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ABKURZUNGSVERZEICHNIS

AB

Abl
AcNPV
ALK
AM
Amp
Amp.
AS
ATP
ATCC
Ber
BEVS
BTK
CBB
CFA
CLL
CML
Cpd
CRISPR/Cas

cSrc
CTG
Da
DEL
del
DMSO
DNA
DTT
EAI
ECso
EGF
EGFR
Em
EML4

Antikorper, engl. antibody

Abelson Kinase, engl. Abelson murine leukemia
Autographa californica nuclear polyhedrosis virus
Anaplastische Lymphomkinase
Aktivierungsmutation in EGFR entweder L858R oder del19
Ampicillin

Amplifikation

Aminosaure

Adenosintriphosphat

engl. American Type Culture Collection

engl. Breakpoint cluster region

engl. baculovirus expression vector system
Bruton’s Tyrosin-Kinase

engl. Coomassie Brilliant Blue

engl. Colony Formation Assay

chronisch lymphatische Leukémie

chronisch myeloische Leukamie

Verbindung, engl. compound

engl. clustered regularly interspaced short palindromic
repeats/ CRISPR-associated

Zellulare Sarcoma Kinase, engl. cellular sarcoma
CellTiter-Glo Assay

Dalton

engl. DNA-encoded chemical libraries

Deletion

Dimethylsulfoxid

Desoxyribonukleinsaure, engl. deoxyribonucleic acid
Dithiothreitol

EGFR allosterischer Inhibitor

halbmaximale effektive Konzentration

epidermaler Wachstumsfaktor

epidermaler Wachstumsfaktor-Rezeptor

Emission

engl. echinoderm microtubule-associated protein-like 4
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ErbB
ESI

E. coli
FBDD

FDA
FGFR
FPLC

FRET
GST
HEPES
HER2/3
HPLC

HTRF

HTS
ICs0
IEX

IL-3

ins

Ki

Kinact
Km
KRas
LB-Medium
MD
MET
MWCO
n.b.
NGS

NSCLC
OB
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Erythroblastisches Leukemie Viral-homologes Onkogen
Elektrospray-lonisation

Escherichia coli

Fragment-basiertes Wirkstoffdesign, engl. Fragment-based
drug design)

engl. Food and Drug Administration
Fibroblasten-Wachstumsfaktor-Rezeptor

Schnelle-Protein-Flissigkeits-Chromatographie, engl. Fast
protein liquid chromatography)

Forster-Resonanzenergietransfer
Glutathion-S-Transferase
2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)-ethansaure
humaner epidermaler Wachstumsfaktor-Rezeptor 2/3

hochleistungs-Flissigchromatographie, engl. high
performance liquid chromatography

homogene Zeit-aufgeldste Fluoreszenz, engl. Homogeneous
Time-Resolved Fluorescence

Hochdurchsatz-Screening, engl. High-Throughput-Screening
halbmaximale inhibitorische Konzentration

lonenaustauschchromatographie, engl. ion exchange
chromatography

Interleukin 3

Insertion
Gleichgewichtskonstante
Ratenkonstante der Inaktivierung
Michaelis-Konstante

engl. Kirsten rat sarcoma
Luria-Bertani-Medium
Molekulardynamik
mesenchymaler epithelialer Transitionsfaktor
engl. molecular weight cut off
nicht bestimmt

Sequenzierung der néachsten Generation, engl. Next-
generation sequencing

nicht-kleinzelliger Lungenkrebs, engl. Non-Small Cell Lung
cancer

engl. occlusion body



OobVv
ORF
PCR
PEG

PD-1/PD-L1

PDB
POI
RASPELD

RET

RT

RTK

SIN
SA-XL665

SAR
SBDD

SEC

SPR

TCEP
TKI
TRIS
VEGFR
uv

Vo

Vmax
WT
YFP

engl. occlusion-derived virus

engl. open reading frame

Polymerase-Kettenreaktion, engl. Polymerase chain reaction
Polyethylenglykol

engl. programmed death-1/programmed death ligand-1
Protein Data Bank

Zielprotein, engl. protein of interest

Robotics-Assisted Screening Platform for Efficient Ligand
Discovery

engl. rearranged during transfection
Raumtemperatur
Rezeptortyrosinkinase
Signal-Rausch, engl. signal-to-noise

Konjugat aus Streptavidin (SA) und dem Fluorophor
Allophycocyanin (XL665)

Struktur-Aktivitats-Beziehung

Strukturbasiertes Wirkstoffdesign, engl. structure-based drug
design

GroRRenausschlusschromatographie, engl. size exclusion
chromatography

Oberflachenplasmonenresonanzspektroskopie, engl. surface
plasmon resonance

Tris(2-carboxyethyl)-phosphin
Tyrosinkinase-Inhibitor
Tris(hydroxymethyl)-aminomethan

Vaskularer endothelialer Wachstumsfaktor-Rezeptor
Ultraviolett

Produktbildungsgeschwindigkeit

maximale Reaktionsgeschwindigkeit

Wildtyp

gelb fluoreszierendes Protein, engl. Yellow fluorescent
protein)
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KURZFASSUNG

Die Identifikation von EGFR-Mutationen in Exonl19 und Exon2l als pradiktive
Biomarker, die mit einer erhdhten Sensitivitdt gegentber EGFR-Inhibitoren der
ersten Generation assoziiert werden konnten, leitete einen Paradigmenwechsel in
der Behandlung von NSCLC-Patienten ein.[*? In entsprechenden Studien konnte
retrospektiv gezeigt werden, dass lediglich Tumore auf die Behandlung mit Gefitinib
ansprachen, wenn eine somatische EGFR-Mutation vorlag und im Umkehrschluss
Patienten ohne die entsprechende Mutation nicht von der Behandlung mit Gefitinib
profitierten, obwohl die Tumore von einer Entitat des gleichen Gewebetyps
abgeleitet wurden.34l Anhand dieses Beispiels wurde einerseits das enorme
Potential der zielgerichteten Therapie deutlich, aber auch die Tatsache, dass ein
tiefgrindiges Verstandnis der Tumorbiologie eine Voraussetzung fur die
erfolgreiche zielgerichtete Krebstherapie darstellt.

Mit dem Ziel charakteristische Merkmale der einzelnen EGFR-Mutanten
herauszuarbeiten und innerhalb von Optimierungsstudien an neuartigen Inhibitoren
SAR-Profile erstellen zu kdnnen, wurden im Rahmen dieser Arbeit verschiedene
biochemische und strukturbiologische Systeme fiur Untersuchungen an
wirkstoffresistenten Varianten des EGF-Rezeptors etabliert. Dazu wurde im ersten
Schritt die Proteinexpression fir einzelne Mutanten des EGFRs in Insektenzellen
etabliert und optimiert, um im Anschluss diese durch geeignete
Reinigungsstrategien in ausreichender Menge und Reinheit zu erhalten. Auf diesem
Weg wurden die EGFR-del19, EGFR-del19/G724S und die
EGFR-L858R/T790M/C797S Mutanten fiur biochemische Assays und die
EGFR-T790M/E865A/E866A/K867A sowie die EGFR-T790M/V948R Variante flr
Kristallisationsstudien erhalten. Ferner konnten entsprechende aktivititsbasierte
Assaysysteme etabliert und Kristallisationssysteme fir die EGFR-T790M/V948R
Mutante entwickelt werden.

Ein weiterer Schwerpunkt dieser Arbeit lag auf der Charakterisierung von
neuartigen Inhibitoren zur Adressierung der EGFR-T790M Mutante, wobei die
kovalente Adressierung des Cys797 in vorangegangenen Studien als
entscheidender Faktor fur die effiziente Inhibition der Tlrstehermutante identifiziert
und durch die Einfuhrung von Michael-Akzeptorsystemen in verschiedene
Gerustklassen realisiert wurde. Aufgrund des kovalenten Charakters der
Bindungsmechanismus ist eine Beurteilung der Aktivitat in biochemischen
Systemen anhand des ICso-Werts nur schatzungsweise mdaglich. Daher wurden
detaillierte kinetische Bindungsstudien zur Bestimmung der initialen reversiblen
Affinitdt Ki einer Verbindung zum Enzym und der Rate der Inaktivierung Kinact
herangezogen und distinkte Profile der einzelnen Gerustklassen ermittelt. So zeigte
sich fur Pyrazolopyrimidin-basierte Inhibitoren und Pyrimidin-abgeleitete Inhibitoren
eine hohe Abhangigkeit der inhibitorischen Wirksamkeit vom kovalenten Charakter
der Bindung, was sich in hohen kinact-Werten manifestierte.
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In Korrelation mit diesen Daten, resultierte die Einfihrung der C797S-Mutation in
einem drastischen Verlust der inhibitorischen Aktivitat.

Weiterhin wurden Pyrrolopyrimidin-basierte Inhibitoren kinetisch evaluiert, fur die
eine ausgesprochen hohe reversible Affinitdt nachgewiesen werden konnte und
Ki-Werte der Verbindungen im subnanomolaren Bereich gegenuber der
EGFR-L858R/T790M Mutante ermittelt wurden. An dieser Stelle konnte zum ersten
Mal eine hohe inhibitorische Potenz gegenuber der EGFR-L858R/T790M/C797S
Mutante in biochemischen Assays beobachtet werden, so wurde beispielsweise fir
den Inhibitor RL2029 ein ICso-Wert von etwa 8 nM festgestellt. Im Folgenden konnte
diese Aktivitat aber nicht in zellulare Potenz translatiert werden, welches auf die
schlechte Zell-Permeabilitat der Verbindungen zurtickzufiihren sein kdnnte und
einen Ansatzpunkt fir weitere Optimierungsstudien darstellt.

In dieser Arbeit wurde aufRerdem eine Durchmusterung der laborinternen
Substanzbibliothek nach aktiven Verbindungen gegentiber der PC9-T790M/C797S
Zelllinie mit Hilfe der semi-automatisierten Screening-Einheit RASPELD
vorgenommen. Hierbei wurden initial 148 Verbindungen identifiziert, die eine
Reduktion der Viabilitét der untersuchten Zellen um 70% hervorriefen. In
weiterfihrenden Hitvalidierungsstudien wurden finf interessante Substanzen
identifiziert, die ECso-Werte im niedrigen mikromolaren Bereich gegenuber
EGFR-mutierten Zelllinien zeigten und gleichzeitig keine Aktivitat gegentber
EGFR-WT Zelllinien demonstrierten. Jedoch konnte in biochemischen
aktivitatsbasierten ~ Assaysystemen  keine inhibitorische  Aktivitat  der
Hitverbindungen gegentber den verschiedenen EGFR-Varianten festgestellt
werden, sodass Western-Blot Studien angeschlossen werden sollten oder
gegebenenfalls andere Zielstrukturen der Verbindungen in Betracht gezogen
werden sollten.

In einem weiteren Teil dieser Arbeit erfolgte innerhalb eines Kooperationsprojektes
eine tiefgreifende Charakterisierung der kirzlich identifizierten EGFR-del19/G724S
Mutation, die in Patienten eine Wirkstoffresistenz gegentber des
Drittgenerationsinhibitors Osimertinib vermittelt. In biochemischen Assays konnte
die klinische Beobachtung verifiziert und nachgestellt werden, sodass das etablierte
System als Grundlage fir Screening-Experimente genutzt werden konnte. Die
Durchmusterung einer fokussierten Substanzbibliothek ergab signifikante
Unterschiede in der Potenz der einzelnen Generationen an EGFR-Inhibitoren,
sodass abgeleitet werden konnte, dass die del19/G724S-Mutation eine Resistenz
gegenuber allen bekannten Drittgenerationsinhibitoren vermittelt. Weiterhin
konnten Zweitgenerationsinhibitoren wie Afatinib und Poziotinib als potente
Inhibitoren identifiziert werden, fur die auch in kinetischen Profilierungen eine hohe
Affinitat (Ki<l nM) gegenuber der Osimertinib-resistenten Mutation nachgewiesen
werden konnte. Schlussendlich konnte die hohe inhibitorische Wirksamkeit des
Afatinibs gegentber der EGFR-del19/G724S Mutante in zellulare Potenz und in vivo
Aktivitat gezeigt werden.
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ABSTRACT

The identification of EGFR mutations in exonl9 and exon2l as predictive
biomarkers, which were associated with an increased sensitivity towards first-
generation EGFR inhibitors, initiated a paradigm shift in cancer treatment.*-2]
Retrospective analysis of data from clinical trials, that did not confirm a benefit of
gefitinib treatment in NSCLC in the first place, revealed recurrent activating
mutations in the kinase domain of EGFR in patients who responded to gefitinib
treatment. Moreover, patients, who did not respond to gefitinib treatment, did not
exhibit somatic mutations in EGFR.1 These findings reflected the enormous
potential of targeted therapy, but also the fact that a profound understanding of
tumor biology is a crucial prerequisite for successful targeted cancer treatment.

Within the scope of this work, various biochemical and crystallization systems were
established for investigations on drug-resistant variants of the EGF-receptor, to
identify characteristic features of individual EGFR mutants and to be able to
generate SAR profiles within optimization studies of novel inhibitors. At first, protein
expression systems for EGFR mutant proteins in insect cells were established and
optimized in order to obtain sufficient amounts and satisfactory purity through
appropriate purification strategies. Thereby, EGFR-del19, EGFR-del19/G724S and
EGFR-L858R/T790M/C797S mutants for biochemical assays were obtained, and
EGFR-T790M/E865A/E866A/EB67A/K867A as well as EGFR-T790M/V948R
variants for crystallization studies were acquired. Furthermore, activity-based assay
systems have been established and crystallization systems for the
EGFR-T790M/V948R mutant were developed.

Another focus of this work was the characterization of novel EGFR-T790M
inhibitors, wherein covalent modification of Cys797 was identified as a decisive
factor for efficient inhibition of the gatekeeper mutant. This was realized by
introducing Michael-acceptor systems into different scaffolds. Due to the covalent
nature of the binding mechanism, the rating of inhibitory activities of these
compounds by means of ICso-determinations in the biochemical setting is only
approximately. Therefore, detailed kinetic binding studies were performed to
determine the initial reversible affinity Ki of a compound to the enzyme and the rate
of inactivation kinact, Wherein distinct profiles of individual scaffold classes were
determined. Thereby, a high dependence of the inhibitory efficacy on the covalent
character was observed for pyrazolopyrimidine-based inhibitors and pyrimidine-
derived inhibitors, which manifested itself in high kinact-values. In correlation with
these data, the introduction of the C797S mutation resulted in a dramatic loss of
inhibitory activity.

Furthermore, pyrrolopyrimidine-based inhibitors were evaluated kinetically and in
general, revealed high reversible affinities towards EGFR mutant proteins, which
was demonstrated by Ki-values in the subnanomolar range. Subsequently, a high
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inhibitory potency of the pyrrolopyrimidine-based inhibitor, RL2029, against the
EGFR-L858R/T790M/C797S mutant was observed in biochemical assays. In the
following, however, this activity could not be translated into cellular potency, which
could be due to the poor cell permeability of the compounds and represents a
starting point for further optimization studies.

Moreover, a screening-campaign was performed to identify novel scaffolds for the
inhibition of EGFR-AM/T790M/C797S using the semi-automated screening unit
RASPELD. Initially, 148 compounds, which led to a significant reduction of cell
viability, were identified and further investigated. Within hit validation studies, five
interesting compounds were identified, which showed ECso-values in the low
micromolar range in the context of EGFR mutated cell lines and at the same time
demonstrated no activity against EGFR-WT cell lines. However, no inhibitory effect
of the selected compounds against various EGFR mutants was observed in
biochemical activity-based assay systems. Hence, further studies are necessary to
elucidate the mode of action of these ligands.

Within a cooperation project, a profound characterization of the recently identified
G724S-mutation in EGFR, which mediated drug resistance against the third-
generation inhibitor osimertinib in NSCLC-patients with primary del19-mutations,
was performed. Initial biochemical assays confirmed the resistance mediating effect
of the identified EGFR-del19/G724S mutation against osimertinib and resulted in a
50-fold impaired ICso-value in comparison to the inhibition of EGFR-del19 mutants.
Thereby, the established system was validated for the use in further screening
experiments. The screening of a focused substance library revealed significant
differences in the potency of the individual generations of EGFR inhibitors, which
led to the assumption that the del19/G724S mutation mediated resistance against
all known first- and third-generation inhibitors. More, second generation inhibitors
such as afatinib and poziotinib were identified as potent inhibitors and revealed a
high reversible affinity (Ki<1 nM) towards the osimertinib-resistant mutant in kinetic
studies. Finally, structural analyses and computer-aided modelling have been
carried out suggesting that the G724S-mutation can induce a conformation of the
glycine-rich loop that is incompatible with the binding of third-generation TKIls, while
the binding of first- and second-generation inhibitors is still possible. Taken into
account, that the EGFR-del19/G724S variant exhibited an increased ATP affinity, a
covalent mode of action could be mandatory for the effective inhibition of this
protein. Lastly, the high inhibitory efficacy of afatinib against the
EGFR-del19/G724S mutant could be translated into cellular potency and in vivo
activity, which suggests treating these patients with the clinically approved
second-generation inhibitor afatinib.
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1. EINLEITUNG

1.1. Zielgerichtete Tumortherapie

Enorme Fortschritte im Bereich der Molekulargenetik und der Abschluss des
Humangenomprojekts 2003 liel3en detaillierte Rickschlisse auf die molekularen
Grundlagen einer Krebserkrankung zu und bestétigten, dass Krebs eine Krankheit
des Genoms ist.58 Dieses Wissen wird zunehmend im Rahmen der
Prazisionsmedizin in diagnostische und therapeutische Werkzeuge umgesetzt,
sodass ein gezieltes Eingreifen in aberrante Stoffwechselwege oder
Wachstumsprozesse erfolgt, anstatt unselektiv schnell teilende Zellen zu
adressieren, wie es in der cytotoxischen Chemotherapie der Fall ist.[%11

Die Uberlegung krankheitsauslésende Strukturen selektiv zu adressieren, geht auf
Paul Ehrlich zurtick, der 1913 forderte:[*2-13]

,Wir missen chemisch zielen lernen!“114

EHRLICH verstand es, wie kaum ein anderer in der damaligen Zeit, die Verbindung
zwischen Chemie, Biologie und Medizin herzustellen, wobei er im weitesten Sinne
davon ausging, dass die biologische Wirkung einer Substanz von deren
Molekulstruktur und der Zelle, auf die eine Wirkung ausgeibt wurde, abhangig
sei.l’ In Zusammenarbeit mit Sahachiro Hata gelang es ihm das erste
zielgerichtete Therapeutikum eine sog. magic bullet gegen Syphilis zu entwickeln
und inspirierte Folgegenerationen von Medizinal Chemikern und Biologen die einer
Krankheit zugrundeliegenden Mechanismen spezifisch zu adressieren. 19l

Die Entdeckung der Onkogene gilt als weiteres Schliisselereignis in der Historie der
zielgerichteten Krebstherapie. Grundlagen daflr schafften unter anderem Peyton
Rous, Robert Hubner, George Todaro, Harald Elliot Varmus und John Michael
Bishop mit der intensiven Forschung an Retroviren. Rous gelang es 1911 erstmals
mit einer Injektion eines zellfreien Extrakts aus Hihnertumoren in gesunde Huahner,
identische Tumore zu induzieren.['6-171 Spater stellte sich heraus, dass Viren diese
Krebserkrankung auslésten, sodass viele Wissenschaftler bis in die 1970er Jahre
die Meinung vertraten, dass Krebs durch infektiose Erreger verursacht wird. Ferner
stellten HUBNER und TODARO 1969 die erste Onkogen-Theorie auf und obwohl sich
viele ihrer Hypothesen nicht bewahrheiteten, erkannten sie, dass der Ursprung
einer Krebserkrankung ubiquitar in Zellen vorhanden sein muss.l'81° Den
entscheidenden Zusammenhang stellten schlie3lich VARMUS und BisHOP her, die
1976 das flur eine Tyrosinkinase codierende Proto-Onkogen cSrc als zelleigenes
Homolog des ersten bekannten Onkogens vSrc identifizierten. 20

In den Folgejahren konnten zahlreiche Krankheitsbilder mit einer fehlregulierten
Kinaseaktivitat assoziiert werden.
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Dennoch dauerte es weitere 20 Jahre bis die erste zielgerichtete niedermolekulare
Verbindung, Imatinib, ein Inhibitor des Bcr-Abl Fusionsproteins, als
Krebstherapeutikum fur die Behandlung von chronischer myeloischer Leukamie
(CML) zugelassen wurde. Der Einsatz von Imatinib wurde als Durchbruch in der
Behandlung von CML erachtet und demonstrierte das enorme Potential der
zielgerichteten Wirkstoffe, da im Vergleich zur traditionellen Behandlung mit
Interferon-alpha die Uberlebensrate der CML-Patienten nach 18 Monaten von 73%
auf 92% erhoht werden konnte.[?1-221 AuRerdem konnten eine deutliche Reduktion
der Nebenwirkungen in Patienten, die mit Imatinib behandelt wurden, beobachtet
werden, sodass nicht nur ein Uberlegener Klinischer Effekt festgestellt wurde,
sondern auch die Lebensqualitat der Patienten deutlich verbessert werden
konnte.?t: 231 Spater zeigte sich, dass Imatinib nicht ausschlieRlich das
Fusionsprotein Bcr-Abl, sondern auch die Tyrosinkinase KIT effektiv inhibiert, die
ihrerseits als onkogener Treiber in verschiedenen Krebsarten, wie beispielsweise
gastrointestinalen Stromatumoren (GIST), auftritt.[?425 Auch die Behandlung von
GIST-Patienten, die Aktivierungsmutationen in KIT trugen, mit Imatinib resultierte in
hohen Ansprechraten und einer drastischen Erhéhung des progressionsfreien
Uberlebens.[?6-281 Gleichzeitig wird die hohe Aktivitdt von Kinaseinhibitoren
gegenuber diversen Zielstrukturen mit off-target Effekten assoziiert und stellt eine
groBe Herausforderung in der heutigen Entwicklung von neuartigen
Kinaseinhibitoren dar.

Aufgrund von bemerkenswerten Fortschritten in der Sequenziertechnik konnten
zehntausende genetische und epigenetische Aberrationen in Tumorzellen
identifiziert werden, infolgedessen das Verstandnis der Entstehung von Krebs
nachhaltig erweitert werden konnte, aber auch die Komplexitat der Krankheit
offenbart wurde.[?°-30] Beachtlich ist, dass obwohl mehrere genetische Lasionen in
einer Tumorzelle aufgefunden werden, die Inaktivierung eines einzelnen onkogenen
Treibers ausreicht, um das Wachstum der Krebszellen zu beeinflussen. Dieses
Phanomen wird als oncogene addiction bezeichnet und bildet die Grundlage fur die
zielgerichtete Adressierung von onkogenen Treibern. In den wegweisenden
Reviews ,Hallmarks of cancer(2000) und ,Hallmarks of cancer: the next
generation“(2011) fassten HANAHAN und WEINBERG essentielle Alterationen auf
zellularer Ebene zusammen, die gesunde Zellen in Krebszellen transformieren und
zur Tumorentwicklung fiihren, indem sie Zellstoffwechsel und Zellphysiologie
beeinflussen.?1-32 Ferner illustrierten sie, dass das genaue Verstandnis der
Tumorbiologie eines jeden Tumors entscheidend ist und zeigten neue Ansatze fur
zielgerichtete Therapien auf.

