Arzneistoffe zu toxisch warén’ Es wurde gezeigt, daZsesser an Kinasen
mit kleinem Tlrsteher bindet als an Kinasen mitf3gm, sterisch anspruchsvollem Tir-
steher. Diese Tendenz spiegelte sich auch beirdiessuchsreihe wieder. Verbindung
7 hat 10-fach affiner an cSrc-DM als an cSrc-SM gelan (Tabelle 1). Das antimikro-
bielle Alkaloid Staurosporin austreptomyces staurosporegs ein aul3erst unselektiver
Kinaseinhibitor’”>®’ Das Alkaloid bindet an cSrc-DM besser als an dB&ceéSM
(Tabelle 1). Dies ist darauf zurtckzufiuhren, desmsgid3ere Tursteher den Lactamring
von Staurosporin, der an die Scharnierregion bjrakstser koordiniert als der kleinere
Tursteher. Dies fiihrt zu einer besseren Ausbilddeg hydrophoben Interaktionéh.
Weitere Ergebnisse zeigten, dass die irreversilnkibitoren2-5 eine nanomolare Af-
finitat in der cSrc-SM und eine mikromolare Affi@itin der cSrc-DM hatten. Der Ver-
lust der Affinitat ist durch die sterische Hindegudes grof3en Tirsteherrestes (Kapitel
1.2) sowie der héheren ATP-Affinitat (Kapitel 2.52in der wirkstoffresistenten Vari-
ante erklarbar. Vergleicht man die Inhibition deerbindungerg-5, die sich nur in den
elektrophilen Substituenten unterscheiden, zewt, gdass InhibitoB am wirksamsten
ist. Dennoch besitzt auch dieser keine hohere Adfimn der cSrc-DM. Die reversiblen

Chinazolinel und6 sind nur sehr schwache Inhibitoren fiir die cSmase.
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Biochemische Validierung der cSrc-Kinase als Maysliem fir EGFR

HN/@Br R= 2 \TW Y HNQ\

RTH Ly o O i
) 7 , 2 s o~ AL
Kinase IC_ [nM]
1 2 3 Erlotinib
EGFR 0,08 +£ 0,04 0,22 +0,13 0,43 +0,22 3,60 + 2,50
EGFR-T790M 1,20 +0,44 3,00£1,80 360 + 260 260 + 80,0
cSrc-SM 340 +£170 236 £57,0 6400 + 550 990 + 7,80
cSrc-DM 2800 + 410 5710 £ 3000 > 50000 4800 + 660

Tabelle 2: IGy-Bestimmung verschiedener Chinazolinderivate irce8nd EGFR-Mutanten

Die ICso-Bestimmungen aus Tabelle 2 dienten zum Vergleieh Idhibition von
EGFR und cSrc mit Chinazolinen sowie zur Validigraier cSrc-Kinase als Modellsys-
tem fur EGFR. Idealerweise sollten die;¢®Verte ahnlich sein, oder zumindest sollten
die Trends der Inhibition unterschiedlicher Verhinden in EGFR und cSrc Uberein-
stimmen. Erlotinib fungierte als Kontrollinhibitoda fiir diesen I6g-Werte publiziert
worden warerl? Die gemessenen Werte stimmten mit den publiziaftenten tiberein.
Die Trends der Inhibitoren lagen im gleichen Grdsgrich, allerdings waren die Inhi-
bitionswerte der cSrc-Kinase um ein Vielfaches né@ie bei EGFR, was cSrc als Mo-

dellsystem flr EGFR etwas einschrénkte.

2.2.2.3.3 Profilierung irreversibler EGFR-Inhibitoren gegen 80
NSCLC-Zelllinien mit biochemischer Validierung

Aus der Literatur ist bekannt, dass auch die im&éen Inhibitoren, das heildt, die
Verbindungen, die die Turstehermutation biochemidotrwinden kénnen, keinen aus-
reichenden Effekt in der Klinik gezeigt haben, wedre T790M-Mutation vor-
lag.”?1%°1%n einer Profilierungsstudie wurden 19 in der Atbgruppe Rauh syntheti-
sierte sowie einige kommerziell erhaltliche EGFRilitoren in 80 genetisch definier-
ten NSCLC-Zelllinien untersucht. Diese Analyse teollum einen Aufschluss dartber
geben, welche NSCLC-Mutationen von EGFR-Inhibitoireder Zelle erfolgreich inhi-
biert werden kdnnen und zum anderen sollten dukelVdlzahl der getesteten Verbin-

" Erlotinib und Lapatinib wurden aus Tabletten ehigst und aufgereinigt (siehe Kapitel 5.2.9).
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dungen Einblicke dariber gewonnen werden, welchkekitfragmente fir die Enzym-
hemmung entscheidend sind. Zur Validierung wurdgejenhibitor biochemisch mit
dem HTRF-Assay auf Inhibition der klinisch relevemtEGFR-L858R und EGFR-
L858R/T790M-Mutanten getestet. Die Profilierungg#tuergab, dass jeder EGFR-
Inhibitor die Zelllinien ohne Turstehermutation digmmen kann. Allerdings waren die
irreversiblen Inhibitoren den reversiblen tberlegBai Zelllinien, die zusatzlich eine

T790M-Mutation trugen, kam es bei allen Inhibitoram einer drastischen Aktivitats-
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IC50in NM
Inhibitor EGFR-L858R/
EGFR-wt EGFR-L858R
T790M
BIBW-2992 <1 <1 <1
Dasatinib 30 £10 11 +15 19000 +21000
Erlotinib <1 <1 90+37
Lapatinib 1,2 +0,9 11 +7,5 19000 +9900
PD168393 <1 <1 <1
RL2 <1 <1 1,7+14
RL3 <1 <1 94+3
RL6 <1 <1 1000 +£1300
RL7 <1 <1 190 +69
RL10 <1 <1 15 +8
RL11 2,005 <1 314
RL12 10 +3 <1 14 +6
RL13 1,9 +0,6 <1 18 +10
RL14 <1 <1 <1
RL20 <1 <1 6,5 +3,6
RL23 <1 <1 3,216
RL25 16 +6 2,81£2,6 520 +280
RL45 122 +24 57,4 £40 725 +420
RL49 4400 £1130 20 £25 406 £166
RL50 1,7 +0,5 <1 130 +16
RL51 7350 +1050 57 £30 > 50000
RL58 <1 <1 170 £37

Tabelle 3 ICsg-Bestimmungen der in der Profilierungsstudie eieggsn Inhibitoren EGFR-L858R und
EGFR-L858R/T790M. Die Igg-Werte sind Mittelwerte aus mindestens drei Wiedknhgen, die jeweils

in Zweifachbestimmung generiert wurden. Die in &rukturen blau markierten Bereiche stellen die zur
Ausbildung der kovalenten Bindung dienenden reekti@ruppen dar. Die orange gezeichneten Gruppen
binden in die allosterische Bindungstasche der $gén®ie 1G-Werte fir EGFRat wurden von Dr. H.
Rode bestimmt.

Es ist bekannt, dass BIBW2992 mit der Seitenke{t@irhethylamino)butanamid In-
teraktionen mit D800 auRerhalb der Scharnierregingehen kanf®® Eine interessante
Fragestellung war in diesem Fall, ob der reversiblebitor RL58 besser bindet als
andere Inhibitoren und durch Interaktionen mit D8d0glicherweise ahnlich wirksam

wie sein irreversibles Analogon BIBW2992 ist. Estiaéigte sich, dass RL58 circa funf
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Mal potenter war als der reversible Inhibitor Erdi. Jedoch war RL58 deutlich
schwacher wirksam als BIBW2992. Das bedeutet, dassreversible Bindung wesent-
lich zur inhibitorische Wirkung beitragt. Auf deué&he nach potenten Inhibitoren fur
Zelllinien mit Turstehermutationen wurde die Zw&®@mnbination von dem irreversib-
len Inhibitor BIBW2992 mit jeweils einem der Inhibien MEK-Inhibitor
(PD0325901), PI3K/mTor-Inhibitor (P1-103) oder deBnc-Inhibitor Dasatinib unter-
sucht. MEK, PI3K und Src sind nachgeschaltete $igoteine, die einen wesentlichen
Einfluss auf die EGFR-Signaltransduktion habenstefite sich heraus, dass die Kom-
bination von BIBW2992 mit dem PI3K/mTor-Inhibitod-P03 auch bei Verwendung
von therapeutisch anwendbaren Dosen einen signtékaEffekt hatte. Die Kombinati-
on mit den anderen Kinaseinhibitoren war nicht lgrisich.”> Somit scheint die Resis-
tenzumgehung mit einer Kombinationsbehandlung weei ZStoffen, die in dieselbe
Signalkaskade eingreifen, eine erfolgsversprechditsgapie zu sein. Ahnliches ver-
sucht man auch bei Arzneistoffresistenzen der B®RKinase'®? Einen alternativen
Ansatz zur Uberwindung der Tirstehermutanten in E®BEben Zhowet al gewahlt.
Hierbei wurden irreversible Inhibitoren entwickelie auf3erhalb der hydrophoben Ta-
sche binden und somit nicht mit T790M in Kontaktkoen'®?

Die biochemischen I&-Untersuchungen wurden zur Uberpriifung und Validigr
von EGFR-Inhibition durchgefiihrt. In Tabelle 3 wiggzeigt, dass alle in der Studie
getesteten Verbindungen eine Inhibition der EGFRake zeigen. Es stellte sich her-
aus, dass die meisten Verbindungen die L858R-Aktimigsmutante sehr wirksam
hemmen. Weiterhin konnte belegt werden, dass devdarsiblen EGFR-Inhibitoren
auch wirksam die Turstehermutante gehemmt hab&rasEveniger wirksam waren die
reversiblen Analoga. Mit diesem aktivitatsbasierfeasaysystem liel3 sich keine diffe-
renzierte Aussage Uber die Inhibition unterhallkegiiGyWertes von 1 nM machen.
Limitierender Faktor war hierbei die Enzymkonzetitna, da es bei sehr affinen Ver-
bindungen anstelle einer wirkungsabhangigen Inbibitzu einer Titration der
Kinasekonzentration kommt (Kapitel 2.2.2.6).

Die Begrundung fur die grof3e Diskrepanz zwischethpotenter biochemischer In-
hibition und nur schwacher Inhibition in zellular&ystemen ist noch nicht aufgeklart
worden. Es ist mdglich, dass in dem sehr komplgulrerten membranstandigen EGF-
Rezeptor weitere Konformationsdnderungen durch Tdiestehermutation verursacht

werden, die noch nicht entdeckt wurden.
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22.2.4 Strukturbiologische Betrachtung der Resistzumgehung
mittels irreversibler Inhibitoren

In den vorhergehenden Kapiteln wurde gezeigt, dasgersible Inhibitoren in der
Lage sind, auch wirkstoffresistente Mutanten zu mem Unklar war allerdings, wie
genau diese Inhibitoren die Resistenzmutation uergdidnnen, da es auch bei irrever-
siblen Inhibitoren zu einer sterischen Hinderungsetven dem Chinazolin-Inhibitor
und der sterisch anspruchsvollen Seitenkette destéers kommen muss. In der AG
Rauh wurde angenommen, dass der Inhibitor entwenher Konformationsanderung
eingeht, durch die er sich vom Methionin entferdedass sich die Seitenkette des
Methionins aus der Bindungstasche wegdreht, sod@ss$nhibitor in seiner Bindung
nicht mehr beeintrachtigt wird. Um diese Frage eartiworten, wurden strukturbiolo-
gische Untersuchungen verschiedener Protein-laniBiomplexe durchgefiihrt. Hierzu
diente wiederum die cSrc als Modell fir EGFR (si&lapitel 2.2.2.1). Die Struktur der
cSrc-DM im Komplex mit dem irreversiblen Inhibit®L3 lieferte dabei einen wichti-
gen Einblick, wie irreversible Chinazolininhibitorean die Turstehermutante binden
(Abbildung 17)% Uber eine Michael-Addition bildet der Inhibitormei kovalente Bin-
dung mit C345 unterhalb der Scharnierregion deakénaus. Zusatzlich interagiert die-
ser Uber eine Wasserstoffbriickenbindung mit denk&at von M341 im Zentrum der
Scharnierregion. An dieser Position werden sowehlder cSrc-Kinase als auch in vie-
len anderen Kinasen Interaktionen Uber Wasserstafflenbindungen mit
Kinaseinhibitoren eingegangen. Eine UberlagerungPdeteinkristallstruktur von cSrc-
SM mit cSrc-DM im Komplex mit einem irreversiblemhiibitor Iasst erkennen, dass das
Methionin der Apo-Form mit dem irreversiblen Inhdyi kollidiert (Abbildung 17).
Ferner wird durch die Struktur gezeigt, dass dbibitor eine Konformation stabilisiert,
in der sich die raumeinnehmende Methionin-Seitdekatis dem hydrophoben Bereich
herausdreht. Dadurch hat der Inhibitor gentigentkz Pila der Scharnierregion und im

durch den Tursteher kontrollierten hydrophoben Béreu binderf®
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Abbildung 17: Uberlagerung der Proteinkristallsturkder cSrc-DM (rosa) im Komplex mit RL3 (rosa)
und der cSrc-DM Apo-Form (blau) im Bereich des Teiners M345 (PDB-Eintrage 2@faund 2QQ%).
Der irreversible Chinazolininhibitor geht eine kéate Bindung mit C345 ein und bildet mit N1 des
Chinazolingeristes eine Wasserstoffbriicke zu M83#er Scharnierregion. Im Vergleich zur Apo-Form
der cSrc-DM ist der Methionin-Tirsteher nach au§edreht (Pfeil).

Diese spezielle Konformation ist energetisch unggnsveshalb die 16-Werte der
Turstehermutante héher sind, als in EGKRoder cSrc-SM (Kapitel 2.2.2.2). Da rever-
sible Inhibitoren diese Konformation nicht perman&abilisieren kbnnen, ist der Ener-
gieaufwand zur Bindung an die Scharnierregion h@tebei irreversiblen Inhibitoren,
was sich auch in den Inhibitionswerten widerspiegeie konformelle Anderung der
Methionin-Seitenkette wurde auch in weiteren Pridestallstrukturen von anderen
Arbeitsgruppen beobachtet oder postufigft:°In Abbildung 18A wird die Protein-
kristallstruktur von EGFR-T790M als Apo-Form Ubeeat mit EGFRwt im Komplex
mit dem irreversiblen Inhibitor HKI-272 gezeigt. eiKristallstruktur von EGFR-
T790M im Komplex mit HKI-272 ist in Abbildung 18Bbagebildet. Auch hier wird
deutlich, dass der Inhibitor mit der raumeinnehnegndminosdure Methionin der
EGFR-Apoform kollidiert. Der Inhibitor verschaffich Platz, indem er die Seitenkette

des Methionins in eine Position aulRerhalb der Bigdvegion drangt.
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Abbildung 18: (A) Uberlagerung von EGFR-T790M Apokfa (rot) und EGFR-T790M im Komplex mit
HKI-272 (grau, PDB-Eintrag 2JFf). (B) EGFR-T790M im Komplex mit HKI-272 (PDB-Eirtg
2JIV®Y). Der Inhibitor stabilisiert wie in der cSrc-Kirmgine Konformation, in der das Methionin von der
Bindungsregion weggedreht ist.

Allerdings wird in der Literatur diese sterischendieérung nicht als Grund fir die bei
den reversiblen Inhibitoren beobachtete Wirkstsig®enz gesehen. Vielmehr machen

11 eine erhohte Affinitat zu ATP und die damit verdane verstarkte Konkur-

Yuneta
renz zwischen ATP und Inhibitor um die Bindung am khtalytische Doméane verant-
wortlich. Um diese kontroversen Ansichten zur Resizentwicklung nédher zu beleuch-
ten, wurden Aktivitatsstudien mit unterschiedlichdntanten durchgefiihrt (vergleiche
Kapitel 2.2.2.5). AuRerdem wurde ein Assaysystertwiekelt, mit dem der direkte
Einfluss der Tursteher-Aminoséaure auf die Affinit&eversibler Inhibitoren detektiert

werden konnte (vergleiche Kapitel 2.2.2.7).

2.2.2.5 Katalytische Parameter der cSrc- und EGFR-Kase

Entartete Zellproliferation entsteht haufig durclit&tionen, die die katalytische Ak-
tivitat von Enzymen erhohen. Da auch Kinasen di¢d#nomen zeigen, wurden die
Methionin-TUrstehermutanten auf erhdohte Aktivitditarsucht, da zum Zeitpunkt der
Durchfiihrung noch keine Ergebnisse hierzu verdlifghit worden waren. Es wurden
die Parameter | Kearund ka/Km fur die beiden Varianten EGRR und T790M sowie
cSrc-SM und cSrc-DM bestimmt. DerVert ist ein Mal3 fur die Affinitat eines Sub-
strates an das Enzym. Die Wechselzahldeschreibt die Geschwindigkeitsrate, mit der

im Falle von Kinasen die Phosphatgruppe Ubertragieth. Beide Parameter sind fur
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den enzymatischen Umsatz ausschlaggebend, weslral®harakterisierung eines En-
zyms die katalytische Effizienz4{K,, angegeben wird.

Kinase K ATP(M) Keat (S€CY) Keaf Km (5€E*UM™)
cSrc-SM 25+3 0,042 0,00184
cSrc-DM 5+15 0,272 0,05891
EGFR wt 4+£1,3 0,251 6,85E-05

EGFR-T790M 0,50 £ 0,07 0,051 1,34E-4

Tabelle 4: Katalytische Parameter von cSrc- und E®&futanten zur Untersuchung des Einflusses der
Turstehermutation auf die Kinaseaktivitat.

Die Affinitat von ATP war bei beiden Turstehermutmim Vergleich zu EGFRit
beziehungsweise cSrc-SM um ein Funf- bis Siebeefdrhoht. Die Geschwindig-
keitskonstante d: war nur bei der cSrc-Kinase erhoht und bei der E®lhase ernied-
rigt. Die katalytische Effizienz k/K, war auch bei beiden Tirstehermutanten erhoht,
jedoch wesentlich starker ausgepragt bei der c8rage. AulRerdem konnte bestatigt
werden, dass die Turstehermutation keinen stededimgten negativen Einfluss auf die
Bindungsaffinitdt von ATP hat, sondern dass diesfalrermutation die katalytische
Aktivitat der Kinase signifikant steigert. AhnliclBeobachtung haben Azamn al®® fiir
EGFR und andere Tyrosinkinasen gemacht. Sie koredagen, dass die sterisch an-
spruchsvolle Turstehermutante, meist Methionin ddeleucin, ein aus Aminosauren
bestehendes Riickgfat®* %" stabilisiert, die in direktem Kontakt miteinandgtehen
und den N- und C-terminalen Bereich der katalygscibomane verknipfen. Dieses
vorwiegend aus hydrophoben Aminosauren besteheidkgrRat (Leucin, Methionin,
Phenylalanin und Histidin) beglnstigt wiederum dabilisierung einer aktiven
Kinasekonformation. Folglich kommt es zu einem étbd katalytischen Umsatz. Die
verstarkte Aktivierung ist besonders ausgepraghmaie T790M-Mutation ircis mit
einer weiteren Aktivierungsmutation, zum Beispial aer L858R-Mutante und oder
der Deletion E746/A750, einhergéfit:'**Eine erhéhte Affinitat von ATP in Anwesen-
heit einer zuséatzlichen Aktivierungsmutation konatech in biochemischen Untersu-
chungen festgestellt werden. Die mit dem HTRF-Assamittelten K,-Werte fur
EGFR-L858R ergaben 4452,3 uM und fur EGFR-L858R/T790M 0,88),31uM.

Mit den in Tabelle 4 dargestellten Ergebnissen kergezeigt werden, dass es bei

arzneistoffresistenten Mutanten zu einer Erhohuag kdhtalytischen Kinaseaktivitat
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kommt. Dieses tragt dazu bei, das die Affinitat vemersiblen Inhibitoren gegentber

den Tilrstehermutanten wesentlich vermindert ist.

2.2.2.6 Zeitabhangige Inhibition von irreversibleninhibitoren

Bislang wurde in der Arbeit die Inhibitionsstarkenvirreversiblen Inhibitoren mit-
tels 1Go-Messungen bestimmt. Da die Inhibition zeitabhanerfplgt, musste eine
Prainkubationszeit von einer Stunde eingehalterdeverWie spéter gezeigt wird, las-
sen sich die Inhibitionseigenschaften dieser Vehgen damit nur approximativ be-
schreiben. Um irreversible Inhibitoren nun genaciearakterisieren zu koénnen, ist es
unerlasslich, deren kinetischen Eigenschaften tersucchen. Dazu wurden verschiede-
ne Inhibitionstests durchgefiihrt, welche im Folgemdetailliert beschrieben sind.
Hierzu gehort digkinac/Ki-Bestimmung nach Kitet al!*® die Bestimmung vornact
und K Uber zeitabhéngige ¥gBestimmungeh’ sowie die Detektion der [Inhibitor-
Enzym]-Komplexbildung mittels intrinsischer Fluozesz von irreversiblen Inhibito-
ren. Bevor auf die einzelnen Bestimmungsmethodegegiangen wird, soll zunachst

die Bindungskinetik irreversibler Inhibitoren geeaerlautert werden.

Bindungskinetik irreversibler Inhibitoren

Irreversible Inhibitoren folgen einem zeitabhangidg@ndungsmechanismus, der in
zwei Stufen ablauft. Die Inhibition beginnt mit emreversiblen Anlagerung des Ligan-
den Uber Wasserstoffbriickenbindungen und Van-dealsAWechselwirkungen an die
Bindungstasche des Enzyms (Komplex [EIBefindet sich die reaktive Gruppe des
Inhibitors in einer geometrisch glunstigen Lage mem reaktiven Aminosaurerest, er-
folgt die Ausbildung der kovalenten Bindung (Kompl&l];), die gleichzeitig der ge-
schwindigkeitsbestimmende Schritt der Reaktion ist

Aufgrund der irreversiblen Komplexbildung von Inhdy (1) und Enzym (E) werden
beide Spezies dem Flie3gleichgewicht entzogen. @hdsinkt die Konzentration an
aktivem Enzym stetig. Der Vorgang folgt einer Reakizweiter Ordnungk(reprasen-
tiert die Geschwindigkeitskonstante der irreveesidKomplexbildung).

d[EI d[E d[1
p=-T= S8 Ak [E] * (1] (1)
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Liegt der Inhibitor wie in vielen Assaysystemen lberschuss vor, erfolgt die
Komplexbildung nach Reaktion pseudo-erster Ordrwmdyist damit nur noch von der

Enzymkonzentration (E) und der Geschwindigkeitskamtgn abhangig.

U:'%:kJrl*[I]*[E] :k+1'*[E] (2)

Inhibitor-Enzym-Komplexformierung

Fur irreversible Inhibitoren kann die Geschwindigjk@’) der Inhibitor-Enzym-
Komplexbildung in Abhangigkeit der Zeit (t) anhafdigender Gleichung beschrieben

werden:
v = e Fn™t (3)
Im Gegensatz zlana, Mit der die maximale Geschwindigkeitsrate ausgedrwird,

beschreibtk,,s die Geschwindigkeitsrate der [EHQomplexbildung fur eine gegebene

Inhibitorkonzentrationkypssetzt sich zusammen aus:

kl’naa‘
kobs— <1+%> (4)

Ersetzt man in Gleichung (3) die Geschwindigke)tdegen den Anteil an aktivem En-

zym [EJ/[E]o, lautet die Formel:

B (et
[Elo eXp( 1+E> ()

Bei semi-logarithmischer Auftragung ergibt sich esitineare Abhangigkeit von der

Konzentration an aktivem Enzym und dem Té(R,..; )/(1+Ki/[1]).
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Abbildung 19:Grafische Darstellung (A) der logarithmischen Faten Gleichung 5 (B) zur Bestimmung
von Kinace

Die Gleichung (3) dient als Grundlage fur die Détakvon irreversiblen Inhibitoren
mit dem fluoreszenzbasierten Chinazolin-Assay (k&@.2.2.7). Aus der Formel ist zu
entnehmen, dass fir die irreversible Bindung diensble Affinitatskonstante kund
die Inhibitorkonzentration ebenso entscheidend sireddie Geschwindigkeitskonstante
(Kinac) UNd die Zeit (t).

Bestimmung der inhibitorischen Potenz

Methodenentwicklungen zur Charakterisierung voeviersiblen Inhibitoren wurden
intensiv fur Toxizitatsstudien bei CytochronasPEnzymen durchgefiihtt?!Kitz et
al.™® haben hierfiir die inhibitorische Potenz/Kfac) eingefilhrt, welche tber die re-
versible Affinitdtskonstante iKund die Geschwindigkeitsrate,,.; ermittelt werden
kann, indem diese ins Verhaltnis zueinander gesetrtlen. Aquivalent der katalyti-
schen Effizienz K../Ky) einer enzymkatalysierten Reaktion verwendet mam d
inhibitorische Potenzkac/K;) zur Einordnung der Effizienz von irreversiblerhiloito-
ren’** Zur Bestimmung vonkinae und K wird zunéchstkes fir verschiedene
Inhibitorkonzentrationen mit der Gleichung E €*°*Y] bestimmt. Tragt man an-
schliel3endk,ps gegen die dazu gehdrende Inhibitorkonzentratidnsauergibt sich eine
hyperbole Kurve, deren maximaler y-Achsenabschqiis; darstellt. K wird durch die
Inhibitorkonzentration béin,c/2 bestimmt (Abbildung 20).
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1 kom 1

Inhibitorkonzentration [I]

Abbildung 20:Grafische Bestimmung der inhibitorischen Potenaiffii von K; undki,act.

Diese Methode wurde intensiv mit dem Onfhisssay untersucht. Durch die starke

Eigenfluoreszenz einiger irreversibler Inhibitorear eine Auswertung nicht méglich.

Bestimmung vonkc: und K Gber zeitabhangige Kg-Werte

> [ESl, S E+P

k

TER L [E), e (e
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[E]+[S]+ 1]

Abbildung 21:Reaktionsschema der Produktformation einer enzyahksierten Reaktion in Anwesen-
heit eines irreversiblen Inhibitors.

Abbildung 21 zeigt das Reaktionsschema zur Infubiter Produktformation mit ir-
reversiblen Inhibitoren. Das Enzym [E] und das $uab$S] haben eine spezifische Af-
finitdt zueinander und bilden einen [Enzym-Sub$tamplex [ES]. Dieser Vorgang
ist reversibel und wird durch die Gleichgewichtséamte K, beschrieben. Aus dem
[ES]-Komplex entstehen anschlieBend mit der Geschwkedid.,; das Produkt (P)
und das Enzym [E] das fur den néachsten Katalysezyklus zur Verflugstet. In An-
wesenheit eines irreversiblen Inhibitors bildethsicun parallel dazu ein Enzym-
Inhibitor-Komplex [ElL. Die Affinitdt von Enzym und Inhibitor [I] diesereversiblen
Komplexformation wird durch die Geschwindigkeitsktante K bestimmt. Die Ge-
schwindigkeit der nachfolgenden irreversiblen Inagtung des Enzyms durch den
Inhibitor wird mithilfe vonki,c ausgedruckt.

Die Geschwindigkeit der Produktbildung Mwvird nach Michaelis-Menten mit fol-

gender Gleichung beschrieben:
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d Vimax'[S]
Vo(t) = m Po (1) =

t K t[S] ©)

Po= Produkt

Vmax= maximale Geschwindigkeit

S = Substrat

Durch die zeitabhangige Inaktivierung des Enzymseladie Gleichung in Anwesenheit

von irreversiblen Inhibitoren (1):

d Vinax(t):[S
Vi) = P () =— @

t Kn(1+E)+[S]

P, = Produktinhibition

Aufgrund der zeitabhéangigen Verringerung der totéinzymkonzentration nimmt
auch die Maximalgeschwindigkeit,¥x mit der Zeit ab, da Maxt) = Kinact * [E] *(t) ist.
Unter Betrachtung der Inhibitionsgleichung nach i@hend Prusoff®

ICso= Ki (1+1J) 6)

sowie der Michaelis-Menten-Gleichung unter Bertchk&iung irreversibler Inhibitoren
kann der IG-Wert auch folgendermaRen ausgedriickt wetd®n:

ICso (1) :( K )(1+[S])*0,693 ©)

]{iHZCf*t Km

Somit gehen sowohl die zeitliche Anderung von Vraxauch die reversible Inhibi-
tionskonstante (Ki) und die Inhibitorkonzentratioit in die Gleichung ein. Vmax ist in
diesem Fall zeitabhéangig, da er von dem Anteil ktiveam Enzym (Ecat) abhangig ist
(Vmax = kcat * Ecat), das sukzessive dem Reaktiendggewicht entzogen wird.

Abbildung 22 zeigt experimentell bestimmte IC50-Yeeaireier irreversibler Inhibi-
toren in Abhangigkeit der Inkubationszeit. Nach mtisndiger Inkubation zeigen allen
Inhibitoren deutlich erniedrigte IC50-Werte. Diesésrfahren lieferte aber beim Test
mehrerer Inhibitoren nur schlecht reproduzierbarertd/ sodass auch diese Methode

nicht fur die Charakterisierung irreversibler Inkdlben verwendet werden konnte.
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Abbildung 22: Zeitabhéngige Inhibition der cSrc-Shit irreversiblen Inhibitoren. Jeder Datenpunkt
entspricht dem Mittelwert aus drei unabhéngigendvagen.

Erfolgreich zur Charakterisierung irreversibler iitoren war hingegen die direkte
Messung der Inhibitor-Kinase-Komplexformierung, deKapitel 2.2.2.7 ausfuhrlich
beschrieben wird. Als Anmerkung sei an dieser &tglisagt, dass kinetisch betrachtet
die in Kapitel 2.2.2.3 aufgefiihrten d&Bestimmungen theoretisch nicht korrekt sind,
da die Langmuirsche Adsorptionsisotherme, die alsiBflr 1G,-Bestimmungen dient,
ein Fliel3gleichgewicht zweier Reaktanden voraussetzlches bei irreversibler Bin-
dung von Inhibitoren an ein Protein nicht vorhandgn Jedoch werden diese in der
Praxis als hilfreiches Instrument zur Charakternisig irreversibler Inhibitoren einge-
setzt. Dabei sind allerdings zwei wesentliche Dingéerucksichtigen. Zum einen soll-
te man Inhibitoren nur vergleichen, wenn gleichkulrationszeiten sowie identische
Enzym- und Substratkonzentrationen verwendet wurdem anderen lassen sich bei
sehr potenten Inhibitoren im picomolaren Bereiclinéesigmoidalen Kurven nach
Klotz*” generieren, da es zu einer reinen, auf Enzym#itibasierenden Titration der
Kinase kommt (Abbildung 23).

Titration der enzymatisch aktiven Kinase (actie stration)

Theoretisch genlgt ein einziges potentesversibles Inhibitormolekil, um ein En-
zymmolekll dauerhaft zu inaktivieren. Titriert mdas Enzym mit solch einem Inhibi-
tor, so sollte sich die Konzentration an aktivenzyin aus dem Lot des Schnittpunktes
der Tangenten einer Enzymititration ergeben, bei dler Enzymaktivitat gegen die
Inhibitorkonzentration aufgetragen ist (Abbildurg)2
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Abbildung 23 Diagramm einer typischen Enzymtitration mit ein@neversiblen Inhibitor zur Beim-
mung der Konzentration an katalytisch aktivem Enz

In der Praxis lasssich diese Titration auch mit potenten reversiblehibitoren
durchfuhren, da der so erhalteneg-Wert direkt von der Enzymkonzentration [Eb-
hangig ist.

ICs0= "2 [E] * Ki (10)

Zur Bestimmung der Wechselzek.,; wurde der Gehalt an aktiver kase mit der be-
schriebenen Enzymtitrationen durchgefihrt (Kagt@l25).

2.2.2.7 Assayentwicklung zur Charakterisierung von irreversblen
Inhibitoren

In Kapitel 2.2.2.6nurde beschrieben, dass die auf der Langmuirsclisoftiors-
isotherme basierende §&Bestimmung als Mal3 der Inhibitionsstarke zur Chizeradie-
rung von Liganden dient. Dies setzt allerdings usralass ein Gleichgewicht zwisct
freiem Ligand und dem Liga-ProteinKomplex vorliegt, was jedoch bei einem la-
lenten Inhibitor nicht derall ist. Somit ist die I16-Bestimmung fur irreversible Inki-
toren nur bedingt anwendbar. Bei sehr starken itdndn l&sst sich kein
Dosiswirkungskurve ableiten, da die Inhibitionsmegseher einer Titrationskurvet-
spricht, welche mit demaktivierung der Kinase einhergeht. Somit ist 8ensitivitat
der Messung stark herabgesetzt. Aus diesem Grwwseénasich genaue sg-Werte fur
irreversible Inhibitoren mittels aktivitatsbasiertgssaysysteme nur schwer bestimmn
Eine bessere Beurtaitg der Inhibitionsstarke wirden hingegen kinets¢interu-

chungen liefern. Kitz und Wilson haben die Bestimignuder inhibitorischen Potel
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eingefuhrt, die &aquivalent zur katalytischen E#mz k4/K, ist (siehe Kapitel
2.2.2.6)*® Des weiteren haben Maurer al**® und Krippendorfet al*** gezeigt, dass
sich K und kinact Uber 1Gy-Bestimmungen bei verschiedenen Inkubationszeitenit-e
teln lassen. Diese Untersuchungen sind zwar kotetietrachtet interessant, aber sehr
aufwendig und oft ungenau, da sehr viele Faktanesie Berechnungen einfliel3en, die
fehlerbehaftet sein konnen. AulRerdem werden fusediBtudien idealerweiseeal-
time'-Assaysysteme bendtigt. Systeme speziell fiur Kénmaswie der Omni&
Assay*?'?oder der gekoppelte NAINADH-Pyruvatkinaseass&f sind kommerziell
erhdltlich. Beide wurden fiur die cSrc-Kinase gedgsallerdings zeigen sie aufgrund
von starker Eigenfluoreszenz der Chinazolinderivatgebliche Interferenzen, die die
Systeme nicht kompensieren konnten.

Auf der Suche nach einem robusten, sensitiven wstekginstigen Detektionssys-
tem zur Charakterisierung irreversibler Inhibitoreuarde ein Assay entwickelt, mit dem
die Inhibition von irreversiblen Inhibitoren mitgelintrinsischer Fluoreszenz von
Chinazolinderivaten gemessen wird. Weiterhin gibsds System Aufschluss tber den

sterischen Einfluss der Turstehermutation, dieVEukstoffresistenz fuhrt.

Aufbau des Assaysystems zur Detektion irreversibhebitoren

Chinazoline weisen aufgrund des starren konjugieast®matischen Doppelringsys-
tems eine starke Eigenfluoreszenz %&f?3In Tabelle 5 sind alle Verbindungen aufge-
fuhrt, die zur Entwicklung des Assaysystems und zZuntersuchung der
Inhibitorreaktivitat genutzt wurden. Sie bestehens aeinem Chinazolin- oder
Chinolingertst (RL23) und verfiigen tber untersciuee reaktive Gruppen in der 6-
Position der Grundgertste. Erlotinib sowie RL6 URId7 sind die reversiblen Analoga
zu RL1 und RL3 und wurden als Negativkontrollergeisetzt.
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Tabelle 5:Chemische Strukturen aller Verbindungen, die férkiablierung des Assays und zur Untersu-
chung der Reaktivitat unterschiedlicher irreversiblerbindungen genutzt wurden.