Letztlich stellt die VerknlUpfung einer genetischen Alteration mit einem relevanten
pradiktiven Biomarker einen limitierenden Faktor der zielgerichteten Krebstherapie
dar, sodass lediglich einem kleinen Teil (<10%) der Krebspatienten klinisch
validierte und von der FDA zugelassene Wirkstoffe, die auf den Mutationsstatus
abgestimmt wurden, zur Verfiigung stehen.38l Weiterhin bietet die Krebstherapie
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mit zielgerichteten Therapeutika in den meisten Féallen keine dauerhafte Heilung, da
infolge der genomischen Instabilitat der Krebszellen Wirkstoffresistenzen
entstehen, die durch die Behandlung mit zielgerichteten Medikamenten selektiert
werden, sodass die Patienten letztendlich Riickfélle erleiden. Die Umgehung dieser
Wirkstoffresistenzen und die Identifikation weiterer pradiktiver Biomarker sind
zentraler Bestandteil aktueller Forschung.

1.2. Prazisionsmedizin in NSCLC: Vom heutigen Standard und
Zukunftsperspektiven

Lungenkrebs ist die haufigste maligne Krebserkrankung und die flihrende
krebsbedingte Todesursache weltweit, wobei nicht-kleinzelliger Lungenkrebs
(NSCLC) die Uberwiegende Mehrheit mit 85% aller bdsartigen Erkrankungen der
Lunge darstellt.343% |n den letzten zehn Jahren fiihrte das zunehmende
Verstandnis der Tumorbiologie in NSCLC zur vermehrten Ablésung der "one size
fits all"-Behandlungsanséatze durch differenzierte Behandlungsstrategien, wobel
ausgehend von der Identifikation einer genetischen Lasion und deren pradiktiven
Eigenschaften eine maRgeschneiderte Prazisionstherapie verabreicht wird.[€l
Hierbei stellen genetische Aberrationen in dem epidermalen
Wachstumsfaktorrezeptor (EGFR), in der anaplastischen Lymphomkinase (ALK)
und der strukturell ahnlichen Rezeptortyrosinkinase ROS1 klinisch bestatigte
pradiktive Biomarker dar, die gezielt mit niedermolekularen Inhibitoren adressiert
werden kénnen (siehe Abbildung 1-1).137-39

Durch den Einsatz von Prazisionstherapeutika in diesen genetisch definierten
Subgruppen konnte eine signifikante Verbesserung der Uberlebensdauer und
Lebensqualitat der Patienten durch eine Reduktion der Nebenwirkungen
beobachtet werden. Wahrend die mittlere Uberlebensdauer im Jahr 2000 unter der
Behandlung mit Chemotherapeutika bei ungefahr acht Monaten lag, konnte diese
auf bis zu 30 Monate im Jahr 2014 gesteigert werden.[*>-41 Jedoch ist die
Entstehung von Wirkstoffresistenzen unvermeidlich, die zum Teil durch Mutationen
innerhalb der Kinasedomane, oder durch sog. bypass-Mechanismen wie etwa
durch Mutationen in HER2 (humaner epidermaler Wachstumsfaktor-Rezeptor 2)
vermittelt werden.[*>%8]  Ferner werden in NSCLC-Patienten genetische
Veranderungen in der Rezeptortyrosinkinase RET (rearranged during transfection),
dem Mesenchymalen-epithelialen Transitionsfaktor (MET) sowie dem Fibroblast
Wachstumsfaktor-Rezeptor (FGFR) beobachtet, die zurzeit klinisch evaluiert
werden.36: 41 Fir Patienten in fortgeschrittenen Stadien, die keine der oben
aufgefihrten Mutationen aufweisen, konnten enorme Erfolge mit Immun-
Checkpoint Inhibitoren erzielt werden, die durch die Inhibition der PD-1/PD-L1
Interaktion eine Immunantwort des Kdrpers gegentiiber Krebszellen forcieren. ]
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Abbildung 1-1: Schematische Darstellung beispielhafter Zielproteine und Behandlungsoptionen mit
TKls des NSCLC, sowie die Signalkaskaden, die an der Entstehung von Lungenkrebs maf3geblich
beteiligt sind. Die Darstellung wurde von LATEGAHN, KEUL und RAUH adaptiert. (1

Im Folgenden wird auf die Entwicklung der EGFR- und ALK-Inhibitoren
eingegangen, beobachtete Resistenzmechanismen und Strategien zur Umgehung
dieser aufgefiihrt und gezeigt, dass die Ubertragung von strukturbasierten Ansétzen
zur Uberwindung von Resistenzmutationen zwischen Proteinkinasen mdglich ist
und eine schnelle Entwicklung potenter Inhibitoren erlauben kdénnte. Ferner werden
neuartige Zielstrukturen wie MET und FGFR in der Behandlung von NSCLC
vorgestellt und der Einsatz von innovativer Immuntherapie thematisiert.

1.2.1. Klinisch-validierte Zielstrukturen in NSCLC

Im Fokus dieser Arbeit stand die Charakterisierung diverser onkogener Varianten
des EGF-Rezeptors, der innerhalb des hoch-komplexen zellularen Netzwerks aus
Signaltransduktionskaskaden eine Schlisselposition einnimmt und an der
Regulation essentieller zellularer Prozesse wie der Proliferation, der
Differenzierung, Migration oder der Apoptose mal3geblich beteiligt ist (siehe
Abbildung 1-1).46-471  Aufgrund dessen erscheint es plausibel, dass eine
Dysregulation dieser Rezeptortyrosinkinase (RTK) zu einem unkontrollierten
Zellwachstum fuhren kann und damit einhergehend ein Tumorwachstum auslost.
Tatsachlich wurden in 10-15% der NSCLC-Patienten Aktivierungsmutationen
innerhalb der Kinasedomé&ne von EGFR identifiziert, wobei die Punktmutation
L858R in Exon21 und die Deletionsmutation delE746_A750 (dell9-Mutation) in
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Exonl9 circa 80% der onkogenen Treibermutationen abbilden.[4 4849
Strukturbiologische  Untersuchungen und  Computer-gestlitzte  Verfahren
suggerieren, dass die L858R-Mutation als auch die dell9-Mutation das
Gleichgewicht zwischen inaktiver und aktiver Konformation der Kinasedoméane in
Richtung der aktiven Form verlagern und so eine gesteigerte Kinaseaktivitat
induzieren. Das in der Aktivierungsschleife lokalisierte Leu858 formt im inaktiven
Zustand mit den angrenzenden Aminosauren in kurzes helikales Segment, das tber
hydrophobe Interaktionen die regulatorische aC-Helix in einer nach auf3en rotierten,
inaktiven Konformation stabilisiert. Die Substitution des hydrophoben Leu858 durch
ein polares Arginin stort die Bildung des Netzwerks aus hydrophoben Interaktionen
und destabilisiert auf diese Weise die inaktive Konformation der Kinase. Im Fall der
Deletionsmutation in Exon19 wird angenommen, dass durch die verklrzte Schleife
zwischen der aC-Helix und dem B3-Faltblatt, die aC-Helix in der aktiven, zur
Bindetasche rotierten Konformation fixiert wird.5% In klinischen Studien zeigte sich,
dass diese sog. klassischen EGFR-Mutationen eine Sensitivitat gegentber EGFR-
Inhibitoren aufweisen und die Behandlung mit TKls der ersten Generation, wie

Erlotinib oder Gefitinib, zu einem deutlichen Riickgang des Tumorgewebes flihrte.[*
37, 48]

Jedoch erleiden alle Patienten, die initial auf die TKI-Behandlung ansprachen,
innerhalb eines Jahres nach Beginn der Therapie ein Rezidiv, das in 60% der Falle
auf die sekundare Punktmutation T790M innerhalb der Kinasedomane von EGFR
zurickzufuihren ist (siehe Abbildung 1-2 links).P-58Die Substitution des Thr790
durch ein sterisch anspruchsvolles Methionin resultiert in einem leicht veranderten
Bindungsmodus der Erstgenerationsinhibitoren durch AbstoRungen zwischen der
Methionin-Seitenkette und dem substituierten Phenylrest des Inhibitors. Weiterhin
zeigten YuN et al., dass die ATP-Affinitat der Kinasedoméne von den beschriebenen
Mutationen beeinflusst wird, sodass fur die Aktivierungsmutationen L858R und
dell9 eine verringerte ATP-Affinitat im Vergleich zur WT-Form festgestellt wurde,
die fur die hohe Sensitivitat gegeniber ATP-kompetitiven Inhibitoren verantwortlich
ist.4 Die sekundare T790M-Mutation hingegen bewirkt eine Wiederherstellung der
ATP-Affinitat, die in Kombination mit der sterischen AbstoRung zwischen Met790
und dem Phenyl-Substituenten den Verlust der inhibitorischen Aktivitat der TKIs der
ersten Generation hervorruft.
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Abbildung 1-2: Vergleich der Bindungsmodi der EGFR-Inhibitoren der ersten, zweiten und dritten
Generation. Die Erstgenerationsinhibitoren, wie beispielsweise Gefitinib (links), koordinieren Uber
eine WBB zwischen dem 4-Aminochinazolin Grundgertst (orange) und dem Peptidrickgrat des
Met793 an die Scharnierregion der Kinase. Weiterhin besetzt der substituierte Phenylring (griin) eine
hydrophobe Tasche in der Néhe der Tirsteheraminosaure. Kommt es nun zur Substitution des
Thr790 durch ein sterisch anspruchsvolles Methionin, so entstehen sterische Interferenzen zwischen
dem Met790 und dem Phenylsubstituenten (rot) (PDB: 2ITY; Met790: PDB: 4G5P). Der
Bindungsmodus eines Zweitgenerationsinhibitors wie Afatinib (zentral; PDB: 4G5P) unterscheidet
sich aufgrund des gleichen Grundgerists nicht signifikant von dem der Erstgenerationsinhibitoren.
Zusatzlich wurden TKIls der zweiten Generation jedoch mit Michael-Akzeptorsystemen ausgestattet,
um eine kovalente Adressierung (blau) des Cys797 zu erméglichen. Drittgenerationsinhibitoren wie
Rociletinib und Osimertinib (rechts) weisen ein Pyrimidin-Grundgerust (orange) auf und vermeiden
die Besetzung der hydrophoben Tasche an Met790 (griin). Genau wie TKIs der zweiten Generation
verfugt Osimertinib tGber ein Michael-Akzeptor (blau), der die kovalente Bindung zum Cys797 bewirkt
(PDB: 5UWD). Die Darstellung wurde von LATEGAHN, KEUL und RAUH adaptiert. [1

Vor diesem Hintergrund wurden kovalent irreversible EGFR-Inhibitoren der zweiten
Generation wie Afatinib entworfen, die eine erhdhte Verweildauer am Enzym
erreichen und die gesteigerte ATP-Affinitat der EGFR-T790M Mutante Gberwinden
sollten (siehe Abbildung 1-2 Mitte).5551 Trotz einer guten Wirksamkeit in
anfanglichen in vitro Studien, fuhrte die hohe Aktivitat der
Zweitgenerationsinhibitoren gegentber dem Wildtyp von EGFR, die auf das
Chinazolin-Grundgerust zurtickzufihren ist, in invivo Studien zu starken
Nebenwirkungen und letztendlich zu Dosisreduktionen, sodass die effektive
Konzentration des Wirkstoffs nicht mit dem therapeutischen Behandlungsfenster
kongruierte.[58-59

Weiterfuhrende  Wirkstoffentwicklungen strebten einen mutantenselektiven
Charakter der Inhibitoren unter Verwendung eines neuartigen Grundgerists und der
Beibehaltung des kovalenten Bindungsmodus an. Infolgedessen entstanden,
abgeleitet von einem Pyrimidin-Grundgerust, die Drittgenerationsinhibitoren
WZ4002, Rociletinib und insbesondere Osimertinib, das in klinischen Studien
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Ansprechraten von 71% und ein progressionsfreies Uberleben von 10.1 Monaten in
EGFR-T790M mutierten NSCLC-Patienten erzielte (siehe Abbildung 1-2 rechts).[60-
631 Anhand von Kristallstrukturen konnte der kovalente Bindungsmodus der
Drittgenerationsinhibitoren eindeutig bestétigt und hydrophobe Wechselwirkungen
zum Met790 identifiziert werden, die auf die Methionin-Tirsteheraminosaure
beschrankt sind und nicht zur Threonin-Tursteheraminosaure ausgebildet werden,
wodurch es zu einer 100-fachen Selektivitat gegentber dem Wildtyp von EGFR
kommt.[64 Wirkstoffresistenzen, die zu einem Fortschreiten der Krankheit fihren,
werden innerhalb von 11-14 Monaten nach Beginn der Therapie beobachtet und
konnen erneut auf Punktmutationen innerhalb der Kinasedomane von EGFR, aber
auch auf EGFR-unabhéangige Resistenzmechanismen zurtckgefuhrt werden.

Die prominentesten tertidren EGFR-Mutationen stellen die C797S, L718Q und die
L844V dar, wobei letztere in in vitro Studien eine Sensitivitat gegentber Chinazolin-
basierten Inhibitoren aufwiesen.l65661 Der Verlust des kovalenten Ankerpunktes
durch die Substitution des Cys797 durch ein Serin erschien schwerwiegend und die
entsprechende Mutante konnte durch keinen bis dato bekannten EGFR-Inhibitor
effektiv inhibiert werden. In vielen Arbeiten wurden Pyrimidin-basierte Inhibitoren
mit diversen Substituenten ausgestattet, um zusatzliche Wechselwirkungen zur
Kinase aufzubauen und somit die reversible Affinitdt der Verbindung zum Enzym zu
erhohen. UcHIBORI et al. beispielsweise konnten zeigen, dass der ALK-Inhibitor
Brigatinib die Osimertinib-resistente EGFR Variante in vitro effektiv inhibieren
konnte, jedoch in in vivo Studien die klinisch relevante Wirkstoffkonzentration nicht
erreichen konnte.[®] Weiterhin gelang mit ortho- anstatt mit meta-substituierten
Amiden die Steigerung der inhibitorischen Aktivitat von Aminopyrimidin-basierten
Inhibitoren, die auf Interaktionen zwischen den neu eingefligten Resten und dem
katalytischen Lys745 zurtickzufiihren sind.[®8-6°] Einen anderen Ansatz verfolgten
JA et al, die einen allosterischen EGFR-Inhibitor entwickelten, der in
biochemischen Studien die wirkstoffresistente EGFR-Variante im nanomolaren
Bereich inhibierte, in invivo Studien jedoch auf die Zugabe von Cetuximab
angewiesen war, um eine effektive Reduktion des Tumorgewebes hervorzurufen. [’
Kirzlich wurde die Weiterentwicklung des allosterischen EGFR-Inhibitors EAIO45,
das JBJ-04-125-02, vorgestellt, dass in initialen invivo Studien einen hohen
inhibitorischen Effekt auf die EGFR-L858R/T790M/C797S auslubte (siehe
Abbildung 1-3).I70-71 Hierbei besetzen die allosterischen Inhibitoren eine Subtasche
benachbart zur regulatorischen aC-Helix, die sich im inaktiven Zustand der
Kinasedoméne bildet. Im Vergleich zum EAIO45 formt das JBJ-04-125-02
zusatzliche Wasserstoff-Brickenbindungen zum Glu749 und Glu865.
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Abbildung 1-3: Molekilstrukturen der allosterischen EGFR-Inhibitoren EAIO45 und dessen
Weiterentwicklung JBJ-04-125-02, sowie die Darstellung des Bindungsmodus von EAIO45
(PDB: 5ZWJ).

Dennoch ist die Wirkung dieser Inhibitoren auf EGFR-L858R Mutanten beschrankt
und es wird in den entsprechenden Publikationen eine Kombination mit anderen
Therapien vorgeschlagen, um die klinische Wirksamkeit zu steigern, welches mit
einer Belastung der Patienten einhergehen kann. 6

Aufgrund von préklinischen Daten, die auf eine gute Penetration der Blut-Hirn-
Schranke durch Osimertinib und eine hohe Wirksamkeit gegentber primaren
EGFR-Mutationen hindeuten, erfolgte die Evaluation von Osimertinib als Erstlinien-
Therapeutikum in unbehandeltem EGFR-positiven NSCLC. [63 72751 |n der FLAURA
Studie konnte ein signifikant hoheres progressionsfreies Uberleben unter der
Osimertinib Behandlung im Vergleich zur Behandlung mit Gefitinib festgestellt
werden, sodass Osimertinib nach der FDA-Zulassung fur EGFR-T790M mutierten
NSCLC in 2015 auch als Erstlinien-Therapeutikum in 2018 zugelassen wurde.[6-77]

2007 wurden die EML4-ALK Translokationen als Treiber in 4% der NSCLC-
Patienten erkannt und deren onkogene Wirkung auf die Kinaseaktivitat der
Fusionsproteine zuriickgefuhrt, weshalb die Entwicklung von spezifischen
Kinaseinhibitoren angestrebt wurde.l”®7% In klinischen Studien zeigte sich eine hohe
Wirksamkeit des Erstgenerationsinhibitors Crizotinib mit Ansprechraten von >70%,
wodurch die EML4-ALK Translokationen als pradiktive Zielstrukturen in NSCLC
bestéatigt wurden (siehe Abbildung 1-4 links).[8%-82] Wirkstoffresistenzen bildeten sich
auch an dieser Stelle innerhalb eines Jahres nach Beginn der Therapie und
induzierten einen Rickfall der Patienten.[®3-8¢l |n diesem Zusammenhang wurden
vermehrt Metastasen im Gehirn beobachtet, welches einen Schwerpunkt auf die
Fahigkeit der TKIs der nachsten Generationen die Blut-Hirn-Schranke zu
Uberwinden legte.[87-88 |nteressanterweise wurden nach der Behandlung mit
Crizotinib in ALK Turstehermutationen analog zu EGFR-Mutationen identifiziert. €]
Hierbei bewirkte die Substitution des Leull96 durch ein Methionin gewisse
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sterische Abstof3ungen, aber vielmehr resultiert die Mutation in einem Verlust der
hydrophoben Wechselwirkungen zwischen Crizotinib und dem Leull96 (siehe
Abbildung 1-4).18% Zweitgenerationsinhibitoren wie Ceritinib, Alectinib und Brigatinib
demonstrierten in klinischen Studien eine Uberlegene Wirksamkeit sowohl als
Erstlinien-Therapeutikum im Vergleich zur Behandlung mit Crizotinib, als auch als
Zweitlini en-Behandlung im Vergleich zur Chemotherapie (siehe Abbildung 1-4).%
921 Ferner konnte das Auftreten von Hirn-Metastasen reduziert werden. 2018 wurde
der Drittgenerationsinhibitor Lorlatinib fir die Behandlung von Crizotinib-
resistentem NSCLC von der FDA zugelassen und weist in klinischen Studien eine
hohe Wirksamkeit gegen nahezu alle Crizotinib-resistenten Varianten auf (siehe
Abbildung 1-4 rechts).[93-%4]
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Abbildung 1-4: Vergleich der Bindungsmodi und der Molekulstrukturen der ALK-Inhibitoren der
ersten, zweiten und dritten Generation. Links ist der Bindungsmodus des Erstgenerationsinhibitors
Crizotinib dargestellt (PDB: 4ANS, Leul196 PDB: 4MKC). Weiterhin wird der Bindemodus des
Pyrimidin-abgeleiteten Zweitgenerationsinhibitors Ceritinib gezeigt (zentral; PDB: PDB: 4MKC,
Met1196 PDB: 4ANS). Zuletzt wird die chemische Struktur und der Bindemodus des
makrozyklischen Drittgenerationsinhibitors Lorlatinib abgebildet (rechts; PDB: 4CLJ).

1.2.2. Investigative Zielstrukturen in NSCLC

Zurzeit werden verschiedene Zielstrukturen entweder im Kontext von
Resistenzentwicklungen nach der Behandlung mit zielgerichteten Therapeutika
oder als primare onkogene Treibermutationen in NSCLC diskutiert. Dazu zahlen
unter anderem Mutationen, Genfusionen oder Amplifikationen in FGFR, die in
in vitro Studien mit den Inhibitoren AZD4547 und BGJ398 effektiv adressiert werden
konnten.[®>-%61 Allerdings konnte in klinischen Studien lediglich eine Ansprechrate
von 10% der Patienten beobachtet werden.”l Aufgrund der hohen genetischen
Heterogenitdit der Tumore erfolgte eine retrospektive Analyse der
Studienergebnisse, infolgedessen ein  Zusammenhang zwischen dem
Vorhandensein einer FGFR-Mutation in Kombination mit einer Uberexpression des
Transkriptionsfaktor MYC und dem Ansprechen auf eine Therapie mit dem FGFR-
Inhibitor BGJ398 hergestellt werden konnte.®8 Weiterhin bilden MET
Amplifikationen oder Genfusionen einen haufig auftretenden
Resistenzmechanismus gegeniiber EGFR-Inhibitoren ab.[% Diesbeziglich wurde
ein Staurosporin-abgeleiteter Kinaseinhibitor, das Tivantinib, in klinischen Studien
getestet.
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Wahrend es in Phase 1 Studien eine gute Vertraglichkeit zeigte, konnte in Phase 3
Studien der primare Endpunkt auf Grund von schweren Nebenwirkungen nicht
erreicht  werden.'9  Wie spatere Untersuchungen zeigten, ging die
antineoplastische Wirkung des Tivantinibs auf die Stérung der Mikrotubulidynamik
zuriick und nicht auf die MET-Inhibition.['°Y Dennoch konnte eine erfolgreiche
Adressierung der sog. Exon14 Skipping Mutationen in MET durch den ALK-Inhibitor
Crizotinib erzielt werden und bestatigt auf diese Weise den pradiktiven Charakter
einer Subgruppe von MET-Mutationen. 1102

Wie eingangs erwahnt, wird das Armamentatrium der zielgerichteten NSCLC-
Therapeutika zunehmend mit Immun-Checkpoint Inhibitoren erweitert, wobei die
Wirkung dieser Substanzen auf die Inhibition der PD-1/PD-L1 Interaktion
zuriickgeht.[193-1041 Nachweislich umgehen viele Krebszellen einer Immunantwort
durch die Uberexpression des programmed death ligand 1 (PD-L1), der von den
PD1-Rezeptoren auf den Lymphozyten erkannt wird und so einer Immunantwort
entgeht. Monoklonale Antikérper wie Pembrolizumab, Nivolumab und Atezolizumab
inhibieren die PD-1/PD-L1 Interaktion und ermdglichen eine Immunantwort des
Korpers auf die entarteten Krebszellen.[1051971 |n klinischen Studien konnten
beachtliche Erfolge erzielt werden, wobei an dieser Stelle ein pradiktiver Biomarker
identifiziert werden muss. Bisher wurde anhand der Uberexpression des PD-L1
versucht Rickschlisse auf ein potentielles Ansprechen eines Tumors zu ziehen,
welches nicht eindeutig bestatigt werden konnte.[108-199 Dennoch ist davon
auszugehen, dass der Einsatz der Immuntherapie als Monopraparat oder in
Kombinationstherapien die Behandlung von Krebs revolutionieren wird, sobald die
Tumorbiologie verstanden wurde. [
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2. MOTIVATION UND ZIELSETZUNG

Wiederkehrende Resistenzmutationen stellen eine grof3e Herausforderung bei der
Behandlung von EGFR-mutiertem NSCLC mit Kinaseinhibitoren dar und erfordern
eine stete Entwicklung von neuartigen mutantenselektiven Inhibitoren.[*1% In diesem
Zusammenhang ist die Etablierung von biologisch-relevanten aussagekraftigen
Systemen zur Profilierung von Inhibitoren von grof3er Bedeutung.

Ziel dieser Arbeit war es biochemische und strukturbiologische Systeme zu
etablieren, die eine detaillierte Charakterisierung einer Zielverbindung zulassen, um
einen Beitrag zum Verstandnis einer Wirkstoffresistenz auf molekularer Ebene zu
leisten und neue Ansétze zur Optimierung einer Verbindung zu identifizieren. In
einem ersten Schritt sollten dazu entsprechende klinisch relevante Mutanten des
EGF-Rezeptors in Insektenzellen exprimiert und anschlieRend gereinigt werden.
Weiterhin  sollten  flr  strukturbiologische  Untersuchungen  geeignete
Kristallisationsbedingungen fir die Kinasedoméne von EGFR identifiziert werden.

Aufgrund der Tatsache, dass die kovalente Adressierung des Cys797 ein
malf3gebliches Charakteristikum der Drittgenerationsinhibitoren abbildet, wurden
diverse Michael-Akzeptorsysteme beim rationalen Design von EGFR-Inhibitoren zur
Umgehung der  Turstehermutation bertcksichtigt. Zur  detaillierten
Charakterisierung dieser Substanzklasse sollten kinetische Bindungsstudien
gegenuber verschiedenen EGFR-Mutanten durchgefuhrt werden, die Riickschlisse
auf den Bindungsmechanismus zu lassen und mdgliche Ansatzpunkte zur
Optimierung hinsichtlich der Ausrichtungen der Michael-Akzeptoren liefern.
Unterstutzt werden sollten diese Studien durch strukturbiologische Untersuchungen
in EGFR-T790M und dem validierten Modellsystem cSrc, sodass essentielle
Interaktionen zwischen den untersuchten Verbindungen und der Bindetasche der
Kinase identifiziert und weitere Grundlagen fur Optimierungsstudien eruiert werden
kénnen.

Ferner sollte mit Hilfe der kirzlich etablierten semi-automatischen Screening-
Plattform RASPELD (Robotics-Assisted Screening Platform for Efficient Ligand
Discovery) eine Durchmusterung der laborinternen Substanzbibliothek erfolgen mit
dem Ziel neuartige Leitstrukturelemente zur  Adressierung der
EGFR-AM/T790M/C797S Mutante zu identifizieren. Im Anschluss sollten im
Rahmen von Hitvalidierungen initiale Aktivitaten bestatigt werden und anhand von
geeigneten Zelllinien die Toxizitat der Substanzen evaluiert werden.

Zuletzt sollte die kurzlich identifizierte EGFR-del19/G724S Mutante innerhalb eines
Kooperationsprojekts tiefgreifend charakterisiert werden. Dazu sollten die
entsprechenden biochemischen Assaysysteme etabliert werden, um in einem
ersten Schritt die resistenzvermittelnde Wirkung der del19/G724S-Doppelmutation
in vitro zu validieren. Im Anschluss sollte eine Durchmusterung einer fokussierten
Substanzbibliothek mit Hilfe der Screening Einheit RASPELD erfolgen.
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Zum einen konnten auf diese Weise einzelne potente Verbindungen identifiziert
werden oder sogar verschiedene Inhibitorklassen als potente Hemmstoffe der
wirkstoffresistenten EGFR-Mutante nachgewiesen werden. Die erhaltenen
Ergebnisse sollten im Folgenden in Computer-gestitzten strukturbiologischen
Studien evaluiert werden, sodass anhand eines moglichen Bindungsmodus eine
Interpretation der Aktivitats-Profile erfolgen kann.
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3. ERGEBNISSE UND DISKUSSION

3.1. Darstellung verschiedener klinisch-relevanter EGFR-
Varianten

In dieser Arbeit wurde die Proteinexpression in Insektenzellen und die
Proteinreinigungsstrategie verschiedener klinisch-relevanter EGFR-Varianten
etabliert und optimiert, um schlussendlich in der Lage zu sein, biochemische und
strukturbiologische Analysen durchzufuhren. Einen Kernaspekt dabei stellte die
Identifikation von Kristallisationssystemen dar, die im letzten Teilabschnitt dieses
Kapitels thematisiert wird.”

3.1.1. Exkurs: Proteinexpression in Insektenzellen

Der fortwahrende Erkenntnisgewinn und Forschungsprozess im Bereich der
Strukturbiologie und mechanistischen Zellbiologie gewdahrt heutzutage einen
Uberwaltigenden Einblick in komplexe zellulare Prozesse und ermoéglicht die
Adressierung verschiedenster medizinischer Fragestellungen. Einen Kernaspekt
auf diesem Gebiet stellt die Erforschung der Struktur und der Funktion eines
Proteins dar und setzt eine Verfugbarkeit des Zielproteins, auch protein of interest
(POI) genannt, in groRen Mengen und hoher Reinheit voraus.[11-112] Da der Isolation
der meisten Zielproteine aus deren endogener Quelle Grenzen gesetzt sind, ist die
rekombinante Proteinexpression ein wertvolles Werkzeug in der Biochemie und
kam erstmals in der pharmazeutischen Industrie 1982 mit der Expression von
humanem Insulin in Escherichia coli (E. coli) zur Anwendung.[*131141 Bei der
heterologen Proteinexpression wird das flr das Zielprotein kodierende Gen in einen
Wirtsorganismus eingebracht, um im Anschluss die Proteinbiosynthese kontrolliert
zu betreiben. Heutzutage ist eine Vielzahl verschiedener Expressionssysteme in
unterschiedlichen Organismen wie Bakterien, Pilzen, Hefen, Insektenzellen und
Saugetierzellen verfugbar. Dabei weist jedes dieser Systeme Vor- und Nachteile in
Bezug auf Proteinausbeute, Kostenintensitat, Zeitaufwand und der Moglichkeit des
Up-Scalings auf.lt15118]  Die  prominenteste Methode st hierbei die
Proteinexpression in Bakterienzellen (E. coli), die sich durch das schnelle
Wachstum des Organismus bei geringen Kultivierungskosten und gleichzeitig
hohen Expressionsraten auszeichnet.[*17-118] viele klinisch-relevante Proteine sind
auf diesem Weg jedoch nicht erschlie3bar, da sie posttranslationale Modifikationen
wie Phosphorylierungen, Acetylierungen, Glykosylierung oder die Ausbildung von
Disulfidbriicken verlangen, welche in Bakterien nicht vorgenommen werden. 19

* Teile dieses Kapitels entstanden innerhalb der Masterarbeit von J. Niggenaber (AG Rauh, TU Dortmund).
Die entsprechenden Abschnitte werden gekennzeichnet.
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Um diese fur die Struktur und Funktionalitat essentiellen Modifikationen maoglichst
authentisch nachzuahmen, bedient man sich vermehrt eukaryotischer
Expressionssysteme unter der Verwendung von Hefen, Insektenzellen oder
Saugetierzellen, die in der Lage sind die oben aufgefihrten Modifikationen
vorzunehmen.['20-121] Die in dieser Arbeit behandelten EGFR-Mutanten wurden in
Insektenzellen nach dem baculovirus expression vector system (BEVS) exprimiert.
Hierbei werden Insektenzellen als Wirtsorganismen verwendet und mit Baculoviren
der Art Autographa californica nuclear polyhedrosis virus (AcNPV) infiziert.[122]
Ursprunglich spielten Baculoviren eine Schlisselrolle in der Regulation von
Insektenpopulationen und waren daher jahrelang Mittelpunkt der Forschung mit
dem Zweck der Schadlingsbekampfung in der Landwirtschaft. Zumal sie eine hohe
Wirtspezifitat aufweisen und aus diesem Grund fur Saugetiere ungefahrlich sind.[123l
Ein schematischer Replikationszyklus eines Baculovirus ist in Abbildung 3-1
dargestellt und entspricht weitestgehend dem Konzept des BEVS fiir die heterologe
Proteinexpression.[*?4 In der Natur erfolgt die Infektion der Insekten Uber die
Aufnahme der Viruspartikel mit der Nahrung. Im Darm der Larven herrscht ein
alkalischer pH-Wert, woraufhin sich die occlusion bodies (OBs) auflésen und die
occlusion-derived viruses (ODVs) freigesetzt werden. Diese sind in der Lage die
physikalische Barriere des Darms zu Uberwinden und infizieren dort
Zylinderepithelzellen durch direkte Membranfusion. Bei der rekombinanten
Proteinexpression werden an dieser Stelle Insektenzellen mit Baculovirus-DNA, die
die Gensequenz des Zielproteins tragt, transfiziert. Daraufhin erfolgt eine
Freisetzung der Baculovirus-DNA, die in den Nukleus migriert und dort (i) die
Replikation der Viren-DNA, (ii) eine Kaskade der Genexpressionen fiur virale
Proteine und (iii) die erneute Produktion von Viruspartikeln induziert. Neue
Viruspartikel breiten sich durch Rezeptor-vermittelte Endo- und Exozytose aus und
infizieren umliegende Zellen. In der spaten Phase der Expressionskaskade wird in
einem naturlichen Baculovirus eine groRe Menge des Hiillproteins Polyhedrin
exprimiert und es erfolgt die Formation der OBs, die als robuste Uberdauerungsform
der Baculoviren auf3erhalb des Wirtsorganismus dienen. Die OBs beinhalten
mehrere Baculoviren eingebettet in Polyhedrin und werden durch die Zelllyse in die
Umgebung freigesetzt, wo sie bis zur erneuten Infektion eines Wirtsorganismus
verharren. Bei der heterologen Proteinexpression im Labor wird der starke
Polyhedrin-Promotor meist ausgenutzt, um eine stabile Uberexpression des
Zielproteins zu erreichen.
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Abbildung 3-1: Schematische Darstellung des Baculovirus Replikationszyklus. Ausbreitung und
Aufnahme der Baculoviren: Die initiale Infektion findet mit der Aufnahme der occlusion bodies (OB)
Uber die Nahrung statt. Eintritt in den Darm: Die alkalische Umgebung im Darm der Larven sorgt
fur die Auflésung der OBs und fir die Freisetzung der occlusion-derived viruses (ODVs), die die
physikalische Barriere des Darmepithels Giberwinden kénnen und dann durch direkte Membranfusion
in Zylinderepithelzellen eindringen. Im Anschluss wird das Nucleocapsid im Cytosol freigesetzt.
Virusamplifikation: Es folgt eine Migration des Nucleocapsids in den Nukleus, wo die Viren-DNA
repliziert wird und eine Kaskade an Genexpressionen in Gang gesetzt wird mit dem Ziel der ODV
Produktion. Die hergestellten Viruspartikel werden freigesetzt und infizieren umgehend weitere
Zellen. Nach ca. 24 h beginnt die Produktion der OBs, diese werden bei Zelllyse freigesetzt und
kdénnen einen neuen Wirtsorganismus infizieren. Die Darstellung wurde von CHAMBERS et al.
adaptiert.[124]

SMITH und SUMMERS erkannten das grof3e Potential der Baculovirus-vermittelten
Proteinexpression in Insektenzellen und nutzen es erstmals 1983 fiir die heterologe
Expression des humanen B-Interferons.'?l Durch mehrere technologische
Verbesserungen gewann das anfanglich sehr miihsame und ineffiziente System an
Popularitat, was die steigende Anzahl der PDB-Eintrage, bei denen Insektenzellen
als Wirtsorganismus verwendet wurde, verdeutlicht.[*26-227] Erhebliche Fortschritte
konnten durch den Einsatz von synthetischer Baculovirus-DNA, die lediglich Uber
essentielle Elemente fir die Proteinexpression verfugt und hinsichtlich der
genetischen Stabilitdt optimiert wurde, erzielt werden. Inzwischen sind
verschiedene Strategien und Plattformen fur die effiziente Proteinexpression
mithilfe von rekombinanten Baculoviren in Insektenzellen verfliigbar.[*?8l Im
Folgenden werden zwei Systeme, die in dieser Arbeit verwendet wurden, detailliert
vorgestellt und miteinander verglichen.
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Grundsatzlich unterscheiden sich die Methoden lediglich in der Generierung der
rekombinanten Baculoviren, dem Aufbau der Bacmid-DNA und des
Transfervektors. Frilhe BEVS nutzten das Prinzip der homologen Rekombination
aus und brachten das Zielgen in den Polyhedrin Locus des AcNPV Genoms ein.[12°]
Dazu wurden Insektenzellen mit viraler DNA und einem Transfervektor, der das
Zielgen beinhaltete, co-transfiziert. Der Prozess der homologen Rekombination
stellt jedoch ein komplexes und seltenes Event in der Zelle dar, sodass lediglich
0.1% der Viren das Zielgen enthielten und der Rest die parentale Gensequenz des
Polyhedrin aufwiesen. Daher war eine aufwendige Selektion der rekombinanten
Baculoviren anhand des Phéanotyps notwendig. Eine Weiterentwicklung dieser Idee
stellt das BacMagic-System von Novagen dar.['3%] Das Besondere an diesem
System ist der modifizierte ORF1629 (open reading frame), der ein Capsid-
assoziiertes Protein kodiert und essentiell fur die Virusreplikation ist. Auf der
BacMagic-DNA liegt dieser Teil mutiert vor, d.h. das Gen des Capsid-assoziierten
Proteins wurde deletiert.[*31-132] Auf dem Transfervektor hingegen ist die vollstandige
Sequenz enthalten und nur durch homologe Rekombination entsteht eine
Baculovirus-DNA, die in der Lage ist sich zu replizieren (siehe Abbildung 3-2 A).
Dadurch entfallt der aufwendige Selektionsschritt und es kénnen so nahezu 100%
rekombinante Baculoviren erhalten werden.!*32 Weitere Modifikationen der Bacmid-
DNA stellen die Inaktivierung der Chitinase (chiA) und das Einfihren einer BAC-
Sequenz dar, die eine Vervielfaltigung der Bacmid-DNA in E. coli ermdglicht.[133-134]

Neben der homologen Rekombination kann auch das Prinzip der ortsspezifischen
Transposition ausgenutzt werden, um rekombinante Baculoviren herzustellen. Das
Bac-to-Bac System (Life Technologies) und dessen Weiterentwicklung fur die
Expression von Multiproteinkomplexen, das MultiBac-System (Geneva Biotech),
beruhen etwa auf diesem Prinzip (siehe Abbildung 3-2 B).1135-13% Der wesentliche
Unterschied zu der oben beschriebenen Methode stellt die Generierung der
rekombinanten Baculoviren-DNA dar, die in E. coli erfolgt und somit den Einsatz
von isolierter und hochkonzentrierter DNA bei der Transfektion in Insektenzellen
garantiert und das Vorhandensein von parentaler Baculoviren-DNA ausschliel3t.
Dafur wird die MultiBac-DNA mit einem lacZ-Gen wund einer Tn7
Transpositionsstelle versehen, wohingegen Tn7 Transpositionsstellen auf dem
Transfervektor das Zielgen flankieren. Wird der Transfervektor nun in E. coli-Zellen
eingebracht, die die MultiBac-DNA tragen, so wird das Zielgen in das lacZ-Gen
insertiert. Basierend auf der Antibiotikaresistenz und einer Blau-Weil3 Selektion
werden Kolonien identifiziert, die die rekombinante Baculovirus-DNA aufweisen.
Durch Lipofektion wird die rekombinante Baculovirus-DNA in Insektenzellen
transferiert, in denen nach Virusamplifikation die Expression des Zielproteins
stattfindet.
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Abbildung 3-2: Schematische Darstellung der verschiedenen Methoden zum Aufbau rekombinanter
Baculoviren. A: Im Fall des BacMagic-Systems wird durch die homologe Rekombination die
rekombinante Baculoviren-DNA erzeugt. Auf einem Transfervektor wird die Zielsequenz von
Rekombinationsregionen flankiert, die die Gene lef2 (late expression factor 2) und ORF1629 tragen.
Die Bacmid-DNA tréagt mutierte Rekombinationsregionen, die die Virusreplikation verhindern. Durch
die homologe Rekombination mit dem Transfervektor wird der Wildtyp Zustand wiederhergestellt und
ermdglicht eine Virusreplikation. Durch die BAC-Sequenz ist die Vervielfaltigung der Bacmid-DNA in
E. coli méglich und die Inaktivierung der Chitinase fuihrt zu erhdhten Proteinausbeuten. B: Der
Aufbau der rekombinanten Baculoviren beruht bei der MultiBac-Methode auf der Tn7 Transposition.
Auf dem Transfervektor kdnnen zwei verschiedene Zielgene, deren Proteinexpression durch die polh
und pl0 Promotoren initiiert werden, eingebracht werden. Flankiert werden die Zielgene durch
Transpositionssequenzen. Die Bacmid-DNA zeichnet sich durch ein lacZ Gen mit einer Tn7
Transpositionsstelle, ein F-Replikon, das ein copy-number von eins der Bacmid-DNA in E. coli
gewabhrleistet, ein Reportergen (YFP), verschiedene Antibiotikaresistenzen (KanR: Kanamycin;
ChIR: Chloramphenicol) und deletierte Gensequenzen der Chitinase (chiA) und der viralen Cathepsin
Protease (V cath) aus.[130. 140]

In dieser Arbeit wurden mithilfe des MultiBac-Systems einzelne Proteine dargestellt,
wobei das System grundsatzlich fur die Expression von Multiproteinkomplexen
etabliert wurde, weswegen es auch den polh und den p10 Promotor auf dem
Transfervektor aufweist und durch Cre/loxP-Rekombinationen den schnellen
Aufbau von Multigen Vektoren ermdglicht.[14% Weitere grundlegende Eigenschaften
des MultiBac-Systems stellen die Deletionen der Chitinase (chiA) und der viralen
Cathepsin Protease (V-cath) auf der Bacmid-DNA dar und fuhren zu einer erhdhten
Ausbeute von sekretorischen und Membranassoziierten Proteinen und verhindern
den moglichen Abbau des Zielproteins durch die Protease.!*30 133 Zysatzlich erlaubt
das System die Einfuhrung von Reporterproteinen wie dem gelb fluoreszierenden
Protein (YFP, Yellow fluorescent protein), Chaperonen oder anderen Enzymen, die
Posttranslationale Modifikationen vornehmen, in die Loci der Chitinase und der
viralen Cathepsin Protease.

Zusammenfassend ist festzuhalten, dass durch die enormen technologischen
Fortschritte auf diesem Gebiet maRgeschneiderte Expressionssysteme fir Proteine

43



entwickelt werden konnten, die durch herkébmmliche Systeme nicht hergestellt
werden konnten und heutzutage vielseitig einsetzbare Plattformen fur die
Proteinexpression verfugbar sind.

3.1.2. Konstruktdesign

Die Konstrukte fur die biochemische Charakterisierung unterscheiden sich
grundsétzlich von denen, die fur die Proteinkristallographie verwendet wurden. Als
Ausgangskonstrukt fur die Proteinkristallographie diente ein Konstrukt, das von
Christian Becker wahrend seiner Promotion hergestellt wurde.l'* Dieses
EGFR-WT Konstrukt kodiert die Aminosauren 696-1022 (Uniproteintrag P00533)
und wurde fur die Expression in Insektenzellen codonoptimiert. Dennoch konnte zu
Anfang dieser Arbeit keine deutliche Uberexpression des Zielproteins in
Insektenzellen festgestellt werden, was zu einer schwierigen Reinigung und
geringen Proteinausbeuten fuhrte. Die darauffolgende Kristallisation des Proteins
im Komplex mit neuartigen Inhibitoren konnte aufgrund der geringen
Proteinmengen nur begrenzt vorgenommen werden und zuvor etablierte
Kristallisationssysteme fuhrten zu keinem Kristallwachstum. An dieser Stelle
wurden zwei Mutagenese-basierte Ansatze verfolgt, um die Proteinkristallisation
des Proteins zu ermoglichen.[*42143] Zum einen wurden drei geladene Aminosauren
(E865, E866 und K867) in der oberflachenexponierten Aktivierungsschleife durch
Alanine ersetzt und in einem anderen Konstrukt wurde eine Mutation (V948R)
eingefugt, die die Bildung eines asymmetrischen Dimers verhindert (siehe
Abbildung 3-3 A). Der Austausch der drei Aminosauren in der Aktivierungsschleife
wurde vorgenommen, um eine Reduktion der Oberflachenentropie zu erzielen.
Dieses Konzept beruht auf der Annahme, dass grol3e, flexible und geladene
Seitenketten, die Uber eine hohe konformationelle Entropie verfugen, die
Ausbildung von Kristallkontakten storen.[43-1461 Daher sollen flexible und geladene
Aminosaurereste wie Lysine, Glutamine und Glutaminsauren, wenn sie
aufeinanderfolgend vorkommen, gegen Alanine ausgetauscht werden,
vorausgesetzt diese befinden sich weder an funktional wichtigen Stellen des
Proteins, noch in Sekundarstrukturelementen wie einer a-Helix oder einem
B-Faltblatt. Die Identifikation von Aminosauren, die eben diese Merkmale erfiillen,
wurde mit Hilfe des SERp-Servers durchgefiihrt.43 In Abbildung 3-3 B sind
exemplarisch die Entropiebeitrage der einzelnen Aminosduren 855-875 des
EGFR-WT Konstruktes und des modifizierten Konstruktes gezeigt, wodurch die
Reduktion der Oberflachenentropie durch die eingefligten Mutationen deutlich zu
erkennen ist.
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Darstellung verschiedener klinisch-relevanter EGFR-Varianten
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Abbildung 3-3: Konstruktdesign. A: Schematische Abbildung einer Kinasedoméne und Markierung
der mutierten Aminosauren. Basierend auf der Annahme, dass eine reduzierte Oberflachenentropie
die Proteinkristallisation férdert, wurden in einem Konstrukt drei polare, oberflachenexponierte
Aminosauren gegen Alanine ersetzt (E865A, ES66A, K867A in rosa dargestellt). In einem anderen
Konstrukt wurde die V948R Mutation eingeflgt, die die Bildung eines asymmetrischen Dimers
verhindert, sodass vermehrt monomeres EGFR vorliegen sollte. In blau ist die regulatorische
aC-Helix gezeigt, in gelb wurden Aminosduren der glycinreichen Schleife eingefarbt und
Aminosauren der Aktivierungsschleife sind in grin dargestellt. B: Vergleich des EGFR-WT
Konstrukts und des EGFR E865A/E866A/K867A Kristallisationskonstrukts in Bezug auf die Entropie
der einzelnen Aminosauren. In rot ist das EGFR-WT Konstrukt gezeigt und in blau das
EGFR-E865A/EB66A/K867A Kristallisationskonstrukt. Die Berechnungen wurden mit Hilfe des
SERp-Servers vorgenommen.l'43l C: Darstellung des asymmetrischen Dimers. In blau ist
Monomer A eingefarbt und in gelb ist Monomer B gezeigt. In einem vergréRerten Ausschnitt wird die
Kontaktfliche der beiden Monomere abgebildet und die Position der Aminosaure V948
hervorgehoben, die hydrophobe Wechselwirkungen zu 1706 und L782 ausbildet. PDB: 2GS2.
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Wie oben geschrieben, wurde in einem weiteren Konstrukt zusatzlich zu den
Klinisch relevanten Mutationen auch die V948R Mutation in das EGFR Konstrukt
eingefuigt, die die Bildung eines asymmetrischen Dimers verhindert.['4? Das
ursprungliche Val948 ist Teil der aH-Helix, die sich im C-Lobe der Kinasedomane
befindet und Bestandteil der Kontaktflache im Falle einer Dimerisierung ist (siehe
Abbildung 3-3 C). Aus der vergroRerten Darstellung der Kontaktflache eines
asymmetrischen Dimers geht hervor, dass Val948 des sogenannten Aktivators
(Monomer A) hydrophobe Wechselwirkungen zu 1le706 und Leu782 des Akzeptors
(Monomer B) ausbildet. Wird das Valin nun durch ein Arginin ausgetauscht, fihrt es
zu sterischen Abstol3ungen und eine Homo-Dimerisierung wird unterbunden, was
in zellularen Assay-Systemen mehrfach gezeigt werden konnte. Im Hinblick auf die
Fahigkeit eines Proteins einen Kristall zu bilden, spielt das Vorhandensein von
Dimeren ebenfalls eine Rolle und wird tendenziell als stérend beschrieben,
weswegen eine Unterbindung die Proteinkristallisation beginstigen kénnte.