Das Assayprinzip ist in Abbildung 24 dargestelldumeruht auf der intrinsischen
Fluoreszenzanderung durch die Ausbildung einer lkotven Bindung zum reaktiven
Cystein in der ATP-Bindungstasche der Kinase. [0h dieses Cystein in einer elektro-
positiven Umgebung am Anfang eireeiHelix befindet, wird dessen Thiolgruppe nega-
tiv polarisiert und ist besonders reaktiv gegeniMimhael-Akzeptoreri° Dies fiihrt zu
einer starken Erhdhung der Reaktivitdt gegenlbektiinenakzeptoren, wie sie bei
irreversiblen EGFR-Inhibitoren zu finden sind. Byirman nun Kinase und Inhibitor
zusammen, erfolgt zunachst eine reversible Intemaknit dem Protein, die durch die
Geschwindigkeitskonstanten der Hinsz )kund Ruckreaktion (k) bestimmt wird. Liegt
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der Inhibitor in der ATP-Bindungstasche geometripasend vor, bildet er eine kova-
lente Bindung zur Thiolgruppe des Cysteins auss fliart zu einer hyperchromen Ver-
schiebung des Fluoreszenzspektrums, die nur baBiddung von irreversiblen Inhibi-

toren zu beobachten ist. Vermisst man reversiblal@ga, bleibt die Fluoreszenzande-

rung aus.

)le BQ )QQ )‘ke
\& N/':_N\ NH @\ kmac! @\ |
b 5 NH k_1 v = , ~ g

( - :2/ ( v l 1 E‘Iystein

3 R

Abbildung 24: Schematische Darstellung des AssagBys zur Detektion irreversibler Inhibitoren. Bei
der Zusammenfithrung von Kinase und Inhibitor koremzunéchst zur reversiblen Anlagerung des Inhi-
bitors an die Kinase. Im zweiten Schritt wird digvklente Bindung zum reaktiven Cystein ausgebildet,
welches sich am Eingang der ATP-Bindungstaschantbeti Dieses induziert eine Fluoreszenzanderung,
die fluorimetrisch erfasst werden kann.

Validierung des Assaysystems

In Abbildung 25 sind die typischen Emissionsspektreversibler und irreversibler
Inhibitoren in An- und Abwesenheit der zu untersraten Kinase dargestellt. Alle
Kurvenverlaufe weisen ein Maximum im Bereich von04@m und eine langsam
abflachende Schulter im Bereich von 450-470 nm @ig.Spektren der Inhibitoren sind
praktisch identisch mit Ausnahme des fur die Débekentscheidenden Spektrums des
irreversiblen Inhibitors in Kombination mit der Kige. Dieses ist Uber den gesamten

Spektralbereich leicht hyperchrom verschoben.



2 Einfluss von irreversiblen Inhibitoren auf wirkffresistente Kinasemutanten 44

irreversibler Inhibitor n Br reversibler Inhibitor n r
= SN /\”/ SN
0 N/) o) N/)
300
reversibler Inhibitor
250 ——reversibler Inhibitor + Kinase
200 ——irreversibler Inhibitor
—irreversibler Inhibitor + Kinase
5 150
LL
100
50
0

390 415 440 465 490 515 540
Wellenlange (nm)

Abbildung 25 Emissionsspektrum von reversiblen und irreversildribitoren in An- und Abwesenheit
von Kinase. Nur der irreversible Inhibitor zeigtAmwesenheit der zu modifizierenden Kinase ein@+lu
reszenzanderung (schwarz).

Neben der Validierung der optimalen Emissionswélege wurde auch das Anre-
gungsspektrum der Chinazolinverbindungen untersuaht sicherzustellen, dass alle
Inhibitoren im jeweiligen optimalen UV-Bereich gessen wurden. Abbildung 26 zeigt
die UV-Spektren einzelner Inhibitoren in Anwesenhlven 1 pM Kinase. Aul3er RL14
und RL11, die generell eine starkere Anregung zeigeisen alle Spektren einen ahn-
lichen Kurvenverlauf auf. Alle Verbindungen habeém aximum bei 300 und 365 nm.
Die Vermessung lie3 sich unter Verwendung beideregungswellenlangen durchfih-

ren. Fur alle aufgeflhrten Versuche wurde letzteravendet.
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Abbildung 26: Anregungsspektren von Chinazolinvedoingen in Anwesenheit von cSrc-SM. Alle Ver-
bindungen zeigen Maxima bei 300 und 365 nm.

Misst man die zeitabhé&ngige Fluoreszenzanderunglimreszenzmaximum, ergibt
sich ein Kurvenverlauf, wie in Abbildung 27 dargsit Hier wird der zeitliche Verlauf
der Fluoreszenzanderung mit der cSrc-SM und urttedicchen Inhibitoren untersucht.
RL1 und RL3 sind irreversible EGFR-Inhibitoren, elermaximale Fluoreszenzintensi-
tat nach 40 min beziehungsweise nach 60 min etraicid. Die reversiblen EGFR-
Inhibitoren Erlotinib, RL6 und RL7 zeigen keine bteszenzénderung. Im Maximum
des Kurvenverlaufs kann man davon ausgehen, diessnhblbitormolekille umgesetzt
und eine kovalente Bindung mit der Kinase eingegargind. Da die Kinase im Uber-
schuss vorliegt, wird gewahrleistet, dass nur el modifiziert wird und Mehrfach-

modifikationen nicht stattfinden.
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Abbildung 27: Zeitlicher Verlauf der Fluoreszeneinsitét verschiedener reversibler und irreversibler
Inhibitoren, die bei einer Emissionswellenlange ¥@® nm gemessen wurden. Erlotinib, RL6 und RL7
sind reversible EGFR-Inhibitoren, RL1 ist das ieesible Analogon zu RL7 und RL3 ist das Analogon
zu RL6.

Nachdem die optimalen Anregungs- und Emissionswigllegen gefunden worden
waren, wurde untersucht, ob die Steigung der inildbbg 27 dargestellten Kurven
einer Inhibitor- und Kinasekonzentrationsabhéangigkaterliegt. Dies ist die Voraus-
setzung zur kinetischen Untersuchung irreversilikibitoren mit diesem System. Ab-
bildung 28 =zeigt den zeitlichen Verlauf der kovaém Inhibitor-Kinase-
Komplexbildung mit der Verbindung RL1 bei untersatiichen
Kinasekonzentrationen. Das Verhéltnis von Kinasénhibitor war 1:1,5. Die Negativ-
kontrolle fur den Versuch enthielt den InhibitomehZusatz von Kinase und wurde be-
reits von den Rohdaten abgezogen. Die SteigungeKuwtgen sind direkt proportional
zur Kinasekonzentration. Konzentrationen unterhalb 0,25 pM konnten nicht mehr
detektiert werden; bei allen weiteren Untersuchang&vurde daher eine

Kinasekonzentration von 0,5 uM eingesetzt.
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Abbildung 28:Messung der irreversibl Komplexbildung von Kinase und RL1 bei unterschielin
Kinasekonzentrationen.

Bei der angepassten Kinasekonzentration voiuM wurde dann der detektierbe
Konzentraionsbereich des Inhibitors ermittelt. Die Fluoreszatensitat ist dabei vc

der Anzahl der angeregten Molekile abhan

k
A* — A+ Photon (t) =k [A*]

A* = Anzahl der angeregten Moleki
k = Geschwindigkeitskonstante der Strahlungsdeaktiag durch Fluoresze
I (t) = Fluoreszenzintensitat pro z

Abbildung 29 zeigt die Komplexbildungskurve bei unterschiedlic
Inhibitorkonzentrationen von RL1. DHintergrundfluoreszen@nhibitor ohne Protein
wurde jeweils von den Rohdaten subtrahiert. Im Kntrationsbereich von C-
12,5uM ist die Steigung der Kurve direkt proportionak znhibitorkonzentration;e-
doch enden die Plateaus der einzelnen Kurve unterschiedlichen Ebenen. C resul-
tiert zum einen aus der Abhangigkeit der Fluoresirgensitit von der Konzentratio
des fluoreszierenden Inhibitors. Zum anderen idttrauszuschlief3en, dass es bei hc
Inhibitorkonzentrationen zu einer unspezifischendBing des Inhibitors an andere
der Proteinoberflache assoziierte Cysteine komnierdings konnte zumindest b
niedrigen Konzentrationen massenspektrometrischhgegiesen werden, dass
Kinase nur einfach modifiziert vorlag (Kapitel 22). Au3erdem ist bekannt, dass
der Regel nur wenige Cysteine an der OberflacheRroteinen lokdsiert sind, da si
eine hohe Reaktivitat gegeniiber verschiedenen sicliem Verbindungen aufweis'?*
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Abbildung 29:Messung der irreversibleBindung von RL1 an cSrc-SM in Abhangigkeit versdeieer
Inhibitorkonzentrationen (UM).

Bestimmung der Reaktivitat von irreversiblen Kinalsiitoren

Um irreversible Inhibitoren nach ihrer Reaktivizit klassifizieren, wurde ein robus-
ter Parameter gesucht, mit dem man prazise AussagdReaktivitdt machen kann. Es
wurde zunachst versucht, die Paraméggg: und K Uber die Steigung der jeweiligen
Inhibitor-Kinase-Formierungskurven bei unterschigtén Inhibitorkonzentrationen zu
berechnen (siehe Kapitel 2.2.2.6). Fur die Bestimgneignet sich die Titration des In-
hibitors mit diesem System nicht, da keine sinrelWerte flirkinac: Und K erhalten
werden konnten. Daraufhin wurde eine Methode erkslic die mit der Messung der
Komplexbildung bei nur einer Inhibitorkonzentratianskommt. Diese ist schnell und
unkompliziert durchfiihrbar und wird im Folgenderrgistellt. Hierbei wird die Stei-
gung der initialen Geschwindigkeit der Komplexfoeming bei einer einzelnen
Inhibitorkonzentration bestimmt. Die Auswertung d&@ndungskurven verlauft dabei
Uber drei Schritte: Zunachst wird zu jedem bestiemZeitpunkt das Hintergrundsig-
nal, also die Fluoreszenzintensitat des Inhibitdree Zusatz des Enzyms, subtrahiert.
Dann wird jeder Punkt der Kurve ins Verhdltnis zéateau gesetzt, das auf 100 %
normiert wurde. Somit umgeht man Abweichungen duranterschiedliche
spektrometrische Eigenschaften. Zuletzt bestimmt dia Steigung des Initialanstieges
der Kurve. Da in jedem Experiment gleiche Inhibitond Kinasekonzentrationen ver-
wendet wurden, ist die berechnete Geschwindighksitiagig von der maximalen Ge-
schwindigkeitsrat&n,c: und dem kKWert. Somit lassen sich zum einen die irreversible

Inhibitoren nach Bindungsreaktivitat klassifiziereaum anderen kann man Aussagen
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zur Reaktivitat mit verschiedenen Kinasemutantefidn. Diese Methode der Quantifi-
zierung wurde sowohl mit der cSrc-SM als auch meit @irkstoffresistenten Variante
cSrc-DM durchgefuhrt. Abbildung 30 stellt initial@eschwindigkeiten einer Reihe von
irreversiblen Inhibitoren dar, die sich vornehmlich der Beschaffenheit des an 6-
Position geknupften Michael-Akzeptors unterscheidenhther die Geschwindigkeits-
rate, desto potenter ist der Inhibitor. Auffallast] dass die Reaktivitaten aller Inhibito-
ren bei der wirkstoffresistenten cSrc-DM (blaue K&al) im Vergleich zur cSrc-SM

(blaue Balken) signifikant kleiner sind.

Oitlihngu

RL14 RL11 RL13 BIBW2992 RL3 RL20 RL26

iv (RFU%/sec)
©o o o o o o
N w1 o N

o
[ERN
1

Abbildung 30: Werte fiir die initialen Reaktionsgeschwindigkeitém) verschiedener irreversibler
Chinazolininhibitoren gegeniiber der cSrc-SM (grang der cSrc-DM (blau).

Wie beschrieben, tragt die cSrc-DM eine T338M-Motat bei der die sterisch an-
spruchsvolle Methioninseitenkette den Zugang zudrdphoben Bereich oberhalb des
Tursteherrestes in der ATP-Bindungstasche erscheflerdem verschwindet mit der
Methioninmutation eine wichtige mogliche Interaktidber eine Wasserstoffbriicken-
bindung vom N3 des Chinazolins zum urspringliché@ne®dnin. Somit kdnnen diese
Inhibitoren nur noch schwach binden. Irreversiblkilbitoren sind allerdings in der La-
ge, diese Hindernisse zu umgehen, indem sie eiméokoation stabilisieren, in der die
Methioninseitenkette von der hydrophoben Taschegeggeht ist. Manche irreversib-

len Inhibitoren nehmen auch eine Konformation @inger sie eine sterische Kollision
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mit dem Tursteherrest unter Verlust der Wasseltstiddkenbindung zu M338 verhin-
dern. Der potenteste Inhibitor ist RL14, welcheneeiAcrylsulfonamid-Gruppe als
Elektrophil besitzt. Die Verbindung zeigt den gegsten Aktitvitatsverlust gegenuber
der wirkstoffresistenten Variante. Der Trifluoropemylamid enthaltende Inhibitor
RL11 ist ebenfalls sehr potent in der cSrc-SM, gddevesentlich weniger potent in der
cSrc-DM. RL1, RL13 und BIBW2992 haben ungefahr dische Reaktivitatsprofil.
Am schwéchsten bindet RL26, der durch die zus&igliditrilgruppe in der 3-Position
des Chinazolinrings ein angelagertes Wassermolekiiiert. Diese Verbindung zeigt
allerdings einen sehr geringen Reaktivitatsveryeggentber der cSrc-DM. Moglicher-
weise stabilisiert die Nitrilgruppe den Bindungsrasdles Inhibitors, indem er den Ver-
lust der Wasserstoffbriickenbindung zu M338 ausigieic

In einer weiteren Untersuchung wurden die experteiebestimmten initialen Ge-
schwindigkeiten mit IG-Werten und berechneten Bindungsenthalpiemnglichen. Die
Berechnung der Enthalpie beruht auf der Publikatiom Oballaet al,*?* bei der nur die
Reaktionsenthalpie betrachtet wird, die bei derdBimg einer Thiolgruppe an die mit
verschiedenen Michael-Akzeptoren substituiertem@toline frei wird. Je niedriger die
Werte, desto reaktiver ist das Elektrophil. Diemdiaghe Umgebung des Inhibitors in
der Bindungstasche wird hingegen nicht bericksithfius diesem Grund korrelieren
die Enthalpie-Werte nur geringfligig mit den inial Geschwindigkeiten. Die positive
Enthalpie bei der Bindung von RL13 resultiert ags Dissoziation des freigesetzten
Chloridions in Wasser, was in die Berechnung miterogen wurde. Wesentlich besse-
re Ubereinstimmungen findet man hingegen beim \&&ehlder initialen Geschwindig-
keiten mit den korrespondierendens¢®@Verten. Bei beiden Methoden beeinflussen
sowohl die Geometrie des Inhibitors zum reaktiveist€in als auch die dreidimensio-
nale Gestalt der ATP-Bindungstasche das Ergebmés Bedeutet, dass mit dem oben
aufgefuhrten System eine valide Aussage Uber dreldmez eines Inhibitors gemacht
werden kann, einen irreversiblen Inhibitor-Kinasenkplex zu bilden.

Auffallig ist die Diskrepanz zwischen der bereclemeBindungsenthalpie und dem
Wert der initialen Geschwindigkeit des irreversiblahibitors RL20 (Tabelle 6). Die-
ses Phanomen kann mithilfe des HSAB-Prinzips narden erklart werdel?® Dem-
nach ist das Epoxid, welches bei RL20 als Elektitopipert, eine harte Lewis-Saure
und bildet starkere Komplexe mit harten Basen als weichen Basen wie der

Thiolgruppe eines Cysteins. Weichere Elektrophile das Acrylamid oder das Acryl-

" Die Bindungsenthalpien wurden von Mitarbeiternaras Kollaborationspartners MSD bestimmt.
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sulfonamid reagieren hingegen viel besser mit desténseitenkette, wie in Abbildung
30 und Tabelle 6 zu sehen ist.

Nr. Elektrophil /\ H (kcal/mol) iv (RFU%/sec) IC5o (NM) (t = 90min
50 (NM) ( )
E\WH
RL20 N -30,2 0,072 £0,010 1831 % 1184
\,S‘é il i) i)
o
H
RL14 g Ny -16,9 0,547 £ 0,168 2£0,9
0,
RL1 N
AN 3,6 0,234 +0,029 115 £ 51
o}
H
RL11 ,:30/\/\[("\; 11,9 0,380 0,172 30+12
o}
RL3 N
~ = - + +
N = 7,7 0,115+ 0,026 23637
\ /\/\g
H
RL13 c N 0,96 0,169 0,048 653231
o

Tabelle 6: Vergleich von berechneten Reaktionsédpitia (AH) mit biochemisch ermittelten Initialge-
schwindigkeiten der Inhibitor-Komplex-Bildung un@sh-Werten.

In Kapitel 2.2.2.5 wurden bereits die beiden kovgrsen Ansichten zur Arzneistoff-
resistenz diskutiert. Zum einen sollte eine erh@&e-Affinitat und ein damit verstark-
ter katalytischer Umsatz von ATP die Inhibitorers aler ATP-Bindungstasche ver-
drangen und zum Verlust der Potenz von Inhibitdidmwen. Zum anderen wurde ge-
zeigt, dass es zu einer sterischen Beeintrachtigurigereich der hydrophoben Seiten-
tasche kommt. Die allgemein beobachteten vermiade@eschwindigkeiten bei der
Chinazolin-Kinase-Komplexbildung fur die cSrc-DMdbétigen, dass die raumeinneh-
mende Aminosaure einen negativen sterischen Es#us$ die Bindung des Inhibitors
hat. Da mit diesem Assay die Reaktivitat irrevdesibnhibitoren gegentber verschie-
denen Mutanten unter Ausschluss katalytischer Atltivdas heif3t in Abwesenheit von
ATP, untersucht werden kann, lasst sich diese Bpsknz alleinig auf sterische Effekte
zurlckfuhren.

Des Weiteren zeigte sich, dass sehr potente Varbgeh wie RL14 kaum einen
Reaktivitatsverlust in der arzneistoffresistent&@rceVariante haben. Die Entwicklung
extrem potenter EGFR-Inhibitoren als alternativesatz in der Arzneistoffentwicklung
ware allerdings fraglich, da schon bei dem modpaaénten Inhibitor BIBW2992 un-
erwiunschte Nebenwirkungen durch Inhibition der EG&Rase in Haut- und Schleim-

hautarealen auftretefit
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Beeinflussung der Chinazolin-Kinase-Komplexbilddaogch ATP

Nachdem nun die sterische Beeintrachtigung dediboing durch den Tirsteherrest
bestatigt werden konnte, sollte die Affinitat dedibitors in Anwesenheit von ATP
untersucht werden. Dazu wurde 1 mM ATP eingesetas, dem Gehalt an ATP in der
Zelle entsprechen sollte (Gehalt in der Zelle cited0 mM?>). Zunachst wurden die
Reaktionsverlaufe von RL1 mit und ohne ATP fir d&rc-SM und -DM aufgenom-
men. Beim Vergleich der initialen Geschwindigkeitgrllte sich heraus, dass bei Zu-
satz von ATP die Komplexbildung beeintrachtigt widies war zu erwarten, da die
Anwesenheit von ATP zu einer kompetitiven Verdramguler Inhibitoren fuhrt. Ver-
gleicht man nun die Reduktion der Geschwindigkeszpntual bezogen auf die Reakti-
on ohne ATP in den beiden cSrc-Mutanten, so stielht heraus, dass die Reduktion bei
der cSrc-DM hoher ist als bei der cSrc-SM. DiesegebBnis kann dadurch erklart wer-
den, dass die Affinitat gegentber ATP in der cSK-bher ist als in der cSrc-SM und
dadurch mehr Molekile in der ATP-Bindungstasche@zasst sind, die von dem irre-
versiblen Inhibitor verdrangt werden mussen.
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ﬁ @R
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Abbildung 31: (A) Zeitlicher Verlauf der Fluoreszntensitat von RL1 in An- und Abwesenheit von
1 mM ATP in cSrc-SM und -DM. (B) Bestimmung dertialen Geschwindigkeiten fir die aufgenomme-

nen Spektren. (C) Prozentualer Vergleich der ileitidGeschwindigkeit (iv) in An- und Abwesenheit von
1 mM ATP in cSrc-SM und -DM.
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Adaptation des Assaysystems auf andere Kinasen

Bis jetzt wurden die Versuche zur Potenz von Chlohamhibitoren nur mit der
cSrc-Kinase durchgefuhrt. Da die cSrc-Kinase nuar Modellsystem fir EGFR dar-
stellt, wurde der Assay auf Kklinisch relevante E@#Ranten Ubertragen, um genauere
Aussagen zum sterischen Einfluss der Tursteheet@aitte machen zu kénnen. Wie
sich in Kapitel 2.2.2.3.3 an den d4&WNerten ableiten lasst, sind die
Chinazolinverbindungen extrem potent in EGFR. Desdilnhibitoren sehr schnell an
EGFR binden, musste die Geschwindigkeit artifiziedirlangsamt werden, um die
Komplexbildung mit einem Plattenfluorimeter bestienmzu kénnen. Dazu wurde das
reversible Analogon RL6 bei der Vermessung von Rirzugefligt. Bei den Untersu-
chungen wurden die Varianten EGFR-L858R und EGFB8RBT790M eingesetzt, die
eine zusatzliche Aktivierungsmutation enthaltenicive haufig bei NSCLC auftritt. Die
Resultate sind in Abbildung 32 zusammengefasst. XMierwarten, zeigte RL1 auch
hier eine signifikant niedrigere Reaktivitdt gegeefdi der EGFR-Turstehermutante
(EGFR-L858R/T790M). Die Untersuchung mit dem ChimdtL23, bei dem die Kom-
plexbildung ohne Zusatz von reversiblem Inhibitetektiert werden konnte, ergab das
gleiche Ergebnis (Abbildung 32). Somit lasst siclchain EGFR zeigen, dass die Tur-
stehermutation einen negativen sterischen Einfus$glie Bindung der getesteten Inhi-
bitoren hat.

A Chinazolin RL1 (0.2 uM) + B Chinolin RL23 (0.1 uM) + Kinase
RL6 (1 uM) + Kinase (0.5 uM) (0.5 uM)
1.5 1.17 0.6 -
o 505 - 0.46
Y )
S 1 »n 0.4 -
S 0.615 3
2 0.3 4
- )
€os5 | F 0.2 -
=7 o U
2 0.1 4
0 - ‘ ) 0.0 -
EGFR-L858R EGFR-L858R/T790M EGFR-L858R EGFR-L858R/T790M

Abbildung 32: Reaktivitatsbestimmungen in klinisckelevanten EGFR-Mutanten mit dem
Chinazolinderivat RL1 (A) und dem ChinolinderivatLE (B). Zur Detektion mit einem
Mikrotiterplattenspektrometer musste die Inhibikinase-Komplexbildung von RL1 mit dem reversib-
len Analogon RL6 verlangsamt werden.

Diese Methode wurde auch genutzt, um die Bindumyérsibler Inhibitoren an eine
modifizierte GSK3-Kinase zu charakterisieren. Dazude dhnlich wie bei cSrc mittels

zZielgerichteter Mutagenese ein Cystein am Eingasg AITP-Bindungstasche einge-
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fugt . Somit kann auf einfache und kostengiinstige AetRindung von fluoreszieren-
den irreversiblen Inhibitoren nachgewiesen werd®ases ist auch fur Proteine interes-
sant, die enzymatisch inaktiv sind oder fur dienkeaktivitatsbasierten Assaysysteme
vorliegen. Chinazoline, die eine DreifachbindungLZR Propiolamid und RL10:
Butinamid) als Michael-Akzeptor tragen, konntenhtidetektiert werden. Jedoch wur-
de massenspektrometrisch nachgewiesen, dass troteolee kovalente Modifikation

der Kinase stattfindet.

2.3 Zusammenfassung

Eine erhohte EGFR-Amplifikation ist in vielen Fallelie Ursache eines Bronchial-
karzinoms (NSCLC). Da das Wachstum der Tumorzedebki direkt abhangig von der
Aktivitdt der EGFR-Kinase ist, wird diese in derzAeimittelforschung auch als Ziel-
protein (Target) genutzt. Der Tyrosinkinasehemmeidit@ib kann das Tumorwachstum
signifikant wirksamer aufhalten, als das klassisZyeostatikum Taxof>*° Nach an-
fanglich gutem Ansprechen der Therapie mit Tyrosiakehemmern stellt sich aller-
dings nach 6-12 Monaten eine Wirkstoffresistenzegediese Substanzklasse ein, die
durch die Mutation T790M in der ATP-Bindungstasetsgeldst wird® Diese verhin-
dert aufgrund der sterisch anspruchsvollen Methi@gitenkette die Bindung des Inhi-
bitors an die Kinase. Inhibitoren der 2. Generaborden vorwiegend irreversibel Uber
eine elektrophile Addition an eine Cysteinseitet&keler EGFR-Kinase.

In der vorliegenden Arbeit wurden zunachst akttgibasierte Assaysysteme aufge-
baut, die zuverlassige Bestimmungen zur Wirkung Kioraseinhibitioren erméglichen.
Diese dienten zur Strukturaktivitatsbestimmung soxuir Validierung der cSrc-Kinase
als Modellsystem fiir EGFR. Die Ergebnisse diesesdhaingsprojektes zeigten, dass
zumindest in biochemischen Testsystemen die irséslen EGFR-Inhibitoren die wirk-
stoffresistenten Mutanten sehr viel wirksamer irdrén konnten als die reversiblen
Inhibitoren der ersten Generation. Die meistegy-Merte der irreversiblen Inhibitoren
lagen im niedrig-molaren Bereich. Die auf einem r@aplingrundgertst basierenden
Inhibitoren zeigten im Vergleich zu EGFR eine dettlschwachere Hemmung der
Modell-Kinase cSrc. Dennoch stimmten die Trendsideibitorischen Wirkung in der

cSrc-Kinase mit den Trends der Inhibition von EGk&testgehend Uberein

" Die Untersuchung wurde von Dipl. Biol. S. Tiickmelrturchgefiihrt.



2 Einfluss von irreversiblen Inhibitoren auf wirkffresistente Kinasemutanten 55

Um die Entwicklung von Verbindungen zur Hemmung weitkstoffresistenten
Kinasemutanten effizient voranzutreiben, wurdeen Arbeitsgruppe Rauh die Protein-
kristallstruktur eines irreversiblen Inhibitors @iner wirkstoffresistenten Mutante ge-
|6st. Es stellte sich heraus, dass irreversibleag@mhibitoren eine Konformation der
Kinase stabilisieren, in der die raumeinnehmendandsaure Methionin nach aul3en
gedreht ist und der Inhibitor Platz hat zu binden.

Im Rahmen dieser Arbeit bestand eine Aufgabe daigse Beobachtung bioche-
misch naher zu beleuchten. Da irreversible Inhibitoeiner anderen Reaktionskinetik
folgen als die reversiblen Inhibitoren, sind did¢ dar Langmuirschen Adsorptionsiso-
therme basierenden 4&Bestimmungen nur bedingt geeignet. Deshalb wuirdeobus-
tes Assaysystem zur Charakterisierung von irrelknsi Inhibitoren entwickelt, mit
dem alleinig die Geschwindigkeit der Komplexformiieg von irreversiblen
Kinaseinhibitoren untersucht wurde. Auf den Zusaim ATP und Substrat konnte da-
bei verzichtet werden. Das verwendete Detektionerysberuht auf Anderung der
fluorimetrischen Eigenschaft von Chinazolinen beshildung der kovalenten Bindung
an die Kinase.

Mit diesem System konnten zwei wesentliche PunkiteFragestellung untersucht
werden. Zum einen konnte eine Klassifizierung n@elaktivitat der irreversiblen Inhi-
bitoren vorgenommen werden, was zuverlassige Aessalger Strukturwirkungsbezie-
hungen von irreversiblen EGFR-Inhibitoren erlaulia.die Geschwindigkeit der Inhi-
bitor-Kinase-Komplexformierung durch die raumeinmegmde Mutation stark reduziert
war, konnte zum anderen bestatigt werden, dasgutidkesistenz fihrende Mutation
eine sterische Hinderung der irreversiblen Inhileitoverursacht. Ferner wurde unter-
sucht, ob der Wirkstoffresistenz eine Erhéhung kialytischen Aktivitat zugrunde
liegt. Hierfir wurden Aktivitatsstudien mit EGFRewie mit cSrc-Mutanten durchge-
fuhrt. Es konnte gezeigt werden, dass wirkstofstesite Mutanten Uber eine erhohte
katalytische Aktivitat verfigen, die die Bindung nvolnhibitoren an die ATP-
Bindungstasche erschwert.

Es ist festzuhalten, dass die Hinderung durch sieésch anspruchsvolle Aminosau-
re die Bindung des Inhibitors ebenso negativ b&esst wie auch die gesteigerte kataly-
tische Aktivitat der wirkstoffresistenten Kinasemwten. Da irreversible Inhibitoren
nicht mit ATP in Konkurrenz treten und eine pernmaeelnaktivierung der Kinase er-
lauben, kann die Wahl des irreversiblen Inhibitensen entscheidenden Vorteil zur

Uberwindung von Arzneistoffresistenzen bringen. éulgm kann die Umgehung der
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Kollosion mit der raumeinnehmenden Aminosaure dwichgezieltes Wirkstoffdesign
einen weiteren Fortschritt zur Uberwindung von widffresistenten Mutanten bringen.
Betrachtet man beide Faktoren zusammen, lautetStligtegie, solche irreversible
EGFR-Inhibitoren zu entwicklen, die auRerhalb deseiRhes der sterisch anspruchs-

vollen Aminosaure binden.

Ein Teil der Ergebnisse dieses Projektes wurdeoigehden Publikationen veroffent-
licht:

Michalczyk A, Kluter S, Rode HB, Simard JR, Grut@&rRabiller M, Rauh D. Structur-
al insights into how irreversible inhibitors caneswome drug resistance in EGFR. Bio-
org Med Chenl6, 3482-3488 (2008).

Sos ML, Rode HB, Heynck S, Peifer M, Fischer F, tKiUS, Pawar VG, Reuter C,
Heuckmann JM, Weiss J, Ruddigkeit L, Rabiller M,k€o M, Simard JR, Getlik M,
Yuza Y, Chen TH, Greulich H, Thomas RK, Rauh D. @bgenomic profiling pro-
vides insights into the limited activity of irres#ible EGFR Inhibitors in tumor cells
expressing the T790M EGFR resistance mutation. €aRes’0, 868-874 (2010).

Kluter S, SimardR, RodeHB, Pawa, Raaijmaker€A, BarfTA, GritterC, Rabiller
M, van OtterloWAL, RauhD. Characterization of irreversible kinase inhibstdoy di-
rectly detecting covalent bond formation: a toal ftissecting kinase drug resistance.
eingereicht

Review:

Rabiller M, Getlik M, Klater S, Richters A, Tuckmiah S, Simard JR, Rauh D. Proteus
in the world of proteins: conformational changegiatein kinases. Arch Pharm (Wein-
heim)343 193-206 (2010).
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3 Detektion von Stabilisatoren der inaktiven
Kinasekonformation

3.1 Allgemeiner Teil

In der Wirkstoffentwicklung fiir die Zielproteine dKinasen hat man sich zunachst
auf die ATP-Bindungtasche fokussiert, indem ATPlaga Substanzen entwickelt
wurden® Die eingeschrénkte Selektivitat vieler dieser \tedbingen limitierte vor al-
lem den Einsatz bei chronischen Krankheiten eirf3gkdem ist der chemische Struktur-
raum der Verbindungen, die an die ATP-Bindungstadeimden, in kurzer Zeit von
Pharmafirmen patentrechtlich geschitzt worden. Diedingte die Suche nach neuen
Inhibitoren mit einem innovativen Bindungsmoduse Piroteinkristallstruktur des Inhi-
bitors Imatinib im Komplex mit der Abl-Kinas$¥ deckte eine neue Form der Inhibition
auf, bei der die inaktive Konformation der Kinasabdisiert wird?® Dieses eréffnete
den Weg fir eine neue Inhibitiorklasse der Kina@ep-Il), fur die schnell viele neue
Verbindungen gegen unterschiedliche Kinasen engitickurden. Limitiert wurde die-
ser Prozess durch das Fehlen eines geeignetentiDesgistems, das solche Verbin-
dungen direkt aus gréReren Substanzkollektionemtifigeren kann-?® Der klassische
Weg zur Bestimmung allosterischer Inhibitoren, alen solchen, die nicht am katalyti-
schen Zentrum, sondern auBerhalb angreifen und simai konformative Anderung der
Substratbindungstasche induzieren, verlauft Ubeg-BEstimmungen, die bei unter-
schiedlichen Substratkonzentrationen gemessen wefd&” Der 1G-Wert sollte sich
bei allosterischen Inhibitoren nicht verandern, ingkgen sich bei ATP-kompetitiven
Inhibitoren der IG-Wert mit héheren ATP-Konzentrationen durch Konkaaz von

ATP und Molekdl um die gleiche Bindungsstelle erthdh
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10x ATP

--------------------------- ATP-kompetitiver Inhibitor
: allosterischer Inhibitor

Enzymaktivitat

\ ,‘ /‘ [Inhibitor]

I1C5p

Abbildung 33: Darstellung des unterschiedlichenhétens der Ig-Kurven bei ATP-kompetitiven und
allosterischen Inhibitoren. Wahrend degsd@ert bei allosterischen Inhibitoren auch bei héneATP-
Konzentrationen gleich bleibt, nimmt dersi&Vert bei ATP-kompetitiven Inhibitoren mit zunehnaen
ATP-Konzentration zu.

Dieses Verfahren ist zum einen sehr aufwendig wrd anderen folgen DFGut
Inhibitoren nicht unbedingt dem beschriebenen idaben Modell allosterischer Inhibi-
toren, sondern treten zum gewissenp®lauch in Konkurrenz mit ATP? Dieses ist
auf das sensible Gleichgewicht zwischen aktiver uraktiver Kinasekonformation
zuriickzufiihrert”*3! Liegt die Kinase durch Anlagerung eines DB@:Inhibitors in
der inaktiven Konformation vor, kann durch Zusatm\ATP das Gleichgewicht Rich-
tung aktive Kinasekonformation verschoben werdere ABktivierungsschleife sowie
die Helix-C-Kette in der katalytischen Tasche ssedhr flexibel, sodass je nach Domi-
nanz von ATP oder Inhibitor das Gleichgewicht zkiveen oder inaktiven Kinase ver-

schoben werden kann.