Des Weiteren wurden in dieser Arbeit EGFR Konstrukte generiert, die im Anschluss
in biochemische Assays untersucht wurden. Im Gegensatz zu den
Kristallisationskonstrukten beinhalteten diese auch die C-terminale Doméane des
EGFR, die mehrere Phosphorylierungsstellen enthalt und fir die katalytische
Aktivitat der Kinasedoméne essentiell ist. Dabei hat sich herausgestellt, dass sich
die Loslichkeit der Proteine durch das Anfugen der C-terminalen Domane
dramatisch verschlechtert. Aus diesem Grund wurden die Konstrukte mit einem
GST-Tag versehen, der die Loslichkeit verbessern sollte. Eine Ubersicht der
relevanten EGFR Konstrukte ist in Tabelle 3-1 dargestellt und die dazugehérigen
Sequenzalignments sind in Abschnitt 5.1 zu finden.

Tabelle 3-1: Ubersicht der bearbeiteten EGFR Konstrukte dieser Arbeit.

Bezeichnung Abkirzung Konstrukt Mutation
EGFR-T790M/ pMK25 plEX/Bac3 T790M, E865A, ES66A,
E865A/E866A/K867A AS 696-1022 K867A
EGFR-T790M/ pMK33 pIEX/Bac3 T790M, V948R
V948R AS 696-1022
EGFR-L858R/ pMK15 pIEX/Bac5h L858R, T790M, C797S
T790M/C797S AS 669-1210
EGFR-del19/G724S pMK50 pFG dell9, G724S

AS 669-1210
EGFR-del19 pMK52 pFG dell9

AS 669-1210
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3.1.3. Optimierung der Proteinexpression in Insektenzellen

Neben genetischen Ansatzen zur Erhdhung der Ausbeute und der Qualitdt des
Zielproteins, wurde auch die Proteinexpression in Insektenzellen optimiert. Wie in
Abschnitt 3.1.1 dargestellt wurde, handelt es sich bei der heterologen Expression in
Insektenzellen um ein komplexes System, das an vielen Stellen individuell an das
Zielprotein angepasst werden kann. Grundsatzlich ist auffallig, dass der Zeitraum
beginnend mit der erfolgreichen Generierung eines Transfervektors bis hin zum
exprimierten Protein circa 25 Tage betragt. Die Proteinexpression in Bakterien
dauert hingegen lediglich wenige Tage. Daher sind die Qualitat und die Viabilitat der
Insektenzellen von enormer Bedeutung. Zu Beginn der Arbeit wurden alle
Insektenzelllinien in Serum-freiem EX-CELL 405 Medium (Sigma-Aldrich) kultiviert,
wobei auffiel, dass die Sf9-Zellen sehr langsam wuchsen. Aus diesem Grund wurde
die Kultivierung der Sf9-Zellen in verschiedenen Medien evaluiert und beobachtet,
dass die Zellen ein schnelleres Teilungsverhalten und eine verringerte Anfalligkeit
fur Kontaminationen in Sf-900 [l SFM Medium zeigten. Alle darauffolgenden
Arbeiten wurden dementsprechend in Sf-900 Il SFM Medium vorgenommen.
Ebenfalls wurde fur jedes EGFR Konstrukt eine sogenannte time of harvest (TOH)
Analyse durchgefiihrt und sofern keine Uberexpression in Sf9-Zellen festgestellt
werden konnte, wurde die Expression in Hi5-Zellen oder TNAO-Zellen untersucht.
Beispielhaft sind in Abbildung 3-4 die Ergebnisse der TOH-Analysen der
Kristallisationskonstrukte EGFR-T790M/E865A/E866A/K867A (pMK25) und EGFR-
T790M/V948R (pMK33) gezeigt.T Dazu wurden Testexpressionen in Sf9-Zellen
angesetzt und Proben nach 24, 48, 72 und 96 h genommen und mittels SDS-PAGE
analysiert. Im Vergleich zu der Kontrollkultur kann in beiden Fallen erkannt werden,
dass eine Proteinbande bei circa 40 kDa nach 24 bzw. 48 h zusatzlich auf dem Gel
zu sehen ist, die dem Zielprotein zugeordnet werden kann. Des Weiteren kann der
SDS-PAGE entnommen werden, dass sich die Proteinmenge in den Proben nach
72 h und 96 h nicht deutlich unterscheidet, weswegen die Zellernte nach 72 h
erfolgte. Die Proteinexpression im grof3en Maf3stab wurde mit diesen Parametern
durchgefihrt.

T Durchfiihrung der Testexpression des pMK25-Konstrukts durch J. Niggenaber (AG Rauh, TU Dortmund).
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Abbildung 3-4: SDS-PAGE der Testexpressionen der Kristallisationskonstrukte
EGFR-T790M/E865A/E866A/K867A (pMK25) und EGFR-T790M/V948R (pMK33) in Sf9-Zellen. Es
wurden folgende Proben aufgetragen: M: Marker, Proben einer Sf9-Kontrollkultur nach 24, 48, 72
und 96 h, des Weiteren wurden Proben der Testexpressionen zu den entsprechenden Zeitpunkten
aufgetragen. In beiden Testexpressionen werden Banden auf einer Hohe von ungefahr 40 kDa
sichtbar, die den Zielproteinen zugeordnet werden kénnen (grine Kasten).

Fur biochemische Assayexperimente musste allerdings auf andere Konstrukte, die
die vollstandige intrazellulare Domane des EGF-Rezeptors kodieren einschlielich
des fur die Kkatalytische Aktivitat essentiellen C-terminalen Schweifs,
zurlckgegriffen werden. Diese Konstrukte zeichnen sich durch schlechte
Loslichkeiten und geringe Expressionslevel aus, die auf die Lange des Konstrukts
(541 AS) und auf die mdgliche cytotoxische Wirkung aufgrund der katalytischen
Aktivitat zurtickzufuhren sind. Daher wurden die Konstrukte zunachst mit einem
GST-Tag versehen und die Expressionslevel in Insektenzellen evaluiert. Fir das
EGFR L858R/T790M/C797S Konstrukt konnte eine zufriedenstellende Expression
in Hi5-Zellen beobachtet werden, wohingegen fur die EGFR-dell9/G724S und
EGFR-del19 Mutanten keine Uberexpression beobachtet werden konnte. In diesem
Zusammenhang wurde das MultiBac-System getestet, das sich durch eine
modifizierte Bacmid-DNA auszeichnet, die die Loslichkeit der Zielproteine erhéhen
soll. Grundsatzlich wurde das MultiBac-System entwickelt, um die Expression von
Multiproteinkomplexen zu ermdglichen, und verfligt daher tber mehrere Promotor
Regionen auf dem Transfervektor, die zusatzlich zu dem Einbau der Gensequenz
des Zielproteins in einem nachsten Schritt auch den Einbau von Chaperonen
erlauben. In Abbildung 3-5 sind schematisch die einzelnen Arbeitsschritte
dargestellt. Grundsatzlich unterscheidet sich diese Vorgehensweise von dem
BacMagic Protokoll bei der Generierung der rekombinanten Bacmid-DNA, die bei
dem MultiBac-System auf der Tn7-Transposition beruht und in DH10EMBacY-
Zellen durchgefiihrt wird.
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Der Vorteil ist, dass die darauffolgende Transfektion in Insektenzellen mit
gereinigter rekombinanter Bacmid-DNA (bekannter Konzentration) vorgenommen
werden kann. Wohingegen die Generierung der rekombinanten Bacmid-DNA unter
Verwendung des BacMagic-Protokolls erst in den Insektenzellen stattfindet. Die
Transfektion sowie die Herstellung der verschiedenen Virusgenerationen
unterscheiden sich hingegen kaum.

3 Tage 1 Tag ~7 Tage 4-6 Tage 4-6 Tage 2-4 Tage

Bacmid Bacmid Transfektion &  Produktion Produktion Expression
Selektion Isolation Produktion  von V, & Test- von V3
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—————

@Ow
Optimierung:

‘ Expressionsanalyse Zelllinie
(quantitativ) Expressionsdauer
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Abbildung 3-5: Schematische Darstellung der Vorgehensweise bei der Proteinexpression in
Insektenzellen anhand des MultiBac Protokolls. Nach erfolgreicher Generierung des Transfervektors
wird dieser in DH10EMBacY-Zellen eingebracht, wo durch die Tn7-Transposition das Zielgen in die
Bacmid-DNA eingeflgt wird. In einem néchsten Schritt wird diese isoliert und in Insektenzellen
eingebracht. Dort findet die Generierung der ersten Virusgeneration statt, die durch das Reportergen
verfolgt werden kann. Im Anschluss wird der Virustiter der Losung durch wiederholte Infektion von
Insektenzellen erhéht bis in Testexpressionen eine Uberexpression des Zielproteins beobachtet wird.
Danach erfolgt eine Expression im praparativen Mal3stab und abhéngig von der Proteinausbeute
werden die Expressionsdauer, der Virustiter und die fiir die Expression verwendete Zelllinie variiert.

Ein zuséatzlicher Vorteil des MultiBac Systems gegeniber dem BacMagic System
ist die gute Nachverfolgung der Transfektionseffizienz und der Proteinexpression
durch das Reportergen YFP, wodurch der Zeitpunkt der Ernte der ersten
Virusgeneration, aber auch der Zeitpunkt der Zellernte bei der Proteinexpression im
praparativen Maf3stab individuell angepasst werden kann. Beispielhaft sind in
Abbildung 3-6 Mikroskopie-Aufnahmen einer Kontrollkultur und einer infizierten
Insektenzellkultur (EGFR del19/G724S) vier Tage nach der Transfektion gezeigt.
Dabei handelt es sich um Uberlagerungen einer Phasenkontrast-Aufnahme und
einer Fluoreszenzaufnahme (Exzitation: 482 nm, Emission: 532 nm), wobei flr die
Kontrollkultur keine Fluoreszenz detektiert werden konnte. Die mit rekombinanter
Bacmid-DNA (EGFR-del19/G724S) infizierten Zellen zeigen hingegen Fluoreszenz,
was auf eine YFP-Expression und eine erfolgreiche Transfektion schliel3en l&asst.
Weiterhin lasst die Morphologie der infizierten Zellen, die grof3er und unférmiger als
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die Zellen der Kontrollkultur wirken, folgern, dass die Zellen durch die Transfektion
gestresst wurden und zum Teil auch abgestorben sind.
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Abbildung 3-6: Verfolgung der Transfektionseffizienz anhand der YFP Produktion in infizierten
Insektenzellen. A: Mikroskopie-Aufnahme der Kontrollprobe mit Hilfe der FLoid Cell Imaging Station.
Dargestellt ist die Uberlagerung der Phasenkontrast-Aufnahme und des Fluoreszenzaufnahme im
grinen Kanal (Exzitation: 482 nm, Emission: 532 nm), wobei zu erkennen ist, dass die Kontrollprobe
keinerlei Fluoreszenz zeigt. B: Uberlagerung der Phasenkontrast-Aufnahme und der
Fluoreszenzaufnahme im grinen Kanal (Exzitation: 482 nm, Emission: 532 nm) der Zellen vier Tage
nach der Transfektion mit einer rekombinanten MultiBac-DNA. Es sind deutlich Zellen zu erkennen,
die YFP exprimiert haben, was auf eine erfolgreiche Transfektion schlief3en lasst.

Auch an dieser Stelle erfolgten systematische Untersuchungen verschiedener
Kernaspekte wie der Expressionsdauer (time of harvest, TOH), die durch die
visuelle Beobachtung der YFP-Produktion abgeschatzt werden konnte.
Schlussendlich konnten die beiden Assaykonstrukte EGFR-dell19/G724S und
EGFR-del19 mit dem MultiBac-System exprimiert werden, um im Anschluss
gereinigt zu werden und in biochemischen Assaysystemen getestet zu werden.
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3.1.4. Etablierung und Optimierung der Proteinreinigungs-
strategie

3.1.4.1. Reinigung der Kristallisationskonstrukte

Die Proteinreinigungsstrategie hat neben der Proteinexpression einen grol3en
Einfluss auf die Kristallisation eines Proteins. Nach wiederholten Reinigungen der
EGFR-Kinasedoméne anhand eines in unserem Labor etablierten Protokolls,
infolgedessen kein Proteinkristallwachstum beobachtet werden konnte, wurde eine
von HANAN et al. etablierte Reinigungsstrategie getestet.['4”l Beim Vergleich der
Abfolge der Reinigungsschritte ist auffallig, dass auf die anfangliche
Affinitatschromatographie und Abspaltung des His-Tags innerhalb der in unserem
Labor etablierten Methode keine Auftrennung der gespaltenen und ungespaltenen
Proteine erfolgte. AuRerdem bestand der finale Schritt vor der Proteinkristallisation
aus einer Anionenaustauschchromatographie, bei der das Protein mit Hilfe eines
Gradienten (75 mM NaCl —1 M NaCl) von der Saule eluiert wurde. Daher war die
Reproduktion der finalen Pufferzusammensetzung enorm schwierig, weil sie unter
anderem  von der Proteinmenge abhangig  war. Eine  finale
GroRRenausschlusschromatographie, wie sie von HANAN et al. verwendet wurde,
umgeht dieses Problem und schafft fur die Proteinkristallisation reproduzierbare
Ausgangsbedingungen. Die beiden Reinigungsstrategien unterscheiden sich
ebenfalls bei der Pufferzusammensetzung. Ein direkter Vergleich der
Zusammensetzungen ist in Tabelle 5-2 dargestellt. Ferner verwendet HANAN et al.
TCEP als Reduktionsmittel, das sich unter anderem durch eine erhdhte Stabilitat
bei Raumtemperatur im Vergleich zu DTT auszeichnet.
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Abbildung 3-7: Vergleich der Reinigungsstrategien A: die in unserem Labor etablierte
Reinigungsstrategie fir die EGFR-Kristallisationskonstrukte, bestehend aus einer anfanglichen
Ni2*-Affinitdtschromatographie (Ni-AC) gefolgt von einer Dialyse Uber Nacht mit gleichzeitiger
Abspaltung des His-Tags. In einem nachsten Schritt wurde eine Anionenaustauschchromatographie
(AEX) durchgefuhrt gefolgt von einer GroRenausschlusschromatographie (SEC), einer Dialyse und
einer erneuten Reinigung Uber einen Anionenaustauscher (AEX). B: Darstellung der Reinigung nach
HANAN et al., wobei zuerst eine Ni*-Affinitdtschromatographie (Ni-AC) gefolgt von einer Dialyse Gber
Nacht mit gleichzeitiger Abspaltung des His-Tags und erneuter Reinigung Uber eine
Ni2*-Affinitdtschromatographie begonnen wird. Gefolgt werden diese Schritte von einer
GrolRenausschlusschromatographie und einer Anionenaustauschchromatographie bevor das
isolierte Protein in den finalen Kristallisationspuffer tberfiihrt wurde.
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Im folgenden  Abschnitt wird exemplarisch die  Aufreinigung der
Kristallisationskonstrukte anhand des EGFR-T790M/V948R (pMK33) Konstrukts
erlautert. Alle Reinigungsschritte wurden via FPLC bei 4 °C durchgefihrt und
anschlieBend mittels SDS-PAGE und CBB-Farbung analysiert. Die
Chromatogramme sowie die SDS-PAGE der Reinigung des
EGFR-T790M/E865A/E866A/K867A (pMK25) Konstrukts sind in Abschnitt 5.3
dargestellt.

Nach erfolgter Zelllyse wurde mit einer Ni?*-Affinitatschromatographie begonnen.
Durch den N-terminalen His-Tag konnte das Zielprotein an die Saulenmatrix binden
und durch einen Imidazol-Gradienten von der S&ule eluiert werden. Auf dem
dazugehdrigen Chromatogramm sind zwei Elutionspeaks zu erkennen, die beide
das Zielprotein in unterschiedlicher Reinheit enthielten. Der SDS-PAGE konnte
entnommen werden, dass in den Fraktionen des ersten Peaks viele unspezifisch
gebundene Proteine und das Zielprotein mit einem Molekulargewicht von
ca. 40 kDa enthalten waren. In den Fraktionen des zweiten Peaks ist das Verhaltnis
zwischen unspezifisch gebundenen Proteinen und dem Zielprotein hin zum
Zielprotein verschoben, weswegen diese Fraktionen vereinigt wurden und Uber
Nacht gegen einen Puffer mit niedriger lonenstarke dialysiert wurde, wobei durch
die Zugabe von Thrombin der His-Tag abgespalten wurde.
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Abbildung 3-8: Erster Reinigungsschritt Affinitatschromatographie. A: Chromatogramm der
Ni2*-Affinitdtschromatographie des EGFR-T790M/V948R Konstrukts. Blau: UV-Absorption bei
280 nm; Grun: Anteil Elutionspuffer (250 mM Imidazol). B: Coomassie-SDS-Page einzelner
Fraktionen aus dem ersten Reinigungsschritt. Aufgetragen wurde eine Probe aus dem Pellet (P) und
aus dem Uberstand (U) nach erfolgtem Zellaufschluss, aus dem Durchfluss der Saule (D), sowie
verschiedene Fraktionen des Elutionspeaks (1) und (2). Hierbei ist eine deutliche Bande auf der
Hohe von 40 kDa erkennbar, die dem EGFR T790M/V948R zugeordnet werden kann.

* Durchfiihrung der Proteinreinigung erfolgte im Rahmen der Masterarbeit von J. Niggenaber (AG Raubh,
TU Dortmund)

52



Anschliel3end wurde die Affinitatschromatographie wiederholt, um eine Abtrennung
des gespaltenen von dem ungespaltenen Protein zu erzielen (siehe Abbildung 3-9).
Das gespaltene Protein verfigte zu dem Zeitpunkt nicht mehr tGber einen His-Tag
und konnte infolgedessen nicht an die Saule binden, weshalb es in Fraktionen des
Durchflusses zu finden war. Das entsprechende SDS-Gel zeigte weiterhin, dass ein
kleiner Teil des Proteins nicht geschnitten wurde und durch den His-tag mit den
anderen unspezifisch bindenden Proteinen erst durch Imidazol von der Séaule eluiert
werden konnte.

Gleichzeitig wird aus dem SDS-Gel deutlich, dass das Protein durch diesen Schritt
deutlich an Reinheit gewonnen hat. Die Fraktionen des Durchflusses wurden
vereinigt und mittels einer Zentrifugeneinheit auf ein Volumen von ca. 2 mL
eingeengt.
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Abbildung 3-9: Zweiter Reinigungsschritt Affinitatschromatographie nach Abspaltung des His-Tags.
A: Chromatogramm der Ni?*-Affinititschromatographie. Blau: UV-Absorption bei 280 nm; Grin:
Anteil Elutionspuffer (250 mM Imidazol). B: Coomassie-SDS-Page einzelner Fraktionen aus dem
Durchfluss (1), der durch die Abspaltung des His-Tags das Zielprotein mit einem Molekulargewicht
von 38 kDa enthielt und einzelner Fraktionen aus dem Elutionspeak (2).
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In dem anschlieRenden Schritt der GréRenausschlusschromatographie wurden die
Proteine ihrer GréRe nach aufgetrennt, mit dem Ziel verbliebene Verunreinigungen
zu entfernen und das Protein in monomerer Form zu erhalten (siehe
Abbildung 3-10). In dem Chromatogramm der Grol3enausschlusschromatographie
konnten zwei Peaks erkannt werden. Dabei konnten in den Fraktionen des ersten
Peaks einige hoher molekulare Verunreinigungen abgetrennt werden. Des Weiteren
konnten in den Fraktionen des ersten Peaks auch Proteinbanden auf einer Héhe
von ca. 37 kDa identifiziert werden, die vermutlich auf Dimere des Zielproteins
zuruckzufihren sind. Das SDS-Gel zeigte weiterhin, dass das Zielprotein in den
Fraktionen des zweiten Peaks in guter Reinheit erhalten werden konnte. Fir die
folgende Anionenaustauschchromatographie wurden die Fraktionen des zweiten
Peaks vereinigt.
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Abbildung 3-10: Dritter Reinigungsschritt Grél3enausschlusschromatographie. A: Chromatogramm
der GrofRenausschlusschromatographie. Blau: UV-Absorption bei 280 nm. B: Coomassie-SDS-Page
einzelner Fraktionen aus dem dritten Reinigungsschritt. Aufgetragen wurden einzelne Proben aus
dem ersten und zweiten Elutionspeak. Hier konnten deutliche Banden auf der H6he von 37 kDa in
Proben aus dem zweiten Elutionspeak identifiziert werden, die dem Zielprotein zugeordnet werden
konnten.

54



Durch die GroéRenausschlusschromatographie konnte das Protein bereits in guter
Reinheit erhalten werden, allerdings ist bekannt, dass Kinasen bei der heterologen
Expression in Insektenzellen haufig von ihrem Expressionsorganismus
posttranslational modifiziert werden, wobei auch die Autophosphorylierung bedingt
durch die katalytische Aktivitat der Kinasen eine wichtige Rolle spielt. Aufgrund
dessen entstehen heterogene Gemische, die unphosphorylierte und
phosphorylierte Spezies enthalten und die Ausbildung eines Proteinkristalls stéren
konnten. Mit Hilfe einer Anionenaustauschchromatographie unter Verwendung
eines starken Saulenmaterials (Mono Q), das eine hohe Affinitat gegenuber
anionischen Molekilen aufweist und eine hdhere Trennleistung als gewdhnliche
Anionenaustauscher ermoglicht, sollte die Trennung von Proteinen
unterschiedlicher Phosphorylierungsmuster erfolgen.

In dem dazugehoérigen Chromatogramm (Abbildung 3-11 A) konnten drei Peaks
identifiziert werden, in dessen Fraktionen jeweils das Zielprotein in reiner Form
vorliegt, aber vermutlich unterschiedliche Phosphorylierungsmuster aufweist.
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Abbildung 3-11: Vierter Reinigungsschritt Anionenaustauschchromatographie mithilfe einer
Mono Q Séaule zur Auftrennung von Phosphorylierungsstufen des Zielproteins. A: Chromatogramm
der Anionenaustauschchromatographie des EGFR-T790M/V948R Konstrukts. Blau: UV-Absorption
bei 280 nm; Grin: Anteil Elutionspuffer (1 M NaCl). B: Coomassie-SDS-Page, wobei eine Probe des
Pellets (P) und des Uberstandes (U) nach erfolgter Dialyse tiber Nacht, sowie Proben aus dem
Durchfluss und aus den Elutionspeaks 1-3 (1-3) aufgetragen wurden. Das Zielprotein konnten in
Fraktionen des ersten Peaks deutlich identifiziert werden und weiterhin scheinen zwei
unterschiedliche Phosphospezies in Peak zwei und drei vorhanden zu sein.
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Die Analyse der Phosphorylierungsspezies erfolgte mittels ESI-MS, wobei
gleichzeitig die Identitat und die hohe Reinheit der Proteine bestétigt werden konnte.
Wie den Massenspektren entnommen werden kann, wurden in Fraktionen des
ersten Peaks lediglich unphosphoryliertes Protein mit einem Molekulargewicht von
37 910 Da gefunden werden (siehe Abbildung 3-12 B).
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Abbildung 3-12: ESI-MS Analyse mit den entsprechenden dekonvolutierten Massenspektren der
Proben aus den Elutionspeaks eins bis drei der Anionenaustauschchromatographie. In A, C, E sind
die Rohdaten der ESI-MS Analyse des ersten, zweiten und dritten Elutionspeaks abgebildet.
B: Dekonvolutiertes Massenspektrum der Probe aus dem ersten Elutionspeak. Das berechnete
Molekulargewicht der unphosphorylierten EGFR T790M/V948R Mutante liegt bei 37 914 Da und
gemessen wurde ein Molekulargewicht von 37 910 Da, was in der Messtoleranz liegt und eindeutig
dem Zielprotein zugewiesen werden kann. In D und F sind die dekonvolutierten Massenspektren des
zweiten und dritten Elutionspeaks dargestellt, die beide zusétzlich zu dem unphosphorylierten
Protein auch ein einfach phosphoryliertes Protein enthalten.
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In den Fraktionen des zweiten und dritten Peaks konnten zusatzlich zu dem
unphosphorylierten Protein auch einfach phosphoryliertes Protein identifiziert
werden. Allerdings unterschied sich in den beiden Peaks das Verhaltnis zwischen
unphosphoryliertem und einfach phosphoryliertem Protein. Eine Aufspaltung dieser
beiden Spezies kann auch auf Phosphorylierungen an unterschiedlichen Positionen
im Protein zurickzufihren sein. Im Anschluss wurde lediglich mit dem
unphosphorylierten Protein weitergearbeitet.
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Abbildung 3-13: Letzter Reinigungsschritt des EGFR Kristallisationskonstrukts zur Uberfiihrung des
Proteins in den Kristallisationspuffer. A: Chromatogramm der GroRenausschlusschromatographie.
Blau: UV-Absorption bei 280 nm. B: Coomassie-SDS-Page, wobei Proben aus dem Elutionspeak
aufgetragen wurden, die das Zielprotein mit einem Molekulargewicht von 37 kDa enthielten.

Im finalen Schritt der Aufreinigung wurde das Protein mittels einer erneuten
GroRRenausschlusschromatographie in den Kristallisationspuffer tGberfihrt. Wie das
Chromatogramm und das dazugehérige SDS-Gel zeigten, konnte das Zielprotein in
ausreichend hoher Reinheit fur Kristallisationsstudien isoliert werden. Da die
Proteinausbeute mit dieser Reinigungsstrategie durch die vielen Sédulen moderat
ausfiel, wurden schrittweise Optimierungen vorgenommen. Zuerst wurden alle
Phosphospezies nach der Anionenaustauschchromatographie vereinigt und in
einem weiteren Schritt wurde die Anionenaustauschchromatographie und die erste
GroRRenausschlusschromatographie  ausgelassen.  Dadurch  konnte  die
Saulenanzahl von urspringlich funf auf drei minimiert werden (siehe Abbildung 3-14
A und B). Daraus resultierte eine deutlich erhdhte Proteinausbeute bei
gleichbleibender Reinheit (siehe Abbildung 3-14 C).
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Ergebnisse und Diskussion
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Abbildung 3-14: Schematische Darstellung der Verkiirzung der Reinigungsstrategie. A: Darstellung
der Reinigung nach Hanan et al. (vergleiche Abbildung 3-7). B: Darstellung der verkirzten
Reinigungsstrategie, die nicht mehr finf, sondern nur noch drei Saulen enthielt. C: Exemplarische
CBB-SDS-Page einzelner Fraktionen aus dem dritten und finalen Reinigungsschritt. Aufgetragen
wurden einzelne Proben aus dem ersten und zweiten Elutionspeak. Hier konnten deutliche Banden
auf der Hohe von 37 kDa in Proben aus dem zweiten Elutionspeak identifiziert werden, die dem
Zielprotein zugeordnet werden kdénnen.
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3.1.4.2. Reinigung der Assaykonstrukte

Im Folgenden wird exemplarisch anhand des EGFR-del19/G724S Konstrukts die
Reinigung der Assaykonstrukte erlautert. Analog zu der Isolierung der
Kristallisationskonstrukte erfolgte die Reinigung via FPLC und wurde bei 4 °C
durchgefuhrt. Die Analyse erfolgte ebenfalls mittels SDS-PAGE und CBB-Farbung.

Nach erfolgter Zelllyse der Insektenzellen mittels Hochdruck, wurde das Lysat
langsam auf eine GST-Saule aufgetragen und dann mit Hilfe einer Schlag Elution
von der Saule gewaschen (siehe Abbildung 3-15). Das dazugehorige SDS-Gel
zeigte, dass auch in der Probe des Durchflusses Proteinbanden auf einer Héhe von
90 kDa zu sehen sind. Dieses deutet daraufhin, dass die Saule entweder zu schnell
beladen wurde oder keine Bindestellen fiir das Protein vorhanden gewesen sind.
Dennoch konnte das Zielprotein in hoher Reinheit nach dem ersten
Reinigungsschritt erhalten werden und lag in den Fraktionen des Elutionspeaks vor.
Des Weiteren konnten Proteinbanden auf der Hohe von ca. 25 kDa erkannt werden,
die vermutlich freiem GST zugeordnet werden kdnnen.
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Abbildung 3-15: Erster Reinigungsschritt Affinitdtschromatographie. A: Chromatogramm der GST-
Affinitdtschromatographie des EGFR-del19/G724S Konstrukts. Blau: UV-Absorption bei 280 nm;
Grun: Anteil Elutionspuffer (25 mM reduziertes Glutathion). B: Coomassie-SDS-Page einzelner
Fraktionen aus dem ersten Reinigungsschritt. Aufgetragen wurde eine Probe aus dem Pellet (P) und
aus dem Uberstand (U) nach erfolgtem Zellaufschluss, aus dem Durchfluss der Saule (D), sowie
verschiedene Fraktionen des Elutionspeaks (1). Wobei hier eine deutliche Bande auf der H6he von
90 kDa erkennbar ist, die dem EGFR-del19/G724S Konstrukt zugeordnet werden kann.
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Fur den zweiten Reinigungsschritt wurde die Proteinlésung auf 2 mL eingeengt und
in  einer  GroRBenausschlusschromatographie  weiter  gereinigt  (siehe
Abbildung 3-16). In dem entsprechenden Chromatogramm konnten zwei Peaks
beobachtet werden. Durch die SDS-PAGE konnte weiterhin die Abtrennung der
niedermolekularen Verunreinigungen festgestellt werden. Das Zielprotein, das ein
Molekulargewicht von ca. 89 kDa besal3, konnte in den Fraktionen des ersten Peaks
mit leichten Verunreinigungen erkannt werden. Da das Protein fir biochemische
Untersuchungen verwendet werden sollte, reichte die Reinheit aus. Im Folgenden
konnte die katalytische Aktivitét in initialen Experimenten bestatigt werden. Darauf
hin wurde das Protein bis zur weiteren Verwendung bei -80 °C gelagert.
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Abbildung 3-16: Zweiter Reinigungsschritt GroRenausschlusschromatographie.
A: Chromatogramm der Groéf3enausschlusschromatographie. Blau: UV-Absorption bei 280 nm. B:
Coomassie-SDS-Page einzelner Fraktionen aus dem zweiten Reinigungsschritt. Aufgetragen
wurden einzelne Proben aus dem ersten und zweiten Elutionspeak. Hier konnten deutliche Banden
auf der Hohe von 90 kDa in Proben aus dem ersten Elutionspeak identifiziert werden, die dem
Zielprotein zugeordnet werden kénnen.
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3.1.5. Etablierung von Kristallisationsbedingungen

Strukturbiologische Analysen eines Liganden im Komplex mit dem entsprechenden
Zielprotein nehmen eine Schlisselposition in der heutigen Medizinalchemie ein, die
eine rationale Entwicklung und Optimierung eines Liganden ermoglichen. Innerhalb
dieser Vorgehensweise stellt die Proteinkristallisation einen schwer kalkulierbaren
Schritt dar, der keinem Rational folgt. Daher wurden zur Etablierung eines
reproduzierbaren Kiristallisationssystems fir die beiden EGFR-Mutanten
(T790M/V948R und T790M/E865A/EB66A/K867A) neben den literaturbekannten
Kristallisationsbedingungen auch ca. 600 kommerziell erhaltliche
Kristallisationsbedingungen in Screening-Experimenten getestet
(JCSG Core I-IV Suites, JCSG+ Suite, Classics Suite, Qiagen). 80 147-148] Dije
initialen Kristallisationsstudien wurden mit der EGFR-T790M/E865A/E866A/K867A
Mutante durchgefihrt, wobei versucht wurde das Protein im Komplex mit
verschiedenen Referenzinhibitoren zu kristallisieren. Unter Verwendung der
literaturbekannten Kiristallisationsbedingungen konnte kein Kiristallwachstum
erkannt werden, vielmehr konnten entweder klare Tropfen oder Tropfen mit
braunem Niederschlag, der ein denaturiertes Protein indizierte, beobachtet werden.
Gleichzeitig konnten kleine Kristalle in zwei Bedingungen aus Screening-
Experimenten festgestellt werden, die beide PEG 3350 als Fallungsmittel
beinhalteten (siehe Abbildung 3-17 A und B). Die so erhaltenen kubischen Kristalle
waren jedoch zu klein, als dass sie die Aufnahme eines Datensatzes ermoglichten.
Vor diesem Hintergrund dienten die Bedingungen als Ausgangspunkt fur
Fine-Screens, innerhalb derer systematisch die Proteinkonzentration, die
Fallungsmittelkonzentration und die Salzkonzentration verandert wurde. Es zeigte
sich, dass sich die Kristalle aus den Screening-Experimenten reproduzieren liel3en,
die Variation der Proteinkonzentration, der Fallungsmittelkonzentration und der
Salzkonzentration, aber keinen positiven Effekt auf die Beschaffenheit der Kristalle
zeigte (siehe Abbildung 3-17 C). In weiterfuhrenden Screens wurde der Einfluss
verschiedener Additive evaluiert und tatsachlich konnten durch die Zugabe von
3% Ethylenglykol groRBere Proteinkristalle nachgewiesen werden (siehe
Abbildung 3-17 D). Die identifizierte Kristallisationsbedingung wurde im Rahmen
dieser Arbeit als Ausgangspunkt innerhalb von Ko-Kristallisationsstudien verwendet
und individuell an die Protein-Inhibitor Kombination angepasst.

§ Die Durchfiihrung der Screening-Experimente erfolgte als Teil der Masterarbeit von J. Niggenaber
(AG Rauh, TU Dortmund). Die Optimierung der Kristallisationsbedingungen geschah in Zusammenarbeit
zwischen J. Niggenaber und M. Keul (AG Rauh, TU Dortmund).
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Ergebnisse und Diskussion

Abbildung 3-17: Beispielhafte Mikroskopie-Aufnahmen von Kiristallisationsansatzen. Dabei
entstanden A, B, und C in Kristallisations-Experimenten mit dem
EGFR-T790M/E865A/E866A/K867A  Konstrukt und D in  Experimenten mit dem
EGFR-T790M/V948R  Konstrukt unter der Verwendung nachstehender Bedingungen.
A: 20% PEG 3350, 200 mM NHs-Formiat. B: 20% PEG 3350, 200 mM MgSOQa. C: 22.5% PEG 3350,
100 mM MgSOa. D: 22.5% PEG 3350, 100 mM MgSOQa4, 3% Ethylenglykol.
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3.1.6. Zusammenfassung

Im Rahmen dieser Arbeit wurde die Proteinexpression in Insektenzellen fur diverse
EGFR-Varianten erfolgreich etabliert und optimiert. Zunachst wurde die Expression
der Kristallisationskonstrukte durch den Wechsel des Mediums in Kombination mit
TOH-Analysen verbessert, sodass eine klare Uberexpression der Zielproteine
festgestellt werden konnte. Die Expression der gesamten intrazellularen Doméane
des EGFR-Rezeptors stellte sich anfangs deutlich schwieriger dar und konnte in
zwei Fallen erst unter der Verwendung des MultiBac-Systems realisiert werden. Im
Anschluss an die erfolgreiche Uberexpression der entsprechenden EGFR-
Mutanten konnten fir alle Proteine geeignete Reinigungsstrategien entwickelt
werden. Speziell fur die Kristallisationskonstrukte konnte durch die Veranderung der
Pufferzusammensetzungen merkliche Veréanderungen im Kristallisationsverhalten
beobachtet werden, welches in Kiristallwachstum in  verschiedenen
Ko-Kristallisationsstudien resultierte. Ferner konnte die katalytische Aktivitat der
Assaykonstrukte nachgewiesen werden, die die funktionelle und damit
einhergehend auch die strukturelle Integritat der Proteine bestatigte.
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3.2. Einblicke in die Inhibition der EGFR-T790M Variante

Einer der bekanntesten Resistenzmechanismen gegen Tyrosinkinase-Inhibitoren
stellt die Mutation der sogenannten Tursteheraminoséure dar, die den Zugang zur
ATP-Bindetasche kontrolliert und mal3geblich an der Selektivitdt gegentber
Liganden beteiligt ist.14% Beispielhaft sind an dieser Stelle Mutationen in Kinasen
wie BCR-ABL, KIT und EGFR zu nennen, wobei in letzterer die T790M-Mutation
eine Wirkstoffresistenz gegeniber Inhibitoren der ersten und zweiten Generation
vermittelt und typischerweise innerhalb eines Jahres nach dem Beginn der Therapie
mit einem Rezidiv einhergeht.l5% 150-153] Der Austausch des Threonins durch ein
Methionin fihrt zur sterischen Abstol3ung des Inhibitors und zu einer leicht
veranderten Bindungsgeometrie der Liganden, die in einem Verlust der
inhibitorischen Aktivitat sowohl in vitro als auch in vivo resultiert.'>4 Wie eingangs
erlautert, wurden die TKls der dritten Generation, wie beispielsweise Osimertinib,
Rociletinib oder Nazartinib (EGF-816) entwickelt, um sterische Interferenzen mit
dem Met790 zu vermeiden. Dennoch treten unter Einsatz dieser TKis
Wirkstoffresistenzen auf, die ein Fortschreiten der Krankheit hervorrufen.*%! Daher
besteht ein fortwahrender Bedarf an neuartigen EGFR-Inhibitoren, die
wirkstoffresistente Varianten des EGFR wirksam inhibieren.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden diverse Inhibitor-Serien gegenuber
wirkstoffresistenten EGFR-Varianten biochemisch, zellular und strukturbiologisch
mit dem Ziel evaluiert das Verstandnis der zugrunde liegenden
resistenzvermittelnden Mechanismen zu erweitern und Optimierungsoptionen
vorhandener Inhibitoren aufzuzeigen. Ein Schwerpunkt bildete die detaillierte
Charakterisierung von kovalenten Inhibitoren, deren theoretischer Hintergrund im
folgenden Kapitel thematisiert wird. Im Anschluss werden die so erhaltenen
Ergebnisse vorgestellt und diskutiert.
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3.2.1. Exkurs: Kinetische Bindungsstudien mit kovalenten
Inhibitoren

Trotz anfanglicher Bedenken hinsichtlich einer potentiellen Toxizitat rickten
kovalente Inhibitoren zunehmend in den Fokus der Wirkstoffforschung und fihrten
in den letzten Jahren zu zahlreichen Erfolgen in der Behandlung von Herz-,
Kreislauf- und Krebserkrankungen.!'®¢! Biochemische Testsysteme mit denen die
Wirksamkeit und Inhibitionsstarke von kovalenten Inhibitoren abgebildet werden
kann sind daher von besonderem Interesse. In der frihen Wirkstoffentwicklung wird
die Aktivitdt einer Verbindung standardméRig anhand von biochemischen
ICso-Bestimmungen  ermittelt.'5]  Dabei entspricht der ICso-Wert der
Inhibitorkonzentration, bei der die halbmaximale Inhibition des Enzyms beobachtet
wird. Im folgenden Abschnitt erfolgt eine Herleitung des ICso-Werts und es wird
erlautert, warum die ICso-Bestimmung nicht die Methodik der Wahl darstellt, wenn
es um die Beurteilung von kovalenten Inhibitoren geht. AnschlieRend wird eine
Vorgehensweise vorgestellt, die eine detaillierte Analyse des Bindemechanismus
von kovalenten Bindern erlaubt.

Ausgehend von dem vereinfachten Reaktionsmechanismus einer
enzymkatalysierten Reaktion, der von Leonor Michaelis und Maud Menten
aufgestellt wurde, (vgl. Abbildung 3-18) und unter der Pramisse, dass die
Konzentration des aktiven Enzyms und die maximale Reaktionsgeschwindigkeit
(vmax) konstant bleiben, kann die Produktbildungsgeschwindigkeit (vo) mit
nachstehender Gleichung beschrieben werden:

d Vmax [S]
) = —Py(t) = =& — (1)
vo® = o) = e
mit
Vmax = k- Ecat (2)
Po=Produkt vmax=maximale Reaktionsgeschwindigkeit
S=Substrat m=Michaelis-Konstante
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Die Geschwindigkeit der Produktbildung in Anwesenheit eines kompetitiven
Inhibitors (vi) kann durch folgende Gleichung wiedergegeben werden (vgl.
Abbildung 3-18):

Vmax * [S]

K., (1+[Kl]i)+[S]

d
vi() = ach (1) = (3)

mit

[[]=Inhibitorkonzentration

Ki=Dissoziationskonstante des [EI]-Komplexes

Daraus ergibt sich mit 1=ICso und vo=2v;:158l

2Viax * [S] _ Vmax® [S]

K., (1 + —[I(I:(i ]) + [S] K +[5] ©)

Durch Umformen ergibt sich die CHENG-PRUSOFF Gleichung flr reversible
kompetitive Inhibition, die den Bezug zwischen dem ICso-Wert und der
Dissoziationskonstante herstellt.[158-15

[S]

IC;o = Ki(1 +—

) (6)

Wie eingangs erwéhnt, gelten diese Gleichungen, sofern die Konzentration des
aktiven Enzyms und die maximale Reaktionsgeschwindigkeit (vmax) konstant
bleiben. Im Fall einer reversiblen kompetitiven Inhibition werden diese
Voraussetzungen erfillt. Hingegen zeigen im Gegensatz zu reversiblen Inhibitoren
kovalente Inhibitoren eine zeitabhangige Inhibition. Grundsatzlich wird fur kovalente
Inhibitoren ein zweistufiger Bindemechanismus angenommen, der von einem
reversiblen Anteil und einem irreversiblen Anteil gepragt wird (siehe.
Abbildung 3-18).
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In einem ersten Schritt bindet der Inhibitor reversibel in die Bindetasche des Enzyms
und bildet einen Enzym-Inhibitor Komplex, der meist durch Wasserstoff-
Briickenbindungen und Van-der-Waals Wechselwirkungen stabilisiert wird.
Vorausgesetzt die reaktiven Gruppen des Inhibitors und des Proteins befinden sich
in einer ausreichenden Néhe, erfolgt in einem zweiten Schritt die Ausbildung der
kovalenten Bindung. Durch die Irreversibilitat dieser Reaktion wird das Enzym
inaktiviert und dauerhaft dem FlieRgleichgewicht entzogen. Daraus resultiert, dass
der ICso-Wert nach einer bestimmten Zeit lediglich die verwendete
Enzymkonzentration und nicht die inhibitorische Potenz abbildet.[*>"] Basierend auf
dieser Tatsache l&sst sich die inhibitorische Aktivitat von kovalenten Inhibitoren nur
vage anhand des gemessenen ICso-Werts abschatzen. Eine detaillierte kinetische
Charakterisierung der Inhibitoren einschlieB3lich der Bestimmung der Parameter K
und Kinact ist unumgéanglich.[*% Hierbei wird der erste Schritt der Bindungsbildung
durch die reversible Affinitat Ki des Inhibitors zum Enzym charakterisiert, die mit der
Dissoziationskonstante einer reversiblen Inhibition gleichzusetzen ist. Der zweite
Schritt der Bindungsbildung wird mit Hilfe der Rate der Inaktivierung Kinact
beschrieben.l'l Im Rahmen von Toxizitatsstudien mit den Cytochrom-Paso
Enzymen wurden schon vielfaltige Methoden etabliert, die zum Teil auf die
kovalente Inhibition von Kinasen tibertragen werden konnen.[162-164]
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Abbildung 3-18: Schematische Darstellung des Reaktionsschemas einer enzymkatalysierten
Reaktion in Anwesenheit eines irreversiblen Inhibitors. Die Produktformation (orange) erfolgt in
einem zweistufigen Prozess, wobei sich zuerst das Enzym E und das Substrat S zu einem
Komplex ES zusammenlagern, der im anschlieRenden Schritt zum Enzym E und Produkt P zerfallt.
Mit dem Substrat konkurriert der kompetitive Inhibitor | um die Bindetasche des Enzyms. Handelt es
sich bei dem Inhibitor | um einen kovalenten Binder, so wird ein zweistufiger Bindemechanismus
angenommen. In einem ersten Schritt (grau) kommt es zur Bildung des Enzym-Inhibitor Komplexes
El, der einen reversiblen Charakter aufweist. Anders als bei der Produktformation, erfolgt
anschlieBend eine irreversible Inaktivierung (rot) des Enzyms, wodurch das Enzym und der Inhibitor
dauerhaft der Reaktion entzogen werden.
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KRIPPENDORFF et al. beschreibt eine Methode, mit der kinetische Parameter anhand
von zeitabhangigen ICso-Bestimmungen bestimmt werden, unter der Annahme,
dass die Substratkonzentration, sowie die Inhibitorkonzentration wahrend der
Reaktionszeit konstant bleiben. Ein Fokus liegt auf der Berlicksichtigung der
Zeitabhangigkeit der Konzentration des aktiven Enzyms und der maximalen
Reaktionsgeschwindigkeit.