3.2 Spezieller Teil

3.2.1 Aufgabenstellung

Auf der Suche nach neuen DFE@tInhibitoren ist ein Assaysystem von besonderem
Interesse, dass die Detektion von kleinen Molekidemoglicht, die die inaktive
Konformation der Kinase stabilisierdff. Auch wenn diese Verbindungen oft mit akti-
vitatsbasierten Assaysystemen detektiert werdema@nso sind schwach bindende
DFG-out-Inhibitoren bei diesen Assaysystemen aufgrunddidech ATP stabilisierten

aktiven Kinasekonformation benachteiligt. Bei nigdr Affinitat, sind DFGeut-
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Inhibitoren nicht in der Lage, das Gleichgewichhwier aktiven Kinasekonformation
zur inaktiven Kinasekonformation zu verschiebenr tfolgreichen Etablierung des
Assaysystems sind folgende Anforderungen an dasy&gstem zu berlcksichtigen:
Verzicht auf Radioaktivitat, eine gute Robustheiit einem Z-Faktor zwischen 0,5-1,0
und eine hohe Sensitivitat, um sowohl sehr affaie . auch schwach wirksame Inhibito-
ren zu finden. Um die Adaption auf automatisierezfnologien im héheren oder mitt-
leren Substanzdurchsatz zu ermdéglichen, sollteRiasttierschema mdglichst einfach
gehalten sein (pix and reat) und der Assay in kleinen Volumina (10-50 pL) dlow
fuhrbar seirt>® Weiterhin ist ein Detektionsprinzip zu wéhlen, Heim der Stéreinfluss
der getesteten Verbindungen auf das Detektionsaystéglichst gering ist®*

3.2.2 Projektstudie zur Wahl eines geeigneten Asssystems

Um den genannten Anforderungen an das Detektiotesayfsir DFG-out-Inhibitoren
gerecht zu werden, sind unterschiedliche Methodd®etrachtung gezogen worden, die
auf Verdrangung einer Sonde durch Liganden der DE8<onformation beruhen.
Hierzu sind zwar bekannte hochaffine Liganden fis dielprotein erforderlich, jedoch
ist das System vielseitig anwendbar.fatdem mussen viele Kinasen fur aktivitatsba-
sierte Inhibitionstests mithilfe von zuséatzlichemn&sen oder Proteinen préaktiviert
werden. Zudem sind die zur Phosphorylierung dieaer8ubstrate fur seltene, unbe-
kannte Kinasen oft nicht verfliigbar. Diese Engp&ésmen mit einem auf Verdrangung
basierenden Assaysystem umgangen weltdér® Ein weiterer Vorteil ist, dass der
Assay auf weitere Kinasen adaptiert werden kanndiesker somit generisch eingesetzt
werden kann.

A B c {
Enzym-Fragment-
FRET Komplementationsassay (EFC)

g

Fluoreszenzpolarisation
(FP)

j;); inaktive Kinase i Sonde (FP, FRET) @ Sonde (EFC) verkiirzte B-Galactosidase

Abbildung 34: Methoden zur Detektion von Stabilisah der inaktiven Kinasekonformation basierend
auf dem Verdrangungsprinzip. (A) Fluoreszenzpoddiansassay, (B) FRET-Assay, (C) EFC-Assay.
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Zur Detektion der Verdrangungsreaktion ist die Sojelnach Methode mit unter-
schiedlichen Detektionsreagenzien ausgestattetiiachsten Fall (Abbildung 34A)
enthdlt die Sonde einen polarisierbaren Fluoredadmstoff wie zum Beispiel
(Fluorescein}*" Ist die Sonde an die Kinase gebunden, findet Hdlarisation statt.
Wird sie jedoch von einem Inhibitor verdrangt,ds¢ Sonde frei rotierbar, was mit ei-
ner Verminderung der Fluoreszenzpolarisation egper Weiterhin ist eine Detektion
Uber FRET (Forster-Resonanzenergietransfer) denlderdem ein Fluorophor Uber
einen Antikdrper mit dem Protein verknUpft ist ueith weiterer mit der Sonde ver-

kniipft wird %

Gelangen beide Fluorophore in die raumliche N&h8&-10 nm), kann
ein Elektronentransfer Gber Fluoreszenzmessunggeashsen werden. Wird die Sonde
von Inhibitoren verdrangt, nimmt auch der Energiesfer ab. Der Enzym-Fragment-
Komplementationsassay (EFC) macht von einer Sortie, ein Peptid derp-
Galactosidase enthélt, Gebraddhin der Detektionsreaktion wird eine verkiirzte inak
tive Form de3-Galactosidase hinzugegeben, die bei Zusammenfghmindem Peptid
in den aktiven Zustand gelangt. Die Aktivitat kanilber Zugabe eines
chemilumineszenten Substrates ausgelesen werdenidbt auf Verdrangungsreaktion
beruhender Ansatz nutzt die KonformationsanderwergAdktivierungsschleife zur De-
tektion von DFGoutInhibitoren®® Die Aktivierungsschleife wird mit einem I6sungs-
mittelsensitiven Fluorophor markiert, der je naabnkormation der Aktivierungschleife
die Fluoreszenz andert. Stabilisiert ein Inhibdar DFGout-Konformation, ist die Ak-
tivierungsschleife nach auf3en exponiert und deorBjphor wird von der Hydrophilie
des Wassers beeinflusst.

3.2.3 Ergebnisse und Diskussion

3.23.1 Design und Aufbau des Assaysystems

Alle in Abbildung 34 dargestellten Systeme sind tubg Detektionsprinzipen zur
Identifizierung von DFGoutInhibitoren. Das EFC-System ist eine gut bescleneb
Technologie, die im Bereich der Rasterung von Suizdtibliotheken nach Inhibitoren
fur viele Zielproteine wie zum Beispiel fur KinasdProteasen, Hormonrezeptoren oder
G-Protein gekoppelte Rezeptoren, breite Anwendimdet'***** Aus diesem Grund
wurde in dieser Arbeit das EFC-System als Detektosatz fur DF®ut-Inhibitoren

ausgewahlt.
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A
ED + Kinase ——— [ED Kinase]
ED + B-Galactosidase ———= [ED B-Galactosidase]
B
- =y
inaktive Kinase, inaktive Kinase,
ED-Ligand gebunden DFG-out Inhibitor gebunden
@ DFG-out Inhibitor w‘l’]‘. ED-Ligand verkiirzte B-Galactosidase

Abbildung 35: Schematische Darstellung des EFC-ysszar Detektion von Stabilisatoren der inaktiven
Kinasekonformation (DF@utInhibitor). (A) Die Sonde (ED) geht sowohl einee@@hgewichtsreaktion
mit der Kinase als auch mit der verkirz{g®alactosidase ein. (B) Die Sonde (ED-Ligand) birate
eine allosterische Region in der ATP-Binungstasthegt die Sonde durch Verdrangung eines Inhibitors
frei in LOsung, bindet sie an die verkurfieGalactosidase, was mittels Chemilumineszenz detékt
werden kann.

Das Prinzip beruht auf-Komplementation de-Galactosidasé? bei der eine Son-
de mit einem Ligand generiert wird, die an die i&glon im Protein bindet, fur die In-
hibitoren gesucht werden. Uber einen kurzen Lirikeder Ligand mit einem circa 40
Aminosauren langen Peptid-Fragment) dep-Galactosidase verknupft, auch ,Enzyme
Donor* (ED) genannt**!*Dieses Peptid bindet mit hoher Affinitat (Kd ~1nkh eine
mutierte Form def-Galactosidase, Enzym Akzeptor (EA) genannt, beieaie Stick
des N-terminalen Endes durch Mutagenese abgesanmitirde. Fusioniert der ED-Teil
an die Enden des EA-Fragmentes, so formiert sich Elazym zu einem aktiven
Tetramer. Die Aktivitat kann mit Zugabe eines Stdiss Uber Chemilumineszenz
nachgewiesen werden und ist von der Menge an akit@Galactosidase und damit der
Menge an ED-Ligand abhangig, die durch andere ldgandes Zielproteins von der
Bindetasche verdrangt werd&f.

Anforderungen an das EFC-System:

Um das EFC-System zur Detektion von Inhibitoreretablieren, missen einige An-

forderungen erfillt sein. Zunéchst sind InhibitodT adressierten Bindungstasche er-
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forderlich, die eine hohe Affinitat (K< 50 nM) aufweisen***** Fiir neu gefundene
Ligandbindungsstellen sind potente Inhibitorenraft Mit der p38-Kinase wurde ein
Protein gewabhlt, fir die Inhibitoren der allostehien Bindetasche zur Stabilisation der
inaktiven Kinasekonformation bekannt si{@*’ Ferner ist p38 in der Literatur gut
beschrieben und ist ein Zielproteifiafge) in der Arzneistoffentwicklung zur Behand-
lung von Autoimmunerkrankungen und Kréf$'*° Das Molekiil benétigt zur Konju-
gation an den Linker eine freie Amin- oder Hydre&iduppe, die so in das Molekul
eingefugt wird, das die Sonde im Komplex mit den&Se frei und ohne sterische Hin-
derung aus der Bindetasche herausragt. Die Py@xrsitoffe bilden eine Verbindungs-
klasse, deren Inhibition Uber einen allosterischathanismus durch Ausbildung von
Wasserstoffbriickenbindungen vom Stickstoff des Bltaffes zum DFG-Motiv der Ak-
tivierungsschleife und vom Sauerstoff des Harnewo#fum Glutamat der Helix-C ver-
lauft. ™22 In der allosterischen Region werden mit dem Phesyhydrophobe Wech-
selwirkungen eingegangéff.

Primar binden diese Inhibitoren an die pd@nase, durch unzureichende Selektivi-
tat binden einige Inhibitoren aber auch an weitéiresen™****Zur Pyrazolharnstoff-
Klasse gehdrt der Typ-ll-Inhibitior BIRB-796, einéerbindung, die in der klinischen
Studie zur Behandlung von Autoimmunerkrankungentar
Zur Herstellung der Sonde wurden zunadchst mehrgrazBlharnstoffverbindungen
synthetisiert, deren Affinitat mit einem orthogogalAssaysystem bestimmt wurden.
Die Verbindung mit der héchsten Affinitat sollte ilmschluss an das ED-Peptid kon-

jugiert werden.

3.2.3.2 Synthese der molekularen Sonde

Pd/C, Ammoniumformiat,
EtOH, Ruckfluss
oder

m-Nitrophenylhydrazin, Raney-Nickel,
konz. HCI, EtOH ” Isocyanat 7 ] o Ammonlu:nchlorld, ” \ o
Ruckfluss N CH,Cly, RT N A I Re DMF, 45°C N I g
—_ N SNH, ————  » N"°N N NN N
2 H H H H
o ©oN 74% \//( 69-73 % @ 4462 % é
NO, No. NH,

3
_ ci
- 0 " O
3a 3b 3¢
4

5 6

46

Schema 1: Synthese der Pyrazolharnstoffverbindumg@nAminfunktion zur Konjugation an den
Peptidteil der Sonde.
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Die Synthese der Pyrazolharnstoffe erfolgte zurtActer die Herstellung des
Pyrazols durch einBinnerartige Reaktion des 4,4-Dimethyl-3-oxopentanrstriit m-
Nitrophenylhydrazin in konzentrierter Salzsaure @ttdanol unter Ruckfluss zur For-
mierung des 3-Tertiarbutyl-1-(3-nitrophenylidpyrazol-5-amint>% Im néchsten Schritt
folgte eine Additionsreaktion, bei der die Harngjoippe mit den jeweiligen
Isocyanaten in Dichlormethan bei Raumtemperaturldgtbwurde. Zuletzt wurde die
sich am Phenylrest befindende Nitrogruppe mit Amimerormiat und Palladium auf
Kohle als Katalysator reduziert. Die Reduktion ®ferbindung5 erfolgte unter milden
Bedingungen mit Ammoniumchlorid und Raney-Nicked &latalysator, um eine Ab-
spaltung der Chloridgruppe zu verhindern.

Bindungsstudien der Pyrazolharnstoffverbindungen

A{l Kq-Bestimmung

N | )OL R?

L 1 Sopve
4 5 6

NH,

Kq (M) 1223 55155 197 £ 21

Abbildung 36: Affinititskonstanten (K der hergestellten Pyrazoloureaverbindungen. Daphtyl-
Verbindung4 zeigte die hochste Affinitdt und wurde zur Konjugatan den ED-Liganden verwendet.

Fur die Verwendung eines Liganden als molekulanred8aom EFC-Assay sollte die
Affinitat (Kq) unterhalb von 50 nM liegen. Um den potentesteyahden dieser Serie
zu bestimmen, wurden von Dr. J. Simard mit deran Arbeitsgruppe Rauh entwickel-
ten FLiK-Technology Bindungsstudien durchgefiihrbbdung 36)*°*>* Verbindung
4 zeigte die hochste Affinitdt und erflllte die Vossetzung, um dieses an das ED-
Peptid zu konjugieren. Die unterschiedlichen Affiten resultierten aufgrund unter-
schiedlicher Hydrophobizitdten und Umfang der PhenyChlorphenyl-, und
Naphtylreste, die fur die Wechselwirkung in der toghoben Seitentasche wichtig
sind. Die hochste Bindungsaffinitat ergab sichaeitn Naphtylrestd4).

Die Konjugation von 4 an den Linker und das ED-Reptfolgte in Kollaboration

mit der Firma DiscoveRx® unter Verwendung einegpéérten ED-Peptided>4*
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3.2.3.3 Validierung des EFC-Assays

Proteinkristallstruktur der molekularen Sonde immiaex mit p38

Zur Validierung, dass die synthetisierte Verbindungn die inaktive
Kinasekonformation bindet und den gewtinschten Bigdmodus einnimmt, wurde die
Kristallstruktur von p38 im Komplex mit4 gel6st. Die strukturbiologischen Untersu-
chungen sowie die Proteinexpression und -aufrenggder p38-Kinase wurden von
Dipl. Chem. M. Getlik und Dr. C. Grutter durchgefiih

Abbildung 37: Proteinkristallstruktur von p88m Komplex mit der Verbindung}, die als Ligand-
bindender Teil der Sonde fungiert. (PDB-Eintrag 3V

Wie erwartet, bindet der Ligandl an die sogenannte DFGH#-Konformation der
Kinase, bei der das Phenylalanin des DFG-MotiVRightung Scharnierregion gerichtet
ist und den Zugang fur ATP und ATP-kompetitive lsitoren versperrt. Dabei trik in
hydrophobe Wechselwirkung mit einer hydrophobenciasdie hinter dem Tursteher
T106 lokalisiert ist (Abbildung 37A). Weiterhin waan zwei fur Stabilisatoren der in-
aktiven Konformation klassische Wasserstoffbriickediongen zum Glutamat E71 in
der Helix-C sowie zum Aspartat D168 ausgebildet Bliosterische Tasche wird vom
Anillin besetzt, wobei die Position des Amins zuerkhipfung mit dem Linker-
Fragment von Bedeutung war. Wie in Abbildung 378idhatlich, ragt die Amingruppe
aus der Tasche heraus und erflllt somit die Anfomig als Ankerpunkt zur Konjugati-

on des ED-Peptides.

Validierung des EFC-Assaysystems
Nachdem die vollstandige Synthese des ED-Ligandeohdefihrt worden war, er-
folgte die Etablierung des Assaysystems, welche®Viesentlichen aus zwei Schritten

besteht. Zuerst findet die Konkurrenzreaktion ztwst Ligand und Inhibitor um die
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Bindungsposition in der Kinase statt, gefolgt vomee Detektionsreaktion, in der der
freie ED-Ligand an den Enzym-Akzeptor (EA) bindetler daraufthin das
chemilumineszierende Substrat umsetzt. Das remaritie chemilumineszierende Signal
dient zur Bestimmung des Anteils an Inhibitor, derdie Kinase gebunden hat.

Damit eine grol3ere Anzahl an Verbindungen getegtelen konnte, musste die Ge-
nerierung von zuverlassigen und reproduzierbareterDgesichert sein. Dazu wurden
die einzelnen Reagenzien des Assays so angepasst,bdide Reaktionen im Fliel3-
gleichgewicht ablaufen und das ausgelesene Sigaiekt proportional zum an die
Kinase gebundenen Inhibitoranteil ist. Um diesegzaichen, wurden die Kinase- und
ED-Konzentration und die Inkubationszeit angepdssrbei wurden Konzentrationen

gewahlt, die im linearen Bereich einer Titrationsku des jeweils zu optimierenden
Parameters liegen.

A
_ 120 B 7
2 100 26
g Q = a — B
2 80 £ S o
fay z 4
w60 ©
3 @ p38a inaktiv g 3
o 40 . Z
© O p38a aktiv 5 2
3 20 z 1
(0]
(e}
© 0 A" 1 0 T T T
0 50 100 150 200 0 5 10
Kinasekonzentration (nM) ED-Ligand (nM)

Abbildung 38: (A) Titration der aktiven und inakéiv p38&-Kinase gegen 1,25 nM ED-Ligant. (B)
Titration des ED-Liganden gegen inaktive p3@nase.

Die Optimierung der beiden Parameter ist in AbhbiighB8 dargestellt. Anhand die-
ser Versuchsreihe wurde fur alle weiteren Untersugen mit dem EFC-Assay die
Kinasekonzentration auf 12,5 nM (inaktive Kinas&ziehungsweise 75 nM (aktive
Kinase) festgesetzt. Die optimierte Kinasekonzeiamader inaktiven Kinase ist im
Vergleich zu anderen biochemischen Assaysystenwht reedrig, was vorteilhaft ge-
genuber stark bindenden Liganden ist und dadurelSdnsitivitdt des Assays erhoht.
Da die Sonde an die inaktive Kinasekonformatiordétnist die inaktive Kinase gegen-
Uber der aktiven Kinase beginstigt, was sich anctien berechneteng®Verten des
ED-Liganden wiederspiegelte. Dieser lag fur diekine Kinase bei 3 + 0,75 nM und
fur die aktive Kinase bei 72 £ 20 nM. Eine solchsKpepanz wurde schon von anderen
Forschungsgruppen beobacHfét>’ Zur Optimierung des dynamischen Bereiches, der
zwischen 3-6 liegen sollte, wurde eine ED-Titratiomt der zuvor angepassten

Kinasekonzentration durchgefiiift. Die erhaltenen Lumineszenz-Werte wurden mit
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der Negativkontrolle (keine Kinase) ins Verhéltgessetzt. Anhand der in Abbildung
38A dargestellten Kurve wurde eine ED-Ligand-Korteation von 1,25 nM fir alle

weiteren Bestimmungen gewahlt.

Zuletzt wurde die Inkubationszeit der Kinase-IntubiReaktion eingestellt. Da aus
der Literatur bekannt ist, dass einige DB@-Inhibitoren einer zeitabhangigen Inhibi-
tion folgen, wurden Inkubationszeiten Uber eineritrZem von 12 h getest&t’*®
Hierzu wurden IG-Bestimmungen nach verschiedenen Kinase-Inkubatetes
durchgefuhrt. Allerdings wurden keine signifikanténderungen des Kg-Wertes in
Abhangigkeit von der Zeit festgestellt. Eine Erkidg hierfir ware, dass die alloster-
ische Seite, an die der Inhibitor bindet, direktifin zuganglich ist, da die molekulare
Sonde die inaktive Kinasekonformation stabilisierin  aktivitatsbasierten
Assaysystemen muss ein Typll/lll-Inhibitor zunactas Gleichgewicht auf die Seite

der inaktiven Kinasekonformation verschieben, balieser binden kann.

Untersuchung der DMSO- und Glyceroltoleranz

. DMSO
25000 30000 - Glycerol
20000 -
0%
15000 - ©1% 20000 -
) 5 0,25%
x 02,50% =
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Abbildung 39: Anpassung der DMSO- und Glycerol-Kemization. Titration des Ligandehin Anwe-
senheit von unterschiedlichen Konzentrationen ars@Mind Glycerol.

Da der Fokus dieses Assaysystems auf der Vermessumgnhibitoren lag, wurde
die DMSO-Toleranz untersucht, da die meisten Itbibn in DMSO geldst sind. Des
Weiteren sind einige zur Lagerung des Proteins etida Puffer mit bis zu 50 %
Glycerol versetzt. Um aul3erdem ein Mal3 fir die Rtieit des Assays gegeniber
Glycerol zu bekommen, wurden auch hierfir die makitolerierbaren Konzentratio-
nen untersucht. Fur diese Versuchsreihe wurderder figand4 mit Zusatz der jewei-
ligen Anteile an DMSO und Glycerol titriert. Fir DM ergaben Konzentrationen bis

zu 2,5 % den gréf3ten dynamischen Bereich, bei Zugat Glycerol nahm der dynami-
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sche Bereichschon bei 1 % deutlich ab und sank bei 5 % Glycsgioon auf die Half-
te. Somit ist der Assay gegen Glycerol nicht besomidobust. Darauf muss besonders
geachtet werden, da vor allem bei kommerziell gibén Kinasen ein hoher Anteil an

Glycerol enthalten ist.

3.2.34 Ubertragung des Assaysystems auf andere ksen

Nach der erfolgreichen Etablierung des Assaysystamglie p38-Kinase bestand
die Frage, ob dieses Assaysystem auch flr anderas&n zur Detektion von Typ-
[I/lll-Inhibitoren eingesetzt werden kann. Zun&chsisste Uberprift werden, an welche
Kinasen die molekulare Sonde bindet. Hierfir wurdemi Wege eingeschlagen. Bei
dem einen wurden die im Labor vorhandenen Kinasgndem EFC-Assay und dem
aktivitatsbasiertem HTRF-Assay untersucht, bei @demleren wurde eine Selektivitats-
profilierung von Typ-lll-Inhibitoren durchgefuhrt.

Zunachst wurden alle in der Arbeitsgruppe Rauh adenen Kinasen mit dem fur
p38u etablierten Protokoll getestet. Zu diesen Kinazg@nten: cRaf, bRaf, Abl, APK,
VEGFR, GSK3ustilago maydis GSK3 human cSrc, EGFR, EPHA3. Jedoch war es
mit diesen Kinasen nicht mdglich, das Assaysystafaugetzen. Um einen Einblick zu
bekommen, mit welcher Affinitat die Pyrazolharnstefbindungen an einige dieser
getesteten Kinasen binden, wurdeot@/erte flir4, 5, 6 aufgenommen. Hierfir wurde
zunachst der HTRF-Assay auf die jeweiligen Kinagegepasst (siehe Kapitel 2.2.2.3),

bevor 1Gy-Werte generiert wurden, die in Tabelle 7 zusamratasgst sind.

1Cs0 (M)
Kinase 4 5 6
p38u 0,09 £ 0,04 2+0,9 1,1+0,26
cSrc 11+£2 6,21 303
EGFR 72+27 3,8+0,6 2,1+04
VEGFR2 2+0,3 0,56+0,1 10+£3
VEGFR3 19+2 0,9+0,3 19+04
EPHA3 21+2 k. I k. I

Tabelle 7: Mit dem HTRF-Assay ermittelte si@Nerte der Verbindunged, 5 und 6 fir verschiedene
Kinasen. Definitiork. 1.: keine Inhibition

" Der dynamische Bereich beschreibt die Differeniselen héchstem und niedrigstem Signal.
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Abgesehen von Verbindurgbei p3& binden alle Inhibitoren im mikromolaren Be-
reich. Die Inhibitionswerte der getesteten Verbmgien sind somit zu schwach, um
diese als Sonde fir die oben genannten Kinaserenglen zu konnen. Allerdings muss
beachtet werden, dass die Liganden an die inakKiorédormation der Kinase binden. In
einem aktivitatsbasierten Assay liegt das Gleichgetjedoch stark auf der Seite der
aktiven Konformation, was die hohensidNVerte erklart. Abgesehen von p3&eigte
die Verbindund in der VEGFR2-Kinase die beste Inhibition aus elie3erie.

Kristallstruktur der cSrc-Kinase mit Typ-IlI-Inhitgiren

Da die Verbindungen, 5 und6 auch die cSrc-Kinase hemmten und noch keine Typ-
[lI-Inhibitoren fur cSrc bekannt waren, bestand tlaeresse, den Bindungsmechanis-
mus dieser Inhibitorklasse aufzuklaren. Es stdlith die Frage, ob auch in der cSrc-
Kinase die allosterische Bindungstasche flr orgaeisVerbindungen zuganglich ist

und inwiefern diese Inhibitoren das DFG-Motiv sowie Helix-C beeinflussen.

Abbildung 40: (A+B) Proteinkristallstrukturen deBrc-SM im Komplex mit den Typ-Illl-Inhibitored
(PDB-Eintrag 3F3%) und 4 (PDB-Eintrag 3F3%) (grau). Die Elektronendichten (2F.) fiir cSrc
(grau) und die Inhibitoren (rot) sind bebkonturiert. Wasserstoffbriickenbindungen sind algyepunk-
tete Linien eingezeichnet. Das Phenylalanin des IMa8vs (orange) ist in Richtung der Scharnierregio
positioniert und zeigt eine typische Dr@tKonformation. E310 von Helix-C (blau) sowie dagpagat
des DFG-Motivs (D404) interagieren mit der Harnfginfppe der beiden Verbindungen. Die Scharnier-
region mit M341 wird von keiner der Verbindungerséet.

Fur strukturbiologische Untersuchungen wurde zueiestcSrc-SM, wie in Kapitel
2.2.2.1 beschrieben, in Eoli-Zellen exprimiert und mit der FPLC-Anlage aufgergin
Die Kristallisationsbedingungen wurden von Seeligeal®>’ tibernommen. Die Kris-
talle wuchsen innerhalb von zwei Tagen in der Raumge P1 und die aufgenomme-
nen Datenséatzehatten eine Aufldsung von 2,5 A. Die Proteinkiistaukturen wurden

" Der Datensatz wurde am Synchroton Swiss Light @i Villigen aufgenommen.
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von Dr. C. Grutter gelost und verfeinert. In Abbiitd) 40 sind die Proteinkristallstruktu-
ren von cSrc-SM im Komplex mit den Verbindungeond6 dargestellt. Diese binden,
wie angenommen analog zur p23Rinase an die inaktive Kinasekonformation
(Abbildung 40). Ausgehend hiervon wurde der fur pl&x-Kinase erfolgreich etablier-
te FLiK-Assay von Dr. J. Simard auf die cSrc-Kinasmaptiert. Diese Technologie er-
madglichte die Identifizierung von Typ-Il/lll-Inhiloren Gber Detektion der positionsan-

dernden Aktivierungsschleifg.

Selektivitatsprofilierung von Typ-llI-Inhibitoren

Um Informationen dariber zu erhalten, an welche akem die
Pyrazolharnstoffverbindungen binden, wurde einel@riitatsstudie gegen 58 Kinasen,
die reprasentativ aus fast allen Familien des Kastenmbaumes ausgewéhlt wurden,
durchgefuhrt. Hierflr wurde Verbindurgsowie die zu Verbindun§ strukturell ganz
ahnliche Verbindun@ eingesetzt. Die Studie wurde bei der Firma AmbdasBience
(San Diego, CA, USA) in Auftrag gegeben. Das Pprdieser Profilierung basiert auf
einem Verdrangungsassay, bei dem eine gegen dieB&Tdngstasche gerichtete mo-
lekulare Sonde an eine feste Phase konjugierDist.in diesem Assay verwendeten
Kinasen tragen ein T7-Phagenfragment und kénnendibse Sonde an die feste Phase
binden. Bindet nun eine der zu testenden Verbinedoran diese Kinasen, wird die Fu-
sion mit der Sonde verhindert. Findet keine Anlaggran die Kinase statt, so kann
diese weiterhin ungehindert einen Komplex mit dend eingehen, was mit einem
Phagen-Display-Assay oder mit RT-PCR quantifiziegtden kanri>*>°

Die Auswertung ist in Abbildung 41 dargestellt. Wedung 4 bindet in dem
KINOMEscan™-Assay an 13 verschiedene Kinasen ntigrg@ffinitat. (Bei diesen ist
der Anteil an Kinase, der an die Sonde gebundengeainger als 30 %.) Bei Verbin-
dung 8 wurden 16 Kinasen gefunden, die unterhalb des Zreries liegen. Mdgli-
cherweise kdnnen auch diese Kinasen eine D&&<onformation einnehmen und stel-
len Zielproteine fur Typ-Il/llI-Inhibitoren dar. Biwichtiges Selektivitatsmerkmal fdr

und 8 scheint der Tlrsteher zu sein.
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Abbildung 41: Selektivitatsprofilierung der Typdlihhibitoren 4 (links) und 8 (rechts),die mit dem
KINOMEscan™-Assay von Ambit Bioscience durchgefiiwtirden. Bei den rot eingefarbten Kinasen
konnte der EFC-Assay etabliert werden. Die blawadeén Kinasen konnten im EFC-Assay nur fir
Kinasetitrationen eingesetzt werden. Aufgetragedies Menge der an die molekulare Sonde gebundenen
Kinase in Prozent. Je kirzer der Balken, destdkesténinden die Testverbindungen an die jeweilige
Kinase. Die schwarzgestrichelte Linie markiert den der Firma Ambit gesetzten Grenzwert, unterhalb
der eine Verbindung als Ligand deklariert wird.

Dieser muss maglichst klein sein, damit der Ligandreichend Platz hat, in die
dahinterliegende hydrophobe Tasche zu binden. [Eegebnisse der Selektivitatsstu-
die waren im Einklang mit den Ergebnissen der Taedelierung von Verbindund in
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K562-Zellen, die mit der ,KINAXO Cellular Target Profiling-Methode durchgefiihrt
wurde!**® Ausgehend von dieser Studie konnte der EFC-Asdayiér weitere Ziel-
proteine, DDR2, RET, JNK2 und PDGFR-A, etablierrden (Abbildung 42). Hierfur
wurde die Detektion dahingehend verandert, dass kach Zugabe der Detektionsrea-
genzien (EA und chemilumineszierendes Substrat) ekdir die
Chemilumineszenzmessung erfolgte. Das etabliers¢e8yfiir die INK2-Kinase diente

zur Vermessung einer Kollektion von Typ-Il/lll-Iffitoren fur Strukturaktivitatsbezie-

hungen.
115
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Abbildung 42: Etablierung des Assaysystems auf vigitere Kinasen. Das Diagramm stellt die
Dosiswirkungskurve voa mit DDR2, PDGFR A, RET und JNK2 d&F.

3.2.35 SAR-Studien mit dem EFC-Assay

Charakterisierung einer Kollektion mit verschiedeh&@naseinhibitoren

Nachdem das EFC-System optimiert und angepasstewovehr, konnten 63
Bestimmungen flur p38sowie fir JINK2 durchgefuhrt werden. Die wichtighteraus-
setzung fur diese KgBestimmungen war, dass die Sonde durch den fiaganden4
verdrangt werden konnte. Dieses Kriterium wurdéilérbei resultierendem I§g-Wert
im nanomolaren Bereich (Tabelle 8). Weiterhin wiar dbereinstimmung der Inhibiti-
onswerte mit einem orthogonalen System wichtig.rfidiewurde der HTRF-Assay ge-

nutzt, mit dem weitestgehend deckungsgleiche Eigsérerzielt wurden. Unter den 30

* Zellen einer Leukamie-Zelllinie (K-562) menschkechUrsprungs.
' Die Experimente wurden im Rahmen einer Kollaboratvon der Firma Kinaxo durchgefiihrt. Das
Projekt ist derzeitig noch nicht abgeschlossen.
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untersuchten Verbindungen gab es Typ-I-, -lI- uhidirhibitoren, die bekannt waren,
p38x zu inhibieren. Staurosporine und Verbindub@ dienten als Negativkontrolle.
Verbindung 10 kann aufgrund der raumeinnehmenden 2,6-Dichloro-3-
trifluormethyphenyl-Gruppe die allosterische Tasclheht besetzen, was zum Affini-
tatsverlust fuhrte. Weiterhin zeigten die getedferbindungen keine Interferenzen mit
der B-Galactosidase Aktivitat. Der Z-Faktor, ein Mald fdre Robustheit eines
Assaysystems, lag bei 0,7-0,8 fir den EFC-Assayaanigte, dass das System stabil

genug ist, um im Hochdurchsatzverfahren verwendetian zu kénnetf*

Z-Faktor =1 — % (11)

o = Standardabweichung
u = Mittelwert

P = Positivkontrolle

N = Negativkontrolle
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29 (PP1) 30 (Staurosporin)
p38a-Kinase: p38a-Kinase: JNK2-Kinase:
ICs (NM) 1Cs0 (NM) 1Cs0 (NM)
EFC- HTRF- EFC- HTRF- EFC- HTRF-
Nr. Verdrangungs -  Aktivitats- Nr. Verdrangungs -  Aktivitats- Nr. Verdrangungs -  Aktivitats-
assay assay assay assay assay assay
1 16800 + 7370 21000 +8000 16 1100 + 360 1500 + 650 4 70+ 25 90+ 35
2 440 + 40 1100 £260 17 420 + 200 320+ 20 8 440 + 110 1300 + 470
3 1100 £+ 60 2000+900 18 370 £30 460 + 320 11 277 150 + 60
4 170 £ 30 90 +40 19 470 £ 70 900 + 420 12 1800 + 540 12600 + 4300
5 220 £ 40 100+ 6 20 420 + 130 2400 £+ 60 14 770+ 15 570 + 350
6 215+48 120 + 20 21 310 £50 290 + 80 17 1200 £ 70 150 + 30
7 45+ 25 150 + 80 22 95 +25 150 + 40 18 1900 + 820 1400 + 500
8 1300 + 180 1200 £260 23 230 £ 30 290 + 160 19 100 £ 15 380+ 170
9 680 + 60 1100 £360 24 250 + 903 140 + 30 27 220 + 60 76 +£25
10 k1. k.l. 25 400 £ 140 1100 + 710
11 220+ 170 250 + 30 26 96 +50 36+7
12 2300 + 260 5500 + 2800 27 75+25 35+8
13 760 + 450 1800 + 1400 28 820 + 150 110+ 40
14 1400 + 500 800 + 220 29 1000 * 150 2800 + 520
15 1000 + 580 6000 + 1400 30 k.. k.1.

Tabelle 8: 1Gr-Bestimmungen mit dem EFC- und dem HTRF-Assay 88opund JNK2. Die Strukturen
der vermessenen Verbindungen sind oben aufgefiytlil: 1-12, Typ-Il: 13-25, Typ-I: 26-30. Fir den
EFC-Assay wurde die inaktive Kinaseform verwenddir den HTRF-Assay wurden die aktivierten
Kinasen genutzt. Definition k.l.: keine Inhibition.
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Uberraschend war, dass mit dem Assaysystem auentpofyp-I-Inhibitoren detek-
tiert werden konnten. Es ist allerdings vorstelllsss diese, eine gentigend hohe Bin-
dungsaffinitat vorausgesetzt, eine aktive Kinasékwomation erzwingen kdnnen, was
zur Verdrangung des ED-Liganden fuhrt. Zudem befirgich die Naphtylgruppe der
Sonde in einer hydrophoben Tasche, die auch vagesinTyp-I-Inhibitoren zur Bin-
dung genutzt wird.

Des Weiteren sollte untersucht werden, wie sichEd&Z-Assay in Anwesenheit von
ATP verhalt. Bei Konzentrationen im millimolaren i&h ist ATP in der Lage, die
Sonde zu verdrangen. Bei der aktiven Kinase isted\erdrangung starker ausgepragt
als bei der inaktiven Form. Auch hier spielt wahesaolich das Gleichgewicht zwischen
aktiver und inaktiver Kinase eine Rolle. Diese \etssreihe unterstreicht die Beobach-
tung, dass die Kinase in einem &auferst sensiblertigjewicht zwischen den beiden
Zustanden vorliegt, welches sehr einfach durchiipelze Liganden beeinflusst werden

kann.

spezifisches Signal

0 0.5 1 1.5 2 2.5 3 35
ATP-Konzentration (mM)

Abbildung 43: ATP-Titration mit dem EFC-Assay. Dienkelgrauen Punkte zeigt die Titration fur die
aktive Kinase, die Hellgrauen die fur die inaktk@aase. Bei ATP-Konzentration im millimolaren Be-
reich, wird der ED-Ligand durch ATP verdréngt.

Proteinkristallografische Analyse

Zur besseren Interpretation der Messergebnisseemt EFC-Assay und zum besse-
ren Verstandnis der Struktur-Wirkungs-Beziehungerzedner Liganden wurden die
Proteinkristallstrukturen von p&8im Komplex mit den Chinolined9, 21 und 22 so-
wie mit Verbindungl1, einem Derivat vori2 (BIRB 796), gelost.

" Die Proteinkristallografie wurde von Dr. C. Griitteirchgefiihrt.
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Proteinkristallstruktur im Komplex mitl und12

Die oben durchgefihrten Inhibitionsstudien zeigt@ass das BIRB-796 Analogon
12 circa zehnfach schlechter bindet alls(BIRB-796). Dieses unterscheidet sich aller-
dings vonll nur dadurch, dass es anstelle der Naphtylgruppe Rinenylgruppe tragt.

Reganet al*?

erklarten den Affinitatsverlust dadurch, dassfdie bewegliche Phenyl-
gruppe eine ungunstige Orientierung der Ethoxyamorpholin-Gruppe hervorruft,
wodurch die Ausbildung der Wasserstoffbriickenbirgdan die Scharnierregion beein-
trachtigt wird. Die Proteinkristallstruktur von p88m Komplex mit Verbindungl2
zeigte allerdings, dass die Wasserstoffbriickenlmgawr Scharnierregion (M109) vor-
handen ist. Uberlagert man diese mit der Protestadtstruktur vonll (PDB-Eintrag
1KV2),"*" wird ersichtlich, dass die Naphtylgruppe vbhtief in eine hydrophobe Sei-
tentasche hineinragt, was @& nicht der Fall ist (Abbildung 44A). Dies fuhrt miner
besseren Affinitat gegenib2®, da der hydrophobe Wechselwirkungsanteil Hesig-
nifikant grol3er ist. Ansonsten nehmen beide Venongegn den gleichen Bindungsmo-
dus ein, bei der die Kinase in der DieGtKonformation vorliegt und der Inhibitor
Wasserstoffbriickenbindungen zur Helix-C (E71) somim Aspartat des DFG-Motivs

(D168) ausbildet.

7 Allosterische
« Tasche

Tasche S

F169

B Bindungsregion

M1 09\ ) Bindungsregion

Abbildung 44: Proteinkristallstruktur mit verscherten Pyrazolharnstoffverbindungen. Die farbig unter
legten Areale in (A) und (B) veranschaulichen déesehiedenen von Typ-ll-Inhibitoren besetzten Berei
che der ATP-Bindungstasche. (A) Uberlagerung detefikristallstrukturen vod 1 (griin, PDB-Eintrag
1KV2'#) und 12 (grau, PDB-Eintrag 3HV8") verdeutlichten, daskl sehr viel tiefer in die hydrophobe
Tasche hineinragt. (B) Die Uberlagerung der Pratéstallstruktur von21 (grau, 1,3-verkniipft, PDB-
Eintrag 3HV5°% mit 19 (griin, 1,4-verkniipft, PDB-Eintrag 3HV?), zeigt, das1 die hydrophobe
Tasche stérker besetzt.
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Proteinkristallstrukturen im Komplex mit 1,3-verkdfién und 1,4-verknipften
Pyrazolharnstoffderivaten

Aus der in Tabelle 8 aufgefiuihrten Versuchsreihg giervor, dass 1,3-verknupfte
Pyrazolharnstoffe die pa@8Kinase wesentlich potenter hemmen koénnen, alsldle
verknlipften Analoga. Zur Aufklarung dieser Beobadolgt wurde die Proteinkristall-
struktur von den Chinoline1 und 19 gelost (Abbildung 44B). Bei Uberlagerung der
beiden Proteinkristallstrukturen zeigte sich, ddsside Inhibitoren die inaktive
Kinasekonformation stabilisieren (DF&H) und die typischen Interaktionen eines Typ-
[I-Inhibitors eingehen. Die Bedeutsamkeit der hydroben Tasche kam auch in dieser
SAR-Studie zum Tragen. Der Affinitatsunterschiegjtierneut der besseren Ausfillung
der hydrophoben Tasche zugrunde. Der gleiche Tnande auch bei den Chinazolin-
Derivaten14 und16 und den Analoga7 und18 beobachtet und konnte ebenfalls struk-
turbiologisch belegt werderi?
Interessant waren auch die biochemischen Untersgemudieser Hybridverbindungen
in der INK2-Kinase (Tabelle 8), einer zu p3&rukturell &hnlichen Kinase. Auffallig
war zunachst, dass die Chinolit® und 27 sehr viel besser gebunden haben als die
Chinazolinel4, 17, 18. Aul3erdem tendierten 1,4-verknUpfte Hybridinhileto zu einer
besseren Bindung als die Inhibitoren mit 1,3-Veg¥nig (4 und 17, sowie19 und
27). Dies kann wiederum durch den Zugang zur hydrbphoTasche erklart werden.
Die JNK2-Kinase tragt als Tursteher ein Methionmelches im Vergleich zum
Threonin in p38 sehr viel mehr Raum im Bereich der hydrophobercAaginnimmt.
Die 1,4-verkniupften Verbindungen kénnen wahrsciwintiurch die freie Drehbarkeit
der Phenylgruppe die sterisch anspruchsvolle Andim@sbesser umgehen und dadurch
besser binden. Gleiches zeigte sich auch bei destdfiermutation T338M in cSre.
Um hochauflésende Kristallstrukturen mit Typ-lI-loltoren zu erhalten, wurden mit
einer Kristallisations-Screening-Kampagne optingetristallisationsbedingungen ge-
sucht. Mit den bekannten Kristallisationsbedingumgennten keine verwertbaren Pro-
teinkristalle mit Typ-II-Inhibitoren generiert weed. Ein Teil dieser Arbeit wurde pu-

bliziert.>®

Proteinkristallstruktur von p38im Komplex mi21l und22

Der potenteste Inhibitor der getesteten Kollektews Tabelle 8 war die Nitro-
Verbindung22. Die dazu analoge Amin-Verbinduri bindet dreimal schwécher als

22. Gleiches konnte auch bei anderen Nitroverbindarizgbachtet werden (siehe Ta-
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belle 8). Zur Aufklarung der Strukturaktivitatsbelzung wurden fi21 und22 die Pro-
teinkomplexstrukturen geldst (Abbildung 45).

Abbildung 45: (A) Proteinkristallstruktur der inaken p38:-Kinase im Komplex mit dem potentesten
Inhibitor (22) der gemessenen Inhibitorkollektion. Di€yZ. Elektronendichte des Liganden (rot) und
des Proteins (grau) sind bei konturiert (PDB-Eintrag 3HV%). (B) Uberlagerung der mit den Verbin-
dungen 22 und 21 enthaltenen Proteinkristallstnekt(PDB-Eintrag 3HV5 und 3HVZ).

Die Verbindunger2l und 22 nehmen den gleichen Bindungsmodus ein und fihren
die gleichen, fur Typ-ll-Inhibitoren klassischeng@hselwirkungen mit der Kinase aus.
Anhand dieser Kristallstrukturen konnte der beobstehUnterschied in den Bindungs-
affinitdten somit nicht erklart werden. Zum besgseX&erstandnis der Protein-Ligand-
Wechselwirkung wurden daher die freien Bindungsapibn fur die beiden Verbin-
dungen21 und 22 mit dem Hyde-Programm berechf®tMit diesem Programm wird
die freie Bindungsenthalpié\Giwta) €ines Protein-Ligand-Komplexes als Summe Uber
die Betrage aller Rezeptor- und Ligand-Atomezur Wasserstoffbriicken- und

Desolvatationsenthalpie ermittelt.

AG toral = Zi (AGjWechselwirkung + AGjDesolvatation) (12)

Zur Bestimmung der Desolvationsenthalpie werdenptbgP-Werte einzelner Ato-
me im Molekdl bestimmt. Zur Bestimmung der Wechsddungsenthalpie
(AGwechselwirkung €iner polaren Gruppe mit einem Losungsmittelmoletditi die ideale
Wechselwirkungsenergie der polaren Gruppe mit eindfassermolekil in der
Gasphase berechnet. Vor der Berechnung wurde ezoen@rieoptimierung der Kris-
tallstrukturen mit ProTos und Optimise durchgefilhAnhand der berechneten
Bindungsenthalpien wird in Abbildung 46 verdeuttiathass durch die Nitrogruppe eine
wesentlich gréRere Wechselwirkungsenthalpie erzewgtd als durch die

Aminfunktion. Da die DesolvatationsenthalplGEpesonatatiop beider Molekile identisch
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ist, wirkt sich dies direkt auf die totale Bindueg$halpie der Protein-Ligand-
Wechselwirkung aus, was die erhdohte Bindungsadinton22 erklart. Die computer-

gestltzte Analyse wurde von Mitarbeitern der FirBayer CropScience (Monheim)

durchgefuhrt.
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AGyechselwiung = -43,41 kJ/mol AGyechselwirkung = -29,48 kJ/mol
AGDes;olvatatton = '9=49 kd/mol AGl:)esal\.'alalion = '9127 kJ/mol
S AGp = -52,90 kJ/mol 2> AG = -38,75 kJ/mol

Abbildung 46: Berechnung der freien Bindungsentieaipit dem Hyde Programm nach Geometrieopti-
mierung der Kristallstrukturen mit ProTos und Opsied. (A+B) Farbcodierte Darstellung von Liga2ii
(PDB-Eintrag 3HV5>® und Ligand21 (PDB-Eintrag 3HV4%). In griin sind jeweils die negativen, stabi-
lisierenden Beitrage zur Bindungsenthalpie dardjestée rot markierten Atome zeigen die positivemd
damit destabilisierenden Beitrdge zur BindungsdpitaDie errechneten Bindungsenthalpien fur die
beiden Protein-Ligand-Komplexe sind unter der clsetrén Struktur aufgelistet.

Zudem wurden weitere physikochemische Unterschideldifiziert: Aufgrund eines
+M-Effektes der Aminfunktion be2l ist das Stickstoffatom des Chinolingrundgeristes
basischer als mit einer Nitrogruppe (-M-Effekt)eBées wirkt sich ginstig auf die Aus-
bildung der Wasserstoffbriickenbindung mit der Sulearegion aus, was allerdings
keinen grol3en Einfluss auf die gesamte Bindungsaépithzu haben scheint. Starker ins
Gewicht fallt wohl der unterschiedliche Dipolmomeérgider Verbindungen. Physiko-
chemische Berechnungen der Firma Bayer CropSciesioen gezeigt, dass Verbindung
22 und 21 Uber einen in GrolR3e und Direktion unterschiedicBepolvektor verfuigen,
welcher sich bei Verbindung2 gtinstiger auf die Wechselwirkungen in der Schatnie

region der ATP-Bindungstasche auswirkt als bei \fefbng21.”

" Die Berechnungen wurden mit der MOCCA-Analyse gene
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3.3 Zusammenfassung

Auf dem Gebiet der Wirkstoffentwicklung fir die Ipeoteine der Kinasen gab es in
den letzten zehn Jahren rasante Fortschfittedoch bleiben einige Herausforderungen,
wie zum Beispiel die eingeschrankte Inhibitorseletit einiger Typ-I-Inhibitoren so-
wie die durch Mutationen ausgeldsten Wirkstoffresigert>*°®3Liganden, die einen
alternativen Bindungsmodus einnehmen und an dietiveaKinasekonformation bin-
den, eréffnen neue Méglichkeiten in der Uberwinduligser HirdeA: Zur Detektion
von Kinaseinhibitoren werden vorwiegend Assaysyst&imgesetzt, die auf enzymati-
scher Aktivitat beruhen und den durch Inhibitoraduzierten Rickgang der Substrat-
phosphorylierung messen. Diese Methoden bedingen dass sich die Kinase vorwie-
gend in der aktiven DF@+-Konformation befindet, was die Detektion von Slightio-
nen der inaktiven Konformation (DF@ut) einschrankt.

Um der Nachfrage nach einem adaquaten Assaysysieniyp-II/lll-Inhibitoren
entgegenzukommen, wurde ein Detektionssystem ekaWjavelches auf die Verdran-
gung eines Typ-lll-Liganden beruht, der die ina&tikinasekonformation stabilisiert,
und somit das Auffinden neuer Typ-Il/lll-Inhibitarebegtinstigt. Dieser Ligand wurde
aus einer kleinen synthetisch hergestellten Kadlbbekals Verbindung mit héchster Af-
finitat zur p3&-Kinase ausgewahlt, und dessen allosterischer Bgslaechanismus
strukturbiologisch bestatigt. Das Detektionssystegnuht auf der bekannten Enzym-
Fragment-Komplementations-Technologie flgalactosidasé’ und zeichnet sich vor
allem durch ein robustes Verhalten gegentber siérétuoreszenzinterferenzen durch
die zu testenden Verbindungen atfs.

Nach erfolgreicher Etablierung des Assaysystemsligip38:-Kinase wurden Bin-
dungsstudien mit teils bekannten sowie vorwiegemnl der AG Rauh hergestellten In-
hibitoren durchgefuhrt. Inhibitionsmessungen miheen orthogonalen Assaysystem
zeigten gleiche Inhibitionstendenzen der einzeMerbindungen. Die interessantesten
Hits dieser Versuchsreihe wurden fur SAR-Studiestédlisiert. Die Ergebnisse zeig-
ten, dass eine hydrophobe Seitentasche im ATP-Bogghereich einen grofRen Einfluss
auf die Affinitat der Verbindungen hat. Nach einen der Firma Ambit-Bioscience
durchgefuhrten Kinaseprofilierung mit dem Liganddey zur Herstellung der Sonde
verwendet wurde, konnte das Assaysystem auf welkerasen adaptiert werden. Fur
die JNK2-Kinase wurden mehrere Kinaseinhibitorermessen, die weitere Struktur-

Aktivitats-Studien ermdglichten. Ein guter Z-Fakt®t der auf ein robustes, sensitives
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Assaysystem hindeutet und die Verminderung des tieaskolumens auf 20 pL macht
das Assaysystem fir die Vermessung von Substanzgnd®erem Umfang tauglich. Da
zudem die rekombinante Herstellung der gB8nase gut etabliert ist, ist die Vermes-
sung einer gréReren Substanzkollektion ein mogiidAmjekt zum Fortfliihren dieser
Arbeit. Des Weiteren ware auch ein Screening-Ptojekder INK2-Kinase interessant,
da es zwar publizierte JNK2-Kinaseinhibitoren gjbtjoch die Selektivitat gegentber
der strukturell ahnlichen pasKinase noch groRe Schwierigkeiten bereitéMit dem

hier etablierten System konnte die Affinitat eimesl Verbindungen in beiden Kinasen

getestet werden.

Ein Teil der Ergebnisse dieses Projektes wurdeoigehden Publikationen veroffent-
licht:

Simard JR, Kluter S, Gritter C, Getlik M, Rabillst, Rode HB, Rauh D. A new
screening assay for allosteric inhibitors of c8tat Chem Biob, 394-396 (2009).

Getlik M, Grtter C, Simard JR, Kluter S, Rabill, Rode HB, Robubi A, Rauh D.
Hybrid compound design to overcome the gatekee8BW Mutation in cSrc. J Med
Chemb52, 3915-3926 (2009)

Kluter S, Grutter C, Naqvi T, Rabiller M, Simard ,JRawar V, Getlik M, Rauh D. Dis-
placement assay for the detection of stabilizelisadtive kinase conformations. J Med
Chemb53, 357-367 (2010).

Simard JR, Gritter C, Pawar V, Aust B, Wolf A, R M, Wulfert S, Robubi A,
Kluter S, Ottmann C, Rauh D. High-throughput scregro identify inhibitors which
stabilize inactive kinase conformations in p38alphAm Chem So&31, 18478-18488
(2009)



4 Assaysystem zur Detektion von allosterischenbiitdiien der Abl-Kinase 81

4  Assaysystem zur Detektion von allosterischen
Inhibitoren der Abl-Kinase

4.1 Allgemeiner Teil

41.1 Aufbau und Funktion der Abl-Kinase

Die Tyrosinkinase Abldellular Abelson murine dukemia viral oncogene homolog
1) ist ein in der Nahe der Zellmembran verschied&ieperzellen vorkommendes Pro-
tein, das in vielen zellularen Prozessen, wie helspeise der Zellmigration, -adhéasion,
-differenzierung sowie Apoptose involviert ¢ Die Abl-, Src- und auch Tec-
Familie bilden eine Superfamilie der Tyrosinkingsdie N-terminal zur katalytischen
Domaéane eine SH2- und SH3-Domaéane besitzen. DieseAtisehnitte sind unter allen
Vertretern dieser Superfamilie stark konserviereriggere Homologie gibt es in den
Bereichen, die C-terminal zur Kinasedomane lied®a.Abl-Kinase verfugt in diesem
Abschnitt Uber eine Exonregion mit DNA- und Aktimtienden Domé&nen und weite-
ren funktionellen Elementen wie beispielsweise Kakalisationssequenzen und ein
Kernexportsignal, die der schnellen Relokalisatron Abl zwischen Zellkern und Zy-

toplasma dienen.

A 245 412

w ® ®
" Kinasedoménel Exonregion |—CAbLAf9
1a
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Lyn, Lek, Hek
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N “ SH3 S; Kinasedomine | Exonregion ’-C BCR-Abl

Abbildung 47:Darstellung def\ufbaus der Tyrosinkinase Abl (A), Src (B) und daskoproteins BCR-
Abl (C). Strukturell dhnliche Kinasen zu (A) und)(@&nd rechts aufgelistél.

Durch unterschiedliches$plicing konnen bei der Abl-Kinase zwei N-terminal-
verschiedene Proteinsequenzen, namlich Variantenddalb gebildet werden. Die Vari-
ante 1b kann von der N-Myristoyltransferase in deap“-Region, die N-terminal zur
SH3-Doméne liegt, myristoyliert werdéfr. Dies dient zur Autoinhibition der katalyti-
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schen Aktivitat. Die SH2- und SH3-Doméne unterstiitzliese Autoregulatiofl. Die
Tyrosinkinasen der Src-Familie werden auch myrigtay was allerdings nicht zur
Autoregulation dient. Stattdessen Ubernimmt dieofaltibition bei der Src-Kinase eine
Phosphatgruppe in Position T527 durch Bindung anediene SH2-Domane, wodurch
die inaktive Kinasekonformation induziert witd.

Autoinhibition der Abl-Kinase

Die Regulation der Autoinhibition wird auch als [&dter-Klammer-Riegel-

Mechanismus bezeichn&Y.

A B

8/13
Schalter

Abbildung 48: (A) Proteinkristallstruktur der Ablifase bestehend aus katalytischer (hellbraun), SH2-
(hellblau) und SH3-Domane (marine-blau) (PDB-Eigti®DPK)?° Myristat (orange) bindet an die hyd-
rophobe Tasche der Helix-I (turkis). In der ATP-@imgstasche bindet der Typ-I-Inhibitor PD166326
(orange). Der SH2-Linker und der SH3-Linker sindoh dargestellt. (B) Schematische Darstellung des
~Schalter-Klammer-Riegel“-Mechanismus der Abl-Kieras

Hierbei fungiert die Aktivierungsschleife, die sishder katalytischen Doméne zwi-
schen dem N- und C-terminalen Bereich befindet, Sdbalter. Dieser bewegt sich
-EIN“ und ,Aus“ und zwingt die Kinase in die katdigch aktive und inaktive
Konformation. Die Phosphorylierung in Position Y4d&hn das Gleichgewicht zur ak-
tiven Konformation verschieben. Die ,Klammer* wivdn der SH3- und SH2-Domane
gebildet, die sich distal zur katalytischen Domahefindet und die inaktive
Konformation der Kinase stabilisiert. Hierbei bilddie SH3-Domane mit dem N-
terminalen Bereich der katalytischen Domane sowtedem SH2-Linker einen stabilen

Komplex. Die SH2-Doméne bindet Uber ein Netzwerkvdasserstoffbriickenbindun-
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gen und elektrostatischen Wechselwirkungen an &ie hydrophobe Region im C-
terminalen Bereich der katalytischen Doméane. Aufdgreines starren Zwischenstiicks
zwischen SH2- und SH3-Domaéane sowie der beschriebkreraktionen der SH2- und
SH3-Domane mit der katalytischen Domane wird degafig fir ATP und Substrat in
der ATP-Bindungstasche erschwert. Dieser Komplerdwdurch den sogenannten
~Riegel”, einer am N-terminalen Bereich der SH3-Cora lokalisierten myristoylierten
Region, stabilisiert. Hierbei bindet Myristat imeihydrophobe Tasche im C-terminalen
Bereich der Kinase und induziert eine Konformatérderung der Helix-l. Durch die
Bindung des am N-Terminus konjugierten Myristatsdwder sogenannte ,Klammer*-
Effekt wirksam, indem die SH2-Domane fest an dehe@ninus der katalytischen Do-

3[68

mane bindet’* AuRerdem kdnnen zuséatzliche mit Fettsduren maeifz Proteine, wie

beispielsweise Fusl, die inaktive Kinasekonfornmastabilisierert®

4.1.2 Die Rolle von BCR-Abl in Zusammenhang mit der
chronisch myeloischen Leukamie (CML)

Das wie sein Proteinprodukt genannte Gen cAblustlam Chromosom 9, Genlocus
g34 codiert. Es stellt ein Protoonkogen dar, ben deirch chromosomale Translokation
zwischen Chromosom 22 und 9 das Onkogen BCR-Alsteimt "°

BCR-Gen (Chr.22) Abl-Gen (Chr. 9)

_ =

BCR-Abl-Gen (Chr.22)

Abbildung 49: Schematische Darstellung der Zusammensetzung désd&phia-Chromosoms BCR-
Abl. Griin: BCR-Gen, Violett: Abl-aktivierende Regiohellblau: Abl-Gen, gelb: Katalytische Domane
von Abl, dunkelblauCap-Region zur Autoregulation von Abl. Chr.: Chromosom

Dieses Genprodukt wird auch Philadelphia-Chromogmmannt und war die erste
identifizierte Chromosomenveranderung, die mit Betstehung von Krebs in Verbin-
dung gebracht wurd€! Das neue Genprodukt enthalt N-terminal das BCReRraind
C-terminal die Abl-Kinase (Abbildung 49). Bei deugton von BCR und Abl wird die
autoregulatorische&Cap-Region der Kinase eliminiert. Dieser Verlust fllzi einer
permanenten katalytischen Aktivitat der Kinase, was einem unkontrollierten Zell-

wachstum einhergeht. Das Philadelphia-Chromosort h&ufig in pluripotenten
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Stammzellen auf, die daraufhin genetisch verandéetien produzierer®®!”° Die pa-

thologische Veranderung tritt jedoch nur in den kamyten auf und stellt die Ursache
fur chronisch myeloische Leukamie (CML) bei 90-95dkr auftretenden Félle dar.
Aufgrund der konstitutiven Kinaseaktivitat von Ablerden zur Behandlung dieser

Form der Leukamie Kinaseinhibitoren einges&tzt’?

4.1.3 Abl-Inhibitoren der ersten Generation

Die Entwicklung des ersten in der Krebstherapiegesetzten Kinaseinhibitors
Imatinib (Glive®) begann in den 80er Jahren mit der Optimierung \®n
Aminopyrimidinen, als Inhibitoren der Proteinkina€'’*!" Im Jahr 2001 wurde
Imatinib als BCR-Abl- und Abl-Inhibitor fir die Bemdlung der chronisch
myeloischen Leukamie (CML) zugelassen. Aufgrundgléen Inhibition von KIT und
PDGFR erfolgte ein Jahr spéater die Zulassung ®isdhwer therapierbaren gastrointes-
tinalen Stromatumore (GIST}® AuRerdem zeigte Imatinib einen Effekt bei DDR1-
bedingten Hirntumoren sowie beim Merkelzellkarzin®m

Bei 90 % aller mit Imatinib behandelten CML-Patemterfolgte fir die Dauer von
einem Jahr eine totale Remission des Blutbildekerdihgs treten in der Langzeitbe-
handlung, wie bei anderen Kinaseinhibitoren, Res=n auf. Diese kbnnen aufgrund
von mutationsbedingten Veranderungen der BCR-Ablkke auftreten (BCR-Abl-
abhangig) oder aufgrund einer Veranderung der 8&rgnaduktion von Abl entste-
hen>"*"® Hierbei kommt es zur Aktivierung von Kinasen dec-Eamilie, die BCR-
Abl phosphorylieren und damit aktivieren (BCR-Alilabhéngig). Fur letztere Resis-
tenzmechanismen werden dualspezifische Abl/Srcd¢imhibitoren eingeset
Weitaus haufiger finden Resistenzen durch Mutationeder Abl-Kinase statt. Bislang
sind mehr als 100 Mutationen an 57 verschiedenaiti®ren der Kinase bekannt. Da-
von liegen 30-40 % aller Mutationen in der glyciohen Schleife durch Steigerung der
katalytischen Aktivitat®® Die starksten Auswirkungen hat jedoch die Tirsteléati-
on T315I, die oberhalb der Scharnierregion liegs jtzt ist noch kein Inhibitor be-

kannt, der alleinig die dadurch resultierende Reswiberwinden kann.
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Bindungsmechanismus Imatinib

Imatinib ist ein Typ-ll-Inhibitor und bindet somain die inaktive Konformation der
Abl-Kinase®® Wie charakteristisch fir diese Klasse, bildet Imiht tber eine
Amidfunktion Wasserstoffbriickenbindungen zum Aspiades DFG-Motivs und zum
Glutamat der Helix-C. Weiterhin werden Wasserstaftgenbindungen mit dem
Anilinopyrimidin (Amin) zum Tursteher-Methionin gitlet sowie mit dem Stickstoff
des Pyridins zu M318 der Scharnierregion. Mit denBamidgruppe verankert sich der
Inhibitor in der hydrophoben allosterischen Tasddtie, nur in der inaktiven Kinase-
Konformation zuganglich ist. Weiterhin besetzt deydrophobe 2,4-substituierte
Toluolrest die hydrophobe Tasche hinter dem Tuesteimd die glycinreiche Schleife
legt sich zusatzlich Gber den Inhibitor. Der N-Mgéftiperazin-Rest verbessert die Los-
lichkeit und die orale Bioverflugbarkeit der Verbinmd).

o (I NS
| P
A ﬂ N u)\?”k@ Imatinib (Glivec®)

Abbildung 50: Proteinkristallstruktur der Abl-Kinasm Komplex mit Imatinib (PDB-Eintrag 108l
Folgende Regionen der ATP-Bindungstasche sind dtaiffe Scharnierregion (pink), Helix-C (hellblau),
DFG-Moativ (orange) und Imatinib (grin).

41.4 Abl-Inhibitoren der zweiten Generation

Inhibitoren der zweiten Generation wurden entwitkam die zur Resistenz von
Imatinib fihrenden sekundéren Mutationen zu Ubettefn Zwei prominente Vertreter
dieser Klasse sind Nilotinib (Tasigfaund Dasatinib (Spryc®).*®! Der zu Imatinib in
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Struktur und Bindungsmechnismus ganz &hnliche ItdritNilotinib bindet 30-mal
starker als Imatinib und inhibiert die meisten BEB-Mutanten in physiologischen
Konzentrationer® Auch diese Verbindung bindet an die inaktive Kilamformation
und interagiert mit der Scharnierregion tUber deRyxidin-Substituenten. Die Inhibiti-
onsverbesserung  wurde vor  allem durch Interaktioneriner  5-

Trifluorophenylbenzoesaure mit der hydrophobergsadirischen Tasche erzielt. Somit

wird eine gunstigere topologische Anpassung arKaiase erzielt als bei Imatinib.
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Nilotinib (Tasigna®) Dasatinib (Sprycel®)

Abbildung 51: Inhibitoren der zweiten Generation. (A+B) Proteistallstruktur der Abl-Kinase im
Komplex mit Nilotinib (PDB-Eintrag 3CS&) (A) und Dasatinib (PDB-Eintrag 2GQ¥) (B). Folgende
Regionen der ATP-Bindungstasche sind dargestethaierregion (turkis), Helix-C (hellblau), DFG-
Motiv (orange) und Imatinib (grin).

Anders als Imatinib und Nilotinib bindet der SrclAtualspezifische Inhibitor
Dasatinib an die aktive Kinasekonformation. Wierelgeristisch fur ATP-kompetitive
Inhibitoren, werden Interaktionen zur Scharnieweg(M318) sowie zum Tursteher
T315 ausgebildet. Wie schon fir Nilotinib bescheiepinhibiert auch Dasatinib sehr
viele Mutanten, die die Inhibition von Imatinib leeachtigen. Allerdings bleibt &hn-
lich wie bei EGFR die Inhibition der Turstehermutaeine schwierige noch nicht ge-

|6ste Aufgabe.
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Zur Umgehung dieser prominenten Mutante, die ddold:rieler Kinaseinhibitoren
in der Krebstherapie beeintrachtigt, haben Zhangl®* Studien mit der Kombinati-
onstherapie eines allosterischen Inhibitors un@naimpotenten Typ-Ill-Inhibitor durch-
geflhrt. Erst der synergistische Effekt zweier Vedongen, die unabhangig voneinan-
der die Kinaseaktivitat hemmen, ermdglicht die wake Inhibition der Turstehermu-
tante. Weisbergt al'® zeigten inin vivo Studien, dass die kombinatorische Behand-
lung einen signifikanten Tumorriickgang bei MausenT815I-positiver CML hervor-

ruft. 18
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Abbildung 52: Uberlagerung von den Proteinkristalikturen der katalytischen Doméanen 3k¥/5und
10P3°. Die Scharnierregion ist in griin gekennzeichnde Hlelix-C in magenta. In der ATP-
Bindungstasche befindet sich jeweils ein Inhibitokekill. Die Komplexstruktur 1M52" enthalt
PD173955 und die Komplexstruktur 3K5V enthalt Imiéti GNF2 bindet in der Struktur 3K5V an die
Myrstoylbindungstasche und induziert eine Krimmudeg Helix-I (blau), was zur Inhibition der Kinase
fuhrt.

Dieser allosterische Inhibitor GNF2 bindet an digrigtoylbindungstasche am C-
Terminus der katalytischen Domafi& Es konnte gezeigt werden, dass der Inhibitor nur
bindet, wenn in biochemischen Tests auf ein oftveedetes Detergenz mit Fettséaure-
Modifikation verzichtet wird®® Da auch die Kokristallisation dieser Verbindung mi
der Kinase nicht trivial war, war der Wirkmechanisndieser Substanzklasse lange
unbekannt. Erst kirzlich haben Zhaegal'®* die Kristallstruktur des allosterischen
Inhibitors GNF2 in Kombination mit Imatinib publeit. Hauptsachlich bindet dieser
Inhibitor Gber hydrophobe Wechselwirkungen in dgmristoylbindungstasche. Eine fur

die Inhibition entscheidende Interaktion ist diesBidung einer Wasserstoffbriicken-



4 Assaysystem zur Detektion von allosterischenbiitdtien der Abl-Kinase 88

bindung vom sekundaren Amin zu einem strukturieéassermolekil. Verbindungen
ohne Amidfunktion wie das Analogon GNF3 kénnen hiah die Kinase bindel{® Die
Anlagerung des Inhibitors induziert, wie auch b&d8ing des endogenen Substrates,
eine Krimmung der Helix3?®® Dadurch bindet die SH2-Domane an den C-Terminus
der Kinase und zwingt die SH3-Domane in eine Rwsitidie die inaktive
Kinasekonformation stabilisiert. Anhand von NMR-@&n konnte gezeigt werden,
dass die Bindung von GNF2 an die Myristoylbinduagshe auch ohne Verknipfung
Uber die SH-2- und SH-3-Domane zur ATP-Bindungstasiie Kinase in die inaktive
Konformation zwingt®* Jahnkeet al’*® haben eine Kollektion an Inhibitorfragmenten
mit einem Konformations sensitiven Assay durchnmisted herausgefunden, dass die
Krummung der Helix-l an der Position V525 aussch&mend fir die Inhibition der
katalytischen Aktivitat ist. Ferner konnten Fragneeientifiziert werden, die zwar an
die Myristoylbindungstasche binden, jedoch keindirdmung der Helix-1 auslosen
beziehungsweise die Krimmung durch eine sterischlddung an Position 1521
blockieren. Diese Verbindungen zeigen sogar einktivierenden Effekt auf die
katalytische Aktivitdt und erdffnen als Kinaseaktioren neue therapeutische Ansatze

im Bereich der DNA-Reperatur und nach radiologiscBehandlungen.

4.2 Spezieller Teil

4.2.1 Aufgabenstellung

Durch die Zulassung des BCR-Abl-Inhibitors Gli¥e¢matinib) wurde die belasten-
de, oft ineffiziente Chemotherapie von der zielgeteten Tumortherapie bei chronisch
myeloischer Leukamie abgeldst.Diese Therapie verbesserte nicht nur die Lebensqua
litat, sondern verschaffte eine komplette hamaistdge Remission bei 95 % der be-
handelten Patientefi” Nach langandauernder Tumorbehandlung mit Imatitétiten
sich jedoch, wie auch schon bei der Behandlunganderen Tyrosinkinaseinhibitoren,
Resistenzen ein, die auf Mutationen in der ATP-Bitgbtasche zuriickzufithren sifd.
Die Uberwindung dieser agressiven entarteten Zgifpration stellt die Forschung bis
heute vor ein ungeldstes Problem. Die im Jahr 2086 Adrianet al'®® publizierte
Verbindung GNF2 nimmt einen alternativen Bindungdosein und brachte bei An-
wendung in Kombination mit Imatinib einen Fortsthhinsichtlich der Uberwindung
von arzneistoffresistenten Tumorzelllinien von BBk Die Verbindung GNF2 bindet
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an die zur Autoinhibition dienende Myristoylbindwtgsche und stabilisiert dadurch die
inaktive Kinasekonformation. Begriindet durch dieuneichende Information Gber den
regulatorischen Einfluss von GNF2 in den Zellst&thsel sowie durch den nur gering
erfassten chemischen Strukturraum fir Liganderedibtyristoylbindungstasche, sollte
in dieser Arbeit ein Assaysystem entwickelt werd#as die direkte Identifizierung von
GNF2-analogen Verbindungen ermdglicht. Anforderumga dieses Detektionssystem
umfassen die Generierung von robusten sensitivehreproduzierbaren Ergebnissen
sowie die Anwendbarkeit im Hochdurchsatzscreenhch zuvor erworbenen positi-
ven Erfahrungen mit dem Prinzip des Verdrangungsas@&apitel 3.2.3) wurde in die-
sem Projekt ein GNF2-basierter Verdrangungsasstayiakelt. Zur Etablierung dieses
Systems wurde die I6sliche Kinase in reiner Formoltigt sowie eine fluoreszierende

Sonde und eine kleine Anzahl an Verbindungen zlidaung des Assayssystems.