Daher folgt aus Gleichung (3):

Vimax (D) - [S]

Km(1+[Kl]i)+[S]

d
vi(t) = api (t) = (7)

mit
Vmax(t) = Kinact * Ecat(t) (8)

t=Inkubationszeit

Daraus leiten KRIPPENDORFF et al. die Beziehung zwischen den zeitabh&ngigen
ICso-Bestimmungen (ICso(t)) und den Parametern Kj und Kinact, wie folgt her:

1] (2-2e'm‘350'kinact't )
0 K Thcso"l(inact't
mit
_ IC50(t) (10)
Nicsy = m
K;: <1+ m) +1C50 (1)

Aus der Gleichung geht hervor, dass fur jede spezifische Kurve von ICso-Werten
genau eine Kombination der Parameter Ki und kinact €xistiert. Anzumerken ist, dass
die Michaelis-Konstante, die Substratkonzentration und die Inhibitorkonzentration
bekannt sind und tber die Variation der Prainkubation des Enzyms mit dem Inhibitor
(2-90 min) die unbekannten zeitabhangigen ICso-Werte aufgenommen werden.
Erwartungsgemal sinken die ICso-Werte mit steigender Prainkubation und ergeben
beim Auftragen gegen die Inkubationszeit einen charakteristischen Verlauf (siehe
Abbildung 3-19). Aus einer solchen Auftragung kdnnen anhand von Gleichung (9)
mit der Methode der kleinsten Fehlerquadrate die gesuchten Parameter Ki und Kinact
determiniert werden. Um eine hohe Genauigkeit der Daten zu erhalten, wurden elf
ICso-Werte fur jede Verbindung bestimmt, wobei jeder Wert in drei unabhangigen
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Experimenten in Duplikaten erhoben wurde. Zusammenfassend ist festzuhalten,
dass die Untersuchung der Parameter Ki und kinact und somit die Bestimmung der
reversiblen und irreversiblen Beitrage zur Potenz eines kovalenten Inhibitors
essentiell fir das mechanistische Verstandnis und die anschlieBende Optimierung
eines irreversiblen Inhibitors sind.
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Abbildung 3-19: Schematische Darstellung einer zeitabh&ngigen ICso-Bestimmung eines
kovalenten Inhibitors, wobei mit steigender Prainkubationszeit des Inhibitors mit dem Enzym die ICso-
Werte sanken. Anschlieend wurden die ermittelten ICso-Werte gegen die Zeit aufgetragen und
zeigten den oben dargestellten charakteristischen Verlauf. Nach einer Anfangsphase, in der die
ICso-Werte sanken, néherte sich die Kurve asymptotisch einer horizontalen Grade (grau gestrichelte
Linie rechts). Aus dieser Auftragung werden nach KRIPPENDORFF et al. die Parameter Ki und Kinact

determiniert.[161]
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3.2.2. Pyrimidin-abgeleitete EGFR-Inhibitoren

Ausgehend von der vielversprechenden Wirksamkeit der Verbindung RL40
gegenuber NSCLC-Zelllinien, die innerhalb eines phanotypischen Screens
festgestellt wurde, erfolgten Kristallisationsstudien in der Modellkinase cSrc, die
einen atypischen Bindemodus fur den 4-Aminochinazolin basierten Inhibitor
ergaben (siehe Abbildung 3-20).7[t54 165167 Die Komplexstruktur zeigte, dass die
Verbindung RL40 Uber Wasserstoff-Briickenbindungen zwischen dem
Aminopyrazol-Rest und dem Peptidriickgrat der Aminosauren Glu339 und Met341
und nicht wie Ublich tber das Chinazolin Grundgerist an die Scharnierregion der
Kinase koordinierte. Die resultierende Orientierung des Liganden verhinderte
folglich eine kovalente Bindungsbildung zum Cys341 in cSrc, die potentiell mit einer
gesteigerten inhibitorischen Aktivitat assoziiert wird.
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Abbildung 3-20: Schematische Darstellung der Optimierungszyklen ausgehend von der
4-Aminochinazolin basierten Trefferstruktur RL40, die innerhalb eines phéanotypischen Screens
identifiziert wurde und wie unten Ilinks gezeigt einen atypischen Bindungsmodus fur
Aminochinazoline aufwies (PDB: 5D12). Daraufhin wurden unter anderem die Verbindungen RL235
sowie RL236 entworfen, die in strukturbiologischen Untersuchungen eine Flexibilitat des
Phenylethers demonstrierten (unten rechts; PDB: 5D10 und 5D12). Diese sollte in einem weiteren
Optimierungszyklus durch die unmittelbare Verkniipfung des Michael-Akzeptors an das Grundgeruist
eingeschrankt werden (oben rechts).

™ Der phanotypische Screen und strukturbiologische Untersuchungen an der Kinasedoméane von cSrc
erfolgten durch Dr. M. Getlik innerhalb seiner Dissertation (AG Rauh, TU Dortmund).
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Aufbauend auf dieser Komplexstruktur wurden von ENGEL et al. EGFR-Inhibitoren
entworfen, die zielgerichtet die EGFR-L858R/T790M Variante inhibieren sollten,
wobei ein besonderes Augenmerk auf der Optimierung der Ausrichtung des
Michael-Akzeptors lag (siehe Abbildung 3-20).[%651 Dartiber hinaus wurde der
Einfluss diverser lipophiler Substituenten in 4-Position des Pyrimidin Grundgeriists
auf die Affinitat zur EGFR-TUrstehermutante eruiert, ohne eine Veranderung der
Interaktionen zwischen dem Inhibitor und der Scharnierregion zu verursachen.t
Durch strukturbiologische Untersuchungen und kinetische Bindungsstudien konnte
schlie3lich der kovalente Bindungsmodus einiger Verbindungen bestatigt werden.
Insbesondere die Verknipfung eines meta-standigen Michael-Akzeptors Gber einen
Phenylether in 2-Position erwies sich als vorteilhaft. Daraus konnten die
Verbindungen RL235 und RL1131 entwickelt werden, die sich lediglich in der
Substitution eines lipophilen Motivs in 4-Position unterschieden und eine gute
biochemische Aktivitat gegentber den mutierten EGFR-Varianten zeigten. #
Weiterfihrende detaillierte Bindungsstudien offenbarten eine affine Bindung der
beiden Verbindungen an die EGFR-L858R/T790M Doppelmutante, wobei Ki-Werte
von einem 1 nM erreicht werden konnten (siehe Tabelle 3-2). Erwahnenswert an
dieser Stelle ist die Erhohung der Affinitat, die mit der Einflhrung der
Turstehermutation beobachtet wurde und auf vorteilhafte Interaktionen zwischen
dem Met790 und den lipophilen Resten der Liganden in 4-Position hindeutet.[168]
Jedoch ergibt der Vergleich der kinac-Werte der untersuchten Verbindungen mit
denen des Referenzinhibitors Osimertinib eine langsame Rate der Bindungsbildung
und impliziert eine tendenziell unvorteilhafte Ausrichtung der reaktiven Gruppe zum
Cys797. Gestutzt wird diese Hypothese durch strukturbiologische Untersuchungen
der Verbindungen RL235 und RL236, die sich lediglich durch die meta- bzw. para-
Substitution des Acrylamids am Phenylether-Rest unterscheiden, in dem
Modellsystem c¢Src (siehe Abbildung 3-20). Diese zeigten signifikant
unterschiedliche Ausrichtungen der Michael-Akzeptoren und demonstrierten eine
hohe Flexibilitat der Phenylether-Gruppe und des verknupften Michael-Akzeptors,
die eine valide Erklarung fir die langsame Rate der kovalenten Bindungsbildung
darstellen konnten. Aufgrund dieser Erkenntnisse wurde ein weiterer
Optimierungszyklus vorgenommen, in dem eine fokussierte Substanzbibliothek
basierend auf dem Aminoindazol Grundgeriist des RL1131 entstand.8$8[16% Die
Beweglichkeit des Michael-Akzeptors sollte durch die unmittelbare Verknipfung an
das Grundgertist eingeschréankt werden. Initiale biochemische Charakterisierungen
anhand von ICso-Bestimmung illustrierten eine deutliche Steigerung der
inhibitorischen  Aktivitat mit ICso-Werten im niedrigen nanomolaren bis
subnanomolaren Bereich fur die Verbindungen RL1962, RL1964 und RL2087.

Tt Die Synthese der Pyrimidin-basierten Verbindungen erfolgte durch Dr. J. Engel (AG Rauh, TU Dortmund)

# Die Bestimmung der ICso-Werte der Verbindungen gegeniiber verschiedenen EGFR-Varianten erfolgte
durch S. Eppmann (AG Rauh, TU Dortmund).

88 Die Synthese der Aminoindazol-basierten Verbindungen wurde von Dr. S. Tomassi durchgefiihrt (AG Rauh,
TU Dortmund).
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Tabelle 3-2: Ubersicht tber die Parameter ICso, Ki, Kinact und kinact/Ki, die fiir Pyrimidin-abgeleitete
und Aminoindazol-basierte Inhibitoren gegeniiber verschiedenen EGFR-Varianten vermessen
wurden. Jeder Wert wurde in drei unabhangigen Experimenten in Duplikaten bestimmt, wobei der

Mittelwert mit Standardabweichung angegeben ist.

ng

NN
O =
N
H
R \ R?
N-NH N-NH N
A HN F NH
e ek e
RL235 RL1131 RL1962 RL2087 RL1964
B F— | kinact/Ki
Verbindung EGFR HTRF ICso [NM] Ki [nM] Kinact [Min] (M 5]
WT >10 000 - - -
RL235 L8585R 308 70+8.2 0.02 £ 0.007 <0.01
L858R/T790M 500 = 300 <1 0.12 +0.08 2.83+0.96
WT 1700 £ 500 - - -
RL1131 L8585R 503 = 206 833 £ 429 0.06 = 0.02 <0.01
L858R/T790M 68 + 34 <1 0.14 =+ 0.09 >1.2
WT 93x1.2 236 + 89 0.28 £ 0.02 0.02 £ 0.00
RL1962 L8585R 15+04 57 £ 18 0.14 £ 0.02 0.04 £0.02
L858R/T790M 48+20 149 + 45 0.37 + 0.09 0.04 +0.03
WT <1 51+14 0.14 +£0.08 0.47 £0.12
RL2087 L8585R <1 39+1.0 0.09 = 0.05 0.40£0.25
L858R/T790M <1 74+3.6 0.17 +0.12 0.39+£0.16
WT 81+21 147 + 42 0.18 + 0.09 0.02 + 0.00
RL1964 L8585R 22+0.3 105 + 29 0.14 £ 0.07 0.02 £ 0.02
L858R/T790M 11+£0.2 28+4 0.50 £ 0.03 0.30+£0.13
Osimer- WT 1.0+£0.6 14+23 0.43+0.11 0.52 £ 0.05
tilnib L8585R <1 1.6+£0.3 0.30+£0.01 3.24 +0.46
L858R/T790M <1 15+0.1 0.33 +0.06 3.75+£0.39

Allerdings konnte diese Potenz nicht vollstandig in zellulare Aktivitat Ubersetzt
werden. Die vielversprechendste zellulare Aktivitat gegentber H1975 Zellen wurde
fir RL2087 mit einem ECso-Wert von 191 nM determiniert.l*%9 Eine Erklarung der
schlechten Translation der Potenz konnte aus kinetischen Bindungsstudien
abgeleitet werden. Diese zeigten, dass die Rate der Bindungsbildung der
Aminoindazol-Verbindungen durch die Einschrénkung der Flexibilitat des Michael-
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Akzeptors signifikant erhéht war und kinact-Werte von 0.37 und 0.50 min! fiir die
Verbindungen RL1962 und RL1964 gegenuber der Turstehermutante erzielt
werden konnten (siehe Tabelle 3-2). Andererseits wurden signifikant verminderte
reversible Affinitaten der Verbindungen RL1962 und RL1964 gegenluber den EGFR-
Varianten festgestellt, die auf Repulsionen zwischen den sterisch-anspruchsvollen
lipophilen Resten der Liganden in 5- und 6-Position zurtickgehen kdnnten. Lediglich
die Verbindung RL2087, die mit einem Amin-verbrickten Fluorophenyl-Rest in
6-Position ausgestattet ist, wies eine reversible Affinitat im niedrigen nanomolaren
Bereich (Ki 5.1+1.4 nM (WT), 3.9£1.0 nM (L858R), 7.4+3.6 nM (L858R/T790M) auf,
die mit den Affinitaten der initialen Verbindungen RL235 und RL1131 vergleichbar
ist. Aus diesen Studien geht hervor, dass die Inhibition der Aminoindazol-
Verbindungen vermehrt auf einen kovalenten Charakter zurtickzufiihren ist und die
reversible Affinitat mutmaflich durch die Einfihrung der lipophilen Substituenten
eingeschréankt wird, sodass bei ICso-Bestimmungen der ausgepragte kovalente
Anteil des Bindemechanismus fur eine schnelle Inaktivierung und niedrige
ICso-Werte sorgt. In zellularen Systemen hingegen konkurriert der Inhibitor im
initialen Schritt des Bindemechanismus mit ATP und die verminderte reversible
Affinitat ist verantwortlich fir eine unzureichende Bildung des Protein-Inhibitor
Komplexes, die fur eine Ausbildung der kovalenten Bindung essentiell ist.

3.2.3. Pyrazolopyrimidin-basierte EGFR-Inhibitoren

Im Rahmen dieser Arbeit wurden ebenfalls kinetische Bindungsstudien an kovalent-
irreversiblen (zuvor allgemein als kovalente Inhibitoren bezeichnet) und kovalent-
reversiblen Inhibitoren mit einem Aminopyrazolopyrimidin-Grundgertst gegenuber
verschiedenen EGFR-Varianten durchgefuhrt. Innerhalb dieses Projekts sollten
mutantenselektive Inhibitoren der EGFR-L858R/T790M Doppelmutante entstehen,
die basierend auf dem Wissen aus vorangegangenen Studien eine optimale
Geometrie des Michael-Akzeptor Systems aufweisen und durch die Ausbildung von
hydrophoben Wechselwirkungen zur Tiursteheraminosaure Met790 eine Selektivitat
gegeniiber dem EGFR-WT demonstrieren.[1%% Diese Charakteristika sollten anhand
von kinetischen Experimenten eruiert werden und Anst63e fur die Optimierung der
Strukturen geben. Den Ausgangspunkt fur die Arbeiten von ENGEL und SMITH et al.
bildete seinerzeit der BTK-Inhibitor Ibrutinib, der eine moderate inhibitorische
Aktivitdt gegenuber EGFR zeigte und dessen Grundgerist eine effiziente
Derivatisierung an mehreren Positionen zulie. ™ TH###[148, 170-171] \Wie eingangs
beschrieben, wurden innerhalb dieses Projekts zusatzlich zu den kovalenten

™ Die Synthese der kovalent-irreversiblen Inhibitoren wurde von Dr. J. Engel durchgefiihrt (AG Rauh,
TU Dortmund).

Tt Die Synthese der kovalent-reversiblen Inhibitoren wurde von Dr. S. Smith durchgefiihrt (AG Rauh,
TU Dortmund).

+* Die Bestimmung der ICso-Werte der Verbindungen gegeniiber verschiedenen EGFR-Varianten erfolgte
durch S. Eppmann (AG Rauh, TU Dortmund).
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Inhibitoren, die Uber ein Acrylamid die Bindung zum Protein ausbilden, auch
kovalent-reversible Inhibitoren (CRIs) entworfen. Entwickelt wurden kovalent-
reversible Inhibitoren vor dem Hintergrund, dass korperfremde kovalente Addukte
potentiell eine Immunantwort auslésen kénnen und so einen limitierenden Faktor in
der Behandlung mit kovalenten Inhibitoren darstellen konnten.['72-1731 Durch die
Verwendung von Michael-Akzeptoren, die mit elektronenziehenden Resten
versehen werden, ist der zweite Schritt des postulierten Bindemodus - die
dauerhafte Inaktivierung des Enzyms durch einen kovalent-irreversiblen Inhibitor -
nicht mehr irreversible und die kovalente Bindung I6st sich unter proteolytischen
Bedingungen (vgl. Abbildung 3-18).['73! Ein weiterer Vorteil dieses Prinzips ist, dass
der CRI danach erneut in der Lage ist, an ein anderes Protein zu binden und sich
durch eine erhohte Effizienz im Vergleich zu kovalent-reversiblen Inhibitoren
auszeichnet.

Die kinetische Charakterisierung der kovalent-irreversiblen Inhibitoren RL1102,
RL1103 und RL1105 zeigte eindeutig einen kovalenten Bindungsmodus, wobei der
potenteste Ligand RL1102 eine hohe reversible Affinitat zu den EGFR-Formen
aufwies, die sich in einem Ki-Wert im niedrigen nanomolaren Bereich
wiederspiegelte (siehe Tabelle 3-3). Dariiber hinaus konnte auch eine gute
Selektivitat der Verbindungen RL1102 und RL1105 anhand der Ki-Wert gegentber
dem EGFR-WT abgeleitet werden, die mit dem Selektivitatsprofil des
Drittgenerationsinhibitors Osimertinib vergleichbar ist. Lediglich die Verbindung
RL1103 scheint ein schlechteres Selektivitatsprofil aufzuweisen, das vermutlich auf
den lipophilen Substituenten zurtickzufiihren ist.

Die anschlieBende zeitabhéngige Bestimmung der ICso-Werte im Kontext von
kovalent-reversiblen Verbindungen stellte sich anfangs problematisch dar, da nach
einer kurzen Zeit der Assoziation eine Dissoziation der Verbindungen von dem
Protein beobachtet wurde und somit negative Kkinact-Werte ermittelt wurden.
Exemplarisch sind in Abbildung 3-21 die Verlaufe der zeitabhangigen
ICs0-Bestimmungen der kovalent-irreversiblen Verbindung RL1103 und der
kovalent-reversiblen Verbindung RL1758 gegeniuber der EGFR-L858R/T790M
Mutante dargestellt. Erwartungsgemal3 wurde fir RL1103 zu anfangs eine fallende
Kurve beobachtet, die sich asymptotisch einer horizontal verlaufenden Grade
annahert. Hingegen konnte fur kovalent-reversible Inhibitoren nach einer
Assoziationsphase eine Erhohung der ICso-Werte festgestellt werden. Wird
ausschliel3lich die erste Phase der Bindung betrachtet, so ist es mdglich, einen
typischen kovalenten Bindemechanismus zu erkennen, der die Bestimmung der
Parameter Ki und Kinact zulasst.
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Tabelle 3-3: Ubersicht tiber die Parameter ICso, Ki, Kinact und kinact/Ki, die fur Ibrutinib-abgeleitete
kovalent-irreversible und kovalent-reversible Inhibitoren gegeniiber verschiedenen EGFR-Varianten
ermittelt wurden.

NH2 R1 NH2 R2
N NTXX
l 7 \’ Pz \'N
N N N
\
O O
= 0
N N N
;N
& §O O a0 Qo
RL1102 RL1103 RL1105 RL1122 RL1756 RL1758
i . . .| kinact/Ki
Verbindung EGFR HTRF ICso [NM] Ki [nM] Kinact [Min] [uM 5]

WT 16+6 15+3.2 0.19%+0.12 0.21 £ 0.05
RL1102 L858R 1.1+0.6 16x04 0.14+0.01 1.60 £ 0.53
L858R/T790M 06+0.4 15+£0.8 0.17 £0.02 3.42+1.44
WT 35+14 25+7.2 0.11+£0.03 0.08 £ 0.02
RL1105 L858R 3.8+28 1931 0.17 £0.08 0.14 £ 0.07
L858R/T790M 2514 16 £5.2 0.29 £ 0.02 0.36 £ 0.09
WT 58 + 13 47 +5.8 0.13+£0.05 0.05+0.04
RL1103 L858R 1.0+£0.3 44 + 6.5 0.25+0.06 0.10 £ 0.06
L858R/T790M 1.9+0.8 58 + 3.3 0.31+0.04 0.09 £ 0.02
WT 96 + 26 265+1.4 0.04 £0.01 0.01+0.01
RL1122 L858R 10+8 37.5+6.3 0.18 £0.02 0.20£0.01
L858R/T790M 20 +13 50.8+2.4 0.17 £ 0.08 0.05+0.02
WT 338 + 69 1674 + 450 0.17 £ 0.06 0.01+0.01
RL1756 L858R 85+ 34 79.2+9.3 0.12+0.01 0.26 £ 0.07
L858R/T790M 21349 83.2+9.8 0.13+0.04 0.36 £ 0.02
WT 102 £ 75 64.4+19 0.03+£0.05 0.01+0.01
RL1758 L858R 21+2 146+25 0.04 £ 0.03 0.68 £ 0.25
L858R/T790M 80 +51 154+ 3.3 0.11+0.01 0.73+0.16
WT 1.0+£0.6 1423 0.43x0.11 0.52 £ 0.05

Osimertinib L8585R <1 1.6+£0.3 0.30+0.01 >1.2"

L858R/T790M <1 15+0.1 0.33+£0.06 >1.2"
WT 10£1.2 74+7.1 0.18+£0.01 0.04 £0.01
Rociletinib  L8585R 20+0.1 1.8+0.2 0.18 £ 0.05 1.67 £0.32
L858R/T790M <1 1.7+£0.1 0.29 £ 0.05 295+ 0.66
WT 1.7+£0.8 25+7.8 0.31+0.06 0.23+0.13
EGF-816 L8585R <1 10+ 2.7 0.22 £ 0.02 0.38 £ 0.08
L858R/T790M <1 7.7+23 0.15+0.04 0.38 £0.10

*bestimmt mit Ki=1 nM
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Abbildung 3-21: Zeitabhéngige ICso-Werte der kinetischen Charakterisierung des kovalent-
irreversiblen Inhibitors RL1103 und des kovalent-reversiblen Inhibitors RL1758 gegeniber der
EGFR-L858R/T790M Mutante.

Schlussendlich ergab die kinetische Evaluation der kovalent-reversiblen Inhibitoren
eine deutlich verringerte reversible Affinitat der Liganden gegeniber den EGFR-
Varianten und die kovalente Bindung schien sich im Vergleich zu den kovalent-
irreversiblen Inhibitoren deutlich langsamer zu bilden. Der vielversprechendste
Inhibitor RL1758 weist Ki-Werte von 64 nM (WT),15nM (L858R) und 15 nM
(L858R/T790M) auf, die im Vergleich zu dem potentesten kovalent-irreversiblen
Liganden RL1102 um den Faktor 10 erhoht sind. Bemerkenswert ist jedoch, dass
dennoch eine gute Selektivitat der CRIs gegentber dem EGFR-WT festgestellt
werden konnte. Anhand von Kristallstrukturen der Verbindungen RL1103 und 1105
im Komplex mit der EGFR-T790M Mutante, kann auf eine sterische Repulsion
zwischen dem Cyclopropyl-Rest und Arg841 geschlossen werden, die
maoglicherweise generell die Bindung von Liganden mit einem etwaigen Michael-
Akzeptor verhindert.
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3.2.4. Pyrrolopyrimidin-basierte EGFR-Inhibitoren

Ein weiterer strukturbasierter Ansatz zur Entwicklung von neuartigen
mutantenselektiven Inhibitoren der EGFR-L858R/T790M Doppelmutante wurde in
Arbeiten von LATEGAHN et al.5%8 verfolgt, in denen ausgehend von der Gerlstklasse
der Pyrrolopyrimidine eine fokussierte Substanzbibliothek entworfen wurde. ™
Grundsatzlich wurde bereits fur Pyrrolopyrimidin-basierte Inhibitoren, wie den
EGFR/VEGFR-Dualinhibitor AEE-788, eine inhibitorische Aktivitdt gegenuber
EGFR nachgewiesen, die durch das Auftreten der T790M-Mutation jedoch deutlich
eingeschrankt wurde.[174-1761 Aufgrund dessen, wurden im Rahmen dieses Projekts
verschiedene Substitutionsmuster des Grundgerusts, unter dem Gesichtspunkt der
Aktivitat gegentiber der T790M-Mutante, biochemisch und zellular eruiert. TTT1177]
Weiterhin wurde ein Michael-Akzeptor-System zur kovalenten Adressierung des
Cys797 eingefugt, um eine erhohte Verweildauer des Inhibitors am Enzym zu
erreichen, die oftmals mit einer gesteigerten inhibitorischen Wirksamkeit assoziiert
wird. Daher galt ein besonderes Interesse der strukturbiologischen und kinetischen
Charakterisierung diverser Verbindungen, um Aktivitats-relevante
Strukturmerkmale herauszuarbeiten und deren Bindemechanismus detailliert zu
charakterisieren. Insgesamt wurden aus wiederholten Optimierungszyklen zwei
Serien erhalten (N-substituierte Pyrrolopyrimidin-4-one und O-substituierte
Pyrrolopyrimidine), die im biochemischen Kontext &aquivalent hohe Aktivitaten
zeigten und sich durch unterschiedliche Substitutionen in Richtung der
Tursteheraminosaure auszeichneten (siehe Tabelle 3-4).11771 In beiden Fallen ergab
die Einfihrung einer L&slichkeits-vermittelnden Gruppe in 6-Position und eines
Phenyl-verknlipften Acrylamids in 5-Position eine deutliche Steigerung der
inhibitorischen Aktivitdt gegeniber der EGFR-T790M Variante. Aufgrund der
Tatsache, dass in initialen Kristallisationsstudien mit Pyrrolopyrimidin-basierten
Inhibitoren und EGFR kein Kristallwachstum beobachtet werden konnte, wurde das
bereits validierte Modellsystem ¢Src-T338/S345C fur strukturbiologische
Untersuchungen herangezogen.['>* 1661 Hijerzu wurden bereits publizierte
Kristallisationsbedingungen gewahlt, die ein reproduzierbares Kristallwachstum in
Gegenwart der Verbindungen RL2329 wund RL2020 ergaben (siehe
Abschnitt 4.5.2.).[178-179]

888 Das Manuskript wurde eingereicht.

" Die Synthese der Verbindungen RL2022 und RL2029 wurde von Dr. J Lategahn durchgefiihrt (AG Rauh,
TU Dortmund).