Detektionsprinzip basierend auf Fluoreszenzpoldiisa

Die Fluoreszenzpolarisation ist eine verbreiteteidde zur Detektion von biomole-
kularen Interaktionen, wie beispielsweise DNA-DN#tdraktionen oder Protein-
Protein-Interaktionei®*%°In der Wirkstoffentwicklung wird die Technologieeh zur
Identifizierung neuer Liganden fir Zielproteine geat, auf dessen Konzept der in die-
sem Projekt angewandte Verdrangungsassay beruhtDétektionsreagenz wurde der
nicht-fluoreszierende Ligand GNF2 verwendet, degridinen Linker mit Fluorescein
verknupft wurde. Die Diskriminierung zwischen geblaner und frei vorliegender Son-
de erfolgt durch Polarisationsmessung. Wird eioridszierendes Molekll mit polari-
siertem Licht angeregt, emittiert dieses wiederuanisiertes Licht, was unter anderem
von der Grol3e des Molekils abhangig ist. Ist dirdBoan die Kinase gebunden, fallt
die Polarisation groRer aus als im ungebundeneta@dsWird die Sonde von einem
Liganden verdrangt, liegt dieser frei in der Loswog, was durch Fluoreszenzpolarisa-
tion detektiert werden kann (Abbildung 53).
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Abbildung 53: Prinzip des Fluoreszenzpolarisatidssays zur Detektion von Liganden der
Myristoylbindungstasche von Liganden. Das Modedliba auf der Kristallstruktur mit dem PDB-Eintrag
3K5V.1*

4.2.2 Ergebnisse und Diskussion
4.2.2.1 Expression und Aufreinigung der Abl-Kinaseaus dem
Zelllysat

Zur Etablierung des neuen Assaysystems flr diekMhse musste zunachst ein so-
lider Grundstock an Protein, bestehend aus verdehen Konstrukten der Abl-Kinase,
hergestellt werden. Hierfir wurden drei verschied@l-Kinasekonstrukte verwendet
(siehe Abbildung 54). Das Konstrukt ASS enthiett &atalytische Doméne sowie die
Src-Homolgie-Doméanen-2 und -3, die zur Autoinhibitider Kinase dienen und eine
regulatorische Verknipfung der Helix-1 zur ATP-Bimystasche herstellen. Die Kon-
strukte Acat und ASF codierten nur die katalytisBloenéane der Abl-Kinase und unter-
schieden sich lediglich durch drei Aminosauren amme@minus. Die rekombinante Ex-
pression und Aufreinigung dieser Kinasekonstruktelgte in Anlehnung an ein Proto-
koll von Seeligeret al®® in dem die Expression der im pET28a-Vektor bdfitmn
Kinase mit Polyhistidinanhang in einé&. col-BL21-Zellkultur beschrieben ist. Die
Expression von Abl in Bakterienzellen setzte dieeiaression der Phosphatase YopH
voraus, um eine uUbermallige und dadurch schadlitiespRorylierung vork. colr
Proteinen zu verhindern. Hierzu wurden zwei veresdbne YopH-Konstrukte ohne Af-
finitdtsanhang verwendet; die YopH-Volllange (1-#88d ein kirzeres Konstrukt
(164-468), welches im Gegensatz zur Volllange nachiNi-NTA-Sepharose bindet und
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dadurch die Reinigung von Abl vereinfacft Die Aufreinigung erfolgte in drei Schrit-
ten mit einer Nickelaffinitditschromatografie, gefol von einer Anionenaus-
tauschromatografie und ansciileader Gelfiltration. Bei den Chargen, die einen
Polyhistidinanhang am N-Terminus der Kinase entémelerfolgte eine proteolytische
Spaltung Uber Nacht nach der Nickelaffinitatschrtmpeafie. Die Ausbeuten nach voll-
standiger Aufreinigung betrugen zwischen 8 und B2 nkExpressionskultur. Ein SDS-
Page-Gel mit Proteinproben des gesamten Aufreigigprozesses ist in Abbildung 54
dargestellt. Nach der Aufreinigung lagen alle Komste in > 98 % Reinheit vor.

I Kinasedomine I ASF
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1 2 3 4 5 6
100 ; 8
104 100
M ' N 70 W
55
55 —
55|
35
p——
E— e
N — 2
35|
| —
o 27]
15
10| -
1. Zelllysat 4. TEV-Spaltung
2. l6sliche Fraktion 5. Anionenaustausch-
3. Ni2*-Chromatografie chromatografie

6. Gelfiltration

Abbildung 54: SDS-Page-Gele der drei aufgereinigtbhKonstrukte ASF, Acat und ASS. Das Gel der
ASF illustriert alle Proteinproben der Proteinairfigung, fir Acat und ASS ist jeweils die Proteiope
nach der finalen Gelfiltration dargestellt. Die Rwegit aller Abl-Konstrukte betrug 95 %.

4.2.2.2 GNF2-basierter EFC-Assay

Aufgrund der positiven Erfahrungen mit dem EFC-Ass$ar Typ-lll-Inhibitoren
(Kapitel 3.3.3) wurde dieses Assayprinzip zunachst Etablierung fir den GNF2-
basierten Assay verwendet. Hierzu wurde ein GNF@v@e tUber ein Verbindungs-
fragment jeweils C- und N-terminal an ein fuGalactosidase gehdrendes Peptid (ED)
konjugiert>® Die Synthese der Sonde erfolgte in Kollaboratioit BiscoveRx und
MSD. Zur Optimierung des Assaysystems wurden iragévier verschiedene Sonden

entwickelt, die sich in ihrem Verbindungsfragmeetziehungsweise in der Ladnge des



4 Assaysystem zur Detektion von allosterischenbiitdtien der Abl-Kinase 92

ED-Liganden unterschieden. Verschiedene Peptidiavgarden eingesetzt, da diese
einen Einfluss auf die Affinitat des ED-Ligandenr fi#Galactosidase haben. Durch
Anlagerung des ED-Liganden an die verkiirzte Vaeatdrp-Galactosidase wird diese
aktiv, was mittels eines chemilumineszierenden Bates detektiert wird.

Zunachst wurde mit den in Abbildung 55 A-B darghtste Sonden gearbeitet. Da
die Sonde A das bessere Signal/Rausch-Verhaltriigiesy wurde diese fir weitere

Untersuchungen verwendet.
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Abbildung 55: Schematische Darstellung der eingésetED-Liganden. ED1 und ED2 unterscheiden
sich in ihrer Peptidlange. (ED: Enzym Donor)

Zur Etablierung des Assaysystems wurden zuersKdimezentrationen der einzelnen
Reagenzien angepasst. Eine Kinasetitration untev&welung einer hohen Konzentra-
tion (12,5 nM) an ED-Ligand zeigte eine deutliche@ngentrationsabhangige
Lumineszenzkurve (Abbildung 56). Ein niedriges Loeszenzsignal bei hohen
Kinasekonzentrationen deutet darauf hin, dass aiel&an die Kinase bindet und somit
derp-Galactosidase zur Aktivierung nicht mehr zur Vguiig steht. Dieses Experiment
wurde bei unterschiedlichen Inkubationszeiten detektionsreaktion durchgefthrt (15-
180 min). Die Differenz des Signals der Negativkole (ED-Ligand ohne Kinase)
zum Signal der Kinasereaktion erhdht sich mit ldagénkubationszeit. Somit wurde
fur weitere Versuche eine Kinasekonzentration viocac/5 nM und eine Inkubations-
zeit von 180 min gewahlt. Entscheidend fur die E¢abng eines Assaysystems ist die
dosisabhéngige Verdrangung der Sonde durch deenfigganden, welcher in diesem
Assay aus GNF2 besteht. Die Verdrangung ist trioiere/ielzahl an Optimierungsver-
suchen nicht gelungen. Zunachst wurde die kommkeerworbene Abl-Kinase gegen

eigens hergestellte Kinase ausgetauscht (Kapige2.4), da man davon ausgegangen
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ist, dass eine hohe Glycerolkonzentration im Kipa#fer die Reaktion stort. Allerdings
konnte auch mit einer nahezu glycerolfreien Kindsahg das Problem nicht gel6st

werden.
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Abbildung 56: Kinasetitration mit dem EFC-Assayemverwendung von 12,5 nM Sonde A.

Eine weitere Uberlegung zur Umgehung des Problears eass der Abstand zwi-
schen ED-Peptid und GNF2-Derivat nicht optimal wagdass es entweder zur
sterischen Hinderung mit der Kinase oder zum Verdies Affinitat des Molekils zur
Kinase kam. Somit wurden weitere Sonden hergegfdibildung 55 C-D). Allerdings
brachte auch dieses keinen Erfolg. Der Vermutuagtinahe, dass die Affinitat der
Sonde fur dieses System nicht ausreicht, um eiastes Signal fur eine dosisabhéngige
Titration des freien Liganden zu erzielen. Weit&ehwierigkeiten bereiteten eine
schwache Lo6slichkeit der Sonden in wassriger Losung

Eine Methode, die mit einer weniger komplexen Soadekommt und somit einen
geringeren Affinitatsverlust des GNF2-Derivateswsacht, ist die Fluoreszenzpolari-
sation. Die Synthese der molekularen Sonde sowid€tiblierung des Systems sind in

den folgenden Kapiteln beschrieben.

4.2.2.3 Synthese eines Sondenmolekils

Im Folgenden wird die Synthese des Sondenmolekiilddn Verdrangungsassay zur
Detektion von allosterischen Inhibitoren beschrieldg@ie molekulare Sonde besteht aus
dem Liganden GNF2, welcher an die Myristoylbinduagshe binden soll, sowie dem

Uber ein Verbindungsstiuck konjugierten FluorophloioFescein. Die Synthese erfolgte
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ausgehend von dem GNF-Derivat RL3), (velches in der AG Rauh zuvor hergestellt

wurde.
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Schema 2Synthese der molekularen GNF2-Sonde ausgehend \WhR2-®erivat ). Nach Darstellung
des pegylierten GNF2-Derivates Uber eine Amidkupglwurde der Fluorophor Fluorescein konjugiert.

An die freie Carboxylgruppe vonwurde tber eine Amidkupplung mit DIPEA und
PyBOP das Diamin8) konjugiert. PyBOP diente hier zur Bildung einektivesters.
Um eine 1:1-Umsetzung zu erzielen, wurde ein 6dadbberschuss des Diamins ver-
wendet. Nach vollstandiger Umsetzung von RL31 gtéodie Aufreinigung vor® mit
praparativer HPLC. In einer zweiten Amidkupplungsteon wurde Fluorescein utber
die reaktive Maleimidoximgruppe an das freie Amir (PEG-Brucke konjugiert. Die
Synthese erfolgte wiederum unter Verwendung derigiBase DIPEA. Anschliel3end

wurdel1 als finales Produkt mit praparativer HPLC aufgeigi

4.2.2.4 Etablierung des Assaysystems

Nachdem die Abl-Kinase exprimiert und aufgereinigirde und die molekulare
Sonde hergestellt war, konnte das auf Fluoreszdszpation basierende Assaysystem
etabliert werden. Dazu wurde zuerst defWert der molekularen Sonde ermittelt, um
die optimalen Assaykonzentrationen bestimmen zu n&bff’ Die fur IGCse
Bestimmungen eingesetzte Konzentration der Sontle sm Bereich des KkWertes
liegen. Dieser betrug 30 nM, was auf eine hohe gdaffinitat hindeutete. Dies war
eine gute Voraussetzung zur Generierung einests@msirobusten Assaysystems. Eine
weitere Bedingung zur Durchfihrung von FP-basieAdimitatsstudien ist, dass die
molekulare Sonde durch den unmarkierten Ligandemli@sem Fall GNF2, verdrangt

werden kann. Damit soll eine unspezifische BinddegSonde ausgeschlossen werden.
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Eine Titration des freien Liganden ist in Abbildu&g dargestellt und illustriert eine
konzentrationsabhangige Verdrangung der molekul@merde. Der daraus resultierende
ICsc-Wert von 150 nM entspricht dem mit einem aktigtisierten zellularen

Assaysystem bestimmten publizierten Wé&tt.
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Abbildung 57: (A) Titration der GNF2-Sonde mit ASSur Bestimmung der optimalen
Assaykonzentration. Die Titration zeigt eineg-Wert von 30 nM. (B) Konzentrationsabhéngige Ver-
drangung der Sonde durch GNF2.

Um fur das Assayssystem einen mdoglichst grof3enrdigthen Bereich zu gewahr-
leisten und dessen Robustheit zu testen, wurdemdiruffer vorliegende Salzkonzent-
ration sowie die DMSO-Konzentration angepdssbie Optimierung der Salzkonzent-
ration sollte die Stabilitat der Kinase verbess@®ie Titration der Kinase mit unter-
schiedlichen NaCl-Konzentrationen zeigte keine Algigkeit des dynamischen Berei-
ches von der Salzkonzentration (Abbildung 58A). &alvurde fir die nachfolgenden
Messungen eine Salzkonzentration von 200 mM vereendbmit die Stabilitat der

Kinase gewabhrleistet war.
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Abbildung 58: (A) Grafische Darstellung des dynathen Bereiches mit unterschiedlichen Konzen-

trationen an NaCl. (B) Konzentrationsabhangige Yémdung der Sonde durch GNF2 bei unterschiedli-
chen DMSO-Konzentrationen.
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Die  DMSO-Vertraglichkeit des  Assaysystems wurde aamch von
Dosiswirkungskurven mit dem Inhibitor GNF2 bei usthiedlichen DMSO-
Konzentrationen untersucht (Abbildung 59B). Biseiner DMSO-Konzentration von
5 % war keine Beeintrachtigung zu beobachten. Beehen Konzentrationen verklei-
nert sich der dynamische Bereich, was wahrschéirdid eine Instabilitat der Kinase,
ausgeldst durch DMSO, zurtickzufiihren ist. Die rwermalig fir 1G-Bestimmungen
eingesetzten DMSO-Konzentrationen von 1 % beeintigen jedoch nicht die Stabili-
tat des Assaysystems. Der bei diesen Messungeratigelte dynamische Bereich lag
im Allgemeinen zwischen 3 und 4 und weist auf aiol3g@s Fenster zwischen Positiv-
und Negativkontrolle hin. Dies lasst auf ein rolegsfssaysystem schliel3en.

Nachdem die erfolgreiche Verdrangung des unmasddriganden GNF2 gezeigt wer-
den konnte und die tUbrigen Assayparameter angepasséen waren, erfolgte eine zeit-
abhéngige Untersuchung der Verdrangung der GNF2&Sonit verschiedenen Verbin-
dungen. Hierfur wurden KgWerte nach unterschiedlichen Inkubationszeiten von
Kinase und Inhibitor bestimmt. Die Werte zeigteassl die Assoziation von GNF2 an
die Myristoylbindungstasche, unter gleichzeitiger®féangung der Sonde, erst nach 30

Minuten abgeschlossen war (Abbildung 59A).
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Abbildung 59: Zeitabhangige kgBestimmung von (A) GNF2 und (B) Imatinib mit denN&2-basierten
FP-Assaysystem.

Uberraschenderweise konnten auch Inhibitoren detekverden, die an die ATP-
Bindungstasche binden. Jedoch wiesen diese Venbgmitueine stark zeitverzogerte
Inhibition auf, bei der sich die KgWerte im Zeitraum von 10 bis 90 Minuten stark
erniedrigen (Abbildung 59B; Linksverschiebung deme). Somit lassen sich prinzipi-
ell ATP-kompetitive Inhibitoren von allosterischirhibitoren unterscheiden, da bei der
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Anlagerung von Liganden an die ATP-Bindungstaschiee ezeitaufwendige
Konformationsanderung stattfindet, die schliel3iah Verdrangung der Sonde fiihrt.

Validierung des Assaysystems mit unterschiedlittigibitoren
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Abbildung 60: Ablaufplan der Inhibitionsbestimmurgn 40 zuféllig ausgewéahlten Verbindungen der
RL-Substanzkollektion.

Nachdem gezeigt wurde, dass GNF2 die Sonde audgestoylbindungstasche
verdrangen kann, wurde im n&chsten Schritt untatswge sich das System bei unter-
schiedlichen Verbindungen hinsichtlich RobusthRegproduzierbarkeit und Sensitivitat
verhalt. Hierfir wurden 40 zufallig ausgewahlteibitoren der RL-Substanzbibliothek
sowie die Negativkontrolle GNF3, der unmarkiertgdnd RL31 und Dasatinib ver-
wendet. Als Mal3 fir die Inhibitionsstarke der 4Qegéeten Verbindungen diente die
prozentuale Verdrangung der Sonde, bezogen au¥/elidrangung von GNF2 unter
Verwendung von 25 uM Inhibitor. Hierbei wurden émgen Inhibitoren als Hits de-
klariert, deren Verdrangung der Sonde mehr als 2&e%0gen auf die Positivkontrolle
GNF2 ausmachte. Unter den 40 getesten Verbindungeden 7 Hits gefunden, die
dieses Kriterium erflllten. Die Hit-Validierung effite durch 1Ge-Bestimmungen mit
dem FP- und dem HTRF-Assay (Tabelle 9).
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Inhibitortyp ~ Verbindung FP-ASS HTRF-ASS FP-Acat HTRF-Acat
allosterisch GNF2 162 + 11 1000 £500 2680 + 400 -
Negativ-
kontrolle GNF3 i ) ) i
allosterisch RL31 145+ 3 270 £ 140 nb -
Typ 11l (p38a) RL8 30000 +£9000 >30uM -* -
Typ | Bosutinib - 72 £ 23 - 2,3+0,8
Typ II RL63 - - - 73+34
23700
Typ I RL129 > 30 uM 13900 4,1+0,2
Typ | Vatalanib > 30 uM 3400 £ 370 - 2830 £ 1700
Typ II Nilotinib 82+6 49+9 -* 11,4+14
Typ II Imatinib 611 + 69 400 + 64 -* 735+ 711
Typ | Dasatinib 76 £ 27 67+9 -* <1nM

Tabelle 9: IG-Werte von Hits, die in einer Kollektion von 40 Stdnzen gefundenen wurden. Zur Hit-
Validierung wurde der GNF2-Verdrangungsassay (BRjes der aktivitatsbasierte HTRF-Assay verwen-
det. ASS definiert das Konstrukt mit katalytischerd regulatorischer Doméne und Acat kennzeichnet
das Konstrukt der katalytischen Doméane von Abl.uBt@rvorgehobene Verbindungen wurden der Ver-
suchsreihe als Kontrollinhibitoren hinzugefuigt. Ribkirzung ,nb* bedeutet ,nicht bestimmt®, da nicht
genug Substanz vorlag. Die Asterixe markieren diebihdungen, bei denen eine Verdrangung der mole-
kularen Sonde stattgefunden hat, jedoch die Afitratr Ermittlung eines gWertes zu schwach war.
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Hierzu wurden die Abl-Konstrukte ASS (katalytischad regulatorische Doméanen
der Abl-Kinase) sowie Acat (ausschliel3lich katalgtie Domane) verwendet. Mit dem
FP-ASS-Assay konnten nicht nur die Myristatmimetilaektiert werden, sondern auch
Inhibitoren des Typs I-1ll. Die mit dem FP-ASS-Agsarmittelten 1G-Werte stimmten
far alle Inhibitionstypen weitestgehend mit densgl@erten Uberein, die mit dem
HTRF-Assay ermittelt wurden. Der FP-Acat-Assay teoldie Diskriminierung von
ATP-kompetitiven Inhibitoren und Liganden der Myoiglbindungstasche ermdglichen,
da die regulatorische Verknipfung mit der ATP-Bitadehe nicht vorhanden ist. Wie
erwartet konnte mit Acat nur der J&Wert von GNF2 ermittelt werden. Jedoch indu-
zieren auch die Inhibitoren RL6, Dasatinib, Imdiinind Nilotinib eine geringfigige
Dissoziation der Sonde von der MyristoylbindungésteDies resultiert mit grof3er
Wahrscheinlichkeit aus einer Verknupfung der im &#linus lokalisierten Helix-I mit
der ATP-Bindungstasche uber ein Aminosaure-Netzywediches die katalytische Ak-
tivitat von Abl regulieren soft** AuRerdem ist nicht auszuschlieBen, dass die gégrann
Verbindungen auch schwache Liganden der Myristogbngstasche sind. Dieses
konnte vor allem auf RL8 zutreffen, da fir diesebfiednung keine Inhibition mit dem
aktivitatsbasierten HTRF-Acat-Assay nachgewieserdare konnte. Alle anderen ATP-
kompetitiven Inhibitoren konnten hiermit, wie ertedy detektiert werden.

4.2.2.5 Verdrangungs-Assaysystem basierend auf zaifgeldster
Fluoreszenzdetektion

Ein alternatives Testsystem, dass bei Hochdurchsdihren vorteilhaft gegentber
einem Fluoreszenzpolarisationsassay ist, stellzeimufgeldste FRET-Messung dat.
Hierbei wird ein Terbium-markierter Antihistidin-Aikorper eingesetzt, der an den
Polyhistidinanhang der Abl-Kinase bindet und mitndEluorescein markierten GNF2-
Molekul ein zeitaufgelostes FRET-Paar bildet (Adbitlg 61). Dieses Prinzip zeichnet
sich generell durch niedrigere Fluoreszenzintenieea von Testsubstanzen aus, da bei
der Mehrzahl an fluoreszierenden Testsubstanzefld@eszenz nach kurzer Zeit ab-
klingt und somit die Emissionsenergie nicht auf 8iende iibertragen werden karh.
Ein weiterer Vorteil eines solchen Assaysystemsdass die verwendete Kinase und
die Sonde in sehr niedrigen Konzentrationen eirtgeserden kénnen. Hierdurch wird
das System sensitiver beziglich schwach bindendgantlen, was beim Durchmustern

einer Substanzbibliothek nach neuen Hits sehr ichtzist. Auch fir dieses
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Assaysystem wurde eine konzentrationsabhéngigerafegdng der molekularen Sonde
beobachtet, was die Voraussetzung fur die weitetapfation auf ein HTS-taugliches

Format darstellt.

A B 14 -
12 -
o010 A
>
28
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<
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Fluorescein 2 |
TR-FRET
340 nM 520 nM 0 ' '
0.1 10 1000
GNF2 nM

Abbildung 61: (A) Schematische Darstellung des TREF Prinzips fir den GNF2-basierten Verdrén-
gungsassay. (B) Konzentrationsabhangige Verdrandangiolekularen Sonde durch GNF2.

4.3 Zusammenfassung

Die Enzymklasse der Proteinkinasen bringt vielverspende Zielproteine fir die
Tumorbehandlung hervor. Jedoch stoR3t die Wirkstoffeeklung trotz des immensen
Erfolges einiger Kinaseinhibitoren auf viele Hindisse, von denen Selektivitat, Wirk-
stoffresistenzentwicklung und ein mit Patenten §éuRig abgedeckter Strukturraum
zuerst genannt seien. Eine Strategie zur Uberwipdlieser Hirden ist die Entwick-
lung von allosterischen Inhibitoren. Zur Identi@rming solcher Verbindungen aus gro-
Ben Substanzbibliotheken werden allerdings neuekidehssysteme bendétigt, die bis
jetzt nur beschrankt oder gar nicht vorhanden sind.

Ein solches System wurde in dieser Arbeit zur Idiegrerung von Liganden der
Myristoylbindungstasche in Abl entwickelt. Ausgederon dem allosterischen Inhibi-
tor GNF2, der die Kinaseaktivitait hemmt, indem erdé&e Myristoylbindungstasche in
Abl bindet, wurde ein auf Verdrangung basierendaoffészenzpolarisationsassay ent-
wickelt. Der Assay liefert robuste und reproduzeeghErgebnisse mit einem Z-Faktor
von 0,8. Mit diesem Assay wurde eine kleine Sulmtaltektion mit zwei unterschied-
lich langen Abl-Kinase-Konstrukten untersucht, digvor in E. coli exprimiert und
chromatografisch aufgereinigt wurden. Bei Verwergldes Konstrukts ASS, welches
neben der katalytischen Doméane auch die regulaters SH2- und SH3-Domé&nen
enthielt, konnten auch potente ATP-kompetitive litioren detektiert werden. Mit dem

Konstrukt Acat, das nur die katalytische Domaneiexbel, konnten ATP-kompetitive



4 Assaysystem zur Detektion von allosterischenbiitdtien der Abl-Kinase 101

Inhibitoren nur aul3erst schwach die Sonde von dedudgstasche verdrangen. Ver-
mutlich ist dies auf das Fehlen der regulatorisddeméanen bei Acat zurtckzufthren,
die eine Verknupfung der Myristoylbindungstasche&TUP-Bindungstasche herstellen.

Dieses System zeichnet sich nicht nur durch seot®iBheit und Sensitivitat aus, es
basiert zudem auf einem simplen Pipettierprotokedls vor allem zum Durchmustern
von grélBeren Substanzkollektionen von Vorteil Zatdem ist das Assaysystem kosten-
gunstig und ermoglicht somit auch die AnwendungekeDetektionsprinzips im aka-
demischen Umfeld. Da fur die Myristoylbindungstasdbis jetzt nur GNF2-analoge
Liganden bekannt sind, stellt die Rasterung eim@Beren Substanzkollektion mit dem
GNF2-FP-Assay einen guten Ausgangspunkt zur ldemtiing neuer Liganden der
Myristoylbindungstasche dar.

Zur Verminderung von Fluoreszenzinterferenzen durebBtsubstanzen wurde das
Assaysystem basierend auf der zeitaufgelosten HR&Ssung weiterentwickelt. Eine
weitere Optimierung der Sonde diesbezuglich kdwliteVerwendung von Fluoropho-
ren bringen, die bei hoheren Wellenlangen emittieta kleine Molekile in diesem
Bereich weniger Strahlung abgeben. Aul3erdem wanetrersluchungen zur Aktivitat
von GNF2 bei weiteren Kinasen interessant. Hierfist eine zellbasierte
Targetidentifizierung erforderlich, da allosteriecmhibitoren oft nicht in aktivitatsba-
sierten Assaysystemen identifiziert werden kénnaferden zusatzliche Zielproteine
von GNF2 gefunden, kénnte der in dieser Arbeit &kelte FP-Assay auf diese

Kinasen adaptiert werden.
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5 Material und Methoden

5.1 Materialen

51.1 Gerate

Gerate fur Proteinexpression, -aufreinigung und emedbiologische Versuche:

Anionenaustauschersaule; HiTrap QFF  GE Healthcare (Waukesha, W1, USA)

Autoklav Varioklav 75S H+P Labortechnik (Oberschleil3heim,
GER)

Avanti J-26 mit Rotor JA-10 Beckman Coulter (KrefeGER)

Brutschrank WTC Binder (Tuttlingen, GER)

Elektrophoresesystem Mini-PROTEAN 3 Bio-Rad (HeesuCA, USA)

FPLC-System Akta GE Healthcare (Waukesha, WI, USA)

Geldokumentationssystem FluorChém Biozym (Hessisch Oldendorf, GER)
Gelfiltrationsséule; Hi Load 26/6( GE Healthcare (Waukesha, WI, USA)
Superdex 75

Hochdruckhomogenisator M-110S Microfluidics CoNeton, MA USA)

Hochleistungsdispergierer T18 basic IKA-Gruppe (Staufen, GER)

Ultra-Turrax

Inkubationsschuttler Innova 4430 New Brunswick 8tifee (Edison, NY
USA)

JLA 8,1 Beckman Coulter (Krefeld, GER)

Kahlzentrifugen Avanti J-25 Beckman Coulter (KrefeGER)

Nanodrop ND-1000 Thermo Scientific (Waltham MA, USA)

Nickelchelat-Affinitatssaule; HisTrap FF GE Healtihe (Waukesha, WI, USA)
Photometer Eppendorf Biophotometer Eppendorf (Hamburg, GER)
Pipetten Resear€hEinkanalpipette (0,1-2,5Eppendorf (Hamburg, GER)

uL, 0,5-10 pL, 2-20 pL, 10-100 pL, 20-200

pL, 100-1000 mL, 500-5000 pL)

Stromgeber PowerPac TM HC Bio-Rad (Hercules CA, USA)
Thermomixer comfort Eppendorf (Hamburg, GER)
Tischzentrifuge Centrifuge 5415 Eppendorf (Hamburg, GER)
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Tischzentrifuge Multifuge 3 S-R Heraeus (Hanau, GER

Gerate fur Enzym-Assays

Eppendorf ResearEiMehrkanalpipette  Eppendorf (Hamburg, GER)

(20-300 pL, 5-100 pL, 0,5-10 pL)

Matrix elektronische Mehrkanalpipette  Thermo Scientific (Waltham MA, USA)
(2-125 pL, 0,5-12,5 um)

Tecan Safire2™ Tecan (Crailsheim, GER)
JASCO FP-6500 Spektrofluorimeter Jasco (Essex, UK)
SpectramaXMV5 Molecular Devices (Sunnyvale, CA USA)

Gerate fur organische Synthese und chemische Erpate

HPLC Agilent 1100 Series Agilent Technologies (Boblingen, GER)
Lyophilisator HetoPower Dry LL1500 Thermo Scientific (Waltham MA, USA)
Digital Sonifier Units Models S-250D Branson (DamglCT, USA)

Finnigan LCQ Advantage Max Masse Thermo Scientific (Waltham MA, USA)
spektrometer

Alle weiteren Gerate entsprachen dem ublichen LstBodard.

Kernmagnetresonanzspektroskopie

'H- und C-NMR-Spektren wurden auf einem Varian Mercury &jektrometer (400
MHz *H-NMR, 100.6 MHZ"*C-NMR) aufgenommen.

Die chemischen Verschiebungen sind in ppm angegebeh beziehen sich auf
Tetramethylsilan (TMS) = 0 ppm) als internen Standard. Die Kopplungskamtsind
sind in Hertz (Hz) angegeben. Die Signalmultipéiin wurden wie folgt abgekirzt: s =
Singulett, d = Dublett, dd = Duplett von Dubletts; Triplett, m = Multiplett, br = brei-
tes Signal, td = Triplett von Dubletts, ddd = Dubien Dubletts von Dubletts.

Chromatografie

Zur Dunnschichtchromatografie wurden DC-Fertigglattbeschichtet mit Kieselgel
60-254 der Firma Merck, verwendet. Die entsprechenderfrhdiel sind bei den jewei-
ligen Substanzen angegeben. Zur Detektion wurdelldkt der Wellenlange 254 nm
verwendet.

Saulenchromatografische Trennungen erfolgten naisi=Kieselgel der Firma J. T.
Baker (Korngroé3e 40-70m).
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Praparative HPLC-Trennungen erfolgten auf einemavia(Pro Star 215) Gerat mit
VP 250/21 Nucleodur C-18 Gravity 5 p Saule der Bilacherey-Nagel. Die Detekti-
on erfolgte bei 214 nm. Es wurden die ProtokBlleundP2 verwendet.

AuRerdem wurde das LC-8a Geréat der Firma ShimadzWiRC-10 Fraktionssamm-
ler und SP 125/10 Nucleodur C-18 Gravity 5 p Sé&ukombination mit einer SP50/10
Nucleodur C-18 Gravity 5 p Vorsaule der Firma MaelyeNagel verwendet. Die De-
tektion erfolgte bei 210 und 254 nm. Es wurde dasdRoll P3 verwendet.

Protokolle fur Laufmittelsysteme:

P1: Dauer des Laufes: 56 min; Start: 5 % ACN; Gradier85 min auf 35 % ACN, in 2
min auf 100 % ACN; Flussrate: 25 mL/min

P2: Dauer des Laufes: 55 min; Start: 10 % ACN fiurif;nGradient in 25 min auf 65 %
ACN, in 4 min auf 100 % ACN; Flussrate: 25 mL/min

P3: Dauer des Laufes: 60 min; Start: 15 % ACN fiuri#;nGradient in 38 min auf 5 %
ACN, in 10 min auf 100 % ACN; Flussrate: 8 mL/min

Es wurden die Lésungsmittelgemische ACN + 0,1 % Tdedvie HO + 0,1 % TFA
verwendet. Die Losungsmittel der Produktfraktionemirden anschlieBend durch

Lyophilisation entfernt.

Massenspektrometrie

Flissigchromatografie in Verbindung mit Massensgpeketrie (LC-MS) wurde mit
dem Thermo Finnigan LCQ Advantage Max ESI-Spekttemdurchgeftihrt, welches
an ein HPLC System von Agilent (1200 series), ledgtinit einer Eclipse XDB-C18, 5
um Séaule (Saulendurchmesser: 150x4,60 mm), gekopaelt Fur die Analyse wurde
H>O mit 0,1 % HCOOH (LM A) und Acetonitril mit 0,1% EDOH (LM B) bei einer

Flussrate von 1 mL/min verwendet.

Der Gradient verlief von 0 bis 1 min mit 75 % LM2% % LM B; von 1 bis 10 min:
von 75 % LM A/25 % LM B nach 0 % LM A/100 % LM Bpw 10 bis 12 min: 0 % LM
A/100 % LM B; von 12 bis 15 min: von 0% LM A/100 ¥M B nach 90 % LM
A/10 % LM B.

Hochaufgeloste Massenspektrometrie (ESI-MS) wurdedam Gerat Thermo LTQ
Orbitrap von Thermo Electron durchgefuhrt, welchesein “Accela” HPLC System,
bestuckt mit einer “Hypersil GOLD” Saule von Therfakectron, gekoppelt war.
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5.1.2 Verbrauchsmaterialien

Abdeckfolie (transparent]hin Seal Excel scientific, Inc. (Wrightwood
CA, USA)

Alufolie (klebend) Thermowell™ Corning (New York NY, USA)

Dialysekassette Slide-A-Lyzer MWCO 10000 PiercediRord, IRL)
Dialyseschlauch Spectral/Por MWCO 12-140( SpectrumLabs (Greensboro, NC,

USA)

Dialysis Buttorb0 pL Hampton research (Aliso Viejo, CA
USA)

Matrix Pipettenspitzen (12,5 pL, 125 uL) Thermo Scientific (Waltham MA,
USA)

Matrix Reagenz Reservoirs Thermo Scientific (WalthaMA,
USA)

Mikrotiterplatten 384 well (100 uL) Greiner Bio-One (Solingen, GER)

(weil3, schwarz)

Mikrotiterplatten 384 well (20 pL) Greiner Bio-One (Solingen, GER)

(weil3, schwarz)

Mikrotiterplatten 96 deep well Greiner Bio-One (Solingen, GER)

(transparent, weil3, schwarz)

Ni-NTA-Agarose Ni-NTA superflow Qiagen (Hilden, GER
PipettenspitzerepTIPS(0,1-10 pL, 2-200 pL Eppendorf (Hamburg, GER)
20-300 pL, 50-1000 pL, 100-5000 pL)

Plasmidpraparation Quiaspin Miniprep Kit 250  Quiageilden, GER)

PlastikkUvette 4,5 mL Carl Roth (Karlsruhe, GER)

Proteinentsalzungssaule Pierce (Rockford, IRL)

Sterilfilter FP 30 (0,4%um und 0,22 pm) CA-S (Schleicher & Schuell, Dassel,
GER)

Zentrifugenfiltereinheit Millipore (Billerica, MA, USA)

Amicon Ultra MWCO 10000

5.1.3 Feinchemikalien und molekularbiologische Rea@pzien

1,4-Dithiothreitol (DTT) Fermentas (St. Leon Rot, GER)
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2-Mercaptoethanol

Promega (Mannheim, GER)

4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinethansulfonsdurRoth (Karlsruhe, GER)

(HEPES)

Acrylamid / N,N-Methylenbisacrylamid
Adenosintriphosphat (ATP)

Agarose

Ammoniumpersulfat (APS)

Ampicillin

Brij-58 (Polyoxyethylen-20-cetyl-ether)
BSA (Bovine Serum Albumin)
Chloramphenicol

Coomassie Brilliant Blue G-250
Coomassie Brilliant Blue R-250
Dimethylsulfoxid (DMSO)

EDTA (Ethylendiamin-N,N,N",N"-Tetraacetat)

EGTA (Glycol-
bis(2-aminoethyletherN,N,N’,N"-Tetraacetat)
Essigsaure

Glycerol

Hefeextrakt

Imidazol

IPTG (Isopropyl-3-D-thiopyranosid)
Kanamycin

L-Glutathion (reduziert)

NaCl

Natriumdodecylsulfat (SDS)
Ponceau S

Prestained Protein Ladder Plus
Rinderserumalbumin (BSA)
Streptomycin

TEMED

TEMED (Tetramethylethylendiamin)
Trichloressigsaure

TRIS (Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan)

Applichem (Darmstadt, GER)
CST (Boston, MA, USA)

Invitrogen (Carlsbad, CA, USA)
Serva (Heidelberg, GER)

Gerbu (Gaiberg, GER)
Merck (Dastadt, GER)

Sigma-Aldrich (Steinheim, GER)
Roth (Karlsruhe, GER)

Serva (Heidelberg, GER)
Serva (HeidelbergR3

Acros (Everberg, BEL)
Gerlisigiberg, GER)

Roth (Karlsruhe, GER)

J.T. Baker (Deventer, NED)
Alta Aesar (Karlsruhe, GER)
Sigma (Steinheim, GER)
Serva (Heidelberg, GER)
Roth (KarlsrylizER)
Gerbu (Gaiberg, GER)
Serva (Heidelberg, GER)
Sigma-Aldrich (Steinheim, GER)
Roth (Karlsruhe, GER)
Sigma-Aldrich (Steinheim, GER)
Fermentas (St. ReopGER)
Sigma-Aldrich (Steinheim, GER)
Serva (Heidelberg, GER)
Roth (Karlsruhe, GER)
Roth (Karlsruhe; i)
Roth (Karlsruhe, GER)
Roth (Kahe, GER)

106



5 Material und Methoden 107

Trypton Sigma-Aldrich (Steinheim, GER)
Tween-20 Sigma-Aldrich (Steinheim, GER)

Die hier nicht aufgefiihrten Standardchemikaliendeurim analytischen Reinheitsgrad

von den Firmen Baker, Gerbu, Merck, Roth, ServaSigdha-Aldrich bezogen.

Reagenzien und Losungsmittel fir chemische Synthese

Reaktionen mit hydrolyse- und oxidationsempfindéiclReagenzien wurden in sorg-
faltig ausgeheizten Apperaturen durchgefiihrt. Didosfanzzugabe erfolgte Uber ein
Septum oder unter Argongegenstrom. Lésungsmitbs.Yavurden ohne weitere Reini-
gung verwendet. Alle weiteren Chemikalien wurden den Firmen Acros, Aldrich,

Sigma, Fluka und Merck erworben.

514 Reagenzien flr biochemische Untersuchungen:

HTRF® TK KinEASE™ Assay Cisbio (Bagnols /Ceze Cedex, FRA)
Luciferase Assay; ATP Determination Kit Invitrogen (Carlsbad, CA, USA)
Omniad™ Tyr Peptid 2 Assay Invitrogen (Carlsbad, CA, USA)
Quick Start™ Bradford; Protein Assay Bio-Rad (Hercules, CA, USA)

Z'lyte Assay™; flr cSrc- und Abl-Kinaseinvitrogen (Carlsbad, CA, USA)
Tyr2; fur EGFR-Kinase Tyr4: fir GSK-3

Kinase: ST9

a-GST-d2-Konjugat Cisbio (Bagnols /Céze Cedex, FRA)
a-Phospho-ATF2-Cryptatantikérper Cisbio (Bagnolsz€€edex, FRA)
5.1.5 Enzyme

Abl1 Invitrogen (Carlsbad, CA, USA)
Abl1 Millipore (Billerica, MA, USA)
Aktive p38&x Invitrogen (Carlsbad, CA, USA)
ATF-2 Fusionsprotein (mit GST) CST, Inc (Beverly MA, USA)
cSrc-C345S (SM) siehe Methoden
cSrc-C345S/T338M (DM) siehe Methoden

DDR2 Invitrogen (Carlsbad, CA, USA)
EGFR-L858R Invitrogen (Carlsbad, CA, USA)

EGFR-L858R/T790M Invitrogen (Carlsbad, CA, USA)
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EGFR-T790M Invitrogen (Carlsbad, CA, USA)
Millipore (Billerica, MA, USA)
EGFRwt Invitrogen (Carlsbad, CA, USA)
Millipore (Billerica, MA, USA)
Endonuklease (BenzonaseTM) Novagen (Madison, USA)
EPHAS Bestand (CGC - AG Rauh)
GSK3ustilago maydis Bestand (CGC - AG Rauh)
GSK3f human Invitrogen (Carlsbad, CA, USA)
Inaktive JINK2 Invitrogen (Carlsbad, CA, USA)
Millipore (Billerica, MA, USA)
Inaktive p3& Invitrogen (Carlsbad, CA, USA)
Inaktive p3& Bestand (CGC - AG Rauh)
Kit Invitrogen (Carlsbad, CA, USA)
Lysozym Sigma-Aldrich (Steinheim, GER)
MET Invitrogen (Carlsbad, CA, USA)
MKKG6 Invitrogen (Karlsruhe, GER)
MKK6 Invitrogen (Carlsbad, CA, USA)
PDGFR A Invitrogen (Carlsbad, CA, USA)
PDGFR B Invitrogen (Carlsbad, CA, USA)
PKC theta Invitrogen (Carlsbad, CA, USA)
PreScission-Proteasé Bestand (CGC - AG Rauh)
TEV-Protease Bestand (CGC - AG Rauh)
Thrombin GE Healthcare (Waukesha, WI, USA)
Tie Invitrogen (Carlsbad, CA, USA)
VEGFR1 CST, Inc (Beverly MA, USA)
VEGFR2 CST, Inc (Beverly MA, USA)
VEGFR3 CST, Inc (Beverly MA, USA)
5.1.6 Gene

Die Kinasegene der Firma Geneart (Regensburg, Gitd) synthetisch hergestellt
und sind codon-optimiert fur die Expression in H.ddie Sequenzen der Kinasegene

befinden sich im Anhang.
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5.1.7 Bakterienstamme

BL21 DE3 cSrc-DM, YopH, GroEL Bestand (CGC - AG Rauh)
BL21 DE3 cSrc-SM, YopH, GroEL Bestand (CGC - AG Rauh)
BL21(DE3) (YopH/GroEL) (Seeliger, Yourgt al.2005)
BL21(DE3) Single5" Competent Cells Novagen, USA

XL 10 gold Stratagene, USA

5.1.8 Computerprogramme / Server

°RSCB PDB (Protein Data Bank) by Rutgers & UCSD www.rcsb.org
BioWorks 3.1 Software Thermo Scientific, USA
ChemBioDraw Ultra 12.0 CambridgeSoft (Cambridge MA, USA)

Expasy (Expert Protein Analysis System www.expasy.ch by SIB (swiss institute
for bioinformatics)

NCBI (Pubmed) National Center for Biotechnology-(In
formation, Bethesda MD, USA)
SciFindef CAS, ACS (Columbus OH, USA

XL fit IDBS (Guildford Surrey, UK)
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5.2 Methoden

5.2.1 Rekombinante Expression verschiedener Konstkte der
cSrc- und Abl-Kinase in Escherichia coli®

Fur die Expression der cSrc- und Abl-Konstrukte dreuein weitestgehend einheitli-
ches Protokoll verwendet. Unterschiede in den Koesgionskomponenten sowie die
verwendeten Protease-Schnittstellen sind untenedteilf. Alle Kinasen wurden als
Hexahistidin-Fusionsproteine zusammen mit der Patsige YopH ausyersinia
enterocoliticd® in E. coli BL21 koexprimiert. Fiir cSrc wurde zusétzlich ddseron
GroEL koexprimierf® Die Konstrukte lagen im Vektor pET-28a (NovagelSA) vor.
Das Gen der Phosphatase YopH lag im Vektor pCDFDuy&tovagen, USA) vor und
das Gen des Chaperons GroEL befand sich im pACYKiovg€Novagen, USA). Die
Expressionen wurden mit sterilem TB (Terrific BrpMedium (2,4 % (w/v) Hefeex-
trakt, 1,2 % (w/v) Trypton, 0,4 % (w/v) Glycerinuthgefiihrt, welches die Antibiotika
Kanamycin 50 pg/mL, Streptomycin 50 pg/mL und Caiophenicol 25 pg/mL ent-
sprechend der in den Vektoren vorliegenden Regig@are enthielt. Vorkulturen wur-
den Uber Nacht bei 37 °C in 150 mL Medium in eineé®® mL Erlenmeyerkolben mit
Schikane herangezogen. Nach 16 h Inkubation wuel& orkultur 1:50 in jeweils 2 L
TB-Medium verdunnt, welches in einem 5-L-Erlenmé&pd#iben mit Schikane vorlag.
Die weitere Aufzucht erfolgte bei 37 °C bis zu einptischen Dichte (O§o) von 0,6.
Danach wurde die Temperatur auf 18 °C herabgesemiitdie Proteinsynthese des
Zielproteins mit Zusatz von 0,2 mM IPTG gestarf¢ach einer Expressionszeit von
16-20 h wurden die Zellen geerntet. Die gesamtelakon erfolgte unter konstantem
Schitteln (100 U/min).

Kinase Koexpression Koexpression Protease-
(Chaperon) (Phosphatase)  schnittstelle

cSrc-SM GroEL YopH TEV
cSrc-DM GroEL YopH TEV

Aldeff - YopH PreScision
ASS - YopH KD Thrombin
Acat - YopH KD Thrombin
ASF - YopH KD TEV

Tabelle 10: Ubersicht liber die Koexpression undeseschnittstellen in den Konstrukten der Abl- und
cSrc-Kinase.
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5.2.2 Proteinaufreinigung mit FPLC®

Ernte und Zelllyse

Nach der Expression wurden die Bakterienkulturerldd0-mindtige Zentrifugation
bei 4 °C und 4500 g sedimentiert und das Zellpdiiezur Verwendung bei -80 °C ge-
lagert. FUr die nachfolgende Zelllyse wurde dasePalfgetaut, dreifach mit Puffer A
(50 mM Tris, 500 mM NacCl, 25 mM Imidazol, 5 % (v/@lycerol, pH 8,0) verdinnt
und mit einem Ultra-Turrax-Homogenisator behandédich Zugabe von Endonuklease
(20 U/mL) wurden die Zellen mit einem Hochdruckhayapisator in 5-10 Wiederho-
lungen aufgeschlossen. Zur Abtrennung der Zellraaté unléslichen Zellbestandteile
wurde das Zelllysat fiir 35 min bei 25000 U/min @) Zentrifugiert. Der Uberstand, der

das l6sliche Protein enthielt, wurde vorsichtigeltahtiert und steril filtriert.

Nickelchelat-Affinitatschromatografie

Der erste chromatografische Aufreinigungsschritt idexahistidin-Fusionsproteine
erfolgte mit einer selbstgepackten 30-mL-Ni-NTA-®dudie zuvor mit Puffer A
aquilibriert worden war. Dazu wurde das Zelllyshefieine 50-mL-Probenschleife un-
ter Verwendung einer Flussrate von 1,5 mL/min aefSfule aufgetragen. Zur Entfer-
nung ungebundener Proteine wurde anschlieBend mait SAulenvolumen Puffer A
nachgewaschen. Die Elution erfolgte mit einem lieeaGradienten von 0-50 % Puffer
B (50 mM Tris, 500 mM NaCl, 500 mM Imidazol, 5 %/\y Glycerol, pH 8,0) Uber
30 min. Die Fraktionen des gréf3ten UV-Signales warah 4 mL Einheiten in 15 mL

Falkon-R6hrchen gesammelt und mit einem SDS-GdYsieat.

Abspaltung des Polyhistidinanhanges

Die nach der Nickelchelat-Affinitatschromatografezhaltenen Proteinfraktionen
wurden zusammengefasst und bei 4 °C lUber Nachtngemen Liter Dialysepuffer
(50 mM Tris (pH 7,5), 5 % Glycerol, 150 mM NaCljyiM EDTA und 1 mM DTT)
dialysiert. Diese fand in einem Dialyseschlauchreuierwendung eines Magnetrihrers
zur Diffusionserleichterung statt. Fir Proteine mitter TEV-Schnittstelle wurde der
Polyhistidinanhang durch Zugabe von 50 pg/mL TEWt€ase wéahrend der Dialyse
entfernt. Fur die Kinasekonstrukte, die eine Thromethnittstelle enthielten, musste
zuvor das im Puffer enthaltende Histidin durch {sal entfernt werden. Die Spaltung

des Polyhistidinanhanges erfolgte anschlielRend dinigabe von 5 U/mL Thrombin.



5 Material und Methoden 112

Anionenaustauschchromatografie

Vor der Durchfiihrung der Anionenaustauschchromaftgmusste die Kinase in ein
schwach salzhaltiges Milieu umgepuffert werden. Daairden die Proteinldsung mit
einer Zentrifugenfiltereinheit (MWCO 10000, Amicatra, Millipore) auf ein Volu-
men von etwa 10 mL eingeengt und anschliel3endadteimit Puffer QA (50 mM Tris
(pH 7,4), 50 mM NaCl, 1 mM DTT, 5 % (v/v) Glycerolerdinnt. Zur besseren Tren-
nung und ErhOohung der Ladekapazitat wurden zweih&ege-Q-FF-Saulen (GE
Healthcare) mit einem Saulenvolumen von 1 mL in hBeigeschaltet. Nach
Aquilibrierung der Saulen mit Puffer QA wurde di€oBe mit einer Flussrate von
1 mL/min unter Verwendung einer 50-mL-Probenschlgéladen. AnschlielRend wurde
mit drei Saulenvolumen Puffer QA nachgewaschen. Bigion der Kinase fand unter
gradueller Zufihrung von 0-100 % Puffer QB (50 mMsT(pH 7,4), 600 mM NacCl,
1 mM DTT, 5 % (v/v) Glycerol) innerhalb von 30 mstatt. Die gesammelten Fraktio-
nen wurden in 2 mL Eppendorf-Réhrchen gesammeltroitiilfe eines SDS-Gels ana-

lysiert.

GroRRenausschlusschromatografie

Vor der Durchflihrung der GroRenausschlusschromafiegivurden die zuvor erhal-
tenen Proteinfraktionen auf ein Volumen von 2 mLfkaozentriert. Nach
Aquilibrierung der GroRenausschlusschromatografiekS (Sephadex HiLoad 26/60
Superdex 75) mit Gelfiltrationspuffer (20 mM TrigH 7,4) 200 mM NaCl, 1 mM DTT,
5 % (v/v) Glycerol) erfolgte die Probenapplikationt einer 2-mL-Probenschleife. Die
fortlaufende Auftrennung der Probenlésung fanddieer Flussrate von 2 mL/min statt.
Die Fraktionierung und Analysierung erfolgte wie i bder Anionenaustausch-
chromatografie. Das aufgereinigte Protein wurde edufa 10 mg/mL aufkonzentriert,
aliquotiert und bei -80 °C gelagert.

5.2.3 Proteinanalytische Verfahren

SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese nach Laefitli

Dieses Verfahren diente zur Auftrennung von Preteianter denaturierenden Be-
dingungen.  Zur elektrophoretischen Trennung wurdan eSDS-haltiges
Polyacrylamidgel verwendet, welches von negativ agehem SDS-Puffer

(Natriumdodecylsulfat) zur Uberdeckung der Eigentaglvon Proteinen umgeben war.
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Die Proteine wurden in 10-15 % Polyacrylamidgelereiner Gelapparatur nach Stu-
dier’® aufgetrennt. Das sich oberhalb des Trenngels diefire Sammelgel enthielt zur
Verbesserung der Trennscharfe 5 % Polyacrylamich Brof3envergleich der Proteine
diente der Standardmarker ,PageRuler™ PrestainesteiRr Ladder* von MBI-

Fermentas.

Gelherstellung

Zusammensetzung zur Herstellung von vier SDS-Polamidgelen:

Trenngel 12 % Sammelgel 5 %
Acrylamid/ Bisacrylamid (30 %/0,8 %) 8 mL 2 mL
4X Trenngel- / Sammelgelpuffer 5mL 3 mL
H,O bidest. 7 mL 7 mL
APS-L6sung (10 % (w/v) in $D) 140 pL 80 uL
TEMED 16 pL 28 pL

4x Trenngelpuffer: 1,5 M Tris*HCI (pH 8,8), 0,4 % SDS (w/v)
4x Sammelgelpuffer: 0,5 M Tris*HCI (pH 6,8), 0,4 % SDS (w/v)

Zuerst wurde die Polymerlosung fir das Trenngedstellt und anschlie3end sofort
in eine Gelkammer von Bio-Rad gegossen. Um eindr@cisnung zu verhindern, wur-
de die Losung mit Isopropanol Uberschichtet. Naotac30-minitiger Polymerisation
waren die Gele fest genug, dass nach Entfernunglsigsopanols die Sammelgel-
Polymerlésung aufgeschichtet und ein ProbenkamdasSammelgel gesteckt werden
konnte. Nach weiteren zwanzig Minuten waren diee@ellstandig auspolymerisiert.

Probenvorbereitung:

SDS-Probenpuffer: 100 mM Tris*HCI (pH 6,8), 20 % (v/v) Glycerol, 2 %wv/v)
SDS, 0,1% (w/v) Bromphenolblau, 200 mM (v/V}-

Mercaptoethanol
TBE-Puffer: 89 mM TRIS (pH 8,0), 89 mM Borsaure, 2 mMNaDTA
Farbelbsung: 0,1 % (w/v) Coomassie-Brilliant-Blau280, 40 % (v/v)

Ethanol, 10 % (v/v) Essigsadfé
Entfarbeldsung: 10 % (v/v) Ethanol, 5 % (v/v) Essigsaure
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Fur die Herstellung der SDS-Proben wurde nach eigi@mmeitlichen Schema vorge-
gangen, welches nachfolgend dargestellt ist. B&-$Doben, die aus Zellexpressionen
hervorgingen, wurden die Schritte 1-10 durchgeful@i Proteinproben, die aus
Zelllysaten oder Aufreinigungen stammten, wurdeSuiritt 5 begonnen:

1. Die gesammelten Zellsuspensionen von 1 mL wurden5finin bei 8000 g
zentrifugiert und der Uberstand anschlieRend veiemorDie Zellpellets einer
Probenreihe wurden mit SDS-Probenpuffer so resulgen dass ungefahr
gleiche Konzentrationen auf das Gel aufgetragemevekonnten. Dazu wurde
die Probe mit dem geringsten Zellgehalt in 300 |[BETPuffer resuspendiert.
Die anderen Proben wurden dann entsprechend gemeesgaischer Dichte so

verduinnt, dass sie der Zellkonzentration der ktem®&robe entsprachen.

2. Die Proben wurden bei folgenden Bedingungen soeifiz15 % Amplitude,
Impuls: 1,5 s an, 1,0 s aus, jeweils 5 Wiederhadmndpie so erhaltenen Prote-

inldsungen reprasentierten die Gesamtproteinfra&tio

3. Zu 20 puL der Proteinfraktionen aus Schritt 2 wurdeweils 20 uL SDS-
Probenpuffer gemischt und 5 min bei 95 °C im Thanixer (Eppendorf) er-
hitzt.

4. Fur die Herstellung der l6slichen Proteinfraktioneumrden jeweils 100 pL der
Gesamtproteinfraktionen fur 5 min bei 13000 U/mmd 4 °C zentrifugiert.

5. Die Denaturierung der l6slichen Proteinfraktion dugrfolgte wie unter 3. be-

schrieben.

6. Die erhitzten Proben wurden fir 5 min auf Eis gdkiind anschlielend kurz

abzentrifugiert.

7. Je nach Proteinkonzentration wurde 3-20 pL ProldeeBuSDS-Gel in einer

Gelapparatur von Bio-Rad aufgetragen.

8. Das SDS-Gel wurde circa 30 min bei einer konstaBjgannung von 90 V lau-
fen gelassen, gefolgt von einer Erh6hung der Spamnauf 120 V, bis die Lauf-
front das untere Ende der Gele erreicht hatte.

9. Zur Detektion wurden die Proteine zunéchst fur 4% m einem Coomassie-

Farbebad gefarbt. Der Uberschiissige Farbstoff wardehlieRend in einem
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Entfarbebad entfernt. Dazu wurde das Gel in Endlédung eingelegt und in
einer Mikrowelle kurz erhitzt. AnschlieRend wurdasdEntfarbebad konstant
geschwenkt und die Entfarbelésung in circa einstjerd Abstanden mehrfach

ausgetauscht.

10.Die Geldokumentation erfolgte mit dem Geldokumeatetsystem

FluorChent™ von Biozym und Alpha-Innotech.

Silberfarbung:

Die Silberfarbung von SDS-Gelen beruht auf der Redn von Silberionen an
Thiol- und Carboxylrestéf?*** sowie auf der Reduktion von freiem metallischel Si
ber durch Protein®>?% Die Reduktion ist dabei abhangig von dem Redoxiroal
zwischen der Proteinprobe und dem umgebenden Miiemach Farbemethode kénnen
hier Proteinbanden positiv oder negativ geladen?8&in diesem Protokoll wurde die
Methode mit positiv geladenen Proteinbanden angdeteie Silberfarbung erfolgte
in saurem Milieu nach Nesterenkbal®’

Das Protokoll zu Silberfarbung von SDS-Gelen isthfi@lgend tabellarisch aufgefihrt:

Aktion Reagenz Zeit

Fixieren 60 mL 50 % (v/v) Aceton + 1,5 mL 50 % (w/v) TCE $ AL 5 min
37 % (v/iv) HCHO

Waschen H,O 5 min

1. Vorbehandlung 60 mL 50 % (v/v) Aceton 5 min

2. Vorbehandlung 60 mL HO + 0,1 mL 10 % (w/v) N&5,0s*5 H,O 1 min

Waschen H,O 3x5s

Impragnieren 60 mL HO + 0,8 mL 20 % (w/v) AgN@+ 0,6 mL 37 % (v/v) 8 min
HCHO

Waschen H,O 2x5s

Entwickeln 60 mL HO + 1,2 g NaCO; + 25 pL 37 % (v/v) HCHO + 10-60 s
25uL 10 % (w/v) NaS;0;

Stoppen 1 % (v/v) Essigsaure 30s

Waschen H,O 3x5s

Bradford-Proteinbestimmuni

Diese Proteinbestimmung beruht auf der Absorptiotdséung des Farbstoffes
Coomassie-Blau bei Anlagerung an Arginin und hytade Aminoséurereste. Zur Pro-
teinquantifizierung wurde die Quick-St&ftBradford Proteinlésung von Bio-Rad ver-

wendet. Um kleinere Proteinmengen verwenden zu &bdnwurde die Absorption bei
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595 nm in transparenten 96-well-Platten (Greiner)t dem Mikrotiterplatten-
spektrometer (Tecan Safire2) gemessen. Zunachstewaine Proteinstandardreihe mit
v-Globulin (1,25-25 pg/mL) sowie mit der zu vermesien Proteinprobe, die im Kon-
zentrationsbereich von 1-15 pg/mL lag, erstelltn®aurden zu 150 pL Proteinlésung
150 pL Bradford-L6sung gegeben. Die Proteinkonatiotin wurde anschlieRend aus
der resultierenden Absorption bei 595 nm anhand destellten y-Globulin-
Proteinstandardreihe ermittelt.

Anmerkung: Da unterschiedliche Proteinbestimmungen groRemw&ckungen unter-
liegen, wurden alle Kinasen, die eigenstandig pzaatiwurden und fur enzymatische
Assays verwendet wurden, mit dieser Methode quaiatif. Dies lieferte die zuverlas-

sigsten Werte.

Proteinkonzentrationsbestimmung mittels Proteingttsaon

Diese Methode beruht auf der Proteinabsorptiorebmer Wellenlange von 280 nm,
welche hauptsachlich durch Tyrosin- und Tryptopkate verursacht wird. Nach Lam-
bert-Beer lasst sich die Konzentration (c) einer sl mithilfe des
Extinktionskoeffizientengy), der Extinktion () und der Schichtdicke (d) der Kuvette

bestimmen.

E,- &, *c*d (13)

Basierend auf dieser Methode wurde die Proteiniesting mit einem Nano-Drop
ND-1000 von Thermo Scientific und dem Biophotometen Eppendorf durchgefiihrt.
Das zur Berechnung der Proteinkonzentration betgbtMolekulargewicht und der
Extinktionskoeffizient einzelner Kinasen wurden mdgm Programm ProtParam des

ExPASy Bioinformatikservers bestimift

Massenspektrometrische Untersuchungen modifizi€nteteine

Methode 1 (Entsalzung mit debDialyse Buttorvon Hampton Research):
Eine Lésung aus 12,5 uM cSrc-DM wurde mit einemiraglaren Anteil an Inhibitor
(DMSO < 1 %) versetzt und fur 40 min bei Raumteraperinkubiert. Danach wurden
die Pufferbestandteile sowie der Uberschissigebitoini mit Hampton Research
Dialysis Buttonamittels Dialyse gegen demineralisiertes Wassefeerit Zur Analyse
wurden 4 pL Protein-Inhibitor-Lésung mit 16 pL demialisiertem Wasser und 20 pL

2 % (v/v) AcetonitrilAmeisenséaure vereint. Aligeoton 20 pL wurden mit dem ESI-
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MS Finnigan LCQ Advantage Massenspektrometer voermb vermessen. Die Aus-
wertung und Dekonvolution der MS-Spektren erfolgi# dem BioWorks 3.1 (SR1)

Programm von Thermo Scientific.

Methode 2 (Entsalzung mit ProteinentsalzungssatderPierce):
Eine LOsung aus 62,5 uM cSrc-DM (entsprechend 2rmhd?rotein) wurde mit einem
aquimolaren Anteil an Inhibitor (DMSO < 1 %) veetind fir 30 min bei Raumtem-
peratur inkubiert. Es folgte die Entsalzung UberedpProteinentsalzungssaule. Im An-
schluss wurden zu 27 pL Probe 11 % Acetonitril zeget und, wie in Methode 1 be-
schrieben, massenspektrometrisch vermessen undveeidgt.

5.2.4 Aktivitatsbasierte Assaysysteme

Z'lyte™ Assay

Dieser aktivitatsbasierte Assay der Firma Invitimogetzt ein am N- und C-Terminus
fluorophormarkiertes Peptid, dass von der getast&iease phosphoryliert wird. In
einer nachfolgenden Detektionsreaktion wird demadn€£hymotrypsin zugesetzt, wel-
ches das nicht phosphorylierte Peptid spaltet. Bddkann zwischen den beiden an das
Peptid geknupften Fluorophoren kein FRET gemessenden, woraus sich der Phos-
phorylierungsgrad und somit die Enzymaktivitdt besten lasst. Die Volumina der
Ansatze fir Kinase- und Detektionsreaktion betrageveils 10 pL, die in schwarzen
384-well-(20 pL)-Platten durchgefihrt werden. Dér tSrc und Abl verwendete
Kinasepuffer enthielt 50 mM HEPES (pH 7,5), 0,01B%-35, 10 mM MgC}, 1 mM
EGTA. Fur EGFR bestand der Kinasepuffer aus 25 ni8®PBS (pH 7,5), 0.01 % Brij-
35, 2 mM MnC}, 10 mM MgCh, 1 mM DTT, 2,5 mM CaGlund 0,1 mg/mL BSA. Der
Assay enthielt drei Kontrollen, die fur jeden VesBunitbestimmt wurden. Als Positiv-
kontrolle (100 % Phosphorylierung) wurde ein prégtoryliertes Peptid eingesetzt.
Die Negativkontrolle (0 % Phosphorylierung) enthiBeptid und Kinase, aber kein
ATP. Bei Inhibitionsmessungen wurde mit der drittontrolle die ungehemmte

Kinasereaktion determiniert, das heil3t, es lagerase, Peptid und ATP vor.
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Km-Bestimmung mit dem Z'lyte™ Assay:

Pipettierschema:

Reaktion Reagenzien pL/ Inkubations-
Kavitat zeit (min)
Kinase- 2x Kinase 5uL 9 verschiedeng
reaktion cSrc-SM 0,125 ng/uL, cSrc-DM 0,04 ng/uL, Zeiten von 5-
EGFR wt 0,313 ng/uL, EGFR-T790M 1,25 ng/uL 120 min
+ 2x 1 ng/pL Peptid
2x ATP, Verdinnungen von 400 — 0,142 pM 5 pul
Entwick- “Entwicklungsreagenz” (Chymotrypsin), 5uL 60
lung verdunnt laut Vorschrift
Stoppreak-| Stoppreagenz 5puL 60
tion

Vor der Ky-Bestimmung wurde die optimale Enzymkonzentratiwie in Kapitel
2.2.2.6 beschrieben, bestimmt. Je nach Enzymcivangge 1-15 nM cSrc-Kinase ein-
gesetzt. Der Assay wurde zu jeder Zeit licht- umdperationsgeschitzt mit Alumini-
umfolie abgedeckt. Folgende Parameter wurden far RRET-Messungen mit dem
Mikrotitterplattenfluorimeter verwendet:

Parameter Einstellung
Anregungswellenlange 400 nm
Anregungsbandbreite 12 nm
Emissionswellenlange 445 nm & 520 nm
Emissionsbandbreite 12 nm
Integrationszeit 1000 ps

Anzahl Messungen 10

Verstarkung (gain) optimal
z-Position 12600 um

Fur die FRET-Messungen mit dem Safire2 oder dem ctBpeaXM5
Plattenfluorimeter wurden die obemgegebenen Messparameter verwendet. Die bei
den Wellenlangen 470 nm und 520 nm gemesseneneSkemzwerte wurden dividiert
(A520/1470) und der prozentuale Anteil an phosphorylierteptid (% P) mit folgen-

der Gleichung berechnet:

((A520/ A470) * 4520 (100%)) — A470 (100%)
"~ (M470 (0%) — A470 (100%)) + ((1520/ A470) * (A520 (100%) — 1520 (0%))

%P=1

Die weitere Auswertung erfolgte mit dem ProgrammfKlnach Kapitel 5.3.2.
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ICs¢-Bestimmung mittels Z'lyte Assay:

Die ICso-Bestimmung erfolgte nach folgendem Pipettierschema

Reaktion Reagenzien pL/ Inkubations-
Kavitat zeit (min)
Kinase- 2x Kinase 5uL 60

reaktion cSrc-SM 0,125 ng/uL, cSrc-DM 0,04 ng/uL,
EGFR wt 0,313 ng/uL, EGFR-T790M 1,25 ng/uL
+ 100x Inhibitor (1-5 % DMSO)

2x ATP 5puL
cSrc-SM: 25 uM, cSrc-DM: 15 uM, EGFR wt: 7 uM,
EGFR-T790M: 2 uM

+ 2x Peptid cSrc: 1 uM, EGFR: 0,5 uM

=

Entwick- “Entwicklungsreagenz” (Chymotrypsin), 5uL 60
lung verduinnt laut Vorschrift

Stoppreak- | Stoppreagenz 5uL 60
tion

Die Prainkubation von Inhibitor und Kinase betru@-4120 min. Die weitere Aus-

wertung erfolgte nach Kapitel 5.3.2.

Bestimmung des Gehalts an aktiver Kinase:

Die Bestimmung des Gehalts an enzymatisch aktivieas€ erfolgte Uber eine
Titrierung mit den Inhibitoren Staurosporin (fur rcp beziehungsweise RL1 (fur
EGFR). Die Auswertung fand in drei Schritten st#iirerst wurde der Phosphorylie-
rungsgrad des Peptides gegen die Inhibitorkonzmraemilogarithmisch aufgetragen
und die Parameter der Hill-Gleichung mittels XLdfiestimmt. Dann wurde mit den
Punkten auf dem abfallenden Ast der Kurve eine @argleichung (y = m*x+b) for-
muliert. Im letzten Schritt wurde die Gleichung hacumgeformt und fir y der Wert
des unteren Plateaus der sigmoidalen Kurve aubliléBleichung eingesetzt (verglei-
che Kapitel 5.3.2). Die so erhaltenen x-Werte aetdpen dem Gehalt an enzymatisch
aktiver Kinase in Mol/L. Dieses basiert auf der Ahme, dass nur ein Inhibitormolekul

an das aktive Zentrum der Kinase bindet.

HTRF® TK KinEASE™ Assay

Dieser kommerzielle Assay der Firma Cisbio ist eitem universellen (Poly-Tyr)-
Peptid ausgestattet und ermdglicht die Vermessahlyeicher Tyrosinkinasen.
Der Assay verlauft Gber zwei Schritte, einer Kimaa&tion und einer Entwicklungsre-

aktion. In der Kinasereaktion phosphoryliert dien&se das biotinylierte (Poly-Tyr)-
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Peptid. In der Entwicklungsreaktion wird ein fluszeerender Europiumcryptat-
Phosphoantikérper zur Kinasereaktion zugegeben,adedas phosphorylierte Peptid
bindet. Die Entwicklungslésung enthalt zuséatzlichn efluoreszenzmarkiertes
Streptavidin, welches das mit dem Peptid konjugieBiotin komplexiert. Da der
Phosphoantikérper nur das phosphorylierte Pepténat, (Abbildung 67) kann der
Phosphorylierungsgrad Uber zeitaufgeloste FRET-Mesdestimmt werden. Fiur die
Reaktionen wurden weil3e 384-well-(20uL)-Platten @Greiner verwendet. Die FRET-
Messung erfolgte auf dem Mikrotiterplattenspektrtan€Tecan Safire2) nach dem un-
ten angegebenen Protokoll. Die Auswertung erfoilytech Ermittlung des Quotienten
aus den Fluoreszenzwerten, die bei 665 nm und Bilgamessenen wurden.