11T Die Bestimmung der ICso-Werte der Verbindungen gegeniiber verschiedenen EGFR-Varianten erfolgte
durch S. Eppmann und A. Arndt (AG Rauh, TU Dortmund).
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Abbildung 3-22: Strukturbiologische Untersuchungen der AEE-788-abgeleiteten Inhibitoren in dem
bereits validierten Modellsystem c¢Src-T338M/S345C. A: Molekilstruktur der untersuchten
Inhibitoren. B/D: Dargestellt ist die Scharnierregion (weil3), die regulatorische aC-Helix (blau) und
die Inhibitoren (RL2329: grin und RL2020: orange). Die experimentell ermittelten
Elektronendichtekarten sind in grau abgebildet (2Fo-Fc Karte konturiert bei 70). Weiterhin werden
Wasserstoff-Briickenbindungen  durch rote  Punkte angedeutet. C/E: Darstellung der
Wechselwirkungen zwischen den jeweiligen Inhibitoren und der Kinasedoméane von cSrc mit Hilfe
des Programms LigPlot.['8% Die kovalente Bindung ist jeweils lila eingefarbt. Alle Aminosauren, die
hydrophobe Wechselwirkungen zum Inhibitor ausbilden, sind rot dargestellt.
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Analog zu den im Vorfeld vorgeschlagenen Bindungsmodi der Pyrrolopyrimidin- und
Pyrrolopyrimidin-4-one- Grundgeriste konnten die charakteristischen Wasserstoff-
Briickenbindungen zwischen N1 und Pyrrol-NH zum Peptidriickgrat des Met341
beobachtet werden (siehe Abbildung 3-22). Weiterhin konnte anhand der gut
definierten Elektronendichte im Bereich des Michael-Akzeptorsystems und dem
Cys345 in cSrc ein kovalenter Bindungsmodus fir beide Inhibitoren verifiziert
werden. Beachtlich ist, dass der Pyrrolopyrimidin-basierte Inhibitor RL2329, trotz
fehlendem sterisch anspruchsvollem Rest in 6-Position, in dieser Art in die
Bindetasche der Kinase koordiniert und nicht wie im Vorfeld vermutet, das Auftreten
eines gedrehten Bindemodus vorgefunden wurde. Zuséatzlich wurden beide
Verbindungen durch hydrophobe Wechselwirkungen zu den in f1-, 2- und B3-
Faltblattern befindlichen Aminosduren Leu273, Ala293 und Leu393 stabilisiert.
AuBBerdem konnten merkliche Unterschiede in der Ausrichtung der
Tlrsteheraminosaure Met341 erkannt werden. Durch den Ethyl-Substituenten in
3-Position des Pyrrolopyrimidin-4-one-Grundgertists konnte eine Verdrangung der
Seitenkette beobachtet werden, die eine Erklarung flr einen starken
Aktivitatsverlust der Inhibitoren mit raumgreifendem Substituenten an der Position
aufzeigt (vergleiche Abbildung 3-22 B und D).

Neben den strukturbiologischen Untersuchungen wurden ebenfalls kinetische
Bindungsstudien mit jeweils einem reprasentativen Inhibitor einer Serie
vorgenommen, um den kovalenten Bindemechanismus detailliert beschreiben zu
kénnen. Hierzu wurden die Verbindungen RL2022 und RL2029 ausgewabhilt, fur die
in biochemischen aktivitdtsbasierten Systemen gegenuber allen untersuchten
EGFR-Formen ICso-Werte im subnanomolaren Bereich festgestellt wurden (siehe
Tabelle 3-4).## Fir beide Inhibitoren konnte in zeitabhangigen ICso-Bestimmungen
der fur kovalente Inhibitoren charakteristische Kurvenverlauf festgestellt werden
(siehe beispielhaft Abbildung 3-23). Hierbei konnte eine ausgesprochen hohe
reversible Affinitat des mit einer iso-Butoxy-Gruppe in 4-Position versehenem
Pyrrolopyrimidin-basierten Inhibitors RL2029 zu den EGFR-Varianten (WT, L858R,
L858R/T790M) nachgewiesen werden, wohingegen der Pyrrolopyrimidin-4-one-
basierte Inhibitor RL2022, der in 3-Position mit einer iso-Propyl-Gruppe ausgestattet
ist, eine 10-fach schwéchere reversible Affinitat zeigte (siehe Tabelle 3-4). Insoweit
konnte die Hypothese, dass sterisch anspruchsvolle Substituenten in 3-Position den
inhibitorischen Effekt negativ beeinflussen, aus kinetischen Bindungsstudien
abgeleitet werden, aus einzelnen ICso-Messungen jedoch nicht. Weiterhin kann aus
den Resultaten geschlussfolgert werden, dass die Inhibition des RL2022 deutlich
starker von der kovalenten Bindungsbildung abhangig ist, was sich in hohen
kinact-Werten manifestiert (siehe Tabelle 3-4).

+# Die Bestimmung der ICso-Werte der Verbindungen RL2022 und RL2029 gegenlber verschiedenen
EGFR-Varianten erfolgte durch S. Eppmann und A. Arndt (AG Rauh, TU Dortmund).
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Tabelle 3-4: Ubersicht Gber die Parameter ICso, Ki, Kinact und kinact/Ki, die fur AEE-788 abgeleitete
Inhibitoren gegenlber verschiedenen EGFR-Varianten ermittelt wurden. Jeder Wert wurde in drei
unabhangigen Experimenten in Duplikaten bestimmt, wobei der Mittelwert mit Standardabweichung

angegeben ist.
O§J/
O NH

(0]
N™ SN
O L0
N/ N __/
H
RL2022 RL2029
H o | kinact/Ki
Verbindung EGFR HTRF ICso [NM] Ki[nM] Kinact [Min] WM™ 5]
WT <1 10+1 0.10+0.03 0.16 £ 0.06
RL2022 L8585R <1 101 0.19 £ 0.08 0.31+0.11
L858R/T790M <1 15+3 0.26 = 0.09 0.30 £ 0.09
WT <1 <1 0.05+0.01 >1.2"
RL2029 L8585R <1 <1 0.28 £ 0.08 >1.2"
L858R/T790M <1 <1 0.17 £0.09 >1.2"
WT 1.0+£0.6 14+23 0.43+0.11 0.52 £ 0.05
Osimertinib L8585R <1 1.6+0.3 0.30+0.01 >1.2"
L858R/T790M <1 15+0.1 0.33+0.06 >1.2"
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Abbildung 3-23: Ergebnisse der zeitabhangigen ICso-Bestimmungen der Verbindungen RL2022,
RL2029 und Osimertinib gegenlber der EGFR-L858R/T790M Mutante.
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Bemerkenswert ist, dass bereits anhand der Kurvenverlaufe der zeitabhangigen
ICs0-Messungen der Verbindung Unterschiede erkennbar sind, die insbesondere
gegenuber der EGFR-L858R/T790M Mutante signifikant sind (siehe
Abbildung 3-23). Des Weiteren scheint RL2029 die Doppelmutante effektiver zu
inhibieren als der Kklinisch-zugelassene Drittgenerationsinhibitor Osimertinib.
Zusammenfassend ist festzuhalten, dass innerhalb des strukturbasierten Ansatzes
ausgehend von einem Pyrrolopyrimidin-Grundgeriist ausgesprochen aktive
Verbindungen entwickelt worden sind. Aufgrund des kovalenten Bindungsmodus
und der beachtlichen inhibitorischen Wirksamkeit dieser Verbindungen, sind
detaillierte kinetische und strukturbiologische Studien zur Aufklarung der
Bindungscharakteristika unerlasslich.

Innerhalb eines Folgeprojektes wurden sterisch anspruchsvolle Motive, die in einem
biochemischen  Screen gegenuber der HER-insYVMA  Mutante als
vielversprechende Elemente identifiziert wurden, in 4-Position des Pyrrolopyrimidin-
Grundgerists eingebracht, mit dem Ziel potente Inhibitoren der HER-insYVMA
Mutante zu entwickeln. Hieraus entstand unter anderem die Verbindung RL2741,
die Uber einen 1-Benzyl-1H-indazol-5-amino Substituenten in 4-Position und tber
eine  Hydroxy-ethoxy  Loslichkeits-vermitteinde  Gruppe  verfligt (siehe
Abbildung 3-25 B). In biochemischen aktivitatsbasierten Untersuchungen konnte
eine hohe inhibitorische Aktivitdt gegentber den EGFR-Varianten WT und L858R
determiniert werden, wohingegen die Aktivitat gegeniber der Turstehermutante um
den Faktor sechs niedriger war. Erstaunlicherweise wurde jedoch in
Ko-Kristallisationsansatzen der Verbindung RL2741 mit der Doppelmutante des
EGF-Rezeptors ein Kristallwachstum beobachtet (siehe Abbildung 3-24 B). Auch in
massenspektrometrischen Untersuchungen der Kinasedoméne mit RL2741 konnte
eine Modifikation des Enzyms festgestellt werden, die in einer Zunahme des
Molekulargewichts um 545 Da resultierte (siehe Abbildung 3-24 A). Die erhaltenen
Kristalle wurden gefischt und am Synchrotron (SLS, Villingen) vermessen, sodass
ein Datensatz mit einer Aufldsung von 1.8 A erzielt werden konnte. 8888

8888 Dje Durchfilhrung der Proteinkristallisation geschah in Kooperation mit J. Niggenaber (AG Rauh, TU
Dortmund).

81



>

37916 Da
100
> o
s 2
8 | 3
5% | 2
= i g
- H €
® i N
1
0 I
37850 : 38050 38250 38450
1
' 38 461 Da
~ 100 1 ¢ B
s | 1
s, : A 545 Da
- 1
© 1 -
= i e
a 50 1 ~
g ! N
£ 1 x
_ 1 +
[7] 1
= 1
0 1
37850 38050 38250 38450
Masse [Da]

Abbildung 3-24: Massenspektrometrische und strukturbiologische Untersuchungen der Verbindung
RL2741 in EGFR. A: Dekonvolutierte Massenspektren zur Analyse der kovalenten Modifikation von
EGFR durch RL2741. Fiur die mit DMSO-behandelte Kontrollprobe der EGFR-T790M/V948R
Mutante wurde ein Molekulargewicht von 37 916 Da gemessen, das gut mit dem berechneten
Molekulargewicht von 37 914 Da Ubereinstimmt. Die mit RL2741 inkubierte Probe zeigt eine
Erhdhung des Molekulargewichts um 545 Da, sodass eine kovalente Modifikation des Proteins durch
den Inhibitor nachgewiesen werden konnte. B: Mikroskopie-Aufnahmen der erhaltenen Kristalle von
EGFR T790M/V948R in Kokristallisationsansatzen mit RL2741 unter der Verwendung folgender
Bedingung: 17.5-27.5% PEG3350; 50-200 mM MgS04; 2-4% Ethylenglykol (oben). Au3erdem ist
der vermessene Kristall im Nylonloop dargestellt (unten).

Im Allgemeinen konnte die Erhaltung der charakteristischen Interaktionen der
Pyrrolopyrimidin-abgeleiteten Inhibitoren in der Bindetasche des EGF-Rezeptors
beobachtet werden, wobei das Grundgerist dber zwei Wasserstoff-
Briickenbindungen zwischen dem N1 und dem Pyrrol-NH zum Peptidriickgrat des
Met341 an die Scharnierregion der Kinase koordinierte (siehe Abbildung 3-25 A).
Ubereinstimmend mit dem rationalen Strukturdesign der Verbindung wurde durch
den hydrophoben Substituenten in 4-Position die allosterische Tasche nahe der
aC-Helix besetzt, sodass die Kinase in einer inaktiven Konformation stabilisiert
wurde und die charakteristische Salzbrticke zwischen dem katalytischen Lys745
und dem Asp855 festgestellt werden konnte. Im Vergleich zu den oben
beschriebenen Strukturen, wurden in dieser Komplexstruktur viele zusatzliche
hydrophobe Interaktionen ausgebildet (siehe Abbildung 3-25 C). Insbesondere die
edge-to-face m-mr-Stapelwechselwirkung zwischen dem terminalen Benzyl-
Substituenten und Phe856, sowie hydrophobe Interaktionen zu dem in der aC-Helix
befindlichen Met766 sind bedeutende strukturelle Eigenschaften, die diese
Substanzklasse von den urspriinglich beschriebenen Pyrrolopyrimidin-abgeleiteten
Inhibitoren differenziert.

82



Met790  aC-HelX

o %
N~ 1 H
N j | J NN
i N N
1/ o
NS
.y
NTON
RL2741
EGFR HTRF IC, [NM]
WT <1
Thras4 Phe856 L8585R <1
L858R/T790M 6.0 = 0.2

D

Met790

Leu7ii§
Ala:?g Thr854 Met766

Lys745
Alaa% Y W«E %Leu777

AspBS%
Val7u2:6§
ArgM‘l(’./t {r
2 %\

Met793 ~ /

OJ\I Gly::g% Gly796
Ser720 Asp800 Cys797

Abbildung 3-25: A/D: Detaillierte strukturbiologische Analyse des Bindemodus von RL2741 (gelb)
innerhalb der Kinasedoméne von EGFR. Dargestellt ist die Scharnierregion (weil3), das B3-Faltblatt
(weiR) und die regulatorische aC-Helix (blau). Die experimentell ermittelten Elektronendichtekarten
von RL2741, dem Cys797, dem Met790 und dem Lys745 sind in grau abgebildet (2Fo-Fc Karte
konturiert bei 10). Die Wasserstoff-Briickenbindung wurden durch rote Punkte angedeutet. Weiterhin
wurden hydrophobe Wechselwirkungen durch grine Punkte illustriert und die edge-to-face
Wechselwirkung zwischen dem Inhibitor und Phe856 grin eingefarbt. B: Gezeigt wird die
Molekulstruktur der untersuchten Verbindung mit den entsprechenden biochemischen Daten.
C: Darstellung der Wechselwirkungen zwischen RL2741 und EGFR mit Hilfe des Programms
LigPlot.['8% Die kovalente Bindung des Inhibitors zu Cys797 ist lila eingefarbt. Alle Aminosauren, die
hydrophobe Wechselwirkungen zum Inhibitor ausbilden sind rot dargestellt.
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Ferner wurde deutlich, dass der Indazol-Ring des Liganden von den Aminosauren
Met790 und Lys745 eingerahmt wurde, wodurch zum einen hydrophobe
Wechselwirkungen ausgebildet werden, es aber auch zur Einschréankung der
konformationellen Freiheit der Seitenkette des Met790 kommt (siehe
Abbildung 3-25 D). Diese Beobachtung korreliert mit den biochemischen Daten, die
einen leichten Aktivitatsverlust durch die Einfuhrung der Turstehermutation zeigten.

Auffallig ist, dass innerhalb des zweiten in der asymmetrischen Einheit befindlichen
Monomers zwei Bindungsposen des Liganden erkannt wurden (siehe
Abbildung 3-26 A). Dabei konnte die zweite Konformation des Liganden durch die
Drehung des Indazol-Rings um 180° erhalten werden und illustriert die Dynamik der
Bindung eines Liganden in eine Bindetasche, die niemals so starr ist, wie sie in
Kristallstrukturen erscheint. Au3erdem wurde innerhalb dieser Bindetasche noch
eine zusatzliche Wasserstoff-Briickenbindung zwischen der Alkohol-Funktion der
Loslichkeits-vermittelnden Gruppe und dem Arg841 beobachtet. Die resultierende
Stabilisation des terminalen Motivs ist vermutlich verantwortlich flr die gute
Auflésung der Struktur in diesem Bereich.

A N B

Phe856

Abbildung 3-26: Darstellung einzelner strukturbiologischer Besonderheiten der Kristallstruktur von
EGFR-T790M/V948R im Komplex mit RL2741. Dargestellt ist die Scharnierregion (weil3), das 3-
Faltblatt (weill) und die regulatorische aC-Helix (blau). Die experimentell ermittelte
Elektronendichtekarte des Inhibitors RL2741 ist in grau abgebildet (2Fo-Fc Karte konturiert bei 10).
Die Wasserstoff-Briickenbindungen werden durch rote Punkte angedeutet. A: Darstellung der zwei
unterschiedlichen Konformationen des Liganden, die innerhalb der Bindetasche der zweiten Kette
beobachtet wurden. B: Alignment der Kristallstruktur von RL2741 im Komplex mit EGFR-
T790M/V948R mit dem Bindemodus des allosterischen EGFR-Inhibitors EAI-045, der mit dem
Fluorophenol-Substituenten in die gleiche Kavitdt wie der Phenyl-Rest des RL2741 bindet
(PDB: 5ZWJ).[181]
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Zuletzt wurde ein Alignment der erhaltenen Struktur mit der Bindungspose des
allosterischen EGFR-Inhibitors EAI-045 vorgenommen (siehe Abbildung 3-26 B,
PDB: 5ZWJ). Tatsachlich konnte eine gute Uberlagerung des terminalen
Phenylrings mit dem Fluorophenol-Substituenten beobachtet werden.

3.2.5. Zusammenfassung

Im Rahmen der kinetischen und strukturbasierten Charakterisierung verschiedener
Gerustklassen zur Adressierung der EGFR-L858R/T790M Mutante konnten
verschiedene SAR-Profile herausgearbeitet werden. Fir einen globalen Vergleich
der Serien wurde ein reprasentativer Inhibitor jeder Substanzklasse ausgewahlt und
die entsprechenden Ki- und kinac-Werte gegeneinander aufgetragen (siehe
Abbildung 3-27). Als Referenzinhibitoren wurden die beiden
Drittgenerationsinhibitoren Rociletinib und Osimertinib und der
Zweitgenerationsinhibitor Afatinib herangezogen. Aus der Auftragung geht hervor,
dass die inhibitorische Wirksamkeit von Afatinib beispielsweise maf3geblich auf der
reversiblen Affinitat des Inhibitors zum Enzym beruht. Durch die Einfihrung der
Tlrstehermutation T790M wird diese jedoch negativ beeinflusst. Im Gegensatz
dazu nimmt die Affinitdt der beiden Drittgenerationsinhibitoren und dem
Pyrazolopyrimidin-basierten Inhibitor RL1102 gegentber mutiertem EGFR zu und
die Einfuhrung der T790M-Mutation resultiert in gesteigerten Raten der
Inaktivierung.
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Abbildung 3-27: Auftragung von Ki/kinact Kombinationen représentativer Verbindungen.
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Ferner wird durch die Auftragung der Unterschied zwischen dem Pyrrolopyrimidin-
basiertem Inhibitor RL2029 und dem Pyrrolopyrimidin-4-one-basiertem Inhibitor
RL2022 illustriert, wobei die Verbindung RL2029 den potentesten Inhibitor in dem
gesamten Set darstellt. In diesem Zusammenhang wurden die Inhibitoren auch
gegenuber der wirkstoffresistenten EGFR-L858R/T70M/C797S Mutante getestet,
die in Patienten wahrend bzw. nach der Behandlung mit Drittgenerationsinhibitoren
beobachtet wird.[*5! Abgeleitet aus den kinetischen Bindungsstudien des
Osimertinibs ist dessen inhibitorischer Effekt stark von dem kovalenten Charakter
der Bindung abhangig und nimmt daher drastisch mit dem Verlust des kovalenten
Ankerpunktes im Protein ab. Aufgrund dessen wurde im Umkehrschluss die
Hypothese aufgestellt, dass die Aktivitat der EGFR-T790M Inhibitoren mit einer
hohen reversiblen Affinitdt zum EGF-Rezeptor, nicht so stark von der C797S-
Mutation beeinflusst werden sollten. Um diese Annahme zu verifizieren wurden die
ICso-Werte der untersuchten Inhibitoren, die im Kontext der EGFR-
L858R/T70M/C797S Mutante festgestellt wurden, gegen die Ki-Werte, die fur die
EGFR-L858R/T790M Mutante aufgenommen wurden, aufgetragen (siehe
Abbildung 3-28). Im Allgemeinen konnte die Annahme bestatigt werden, dass mit
einer hohen reversiblen Affinitat die Aktivitat der Verbindungen gegeniber der
wirkstoffresistenten Mutante zunimmt, sodass fur die Verbindung RL2029 ein
ICso-Wert von 8 nM vermessen wurde. Dennoch konnte diese Aktivitt nicht in
zellulare Potenz translatiert werden, welches vermutlich auf eine schlechte
Loslichkeit und Zellpermeabilitat der Verbindungen zurtckzufiihren ist und
Gegenstand von zukUnftigen Studien sein kénnte.
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Abbildung 3-28: Auftragung der Ki-Werte, die innerhalb der EGFR-Projekte fiir diverse Inhibitoren
die gegeniiber der EGFR-L858R/T790M Doppelmutante determiniert wurden, gegen ICso-Werte der
entsprechenden Inhibitoren, die fir die EGFR-L858R/T790M/C797 Variante ermittelt wurden.
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3.3. Revival von Poziotinib in Exon20-mutiertem NSCLC