Zur Etablierung des Assays fir verschiedene Kinasesste zuerst die Konzentration
der Reagenzien, sowie die Inkubationszeit angempassten. Die Protokolle der einzel-
nen Anpassungsversuche sind nachfolgend tabehadscgestellt. Im Allgemeinen
wurde folgendermalien vorgegangen: Zur Optimierueig Kinasereaktionen wurden
verschiedene Konzentrationen des anzupassenderriesgeingesetzt, und die damit
erhaltenen Phosphorylierungsgrade gegen die jg®&ailReagenzkonzentrationen auf-
getragen. Diese Messwerte ergaben hyperbole Kuaues,denen dann die optimalen
Konzentrationen, fur 16- und Kp,-Bestimmungen abgelesen werden konnten. Um die
Stabilitat des Assays zu Uberprifen, wurden imnvegi Kontrollen eingesetzt. Eine
Negativkontrolle, die nur Peptid und Kinase enthigld eine Positivkontrolle, bei der

zusatzlich noch ATP zugegeben wurde.
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Kinase ATP (uM) Substrat (nM)  Kinasereaktionsze Kinasekonzentrati
it (min) on (ng/uL)
cSrc-SM 15 150 30 0,18
cSrc-DM 0,8 0,08 15 0,07
EGFR-wt 1,5-2,7 100 30 1,5
EGFR-L858R 4,5 110 30 0,3
EGFR-T790M 3,0 100 30 0,3
EGFR- 1,0 50 30 0,15
L858R/T790M
VEGFR1 53 100 30 0,5
VEGFR2 14 100 30 0,8
VEGFR3 14 100 30 0,8
EPHA3 140 1400 60 1,8
p38u (aktiv) 2,7 191 45 1
JNK2 (aktiv) 0,1 60 30 0,7
Abl 30 200 60 0,075-20
Je nach Kon-
strukt/Charge

Bestimmung der optimalen Kinasekonzentration:

Pipettierschema:

Reaktion Reagenzien pL/ Inkubations-
Kavitat zeit (min)

Kinase- 2x Kinase, Verdinnungen von 10 ng/uL bis 5 puL 30
reaktion 0,02 ng/pL

2x 100 uM ATP 5puL

+ 2X 1uM Peptid
Entwick- Europiumcryptat-Phosphoantikorper 5puL 60
lung

2X SA-XLL665 62,5 nM 5puL

Hierbei wurde die Enzymaktivitat bei unterschiedén Kinasekonzentrationen ge-
messen. Die optimale Konzentration ergab sich anshdchsten, sich im linearen Be-

reich der Kurve befindenden, Konzentration.

Bestimmung der optimalen Reaktionszeit der Kinase:

Pipettierschema:

Reaktion Reagenzien pL/ Inkubations-
Kavitat zeit (min)

Kinase- 2x Kinase, zuvor optimiert 5uL 120, 90, 60,

reaktion 2x 100 uM ATP + 2x 1uM Peptid 5puL 30, 15 min
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Entwick- Europiumcryptat-Phosphoantikorper 5uL 60
lung
2xX SA-XLL665 62,5 nM 5puL

Hierbei wurde der Phosphorylierungsgrad nach uciegdlichen Reaktionszeiten
gemessen. Die optimale Reaktionsdauer ergab sgrldauhdchsten sich im linearen

Bereich der hyperbolen Kurve befindenden Reaktieitsz

Bestimmung desKWertes fur ATP:

Pipettierschema:

Reaktion Reagenzien pL/ Inkubations-
Kavitat zeit (min)
Kinase- 2x Kinase, zuvor optimiert + 2x 1uM Peptid SpuL auv  opti-
reaktion 2x ATP, Verdinnungen von 300 — 0,142 pM 5 pl miert
Entwick- Europiumcryptat-Phosphoantikérper 5uL 60
lung 2X SA-XLL665 62,5 nM 5puL

Hierbei wurde die Enzymaktivitat bei unterschieddén ATP-Konzentrationen ge-
messen. Der Km-Wert ergab sich nach Michaelis-Merstes der Konzentration der
halbmaximalen Geschwindigkeit, hier also aus denegsenen halbmaximalen Enzym-
aktivitat. Der Wert wurde mit dem XL-fit Programnmndttelt. (Vergleiche Kapitel
5.3.1)

Bestimmung desKWertes fur das Substrat-Peptid:

Pipettierschema:

Reaktion Reagenzien pL/ Inkubations-
Kavitat zeit (min)
Kinase- 2x Kinase, zuvor optimiert +2x 100 uM ATP 5 uL zuopti-
reaktion 2x Peptid, Verdunnungen von 4 — 0,00192 uM 5L miert
Entwick- Europiumcryptat-Phosphoantikérper 5ul 60
lung 2X SA-XLL665 entsprechend der 5uL
Peptidkonzentration im Verhaltnis Pept|d/
Strepavidin: 1/8

Hierbei wurde die Enzymaktivitdt bei unterschiekdén Peptidkonzentrationen ge-
messen. Die Berechnung deg-Wertes flr das Substratpeptid erfolgte analogBasr
stimmung des K-Wertes fur ATP.

Bestimmung des optimalen Biotin/Streptavidin-Verhgses:
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Pipettierschema:

Reaktion Reagenzien pL/ Inkubations-
Kavitat zeit (min)

Kinase- | 2x Kinase und + 2x ATP, zuvor optimiert 5uL zuvor opti-
reaktion | 2x Peptid, zuvor optimiert 5 pL | miert
Entwick- | Europiumcryptat-Phosphoantikorper 5ul 60
lung 2x SA-XLL665, entsprechend der Peptjd-5 pL

konzentration im Verhaltnis Peptid/Strepavidin:,1/2

1/4, 1/8

Hierbei wurde die Enzymaktivitat bei unterschiedén Biotin/Streptavidin-
Verhaltnissen gemessen, wobei die Menge an biaigm Peptid konstant gehalten
wurde. Das optimale Verhaltnis ergab sich aus denziéntration an streptavidin-
modifiziertem SA-XLL665, mit dem das besten SigRalisch-Verhéltnis erzielt wer-

den konnte.

Protokoll zur 1Go-Bestimmung:

Pipettierschema:

Reaktion Reagenzien pL/ Inkubations-
Kavitat zeit (min)

Kinase- | 2x Kinase, zuvor optimiert + 100x Inhibitor (2 o 5uL | zuvor opti-
reaktion | DMSO) miert

2x ATP +2x Peptid, zuvor optimiert 5uL
Entwick- | Europiumcryptat-Phosphoantikorper 5ul 60
lung 2x SA-XLL665, entsprechend Peptidkonzentratipn,5 L

im Verhaltnis Peptid/Strepavidin: 1/8

Vor Beginn der Kinasereaktion wurde die Kinase deimn Inhibitor in 384-well-
(100uL)-Platten inkubiert. Je nach Inhibitionstygtriog die Inkubationszeit 40 — 120
min. Die Auswertung erfolgte Uber die 4-Parametksichung nach Hill mit dem Pro-

gramm XL-fit. FUr weitere Informationen zurd&€Bestimmung siehe Kapitel 5.3.2.
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Pufferzusammensetzung verschiedener Kinasen fir aldivitatsbasierten HTRF-

Assay:

Pufferzusammensetzung:

HEPES 50 mM (pH7,0), Nal,02 %, BSA 0,01 %, Orthovanadate 0,1 mM

Kinase Kinase Kit/ Antikorper Pufferzusatze

cSrc, EGFR, TK 5 mM MgCh, 1 mM DTT

VEGFR, -2,- TK 5 mM MgCh, 1 mM MnCh, 1 mM DTT

3, EGFR

EPHA3 TK 5 mM MgCh, 1 mM MnChb, 1 mM DTT
+ SEB-Zusatz

Abl TK 5 mM MgCh, 1 mM DTT + SEB-

Zusatz. (Versuche fur Kapitel 4.2.2.4
enthielten keinen SEB-Zusatz.)

p38/IJNK2  GST-ATF2 Fusionsprotein (200 nM 5 mM MgCh, 1 mM DTT, Tween-80
Europiumcryptat markierte 0,01 %
Antiphosphoantikorper (0,01
ng/uL), D2-markierter Anti-GST-
Antikérper (12,5 nM)

Messparameter far die HTRF-Messung mit einem TeahreR
Mikrotiterplattenfluorimeter:

Parameter Einstellung
Anregungswellenlange 317 nm
Anregungsbandbreite 20 nm
Emissionswellenlange 620 nm & 665 nm
Emissionsbandbreite 20 nm

Wartezeit 60 ps
Integrationszeit 500 us

Anzahl Messungen 10

Verstarkung (gain) optimal
z-Position 12900 pm

5.2.5 Versuche zur Charakterisierung irreversiblerinhibitoren
Puffer

Fur alle Versuche zur Charakterisierung irreveesiMerbindungen mittels intrinsi-
scher Fluoreszenz wurde folgender Puffer verwendet:
50 mM HEPES (pH 7,45), 200 mM NacCl, 0,01 % Brij<er Tween-20
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Aufnahme von Anregungs- und Emissionsspektren

Die Messung erfolgte auf dem JASCO FP-6500 Spdutometer in 4,5 mL Kivet-
ten (Roth) unter Verwendung von 0,15 pM Inhibitar An- und Abwesenheit von
0,1 uM Kinase in einem Volumen von 3 mL. Die Anregswellenlange fur die Emis-
sionsspektren lag bei 350 nm. Gemessen wurde ber &missionswellenldnge von
420 nm.

Assayvalidierung und Charakterisierung irreversidighibitoren

Diese Versuche wurden mit dem Mikrotiterplattenspketer (Tecan Safire2) in
schwarzen 384-well-(20uL)-Platten mit einem finadalumen von 14 uL durchge-
fuhrt. Es wurden jeweils 7 puL Inhibitor vorgeleghdudie Reaktion mit Zugabe von
7 UL Kinasel6sung gestartet. Nach Zugabe des hansowurde die Reaktion sofort

fluorimetrisch aufgenommen.

Bestimmung der idealen Inhibierungsreaktionsgesotiigkeit

Die Titration unterschiedlicher Kinasekonzentraionwurde im Verhéaltnis von
Kinase zu Inhibitor 1:1,5 durchgefiihrt. Dabei wurd€inasekonzentrationen von O;
0,02; 0,1; 0,5 und 1 uM eingesetzt. Das weitereapsshema entsprach dem oben be-
schriebenen Protokoll.

Inhibitortitration

Die Titration erfolgte bei einer Kinasekonzentratison 0,5 uM und variierenden

Inhibitorkonzentrationen von 50-0,4 uM.

Charakterisierung irreversibler Inhibitoren

cSrc: Die Messung erfolgte mit 1 uM Inhibitor und eindoiberschuss von
Kinase (5 pM). Fur Inhibitionsmessungen in Anwesgion ATP wur-
de zusatzlich zu der Inhibitorlédsung 2x 1 mM ATRzugegeben.
EGFR: Die Messung erfolgte mit 0,2 uM RL1 sowie einensauz von 1 uM
RL7 bei einer Kinasekonzentration von 1 pM.
Die Messung des weniger reaktiven Inhibitors RL&BIgte ohne weite-
re Zusatze bei einer Konzentration von 0,1 pM ulsd/M Kinase.
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Gerateeinstellungen zur Bestimmung der intrinsiscRegenfluoreszenz irreversibler
Inhibitoren:

Parameter Einstellung
Anregungswellenlange 368 nm
Anregungsbandbreite 5nm
Emissionswellenlange 420 nm
Emissionsbandbreite 15 nm

Integrationszeit 40 ps

Kinetikintervall cSrc 30 sec, EGFR 4 sec
Verstarkung (gain) 110

z-Position 12300 pm

Bestimmung der initialen Reaktionsgeschwindigkaitivreversiblen Kinaseinhibitoren

Die Bestimmung der initialen Reaktionsgeschwindigkerlief in drei Schritten.
Nach Aufnahme des zeitabhangigen Fluoreszenzasstidgpbildung 62, Diagramm
1)) wurden die Werte der Kurven normiert, das hd#tobere Sattigungsbereich wurde
auf 100% festgelegt und alle weiteren DatenpunkgeMerhaltnis zu diesem gesetzt
(Abbildung 62, Diagramm 2)). Somit lieRen sich die Fluoreszenzkurven allerbin-
dungen untereinander vergleichen. Aus dem lineArdangsbereich dieser normierten
Kurven wurden dann die initialen Steigungen errtjttgelche der initialen Geschwin-
digkeit der Inhibitor-Komplex-Formierung entspraohée gréRer der Wert der initialen
Geschwindigkeit, desto reaktiver ist der unterseidmnthibitor. Die ermittelten Werte

sind Mittelwerte aus mindestens drei unabhangigestiBimungen.
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Abbildung 62 Bestimmung der initialeReaktionsgeschwindigkeibn irreversiblen Kinaseinhibitore

Bestimmung der 1§-Werte irreversibler Inhibitore

Die Bestimmung der in Kapite2.2.2.3.2 beschriebenensiBNerte fur die irrevr-
sible Inhibitioren der cSr&inase wurde mit dem HTRRAssay nach folgendem Po-
koll durchgefuhrt:

Pipettierschema:

Reaktion Reagenzien pL/ Inkubations-
Kavitat zeit (min)
Kinase- | 2x Kinase (0,1&g/puL) + 50x Inhibitor ( % DMSO) | 5 puL 30
reaktion | 2x ATP (15uM) + 2x Peptid (0,15 uM) 5puL
Entwick- | EuropiumcryptatPhosphoantikérper 5uL 60
lung 2X SA-XLL665,entsprechend dt 5uL
Peptidkonzatration, im Verhaltnis Fp-
tid/Strepavidin: 1/4 (0,018 uM)

Vor Beginn der Kinasereaktion wurde Kinase mit dem Inhibitor in 3&well-
(100uL)-Platten fur 9@nin inkubiert. Weitere Informationen zur Durchfihgusteher
in Kapitel 4.3.3.

5.2.6 EFCAssaysyster

Die Versuche wurden in weil3en -well-(20pL)-Mikrotiterplatten durchgefihr

Die Messung der milumineszenz far auf dem Tecan Safire2 Mikrcerplatten-
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spektrometer statt. Die Zusammensetzung des Putferdie Kinasereaktion mit dem
EFC-Assay bestand aus folgenden Reagenzien:

35 mM HEPES (pH 7,4), 20 mM NaCl, 0,4 mM EGTA, 0%1Tween-20, 10 mM
MgCl,, 0,1 % BSA

Kinasetitration

5 pL Kinase einer definierten Konzentration wuraeih 5 uL ED-Ligand (1,25 nM)
in einer Mikrotiterplatte fir 2 h inkubiert, bevadiie Detektionsreagenzien, bestehend
aus 5 pL EA und 5 pL CL-Substrat, hinzugegeben emrdie Mischung wurde an-
schlieBend fur eine Stunde inkubiert. Beide Reagaenwurden dem Kinase Binding

Assay Detection Kiton DiscoveRx entnommen.

ICse-Bestimmungen mit dem EFC-Assay

Zunachst wurden neun Inhibitorlésungen in DMSO &stgjlt, die bezogen auf die
finale Konzentration 100-fach konzentriert vorlagémschlie3end wurden diese in
EFC-Puffer so verdinnt, dass eine zweiprozentigeSDMPuffer Loésung entstand. Im
nachsten Schritt wurden 2,5 puL einer 4x Kinaselgsuyfinale Konzentrationen:
12,5 nM (p38&) und 150 nM (JNK2)) und 2,5 uL einer 4x ED-Ligabdisung (1,25 nM
finale Konzentration) mit 5 uL der zuvor hergesézll Inhibitorverdinnung fir 2 h in
der Mikrotiterplatte inkubiert. Im Anschluss folgtike Detektionsreaktion (siehe oben)
und die Messung der Chemilumineszenz auf dem T&afive2 Mikrotiterplatten-
spektrometer. Die finale DMSO-Konzentration betrdg% und die Inhibitor-
konzentrationen lagen im Bereich von 100 uM bisrlvb Die Ergebnisse sind Mittel-
werte aus mindestens drei unabhéngig voneinandehglefiihrten Versuchen, die je-

weils in Zweifachbestimmungen ausgefihrt wurden.

ATP-Titration mit dem EFC-Assay

Zunachst wurden sechs zweifach konzentrierte ATRiM&nungen in EFC-Puffer
hergestellt. Anschlielend wurden 2,5 puL einer 4raselosung (finale Konzentratio-
nen: 12,5 nM (inaktive p3§ und 75 nM (aktive p38) und 2,5 pL einer 4x ED-
Ligand-LAsung (1,25 nM finale Konzentration) mijus der zuvor hergestellten ATP-
Verdunnung far 2 h in einer Mikrotiterplatte inkebi. Im Anschluss folgte die Detekti-

onsreaktion (siehe oben).
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Dosiswirkungskurve von Inhibitegrmit PDGFR A, DDR2, RET, JNK2

Fur die Inhibitortitration wurde das gleiche Prattbkwvie fir die 1Ge-Bestimmungen
verwendet, mit Ausnahme der Reaktionszeit fur detektionszeit, die nur 10 min be-
trug, bevor die Mikrotiterplatte ausgelesen wursiel{e oben). Die Kinasen wurden bei
folgenden Konzentrationen eingesetzt: 75 nM PDGFRedzymatisch aktiv), DDR2
(enzymatisch aktiv), RET (enzymatisch aktiv), INf€¢Bzymatisch inaktiv).

DMSO/Glycerol-Titration

Der Versuchsaufbau und die Versuchsdurchfihrungpesthen denen einer s
Bestimmung mit dem EFC-Assay, unter Verwendung Verbindung4 als Inhibitor
und inaktiver p38-Kinase. Zu der fir die Verdinnung des Inhibitoeswendete zwei-
prozentigen DMSO/Puffer-Losung wurden die entspgaden Mengen an DMSO be-
ziehungsweise Glycerol zugemischt.

Aktivierung der p3&-Kinase
Aktive MKK6-T207E/T211E (Invitrogen) mit einer Koeatration von 0,831g/mL

wurde zusammen mit inaktiver pd8&inase (3,33 pug/mL) in Aktivierungspuffer
(50 mM Tris-HCI (pH 7,5), 1 mM Na3Vv04, 0,01 % NP;4D1 mg/mL BSA, 2 mM
DTT, 10 mM MgCI2 und 1 mM EGTA) verdunnt und mit@OM ATP bei 30 °C fir
1 h unter konstantem Ruhren inkubiert. AnschlieRemdde nicht verbrauchtes ATP
Uber Nacht mittels Dialyse gegen einen Puffer desafhmensetzung 25 mM Tris (pH
8,0), 150 mM NaCl und 10 % (v/v) Glycerol entfernt.

Kristallisationsexperimente der cSrc-Kinase mit-Tiypund Typ-IlI-Inhibitoren

Die Kristallisationen wurden in EasyXtal-Plattennv@iagen durchgefiihrt und fan-
den bei 20 °C statt.

1.) Kristallisationsbedingungen fur Typ-Ill-Inhibiten:

Die Kiristalle wurden durch die Wasserdampfdiffusioethode mit hangenden
Tropfen erhalten. Dazu wurden 500 uM des Inhibit@ns2 % DMSQO) mit 330 uM
Kinase, welche in Puffer mit 20 mM Tris (pH 8,0p0lmM NaCl und 1 mM DTT vor-
lag, fur 2 h vorinkubiert. Zur Kristallisation wued 1 pL Protein-Inhibitor-Losung mit
1 pL Reservoirlésung (0,1 mM MES (pH 6,9), 4 % G@iyad, 10 % PEG 4000 und
50 mM Natriumacetat) vereint. Plattenférmige tridi Kristalle der Raumgruppe P1

wuchsen innerhalb eines Tages heran.
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2.) Kristallisationsbedingungen ftr Typ-Il-Inhibremn:

Um gut streuende Kristalle zu erhalten, mussterdiése Inhibitoren zunachst ge-
eignete Kristallisationsbedingungen gefunden werdtdarzu wurde 500 uM Inhibitor
mit 180 uM Kinase in 20 mM Tris (pH 8,0), 100 mMa®l und 1 mM DTT vereint
und fur 4 h inkubiert. Die Kiristallisationsversucherfolgten in 96-well-
Kristallisationsplatten (Corning) mit der Wassergdaifusionsmethode mit sitzenden
Tropfen unter Verwendung der Kristallisationslossiipllektionen JCSG Core |,
JCSG Core Il, JCSG Core ll, JCSG Core IV, JCSAE¥, PEGSs suite und Cryos suite
von Quiagen. Hierbei wurden mit einem Kristallisasroboter (Mosquito; (TTP
LabTech Ltd., Melbourn, UK) je 0,2 pL der Kristahitionslésungen mit 0,2 pL Kinase-
Inhibitor-Komplexldsung gemischt. Die weitere Opinung der so gefundenen Kris-
tallisationsbedingungen fuhrte zur Verwendung deristillisationslésung 122 mM
MES (pH 6,4), 11 % PEG 20000 und 22,5 % (v/v) Gigtélr die Kristallisation von
cSrc im Komplex mit Dasatinib sowie zur Verwenduiey Kristallisationslésung be-
stehend aus 85 mM MES (pH 6,5), 10,2 % PEG 20060% 1(v/v) Glycerol fur die
Kokristallisation von Typ-ll-Inhibitoren. Dazu wued 1 pL Kinase-Inhibitor-
Komplexlésung mit 0,5 pL Reservoirlésung vereinatieénférmige, trikline Kristalle
der Raumgruppe P1 wuchsen innerhalb von einer Wioetran.

5.2.7 Fluoreszenzpolarisationsassay

Die Versuche wurden in schwarzen 384-well-(20u L)aMdtiiterplatten durchgefihrt.
Die Messung der Fluoreszenzpolarisation fand aufm delTecan Safire2
Mikrotitierplattenspektrometer unter Verwendung ezinrAnregungswellenlange von
470 nm und einer Emissionswellenlange von 520 natt.sDer G-Faktor von
Fluorescein wurde zuvor fiir den Tecan Safirestimmt und lag bei 1,154. Unter Ver-
wendung eines Puffers bestehend aus 50 mM HEPES7($H 200 mM NaCl und
10 mM MgCh betrug das finale Volumen nach Optimierung 15 Aluf Zusatz von
Detergenzien im Puffer wurde bewusst verzichte. Beaktionen fanden evaporations-
geschitzt im Dunkeln bei Raumtemperatur statt.rJé¢desuch wurde mindestens drei-

mal mit Zweifachbestimmungen wiederholt.
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Titration der GNF-2 Sonde gegen ASS

Nach zuvor eingestellter Kinasekonzentration etéoldje Titration der Sonde unter
Verwendung von 7,5 uL ASS (500 nM) und je 7,5 uL-EBand in unterschiedlicher
Konzentration, variierend von 5-500 nM pro Reaksamsatz. Die Inkubationszeit be-
trug 2 h, bevor die Reaktion ausgelesen wurde.Ngigativkontrolle enthielt den ED-
Liganden in den entsprechenden Konzentrationen @dsatz von ASS. Die Auswer-
tung erfolgte durch Auftragung der Differenz zwienhNegativkontrolle und dem
Messwert bei Zugabe von Sonde und ASS gegen digdftdration an GNF2-Sonde.

Zur Bestimmung des KWertes wurde folgende Gleichung verwendet:

y = (BLpnax™x)/(Kg+x) (24)

ICs¢-Bestimmungen mit dem FP-Assay / Verdrangungssiuniedem FP-Assay

Zunéchst wurden neun, bezogen auf die finale Kanagon, 100-fach konzentrierte
Inhibitorlésungen in DMSO hergestellt, die ansdbied in FP-Puffer so verdinnt wur-
den, dass eine zweiprozentige DMSO/Puffer Losungtamd. Im nachsten Schritt wur-
de 7,5 uL einer Mischung aus Kinase (finale Konzgimn: 500 nM (fur ASS und
Acat)) und GNF2-Sonden (finale Konzentration: 200 (fir ASS und Acat)) mit
7,5 uL der zuvor hergestellten Inhibitorverdinnundiégr 1 h in einer Mikrotiterplatte
inkubiert. Im Anschluss folgte die Detektionsreaktisiehe oben) und die Messung der
Fluoreszenzpolarisation auf dem Tecan Safire2 Mitenplattenspektrometer. Die fina-
le DMSO-Konzentration betrug 1 % und die Inhibitmnkentrationen lagen im Bereich
von 100 uM - 1,5 nM. Die Auswertung erfolgte mitndé>rogramm XLfit unter Ver-
wendung der Hill-Gleichung. Die 4-Punktbestimmuniplgte analog dem Protokoll
fur die 1G-Bestimmung mit Ausnahme der verwendeten Inhibdodentrationen, die
final bei 50, 25, 2,5 und 0,5uM lagen. Zur Ausweg wurde der Grad der
Sondenverdrangung durch die getestete Substanagd®ezauf GNF2, nach folgender

Gleichung berechnet:
Verdrangung % = [(Testsubstanz,swi-GNF2¢ osum)/ GNF225,0)*100] (15)

Bestimmung des dynamischen Bereiches fur den F&tAss

Zur Bestimmung des dynamischen Bereiches wurdd-ldiereszenzpolarisation ei-
ner Positivkontrolle (Kinase + GNF2-Sonde) und elegativkontrolle (GNF2-Sonde)

mit Zusatz unterschiedlicher NaCl-Konzentration@r200 mM) aufgenommen. Das
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eingesetzte Format entsprach dem fur dig-B2stimmungen optimierten Format. Der
dynamische Bereich ergab sich aus der Differen®£dsitiv- und der Negativkontrolle.

5.2.8 TR-FRET Assay mit GNF2-Sonde

Der Versuch wurde in weif3en 384-well-(20pL)-Miktetplatten durchgefiihrt. Die
Messung der Fluoreszenz fand auf dem Tecan Sdfllikbotiterplattenspektrometer
statt unter Verwendung der Anregungswellenlange 3 nm und der Emissionswel-
lenlangen von 495 nm und 520 nm. Unter Verwendumgse Puffers mit 50 mM
HEPES (pH 7,4), 200 mM NaCl und 10 mM MgQletrug das finale Volumen des
Reaktionsansatzes 15 pL. Auf Zusatz von Deterganzi@de bewusst verzichtet. Die

Reaktionen fanden evaporationsgeschutzt im DurkeliRaumtemperatur statt.

Verdrangung der molekularen Sonde mit GNF2:

Zunachst wurden neun Inhibitorverdiinnungen entbgred denen zur Kg
Bestimmung mit dem FP-Assay hergestellt. Zu 7,5deL jeweiligen Inhibitorldsung
wurden 7,5 puL einer Mischung bestehend aus 10 nNs AS8it Polyhistidinanhang),
4 nM Terbium-Antikérper und 120 nM GNF2-Sonde higefiigt. Die Reaktionsdauer
belief sich auf 2 h, bevor die Fluoreszenz ausgelesurde. Zur Analyse wurde der
Quotient der bei 520 nm und 495 nm ermittelten fdapenzwerte gegen die GNF2-

Konzentration semilogarithmisch nach Kletzal*'’ aufgetragen.

5.2.9 Chemische Synthese

5.2.9.1 Darstellung von 34rt-Butyl)-1-(3-nitrophenyl)-H-pyrazol-5-amin (2)

NO,
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Eine LOsung aus 2.00 g (1 eq, 7.68 mmol) 3-Nitroptteydrazin-Hydrochlorid und
1.53 g (1.1 eq, 8.45 mmol) 4,4-Dimethyl-3-oxopenitii (1) wurde bei 90 °C in EtOH
(10 mL) und HCI (2 mL) Uber Nacht unter Ruckflussrighrt. Nach Abkuhlen auf
Raumtemperatur wurde die Reaktion durch Zusatz2A% NaOH gestoppt. Das Pro-
dukt wurde dreimal mit 100 mL Ethylacetat extrahi®ie vereinigten organischen Ex-
trakte wurden Uber N8O, getrocknet, bevor das Losungsmittel am Rotatiomsrap-
fer entfernt wurde.

Ausbeutel.14 g (4.38 mmol, 57.0 %), gelber pulvriger Fedts

DC-Laufmittel: Ethylacetat/Petrolether: 3/7

HR-MS (ESI-MS): 261.13460 berechnet fir 14#:/NsO, [M+H]", gefunden:
261.13456.

'H-NMR (CDCL): 5 = 8.45 (t,J = 2.1 Hz, 1H); 8.09 (m, 2H); 7.73 @,= 8.2 Hz, 1H);
5.48 (br, 2H); 5.47 (s, 1H); 1.23 (s, 9H).

“C-NMR (CDCE): & = 162.12, 148.09, 147.96, 140.59, 130.48, 127.70,59, 115.99,
88.22, 31.93, 30.03.

5.2.9.2 Darstellung von 1-(3eft-Butyl)-1-(3-nitrophenyl)-H-pyrazol-5-yl)-3-
(naphthalen-1-yl)harnstoff (3a)

NO,

Eine Mischung aus 400 mg (1 eq, 1.50 mmol) von zinagestelltem Pyrazolamin
(2) und 242 mg (1.13 eq, 1.70 mmol) Naphthylisoeyamurde fir 12 h bei RT in DCM
(5 mL) unter Argon gerthrt. Nach vollstadndiger Utas@g des Pyrazolamins wurde
das Losungsmittel am Vakuum entfernt. Es folgte e eildmkristallisation mit
Ethylacetat/Hexan.

Ausbeute445 mg (1.05 mmol, 69.0 %), weiler pulvriger Feéts
DC-Laufmittel: Ethylacetat/Petrolether: 3/7
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HRMS (ESI-MS): berechnet: 430.18737 fir ».,NsO; [M+H]", gefunden:
430.18691.

'H-NMR (DMSO0-d6) & = 9.06 (s, 1H), 8.92 (s, 1H), 8.45 (s, 1H), 8.241 € 8.2 Hz,
1H), 8.12 (dJ = 8.1 Hz, 1H), 7.95 (m, 2H), 7.84 (= 8.2 Hz, 1H), 7.80 (dl = 7.5 Hz,
1H), 7.67 (dJ = 8.2 Hz, 1H), 7.54 (m, 2H), 7.45 (t= 7.9 Hz, 1H), 6.48 (s, 1H), 1.31
(s, 9H).

%C-NMR (DMSO0-d6):5 = 161.92, 152.69, 148.13, 139.77, 137.77, 133133.68,
130.84, 129.54, 128.34, 126.68, 126.00, 125.78,7425123.89, 121.66, 121.37,
118.94, 117.74, 98.26, 32.20, 30.06.

5.2.9.3 Darstellung  von  1-(3eft-Butyl)-1-(3-nitrophenyl)-H-pyrazol-5-yl)-3-(4-
chlorophenyl)harnstoff (3b)

NO,

Eine Mischung aus 400mg (l1eq, 1.50mmol) der ruvtergestellten
Pyrazolverbindung (2) und 265 mg (1.13 eq, 1.70 fhr@blorophenylisocyanat wur-
den bei RT fur 15 h in DCM (5 mL) unter Argon gertiiNach kompletter Umsetzung
des Pyrazol-Eduktes wurde das Produkt dreimal @otriL Ethylacetat extrahiert. Die
vereinigten organischen Extrakte wurden besS@ getrocknet, bevor das Lésungs-
mittel mit dem Rotationsverdampfer und unter Hodfuem verflichtigt wurde. Das
Produkt wurde tber praparative HPLC aufgereinigt.

Ausbeute414 mg (1.00 mmol, 73.0 %), weil3er pulvriger Feéts

DC-Laufmittel: Ethylacetat/Petrolether: 3/7

'H-NMR (DMSO-d6) & = 9.16 (s, 1H), 8.58 (s, 1H), 8.37Jt= 2.1 Hz, 1H), 8.21 (ddd,
J=0.94, 2.3, 8.3 Hz, 1H), 8.05 (ddi= 1.0, 2.1, 8.1 Hz, 1H), 7.80 (= 8.2 Hz, 1H),
7.42 (m, 2H), 7.30 (m, 2H), 6.43 (s, 1H), 1.30904).

%C-NMR (DMSO-d6) 5 = 161.89, 152.05, 148.11, 139.65, 138.25, 137130.81,
129.45, 128.64, 125.78, 121.38, 119.92, 117.78982.19, 30.04.
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HRMS (ESI-MS): berechnet: 414.13274 und 416.12979 fiiHz,>"CINsO; und
CooH213"CINsO3 [M+H] ¥, gefunden: 414.13240 und 416.12945.

5.2.9.4 Darstellung von 3€rt-Butyl)-1-(3-nitrophenyl)-H-pyrazol-5-yl)-3-
phenylharnstoff (3c)

NO,

390 mg 3-{ert-Butyl)-1-(3-nitrophenyl)-H-pyrazol-5-amin (1 eq, 1.50 mmol) wurde
mit 204 mg Phenylisocyanat (1.1 eq, 1.70 mmol) ml6 DCM unter Schutzgas (Ar-
gon) fur 15 h gerthrt. Nach kompletter Umsetzung) Blgrazol-Eduktes wurde das Pro-
dukt mit Ethylacetat extrahiert. Die vereinigtengamischen Extrakte wurden Uber
NaSO, getrocknet, bevor das Lésungsmittel mit dem Rostrerdampfer und unter
Hochvakuum verflichtigt wurde. Das Produkt wurdeeribpraparative HPLC
aufgereinigt.

Ausbeute314 mg (0.825 mmol, 55.0 %), weil3er pulvriger Best.

DC-Laufmittel: Ethylacetat/Petrolether: 3/7

HRMS (ESI-MS)berechnet: 380.17172 fiipdEloNsOz [M+H] ", gefunden: 380.17200.
'H-NMR (DMSO-d6):8 = 9.00 (s, 1H), 8.84 (s, 1H), 8.38 (t, 2.1 Hz, 181p2 (ddd, =
0.8, 2.2, 8.2 Hz, 1H), 8.06 (dddi= 0.9, 2.1, 8.1 Hz, 1H), 7.81 (t= 8.2 Hz, 1H), 7.39
(dd,J = 1.1, 8.6 Hz, 2H), 7.26 (m, 2H), 6.97 Jt= 7.4 Hz, 1H), 6.42 (s, 1H), 1.31 (s,
9H).

“C-NMR (DMSO0-d6) & = 161.89, 152.03, 148.11, 139.67, 139.26, 13718D.78,
129.49, 128.78, 123.23, 121.35, 118.37, 117.84,082.18, 30.05.
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5.2.9.5Darstellung  von  1-(1-(3-Aminophenyl){&+t-butyl)-1H-pyrazol-5-yl)-3-
(naphthalen-1-yl)harnstoff (4)

NH,

Zunachst wurden 100 mg (1 eq, 0.23 mmol) der zinogestellten Substanz 1-(3-
(tert-Butyl)-1-(3-nitrophenyl)-H-pyrazol-5-yl)-3-(naphthalen-1-yl)harnstoff (3a),
88.1 mg (6 eq, 1.40 mmol) Ammoniumformiat, 5 mL Et@nd eine katalytische Men-
ge Pd/C fur die Reaktion eingesetzt und fir 3 heuiRickfluss und Schutzgas bei
90 °C erhitzt. Nach vollstandiger Umsetzung desdNEduktes wurde das Pd/C durch
Filtration iber Celit® entfernt und das Produkt dreimal mit 50 mL Ethgtat extra-
hiert. Das flichtige Losungsmittel wurde am Vakuentfernt. Das Produkt wurde tber
praparative HPLC aufgereinigt.

Ausbeute40.0 mg (0.10 mmol, 44.0 %), weil3er pulvriger Best.

DC-Laufmittel: Ethylacetat/Petrolether: 1/1

HRMS (ESI-MS):berechnet: 400.21319 flipfEl,6NsO [M+H] ¥, gefunden: 400.21217.
'H-NMR (DMSO-d6):6 = 9.12 (s, 1H), 8.79 (s, 1H), 8.04 (b5 7.9 Hz, 1H), 7.94 (dd,
J=17.9, 21.3 Hz, 2H), 7.65 (d,= 7.7 Hz, 1H), 7.55 (m, 2H), 7.47 (td= 2.1, 7.8 Hz,
1H), 7.18 (tdJ = 2.1, 7.9 Hz, 1H), 6.75 (s, 1H), 6.64 (dd; 7.8, 15.0 Hz, 2H), 6.39 (d,
J=2.1Hz, 1H), 5.4 (s, 2H), 1.28 (s, 9H).

“C-NMR (DMSO0-d6) & = 160.21, 151.76, 149.74, 139.15, 137.19, 13413B.64,
129.49, 128.33, 125.98, 125.87, 125.76, 125.64,2023121.43, 117.72, 112.91,
111.44, 109.94, 93.71, 31.94, 30.22.
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5.2.9.6 Darstellung von 1-(1-(3-Aminophenyl){&#{-butyl)-1H-pyrazol-5-yl)-3-(4-
chlorophenyl)harnstoff (5)

) o Cl
i%LHJLHQ
O

Eine Mischung aus 108 mg (1 eq, 0.26 mmol) der zheogestellten Substanz 1-(3-
(tert-Butyl)-1-(3-nitrophenyl)-H-pyrazol-5-yl)-3-(4-chlorophenyl)harnstoff (3b),
41.9 mg (3 eq, 0.78 mmol) Ammoniumchlorid und Rahggkel (2 mL in wassriger
Lésung) wurde in DMF (2 mL) fur 1 h bei 45 °C unt®chutzgas erhitzt. Nach voll-
standiger Umsetzung des Nitro-Eduktes wurde dasluRtomit Wasser (3 x 10 mL)
gewaschen. Das Losungmittel wurde am Vakuum erttfern
Ausbeute62.0 mg (0.161 mmol, 62.0 %), weil3er pulvrigertEief.

DC-Laufmittel: Ethylacetat/Petrolether: 1/1

'H-NMR (DMSO-d6) 5 = 9.24 (s, 1H), 8.38 (s, 1H), 7.44 (&= 8.9 Hz, 2H), 7.31 (d]
= 8.8 Hz, 2H), 7.14 () = 7.9 Hz, 1H), 6.68 (s, 1H), 6.59 Jt= 6.6 Hz, 2H), 6.34 (s,
1H), 5.43 (br, 2H), 1.26 (s, 9H).

%C-NMR (DMSO0-d6):5 = 160.20, 151.16, 149.73, 139.02, 138.44, 136128.53,
128.68, 125.53, 119.55, 112.97, 111.42, 109.9B87031.99, 30.26.

HRMS (ESI-MS) berechnet: 384.15856 flibdE3>"CINsO [M+H]" und 386.15561 fiir
CaoHa3>'CINsO, gefunden: 384.15938 und 386.15635.
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5.2.9.7 Darstellung  von  1-(1-(3-Aminophenyl){&+t-butyl)-1H-pyrazol-5-yl)-3-

phenylharnstoff (6)
) o]
N |
A?N\/LNJL
.

NH,

J

N
H

Eine Mischung aus 100 mg (1.0 eq, 0.26 mmol) depzhergestellten Substanz 3-
(tert-Butyl)-1-(3-nitrophenyl)-H-pyrazol-5-yl)-3-phenylharnstoff (3c), 100 mg
(6.15 eq, 1.60 mmol) Ammoniumformiat, 10 mL EtOHdueine katalytische Menge
Pd/C wurde flur 3 h unter Ruckfluss und Schutzga®®eéC erhitzt. Nach vollstéandiger
Umsetzung des Nitro-Eduktes wurde das Pd/C dullatafion tiber Celit& entfernt und
das Produkt dreimal mit 50 mL Ethylacetat ausgeisetiiDas fliichtige Losungsmittel
wurde am Vakuum entfernt. Das Produkt wurde Ub@&pgrmative HPLC aufgereinigt.
Ausbeute52.0 mg (0.148 mmol, 57.0 %), beiger pulvrigertEiesf.

DC-Laufmittel: Ethylacetat/Petrolether: 1/1

'H-NMR (DMSO-d6) & = 9.08 (s, 1H), 8.37 (s, 1H), 7.41 (b5 7.8 Hz, 2H), 7.26 (1)
= 7.8 Hz, 2H), 7.22 (t) = 8.0 Hz, 2H), 6.97 (t) = 7.3 Hz, 2H), 6.83 (s, 1H), 6.74 (dH,
=7.6,18.4 Hz, 2H), 6.35 (s, 1H), 1.27 (s, 9H).

%C-NMR (DMSO-d6) 5 = 160.16, 151.19, 149.69, 139.42, 139.04, 137128.47,
128.78,121.98, 117.98, 112.93, 111.44, 109.984931.94, 30.23.

HRMS (ESI-MS) berechnet: 350.19754 fiir »2NsO; [M+H]", gefunden:
350.19759.

5.2.9.8 Darstellung  von N-(2-(2-(2-(2-Aminoethoxy)ethoxy)ethoxy)ethyl)-3-(64-
(trifluoromethoxy)phenyl)amino)pyrimidin-4-yl)benzade (9)
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(0]

H/\/o\/\o/\/o\/\NH2
CF,

RONE
H

Zunéchst wurden 11.0mg (1eq, 0.029 mmol) (6 edl7@mmol) 3-(6-((4-
(Trifluoromethoxy)phenyl)amino)-pyrimidin-4-yl)-Bewesaure (8), 17.1 mg (2.1 eq,
0.032 mmol) PyBOP und 7.60 mg (1.1 eq, 0.059 mmol) DIPEA in 2 mL D@®lost
und for circa 15 min im Rundkolben gerihrt. Danashirde 33.8 mg (6 eq,
0.176 mmol) 2,2'-((Oxybis(ethan-2,1-diyl))bis(oxgigthanamin mit DCM und etwas
DMF gelost, langsam dem zuvor aktivierten Edukizbgegeben und Gber Nacht bei
Raumtemperatur geriihrt. Das Produkt wurde dreimalsmmL Ethylacetat extrahiert
und Gber HPLC aufgereinigt.

Ausbeute6.8 mg, (0.0128 mmol, 44.0 %), beiger pulvrigestsoff.
DC-Laufmittel: DCM/MeOH/HCOOH: 7/3/1
HRMS (ESI-MS):berechnet: 535.2406 fiingsFsNsO4 [M+H] ", gefunden: 535.2406.

5.2.9.9 Darstellung von 2-(6-Hydroxy-3-oxétXanthen-9-yl)-5-((1-oxo-1-(3-(6-((4-
(trifluoromethoxy)phenyl)amino)pyrimidin-4-yl)phehy5,8,11-trioxa-2-
azatridecan-13-yl)carbamoyl)-benzoeséaure (11)

FaC..
ShYo)
-
-
HN_ N

mH 4 6" 12" H
N\/\O/\/O\/\O/\/N
3"

2.50 mg (1 eq, 6.67 pmol) der zuvor hergestelltens&nz 2-(6-Hydroxy-3-oxokFs
xanthen-9-yl)-5-((1-oxo-1-(3-(6-((4(trifluoromethpyphenyl)amino)-pyrimidin-4-
yhphenyl)-5,8,11-trioxa-2-azatridecan-13-yl)cartmmbenzoeséaure (9) wurde in 5 mL
DCM/DMF (9/1) gel6st und 30 min bei RT préaktiviefinschlie3end erfolgte die Zu-
gabe von 4.00 mg (1,2 eq, 8.50 pmol) 5-(((2,5-Dmyxeolidin-1-yl)oxy)carbonyl)-2-

(6-hydroxy-3-oxo-Bi-xanthen-9-yl)benzoesaure. Die Kopplungsreaktioniefe tiber



5 Material und Methoden 140

Nacht bei RT. Das Produkt wurde mit Ethylacetatadxert und tber praparative HPLC
gereinigt.

Ausbeute4.00 mg (4.40 umol, 60.0 %), gelber pulvriger Best.

DC-Laufmittel: DCM/MeOH/HCOOH: 7/3/1

HRMS (ESI-MS): berechnet: 908.26762 fir 4#41F:NsO:11 [M+H]", gefunden:
908.27483.

'H-NMR (500 MHz DMSO-d6):5 = 1.87 (dd, 1H, H-13a"), 2.01 (dd, 1H, H-13b"),
3.15 (d, 4H, H-6", H-10"), 3.15 (dd, 1H, H-3a3)35 (dd, 1H, H-3b"), 3.42 (d, 4H, H-
7", H-9"), 3.50 (m, 4H, H-4", H-12"), 6.53 (A, H-17", H-21", H-22", H-25"), 6.63
(m, 2H, H-19", H-24"), 7.18 (d, 1H, H-5'), 7.2®,(2H, H-2", H-3"), 7.58 (m, 1H, H-
11%, 7.75 (m, 2H, H-10', H-12", 7.83 (m, 1H, H-8)23 (m, 1H, H-4), 8.28 (m, 1H, H-
6), 8.57 (m, 1H, H-8", 8.75 (d, 1H, H-2").

5.2.9.10 Extraktion des Arzneistoffes Erlotinib @aes Tablettenform

Inhaltsstoffe des Arzneimittels Tarc8va
Bestandteil Verwendung
Lactose-Monohydrat Fullmittel

Mikrokristalline Cel- Bindemittel, Sprengmittel
lulose

Natriumdodecylsulfat Netzmittel

Magnesiumstearat Schmiermittel

Hyprolose Bindemittel oder Filmbildner

Titandioxid Weisspigment

Macrogol 400 Polyethylenglycol, Weichmacher

Hypromellose Hydroxypropylmethylcellulose (HPMC)Inkbildner

Gelbe, graue, blau Schellack, Eisenoxidhydrat, Eisen(ll, Ill)oxid, Eglll)-
Drucktinte oxid Titandioxid, Farbpigmente

Erlotinibhydrochlorid  Arzneistoff

\o/\/o

HN/©\\\
L)
\N)

/o\/\o
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Die Extraktion erfolgte durch grindliches Mdrsemr drzneistoff haltigen Tablet-
ten, bevor die Masse in Wasser und Bicarbonat aofgenen wurde. Danach wurde der
Arzneistoff mit Ethylacetat, spater funfmal mit 200 DCM extrahiert. Die vereinig-
ten organischen Extrakte wurden Gber®{a, getrocknet, bevor das Lésungsmittel mit
dem Rotationsverdampfer entfernt wurde. Die troek&ubstanz wurde mit HPLC
praparativ gereinigt.

DC-Laufmittel: DCM/MeOH: 8/2
ESI-MS:berechnet: 393.44 fiir,g4,3Ns0,4 [M+H] ", gefunden: 393.44.

5.2.9.11 Extraktion des Arzneistoffes Lapatinib das Tablettenform

Inhaltsstoffe des Arzneimittels Tyk&rb
Bestandteil Verwendung
Povidon Trockenbindemittel, Fillmittel

Mikrokristalline Cel- Fullmittel

lulose

Starke Fallmittel

Magnesiumstearat Schmiermittel

Polysorbat 80 Schmiermittel

Titandioxid Farbpigment

Macrogol 400 Polyethylenglycol, Filmbildner

Hypromellose Hydroxypropylmethylcellulose (HPMC)Inkbildner

Sunset Yellow FCF Oranger Filmiberzug
aluminium lake

Lapatinib Arzneistoff
F
cl
jeg
o HN
&)
SN
(\)\ NH /)
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Lapatinib wurde nach der gleichen Methode wie Hribtaus der Tablettenform ex-
trahiert. Die trockene Substanz wurde mit HPLC prapv gereinigt.
DC-Laufmittel: DCM/MeOH: 8/2
ESI-MS:berechnet: 581.27 fiir,gH26CIFN4O,4S [M+H]", gefunden: 581.27.

5.2.10 Molekularbiologische Untersuchungen

DNS-Transformation mittels Hitzeschock

Die Transformation der mutierten DNS erfolgte niittelitzeschoc®® in XL10-gold
bzw. BL21 (DE3) YopH/GroEL CaGlkompetentenE. coliZellen. Hierzu wurden
150 pL transformationskompetente Zellen mit 5ul NS versetzt. Nach 30-minttiger
Inkubation auf Eis erfolgte ein Hitzeschock vonsé&@ bei 42 °C. Anschliel3end folgte
eine funfminttige Inkubationszeit auf Eis, dann dem die Zellen mit 150 pL vorge-
warmtem SOC-Medium versetzt und zur Regeneratiomi®Cei 37 °C und 350 U/min
inkubiert. Die Selektion der Transformanden erfelgber Nacht auf LB-Platten mit den
entsprechenden Antibiotika.

Praparation von Plasmid DNS aus Escherichia coli

Die Praparation von Plasmid-DNS erfolgte unter Vardung des QIASpin
Miniprep Kits der Firma Qiagen, Hilden.

DNS-Sequenzierung

Die Sequenzierungen wurden von dem Unternehmenfiesirt WG Operon in
Ebersberg und bei GATC Biotec in Konstanz durchigefi
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5.3 Zusatzinformationen

5.3.1 Enzymatische Assays zur l§- und K,-Bestimmung

Enzyme wie zum Beispiel Kinasen katalysieren bislclge Prozesse und beschleu-
nigen die Geschwindigkeit chemischer Reaktionem® Beaktionsgleichung lasst sich
nach einem einfachen Modell aufsetzen. Enzym urzbt8at bilden zuerst einen Uber-
gangszustand, genannt Enzym-Substrat-Komplex (B8)Geschwindigkeitskonstante,
mit der der Komplex gebildet wird, ist,kdie Konstante der Rickreaktion lautet k
Aus dem ES-Komplex bildet sich mit der Geschwinditgkonstante X auch kq ge-
nannt, das Produkt P. Das Enzym E regeneriert saitass ein neues Substrat gebun-
den werden kann. Die Riickreaktion varknn meistens vernachlassigt werd#n.

E+S s— ES 2 E+P

Abbildung 63: Gleichgewichtsreaktion der enzymdtest Produktformation.

Die am weitesten verbreitete Gleichung, die die &lmigkeit der Reaktionsge-
schwindigkeit von der Substratkonzentration besbhretammt von Henri, Michaelis

und Menterf'%
_ [S] Vmax
L (16)
v = Geschwindigkeit der Reaktion
Vimax = maximale Geschwindigkeitskonstante
[S] = Substratkonzentration
Knm = Michaelis-Menten-Konstante

Fiur das Kinetikmodell nach Michaelis-Menten missién Reaktanden im Fliel3-
gleichgewicht vorliegen. Dieses ist gewéhrleistetnn [S] >> [E] ist. Die Bestimmung
der Reaktionsgeschwindigkeit lauft im Bereich detialen Geschwindigkeit ab. Dieses
ist der Bereich, bei dem weniger als 10 % Subsediraucht wurde beziehungsweise
sich nicht mehr als 10 % Produkt gebildet hat, sediie Rickreaktion nicht ablauft.
Die initiale Geschwindigkeit hangt von der Substiatd Enzymkonzentration ab und
bildet den Anfangsbereich einer Reaktion, in deh slie Geschwindigkeit nicht in Ab-

hangigkeit der Zeit andert. In diesem Bereich firkgne unerwiinschte Produktinhibi-
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tion, Reaktionsumkehr oder eine durch Substraggéiy induzierte Beeintrachtigung
des Detektionssystems von enzymatischen Assays Atdierhalb dieses initialen Be-
reiches ist die Reaktion bezogen auf die Enzymkatnaton nicht linear und die Kine-
tik und gemessene Enzyminhibitionen sind nichtadpeierbar oder nicht aussagekraf-
tig. Die maximale GeschwindigkeitskonstantgaMst von der Enzymkonzentration [E]
und der Wechselzality abhangig (Vhax= Keat* [E]). Uber diese Gleichung wird auch
die Wechselzahl bestimmt. Die Gleichgewichtskortstd, ist ein Mal fir die Affini-
tat eines Substrats an das Enzym und gibt die fagkshzentration an, bei der 50 %
aller Enzymmolekile das Substrat gebunden habenKRé&Vert ist nicht von der En-
zymkonzentration abhangig. Um in enzymatischen ysgsiemen kompetitive Inhibi-
toren zu detektieren, ist es wichtig, dass die Realei Bedingungen mit initialer Ge-
schwindigkeit ablaufen und dass die Substratkomatohen um den K-Wert oder

niedriger liegen.

1. 1 "N +400,0
o 1333
=08 A
c Ad44
2 *
w06 X148
E ¢
! ©4,9
£ 04 * ¢ & 16
3 * oA '
§ 0,2 4 .2 a 8 ; X 02
o 4 A 02
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0 i
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Abbildung 64: Die Ermittlung des kWertes und der Wechselzatl, erfolgt in zwei Schritten: 1. Zeit-
abhangige ATP-Titration zur Ermittlung des Berekher initialen Geschwindigkeit. In der rechtenISpa
te sind die ATP-Konzentrationen in uM dargestélitK,- und Vp.-Bestimmung Gber die Darstellung
der initialen Geschwindigkeit in Abhangigkeit voerdsubstratkonzentration.

AulRerdem sollten der pH-Wert der Lésung und diddPkibnditionen optimiert und

ahnlich der in der Zelle vorherrschenden Bedingssig.
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53.2 IGo-Bestimmung von reversiblen und irreversiblen
Kinaseinhibitoren

Die Bestimmung der halbmaximalen inhibitorischennkentration (IGy) eines
Hemmstoffes dient als Mal3 der Inhibitionsstarker D&ert gibt die Konzentration an,
bei der die enzymatische oder inhibitorische Akdéivum 50 % reduziert wird. Zur Be-
stimmung wird eine Dosiswirkungskurve generieri,da die Hemmstoffkonzentration
(x-Achse) logarithmisch gegen die EnzymaktivitatAghse) aufgetragen wird. Die
Gleichung, die den I beschreibt, leitet sich von der Gleichung der ltangschen
Adsorptionsisotherme & und wird am haufigsten durch eine 4-ParametereBieig
(Hill-Steigungs-Mode)lerrechnet, in der digWertedie Aktivitat in % und dix-Werte
die entsprechende Inhibitorkonzentration darsteftén
ICs¢-Gleichung abgeleitet von der Langmuirschen Adsongisotherme lautet.

y= X a7)

Gleichung (18) stellt das Hill-Steigungs-Modell zBerechnung des IC50-Wertes
analog zur Abbildung 65 dar. (obere Ebene (E.) umére Ebene (E.) stellen das obere
und untere Plateau dar). x determiniert die Dosss ldhibitors, y die Enzymaktivitat
oder Wirkung des Inhibitors. Der Hill-Koeffizientedlt gleichzeitig die Steigung der
Kurve dar und sollte bei eins liegen. GroRere Alotvengen resultieren aus Abwei-

chungen vom Massenwirkungsgesgtz.

(obere E. - untere E)

y =untere E. + (18)

X

Hill-Koeffizient
rel. ICsU)

1+(
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100% Inhibition
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Abbildung 65: Dosiswirkungskurve mit Darstellungsdelativen und absolutend@Wertes.

Abbildung 65 zeigt eine Dosiswirkungskurve undlstn Unterschied zwischen re-
lativem und absolutem kg heraus. Der relative Kg leitet sich vom Wendepunkt der
Inhibitionskurve ab. Der absolute {resultiert aus der Inhibitorkonzentration, die die
Enzymaktivitat beziglich einer 100 % Aktivitatskanite um 50 % reduziert. Es sollten
beide Werte in Betracht gezogen werden, da grolieefghungen voneinander wichti-
ge Informationen geben kénnen. So kann zum Beisinel Inkompatibilitat des Inhibi-
tors mit dem Detektionssystem vorliegen, verursadairch erhohte Inhibitor-
Eigenfluoreszenz, Prazipitation oder ungenaue Megsillen. AuRerdem kdnnten par-
tielle Antagonisten vorliegeft* Da sich der 1§ von der Langmuirschen Adsorptions-
isotherme ableitet, sei an dieser Stelle gesags dwn nicht zwingend Enzymaktivita-
ten messen muss, es kann auch die Protein-Ligangpkexbildung gemessen werden,
die bei Titration des Liganden zumsiNert fihrt. Im Fall von kompetitiven Inhibito-
ren ist dieser von der Substratkonzentration, vemEhzymkonzentration und, nicht zu

vernachlassigen, auch von der Assay-Technologiarad.

5.3.3 Aktivitatsbasierte Assay-Technologien

Der Goldstandard fiir Kinaseassays ist der traditlerRadioaktivitatsassay, bei dem
radioaktives ATP eingesetzt wird, um den Phosphafggnibertrag mit einem
Scintillationsgerat zu detektieréh®®1?®Der Assay ist sehr sensitiv, allerdings wird er
aufgrund von gesundheitsschadlicher radioaktiveatBing haufig von alternativen
Technologien wie Fluoreszenz-, Lumineszenz- odeworelszenzpolarisationsystemen

abgel6st. Im Gegensatz dazu haben sich Assaysystienauf reinen Absorptionsmes-
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sungen beruhen, mangels Robustheit und starkerfdrdaz mit Inhibitoren nicht
durchsetzten kénnen® Die in dieser Arbeit eingesetzten aktivitatsbhasier

Assaysysteme werden an dieser Stelle im Einzelesahieben:

Z lyte™-Assa§ &4’

Der Z'lyte-Assay beruht auf FRET (Fluoreszenz-Rasaenergietransfer)-Messung
zwischen den zwei Fluorophoren Fluorescein und Gounndie an das von der Kinase
zu phosphorylierende Peptid jeweils am C- und N¥lieus konjugiert sind. Im Falle
einer Phosphorylierung wird in einer Detektionsteak der nicht phosphorylierte
Peptidanteil von der Protease Chymotrypsin gespalted somit das FRET-System
destruiert. Zur Analyse wird der Quotient aus deroFezenzintensitat bei der Emissi-
onswellenlange des FRET-Donors, also dem Coumand, der Fluorezenzintensitét
des FRET-Akzeptors, also dem Fluorescein gebil@ét)( Der Assay wird in schwar-
zen 384 well-(20uL)-Platten durchgefihrt und ist34tRuglich.

A B

i ADP
Ex. 384 Ex. 495 . Coumarin

Em. 470 Em. 518 Fluorescein .’\@\
K o —
/ \ J

Protease

%l —_— l }Protease
\ o TS ZEN
y

Wellenldnge A

Intensitét |

s/

e
400 nm 445 nm 400 nm 520 nm

Abbildung 66: (A) Absorptionsspektren (gestrichelind Emissionsspektren (durchgehend) von
Coumarin (blau) und Fluorescein (griin). Durch Ulygpung des Emissionsspektrums von Coumarin mit
dem Absorptionsspektrum von Fluorescein kommt esAruegung des Fluorescein-Farbstoffes, welches
durch Fluoreszenzmessung nachgewiesen werden K&)nSchematische Darstellung des FRET-

basierten Z'lyte-Assays. Anregungswellenlange (EBmissionswellenlange (Em.).

Exkurs FRET: Fluoreszenz-Resonanzenergietrarfsfekann zwischen zwei Fluo-
rophoren beobachtet werden, bei denen das Emispiekisum des einen Fluorophors
mit dem Absorptionsspektrum des anderen UberldpptEnergie des angeregten Fluo-
rophors wird nicht in Form von Fluoreszenz freindern wird strahlungslos durch Di-
pol-Dipol-Wechselwirkungen auf den Fluorophor-Akeplubertragen, der somit zur
Fluoreszenz angeregt wird. Folgende Voraussetzungessen gewahrleistet sein, da-
mit FRET stattfinden kann: Fur die strahlungsfrEmergietbertragung auf einen Ak-
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zeptor muss das Emissionsspektrum des FRET-Donbrdem Absorptionsspektrum
des FRET-Akzeptors uberlappen. AulBerdem miusseRrldaophore parallele elektro-
nische Schwingungsebenen haben, der Abstand digrb®lolekile darf nicht zu grol3
sein und die Emissionsintensitdt muss grof3 genug damit der Fluorophor-Akzeptor

angeregt werden kann.

HTRF®-Assay %

Beim HTRF-Assay wird die Phosphorylierung einedihidierten Substrates gemes-
sen. Zur Detektion wird ein gegen Phosphatgruppericlgfeter Europiumcryptat-
markierter Antikérper als FRET-Donor verwendet. RRET-Akzeptor wird der bioge-
ne Fluorophor Allophycocyanin (XL665) eingesetzty @n Streptavidin konjugiert ist.
In einer Detektionsreaktion lagert sich der Antp&r an das phosphorylierte Peptid.
AulRerdem bildet Streptavidin einen Komplex mit Biptsodass die Bestimmung des
Anteils an phosphoryliertem Peptid Uber TR-FRET 8leg erfolgen kann. Bei der
zeitaufgeldsten (TR)-FRET Messung erfolgt die Emmssmessung circa 60 ps nach
der Exzitation. Dadurch kdnnen Stdrungen durch iidlgereszenzen der Testsubstan-
zen vernachlassigt werden, was einen grofRen VarteiHochdurchsatz-Screening-
Verfahren (HTS) bringt. Ein weiterer Vorteil istagk die Messung bei hoheren Wellen-
langen erfolgt. Die meisten Testverbindungen sirmanatisch planar und haben somit
unerwiunschte fluoreszierende Eigenschaften, dievidiesung storen kénnten. Da aro-
matische Verbindungen bei kirzeren Wellenlangertieman als XL665, kann es somit
nicht zu Interferenzen kommen.

A B

: Energiepuls 317 nm

/ Hintergrundfluoreszenz

zeitliches
Messfenster

Intensitét |

@® -soin f
: S Kinase
Zeit Streptavidin

Abbildung 67: (A) Grafische Darstellung der zeigeifisten FRET-Messung. Nach der Anregung erfolgt

die Fluoreszenzmessung erst nach einer Verzégemmgirca 60us. Dies ermdglicht, die Hintergrund-
fluoreszenz zu umgehefB) Schematische Darstellung des HTRF-Assayprinzips.

665 nm
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7 Anhang

7.1 Sequenzen

cSrc-C345S (SM)

Tyrosinkinase augallus gallus,Aminosauren 251-533
Vektor: pSKB3 mit TEV Spaltungssequenz (Novagechrfitstellen: Ndel & Xhol

MW: 32706 / pl: 5,6

GHMOT QGL AKDAVEEI PRESL RL EVKL GQGCFGEVWMGTVWNGT TRVAI KTLKPGT MSPEA
FLQEAQVMKKL RHEKLVQLYAVWSEEPI Yl VTEYMSKGCL L DFLKGEMSKYLRLPQLVD
MAAQ ASGVAYVERMNYVHRDL RAANI LVGENLVCKVADFGLARL| EDNEYTARQGAKF
Pl KWTAPEAALYGRFTI KSDVWASFG LLTELTTKGRVPYPGWNREVLDQVERGYRMPC
PPECPESL HDL MCQCWRKDPEERPTFEYL QAFLEDYFTSTEPQYQPGENL

cSrc-C345S/T338M (DM)

Tyrosinkinase augallus gallus,Aminosauren 251-533
Vektor: pSKB3 mit TEV Spaltungssequenz (Novagechrfitstellen: Ndel & Xhol

MW: 32736 / pl: 5,6

GHMQTQGLAKDAVEI PRESL RL EVKL GQGCFGEVWMGTWANGT TRVAI KTLKPGT MSPEA
FLQEAQVMKKL RHEKLVQLYAWSEEPI YI VMEYMSKGCL L DFLKGEMSKYLRLPQLVD
MAAQ ASGVAYVERMNYVHRDL RAANI LVGENLVCKVADFGLARL| EDNEYTARQGAKF
Pl KWTAPEAALYGRFTI KSDVWASFG LLTELTTKGRVPYPGWNREVL DQVERGYRMPC
PPECPESL HDL MCQCWRKDPEERPTFEYL QAFLEDYFTSTEPQYQPGENL

GroEL

Chaperon auk. coli

Vektor pACYC (Novagen), Schnittstellen: unbekannt
MW: 56743 / pl: 4,81

(vermutlich)

MAAKDVKFGNDAGVKM_RGVNVL ADAVKVTL GPKGRNVVLDKSFGAPTI TKDGVSVARE
| EL EDKFENMGAQWKEVASKANDAAGDGT TTATVLAQAI | TEGLKAVAAGVNPMDLKR
G DKAVTVAVEEL KAL SVPCSDSKAI AQVGT SADEVGKLI AEANDKVGKEGVI TVEDGT
GL QDEL DVWEGMQFDRGYL SPYFI NKPETGAVELESPFI LLADKKI SNI REMLPVLEAV
AKAGKPLLI | AEDVEGEALATAVVNTMRG VKVAAVKAPGFGDRRKAMLQDI ATLTGGT
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VI SEEI GVELEKATLEDL GQAKRVVI NKDTTTI | DGVGEEAAI QGRVAQ RQQ EEATS
DYDREKL QERVAKLAGVAVI KVGAATEVEMKEKKARVEDAL HATRAAVEEGVWAGGGVA
L1 RVASKLADL RGONEDONVGE KVALRAVEAPLRQ VLNCGEEPSVVANTVKGGEDGNYG
YNAATEEYGNM DMGE LDPTKVTRSALQYAASVAGLM TTECWTDLPKNDAADL GAAG
GVEEMEEMEGVM

YopH

Tyrosinphosphatase a¥ersinia enteroliticaAminosauren 1-468
Vektor: pCDFDuet (Novagen), Schnittstelle: Ncol &

MW 50954 / pl: 9,0

MNL SL SDL HRQVSRL VQQESGDCTGKL RGNVAANKET TFQGL Tl ASGARESEKVFAQTV
L SHVANI VL TQEDTAKL L QSTVKHNLNNYEL RSVGNGNSVL VSLRSDQMTL QDAKVL LE
AAL RQESGARGHVSSHSHSVL HAPGTPVREGL RSHL APRTPPL PPRERPHT SGHHGAGE
VRATAPSTVSPYGPEARAEL SSRLTTLRNTL TPATNDPRYL QACGGEKLNRFRDI QCCR
QTAVRADLNANY! QVGNTRTI ACQYPLQSQLESHFRMLAENRTPVLAVLASSSEl ANQR
FGVPDYFRQSGTYGS! TVESKMIQQVGLGDG MADMYTLTI REAGQKTI SVPVWHVGNW
PDQTAVSSEVTKALASL VDQTAETKRNMYESKGSSAVADDSKL RPVI HCRAGVGRTAQL
| GAMCMNDSRNSQL SVEDWSQVRVQRNG MVQKDEQLDVLI KLAEGQGRPLLNS

YopH katalytische Doméane

Tyrosinphosphatase a®rsinia enteroliticaAminosauren 164-468
Vektor: pCDFDuet (Novagen), Schnittstelle: Ncol &dRI
MW 33446 / pl: 8,74

MRERPHT SGHHGAGEARATAPSTVSPYGPEARAEL SSRLTTLRNTLAPATNDPRYL QAC
GGEKLNRFRDI QCCRQTAVRADLNANY! QVGNTRTI ACQYPLQSQLESHFRMLAENRTP
VLAVLASSSEl ANQRFGVPDYFRQSGTYGS!I TVESKMIQQVGLGDG MADMYTLTI REA
GQKTI SVPVWHVGNWPDQTAVSSEVTKAL ASL VDQT AETKRNMYESKGSSAVGDDSKLR
PVI HCRAGVGRTAQLI GAMCVNDSRNSQL SVEDMVSQVRVORNG MVQKDEQLDVLI KL
AEGQGRPLLNS

Abl cat (katalytische Domane)

Tyrosinkinase ausomo sapienshminosauren 266-550
Vektor: pET28a (Novagen), Schnittstelle: Ndel & Nde
MW 40942 / pl: 5,54
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MBPNYDKWENERTDI TVKHKL GBEQYGEVYEGWIKKYSL TVAVKTLKEDTVEVEEFLKE
AAVMKEI KHPNLVQLLGVCTREPPFY! | TEFMTYGNL L DYLRECNRQEVNAWWL L YMAT
Q SSAMEYLEKKNFI HRDL AARNCL VGENHL VKVADFGL SRLMT GDTYTAHAGAKFPI K
WIAPESLAYNKFSI KSDVWAFGVLLVEI ATYGVEPYPG DL SQVYELLEKDYRVERPEG
CPEKVYEL NRACWQANPSDRPSFAEI HQAFETMFQESSI SDEVEKEL GKQ

Abl SS (katalytische Doméane mit SH2- und SH3-Dojnéne
Tyrosinkinase ausomo sapiensdminoséuren 19-549
Vektor pET28a (Novagen), Schnittstelle Ndel & Ndel

MW 60148 / pl: 6,1

MGQOPCKVL GDQRRPSL PAL HFI KGAGKKESSRHGGPHCNVFVEHEAL QRPVASDFEPQ
GLSEAARVWNSKENL LAGPSENDPNL FVALYDFVASGDNTLSI TKGEKL RVLGYNHNGEW
CEAQTKNGQGW/PSNYI TPVNSL EKHSWYHGPVSRNAAEYLLSSG NGSFLVRESESSP
GORSI| SLRYEGRVYHYRI NTASDGKL YVSSESRFNTLAELVHHHSTVADGLI TTLHYPA
PKRNKPTVYGVSPNYDKWEMERT DI TMKHKL GGGEQYGEVYEGYWKKYSL TVAVKTLKED
TVEVEEFLKEAAVMKEI KHPNLVQLLGVCTREPPFYI | | EFMIYGNLLDYLRECNRQEV
NAVWLLYMATQ SSAVEYLEKKNFI HRDLAARNCL VGENHL VKVADFGLSRLMIGDTYT
AHAGAKFPI KWFAPESLAYNKFSI KSDWAFGVLLVEI ATYGVSPYPGE DLSQVYELLE
KDYRVERPEGCPEKVYEL MRACWMNPSDRPSFAEI HQAFETMFQESSI SDEVEKEL GK

Abl Jeff (katalytische Doméane mit Mutationen zwdfeszenzmarkierung)
Tyrosinkinase ausomo sapienshminosauren 266-550

Vektor: pOPINF, Schnittstelle: Ndel & Ndel

MW 32968/ pl: 5,1

SPNYDKVEMERTDI TMKHKL GGEQYGEVYEGWKKYSL TVAVKTLKEDTMEVEEFLKEA
AVMElI KHPNLVQLLGVSTREPPFYI | TEFMTYGNLLDYLRESNRQEVNAWLLYMATQ
SSAVEYL EKKNFI HRDL AARNCL VGENHL VKVADFGL SRLMIGDTYTAHAGAKFPI KWI
APESLAYNKFSI KSDVWWAFGVLLVEI ATYGVEPYPG DLSQVYEL LEKDYRMERPEGSP
EKVYEL MRACWOVNPSDRPSFAEI HQAFETMCQESSI SDEVEKEL GKQ

Abl SF (katalytische Domane)

Tyrosinkinase ausomo sapiensAminosauren 266-552

Vektor: pET28a (Novagen) mit TEV-Spaltungssequ&thnittstelle: Ndel & Xhol
MW 33056 / pl: 5,3
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GHVEPNYDKWEMERT DI TIMKHKL GGEQYGEVYEGVWKKYSL TVAVKTLKEDTMEVEEFL
KEAAVMKEI KHNLVQLLGVCTREPPFY! | TEFMI'YGNLLDYLRECNRQEVNAVWVLLYMA
TQ SSAMEYL EKKNFHRNL AARNCL VGENHL VKVADFGL SRLMTGDTYTAHAGAKFPI K
WIAPESLAYNKFSI KDVWMAFGVLLWVEI ATYGVBPYPG DLSQVYELLEKDYRMERPEGC
PEKVYEL MRACWONPSDRPSFAEI HQAFETMFQESSI SDEVEKEL GKQGV
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