3.3.1. Hintergrund

Etwa 10-15% der NSCLC-Patienten tragen Aktivierungsmutationen in der
Kinasedomane von EGFR.[* 371821 Eine groBe Mehrheit dieser Patienten, deren
Tumore klassisch-aktivierende Mutationen wie beispielsweise Deletionen in Exon19
oder die L858R-Punktmutation aufweisen, profitiertimmens von der Behandlung mit
TKIs der ersten Generation, wie Gefitinib und Erlotinib, sodass eine Verlangerung
des progressionsfreien Uberlebens und einer verbesserten Lebensqualitat der
Patienten, im Vergleich zur Behandlung mit Chemotherapeutika, erzielt werden
kann.[183-187] Mittlerweile hat sich jedoch herausgestellt, dass nicht alle aktivierenden
EGFR-Mutationen grundsatzlich sensitiv auf die Behandlung mit zielgerichteten
Inhibitoren reagieren. In 4-10% der EGFR-mutierten NSCLC-Tumore wurden
in frame Insertionsmutationen in Exon20 des EGFRs gefunden, die eine de novo
Resistenz gegen alle heutzutage zugelassenen EGFR-Inhibitoren aufweisen und
mit schlechten Uberlebensprognosen assoziiert sind.[18-1921 |n klinischen Studien
und in retroperspektiven Analysen dieser konnten lediglich Ansprechraten von 3-
8% auf Erst- und Zweitgenerationsinhibitoren und ein progressionsfreies Uberleben
von weniger als drei Monaten festgestellt werden.[1?3-194 Problematisch ist in diesem
Zusammenhang, dass die EGFR Exon20 Insertionsmutationen auf molekularer
Ebene eine heterogene Mutationsklasse darstellen, die alle Insertionsmutationen
oder Duplikationen von bis zu sieben Aminoséuren im C-terminalen Bereich der
regulatorischen  aC-Helix  umfassen, wobei die D770 N771insSVD,
V769 D770insASV und H773_V774insNPH die haufigsten Varianten sind (siehe
Abbildung 3-29). Ahnlich wie die TKl-sensitiven EGFR-Mutationen (L858R und
dell19) resultieren die Exon20 Insertionsmutationen in einer gesteigerten Aktivitat
des Enzyms, welches auf eine Stabilisierung des aktiven Zustandes der Kinase
zurlckgefuhrt wird. YASUDA et al. konnten 2013 die erste Kristallstruktur einer
EGFR-D770_N771insNPG Mutante im Komplex mit einem kovalenten Chinazolin-
basierten Inhibitor 16sen und zeigten, dass die eingefligten Aminosauren im
C-terminalen Bereich der aC-Helix eine Schleife bilden, die durch eine
Wasserstoffbriickenbindung zwischen dem Carbonyl-Sauerstoff des Asp770 und
Amid-Stickstoff des Gly773 stabilisiert wird.!'%] Dieses Motiv erscheint rigide und
fixiert so die aC-Helix in einer aktiven, zur Bindetasche rotierten Konformation.
Weiterhin wurde fir EGFR Exon20 Mutanten eine gesteigerte katalytische Aktivitat
mit gleichzeitig unveranderter Affinitat zum Co-Faktor ATP verglichen mit dem
EGFR-WT determiniert. Dadurch geht der entscheidende Faktor, der den EGFR-
L858R und EGFR-dell9 Mutanten die Sensitivitat gegentber TKIs vermittelt, in
Gegenwart von EGFR Exon20 Insertionsmutationen verloren.[19]
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Abbildung 3-29: Schematische Darstellung der Lokalisation und Haufigkeit von Exon20
Insertionsmutationen, die in EGFR-positiven NSCLC-Patienten gefunden wurden (PDB: 1M17).
Diese in frame Insertionsmutationen in EGFR stellen eine heterogene Subgruppe dar, wobei eine
bis sieben Aminosauren (gekennzeichnet als insX-Mutationen) Uber einen Bereich von
15 Aminosauren am C-terminalen Ende der aC-Helix und der anschlielenden flexiblen Schleife
eingebracht werden. Das Balkendiagramm wurde von VYSE et al. adaptiert.[197]

Interessanterweise wurden in HER2 strukturell analoge Insertionsmutationen im
Exon20 gefunden und obwohl HER2-Mutationen mit einer viel niedrigeren
Haufigkeit (~2% der NSCLC-Patienten) im Vergleich zu EGFR-Mutationen
auftreten, stellen die Insertionsmutationen 90% der Aberrationen in HER2-mutierten
NSCLC dar.19819 |n diesem Zusammenhang wurden Neratinib und Afatinib in
klinischen Phase-1I-Studien untersucht, die aber erniichternde Ergebnisse ergaben,
sodass an dieser Stelle ein groRer Bedarf an Kklinisch-aktiven Verbindungen
besteht.[200-201]

Beachtliche Resultate stellten kirzlich RosicHAux et al. fur den
Zweitgenerationsinhibitor Poziotinib (HM781-36B) im Kontext von EGFR
Exon20-mutierten NSCLC vor.[2%2 Poziotinib, das urspriinglich fiir die Uberwindung
der sekundaren T790M-Mutation in EGFR entworfen wurde und dort in klinischen
Studien nur geringe Ansprechraten erzielen konnte, zeigte in Phase-II-Studien
zuletzt Ansprechraten von 64% (vorlaufige Daten) in EGFR Exon20-mutierten
NSCLC.[203-205] Ferner konnte eine hohe Aktivitat des Poziotinibs in verschiedenen
in vitro Modellen nachgewiesen werden. Durch Computer-gestitztes Modelling
wurde des Weiteren argumentiert, dass die Bindetasche der EGFR Exon20
Insertionsmutanten im Vergleich zum Wildtyp kleiner sei und die Bindung eines
Drittgenerationsinhibitors sterisch nicht zulasse.
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Die Bindung eines Zweitgenerationsinhibitors, der kompakt und sterisch weniger
anspruchsvoll ist, hingegen wirde keinen sterischen Konflikt mit der Bindetasche
auslosen. Sicherlich lassen sich mit Hilfe dieser Studien die unterschiedlichen
Aktivitaten von Zweit- und Drittgenerationsinhibitoren erklaren, die offensichtlichen
Unterschiede in der Wirksamkeit der Zweitgenerationsinhibitoren bleiben jedoch
unaufgeldst. Die enge strukturelle Verwandtschaft der Chinazolin-basierten EGFR-
Inhibitoren wird anhand von Abbildung 3-30 deutlich. Alle gezeigten Inhibitoren
weisen ein Chinazolin-Grundgertst auf, das an die Scharnierregion der Kinase tber
eine Wasserstoff-Briickenbindung koordiniert. Die unterschiedlich substituierten 4-
Anilin-Reste besetzen eine hydrophobe Tasche an der Tursteheraminosaure.
Zusatzliche sind die TKIs der zweiten Generation mit Michael-Akzeptoren
ausgestattet, welche die kovalente Bindung zum Cys797 ermdglichen. Hinsichtlich
dieser hohen strukturellen Verwandtschaft, die im Kontrast zu den
unterschiedlichen Wirksamkeiten der Verbindungen steht, sollte eine biochemische
und zellulare Profilierung von Poziotinib vorgenommen werden. Dariiber hinaus
sollten mit Hilfe von Kristallisationsstudien™" distinkte Bindungscharakteristika des
Poziotinibs, die es von anderen Chinazolin-basierten Inhibitoren unterscheidet und
fur die hohe Aktivitat verantwortlich ist, herausgearbeitet werden.
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Abbildung 3-30: Darstellung der strukturellen Verwandtschaft verschiedener TKIs der ersten und
zweiten Generation. RoOntgenkristallstrukturen ergaben &hnliche Bindungsmodi dieser
Substanzklasse, wobei das 4-Aminochinazolin (orange) WBB zum Met793 in der Scharnierregion
der Kinase ausbildet. Zusatzlich besetzt der substituierte Phenylring (griin) die hydrophobe an der
Tursteheraminosaure befindliche Tasche. Weiterhin sind TKls der zweiten Generation mit einem
Michael-Akzeptor (rot) ausgestattet, der eine kovalente Bindung des Inhibitors zum Cys797
ermdglicht (PDB:4G5P).

*****

Durchfuihrung der Proteinkristallisation geschah in Kooperation mit J. Niggenaber (AG Rauh, TU
Dortmund).

89



3.3.2. Biochemische und zellulare Profilierung

Zuerst wurde eine umfassende biochemische Charakterisierung von Poziotinib
gegenlber verschiedenen EGFR- und HER2-Varianten vorgenommen und mit
klinisch-relevanten EGFR- und HER2-Inhibitoren verglichen. Dazu wurde das
aktivitatsbasierte HTRF-Assaysystem genutzt und wie zuvor beschrieben, wurden
initial 1ICso-Bestimmungen®TttT durchgefiihrt. Dabei zeigte sich, dass Poziotinib eine
ausgesprochen hohe inhibitorische Aktivitat gegentber der Mehrheit der getesteten
EGFR- und HER2-Formen im subnanomolaren Bereich besitzt. Kein anderer in
diesem Kontext untersuchter Inhibitor war vergleichbar aktiv.

Tabelle 3-5: Biochemische Profilierung von Poziotinib gegen verschiedene klinisch-relevante

EGFR- und HER2-Varianten. Dargestellt ist der ICso-Wert, der in drei unabhéngigen Experimenten
in Duplikaten ermittelt wurde; n.b.= nicht bestimmt.

Mut. Gefitinib  Erlotinib Afatinib Poziotinib Osimertinib Rociletinib
WT <1 <1 <1 <1 23+0.2 22+0.5
L858R <1 <1 <1 <1 <1 2.0+0.2
'%gggﬁ/l/ 190+70 163+8 1.3+0.1 <1 <1 3.3+0.6
=
= L858R/
3 T790M/ | 250 +23 n.b. 25+17 160+23  118+11 527 + 88
O
= C797S
LL
o
T L858R/
E C797S <1 <1 <1 <1 152 + 32 n.b.
O
L
del19 24+06 48+16 <1 <1 <1 23+0.3
8%1793/ 24+06 50+05 <1 <1 72+5 n.b
D770_
N771 60+13 71+33 15%08 <1 1.5+0.3 n.b.
insNPG
= WT 96 + 8.0 n.b. 77+45 208+88 4.8+0.1 n.b.
W=
oo .S
wF'3
I T 6’ .
= Y'\r/‘,\SA'A 35+5.0 n.b. <1 <1 32+1.1 n.b.

Tttt Die Bestimmung der ICso-Werte gegeniiber den EGFR-WT,-L858R, -L858R/T790M Varianten erfolgte
durch S. Eppmann und A. Arndt und entsprechende Werte gegenuber dem HER-WT und der HER2-ins-
YVMA Mutante wurden von K. Jeyakumar und M. Keul bestimmt (AG Rauh, TU Dortmund).
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Auch fallt in Bezug auf die Untersuchung der Exon20 Insertionsmutanten auf, dass
Poziotinib die aktivste Verbindung mit einem ICso-Wert < 1 nM ist. Ferner bewirkt
weder die Einfihrung der T790M-Mutation noch die Einfihrung der C797S-Mutation
in die EGFR-L858R Variante, wobei letztere die kovalente Adressierung des
Proteins verhindert, einen Verlust der Aktivitat von Poziotinib im biochemischen
Kontext. Andere Chinazolin-basierte Inhibitoren wie Afatinib und Gefitinib reagierten
deutlich auf die T790M-Mutation und es wurden hdhere ICso-Werte im Vergleich zur
EGFR-L858R Mutante festgestellt. Erst durch die Kombination der C797S-Mutation
mit der T790M-Mutation und der Aktivierungsmutation in EGFR sorgte fir eine
deutliche Verminderung der inhibitorischen Aktivitat, die vergleichbar mit der
Osimertinib Aktivitat auf dieser Mutante ist. Zu beachten ist allerdings an dieser
Stelle, dass Poziotinib, wie auch die anderen Chinazolin-basierten Inhibitoren keine
Selektivitat gegenidber dem Wildtyp des EGF-Rezeptors zeigten. Aufgrund der
Tatsache, dass ICso-Werte im Kontext von kovalenten Inhibitoren keine genaue
Beurteilung der Wirksamkeit erlauben, sind weiterfihrende kinetische
Bindungsstudien an dieser Stelle dringend notwendig.

Zunachst erfolgte jedoch die zellulare Evaluierung der ausgewahlten TKls der
ersten, zweiten und dritten Generation im Kontext von EGFR- und HER2-mutierten
Zelllinien. ¥+ Dabei wurde die A431 als EGFR-WT Zelllinie, die durch
Uberexpression des EGFRs eine Abhangigkeit von dessen Signal zeigt, verwendet,
um maogliche Hinweise auf die Toxizitat der Verbindungen zu erhalten. Weiterhin
wurde die Patienten-abgeleitete H1975-Zelllinie herangezogen, welche die
EGFR-L858R/T790M Variante tragt und anhand der Testung der Verbindungen auf
der PC9-T790M/C797S Zelllinie, sollte der Einfluss der C797S-Mutation auf die
zellulare Aktivitat eruiert werden. Schlussendlich wurden auch noch zwei HER2-
mutierte Zelllinien untersucht, die aktivierende Insertionsmutationen aufwiesen
(H1781: HER2-G776delinsVC; Ba/F3(insYVMA): HER2-A775_G776insYVMA) mit
dem Ziel die Klinisch-relevanten Exon20-Mutationen nachzustellen. Unter
Verwendung des Viabilitdts-basierten Assaysystems CTG wurden Dosis-
Wirkungskurven aufgenommen, wobei acht Inhibitorkonzentration zwischen 30 pM
und 14nM getestet wurden, die eine ECso-Bestimmung zulieRen.
Erwartungsgemal? wurden fur die reversiblen Inhibitoren der ersten Generation
schwache zellulare Aktivitaten im mikromolaren Bereich auf der A431- und H1975-
Zelllinien festgestellt, wahrend der Drittgenerationsinhibitor Osimertinib eine starke
inhibitorische Wirkung von 16 nM auf der T790M-mutierten H1975-Zelllinie besald
und auch einen moderaten Einfluss auf die EGFR-WT Zelllinie ausibte.

Ausgehend von der Tatsache, dass Zweitgenerationsinhibitoren analog zu den TKIs
der ersten Generation einen 4-Anilin-Substituenten tragen, der mit der sterisch-

HHE Die Bestimmung der ECso-Werte geschah in Kooperation von H. Tumbrink, K. Jeyakumar und M. Keul
(AG Rauh, TU Dortmund).
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anspruchsvollen Tursteheraminosaure Methionin im T790M-mutierten EGFR
interferiert, ist es nicht verwunderlich, dass Afatinib als Vertreter der TKls der
zweiten Generation einen ECso-Wert von 653 nM zeigte. Beachtlich an dieser Stelle
ist die zellulare Aktivitdt von Poziotinib in T790M-mutierten H1975-Zellen, denn
obwohl Poziotinib auch mit dem 4-Anilin-Substituenten ausgestattet ist, wurde eine
ECso-Wert von 126 nM determiniert, der mit der Potenz von Rociletinib vergleichbar
ist. Ferner konnten die biochemischen Resultate auf der
EGFR-L858R/T790M/C797S Mutante durch die zellularen Testungen bestatigt
werden und kein Inhibitor zeigte signifikante inhibitorische Aktivitat auf den C797S-
mutierten Zellen. Dariber hinaus konnte durch die Charakterisierung der
Verbindungen auf HER2-Zelllinien eine ausgepragte Potenz von Poziotinib im
Kontext von Exon20 Insertionsmutationen festgestellt werden, die sich sowohl in
H1781- als auch in Ba/F3(insYVMA)-Zellen mit ECso-Werten von <14 nM
manifestierte. Lediglich Afatinib konnte ahnlich gute Aktivitdten gegenuber den
Ba/F3(insYVMA) erreichen, verlor jedoch auf H1781-Zellen um den Faktor 10 an
zellularer Aktivitat.

Tabelle 3-6: Zellulare Profilierung von Poziotinib gegen verschiedene klinisch-relevante EGFR- und
HER2-Varianten. Dargestellt ist der ECso-Wert mit Standardabweichung, der in drei unabhéangigen
Experimenten in Duplikaten ermittelt wurde; n.b.= nicht bestimmt.
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EGFR CTG Her2 CTG
ECso [NM] ECso [NM]
verb. A431 H1781
H1975 Ba/F3(insYVMA)
PC9O-T790M/C797S
2100 + 980 5700 + 2400
Erlotinib 7400 + 1400 168 + 58
n.b.
1700 + 790 3400 + 860
Gefitinib 11000 + 2600 631 +412
7300 + 2800
634 + 312 174 + 83
Afatinib 653 + 109 <14
4400 + 540
626 + 210 <14
Poziotinib 126 + 63 <14
5700 + 1370
756 + 340 461 + 222
Osimertinib 16 +5 365 + 329
2700 + 490
1900 + 470 1500 + 480
Rociletinib 145 + 86 837 + 428
4700 + 2600




Aus den Ergebnissen liel3 sich ableiten, dass Poziotinib trotz gleichem Grundgerist
starkere inhibitorische Aktivitaiten gegentiber EGFR-mutierten Zelllinien
demonstriert und keinen gravierenden Aktivitatsverlust durch die Einfuhrung der
T790M-Mutation im Vergleich zu den anderen Chinazolin-basierten Inhibitoren
aufweist. Worauf diese unterschiedlichen Aktivitaten zurtickzufuhren sind, konnte
an dieser Stelle noch nicht erklart werden. Allerdings unterscheiden sich sowohl die
Substitutionsmuster der 4-Anilin-Reste, die in direktem Kontakt mit der
Tlrsteheraminosaure stehen wie auch die Michael-Akzeptorsysteme geringfiigig.

3.3.3. Detaillierte kinetische Bindungsstudien

Aufgrund der Tatsache, dass es sich bei Poziotinib um einen irreversiblen Inhibitor
handelt, ist die Beurteilung der inhibitorischen Aktivitdt anhand von
ICs0-Bestimmungen lediglich schatzungsweise moglich. Wie zuvor beschrieben,
konnen durch kinetische Bindungsstudien, einschlie3lich der Bestimmung der
Parameter Ki und kinact, detaillierte Aussagen Uber die Affinitat Ki des Inhibitors zum
Enzym und die Ratenkonstante der Inaktivierung, die mit der Rate der kovalenten
Bindungsbildung kinact gleichzusetzen ist, getroffen werden. Im Rahmen dieser
Arbeit erfolgte die Bestimmung der Parameter Ki und Kinact nach
KRIPPENDOREF et al..l'61 Dazu wurden zeitabhangige ICso-Bestimmung durchgefiihrt,
wobei die Vorinkubation des Inhibitors mit der Kinase variiert wurde (2-90 min).
Evaluiert wurden jeweils zwei Vertreter der TKIs der zweiten und dritten Generation
auf verschiedenen EGFR-Varianten. Dabei wurde ein besonderes Augenmerk auf
die EGFR-D770_N771insNPG Mutante gelegt. Aus den Ergebnissen der
kinetischen Charakterisierung geht hervor, dass Poziotinib ausgesprochen affin an
die Kinasedomane von EGFR bindet (siehe Tabelle 3-7) und gegeniber den
meisten EGFR-Formen Ki-Werte im subnanomolaren Bereich festgestellt wurden.
Festzuhalten ist, dass die hohe initial durch ICso-Bestimmungen vermutete
inhibitorische Aktivitdt von Poziotinib gegeniiber der EGFR-D770_N771insNPG
Mutante an dieser Stelle bestatigt werden konnte und ein Ki-Wert von <1 nM
determiniert wurde. Im direkten Vergleich der zeitlichen Verlaufe der ICso-Werte von
Osimertinib und Poziotinib im Kontext der EGFR-Insertionsmutante war ein
signifikanter Unterschied zwischen den Plateauphasen erkennbar (siehe
Abbildung 3-31 B). Wéahrend Osimertinib ein Plateau bei ICso-Werten von ca. 2 nM
bildete, inhibierte Poziotinib, schon nach kurzen Inkubationszeiten, das Enzym
effektiv mit ICso-Werten von <1nM. In &hnlicher Weise wurden auch die anderen
EGFR-Varianten von Poziotinib adressiert, wobei durch das Einbringen der T790M-
Mutation in die EGFR-L858R Mutante ein deutlicher Verlust der hemmenden
Wirkung, der mit der Verschiebung des Graphen hin zu hdheren ICso-Werten
einherging, nachgewiesen wurde (siehe Abbildung 3-31 A).
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Abbildung 3-31: Zeitabh&ngige 1Cso-Werte. A: Ubersicht tiber die erhaltenen zeitabhéngigen ICso-
Werte bei der Evaluierung von Poziotinib gegen verschiedene EGFR-Varianten. B: Vergleich der
zeitabhéngigen 1Cso-Werte von Osimertinib und Poziotinib auf der EGFR-D770_771insNPG Mutante.
Jeder Wert wurde in drei unabhangigen Experimenten in Duplikaten bestimmt, wobei der Mittelwert
und die Standardabweichung aufgetragen sind.

Tabelle 3-7: Ubersicht tber die Parameter Ki, Kinaet und kinac/Ki, die fur Zweit- und
Drittgenerationsinhibitoren auf verschiedenen EGFR-Varianten vermessen wurden. Jeder Wert
wurde in drei unabhéngigen Experimenten in Duplikaten bestimmt, wobei der Mittelwert mit
Standardabweichung angegeben ist.

Verbindung  EGFR Ki[nM] Kinact [min-1] Kinact/Ki [UM 5]
WT <1 0.07 £0.01 >1.2*
L858R <1 0.04 £ 0.01 >1.2*
Afatinib
L858R+T790M 19+0.1 0.13+0.01 1.07 £ 0.05
dell9 <1 0.05 +0.02 >1.2*
WT <1 0.05 £ 0.02 >1.2*
L858R <1 0.01 +0.02 >1.2*
Poziotinib L858R+T790M 1.1+£0.1 0.30+0.03 4.42 + 0.65
dell9 <1 0.07 £ 0.03 >1.2*
D770_N771insNPG <1 0.25+0.05 >3.3*
WT 14+ 2.3 0.43+0.11 0.52+£0.05
L858R 16+0.3 0.30+0.01 3.24+£0.46
Osimertinib L858R+T790M 15%0.1 0.33£0.06 3.75+0.39
dell9 <1 0.14 + 0.03 >1.2*
D770 _N771insNPG 41+04 0.22 £0.05 0.89+0.10
WT 74+£7.1 0.18 £ 0.01 0.04£0.01
L858R 1.8+0.2 0.18 + 0.05 1.67 £0.32
Rociletinib
L858R+T790M 1.7x0.1 0.29 £ 0.05 2.95+0.66
dell9 45+0.1 0.12 £0.01 0.48 £ 0.05

94



Aus den initialen I1Cso-Bestimmungen konnte dieser Trend nicht abgeleitet werden,
da immer noch eine hohe Affinitat von 1.1 nM festgestellt wurde. Dartber hinaus
zeichneten sich die getesteten Zweitgenerationsinhibitoren Afatinib und Poziotinib
durch vergleichbar niedrige kinac-Werte aus, die darauf hindeuten, dass die
kovalente Bindungsbildung langsam verlauft. Weiterhin kann angenommen werden,
dass die Inhibition der TKIs der zweiten Generation auf einen starken reversiblen
Charakter zurickzufuhren ist und weniger stark von der kovalenten Bindung
abhangig ist wie beispielsweise die Inhibition von Osimertinib oder Rociletinib.
Diese Annahmen korrelieren gut mit den zuvor bestimmten ICso-Werten der
Chinazolin-basierten Inhibitoren gegenuber C797S-mutierten EGFR-Varianten
(ausgenommen der EGFR-L858R/T790M/C797S Mutante, siehe Tabelle 3-5), die
ebenfalls im niedrigen nanomolaren Bereich lagen. Dagegen zeigte Osimertinib
durch den Verlust des kovalenten Bindungscharakters einen deutlichen
Aktivitatsverlust.

Obwohl Poziotinib eine sehr hohe inhibitorische Wirksamkeit gegeniber diversen
EGFR-Varianten im biochemischen Kontext demonstriert, sollte die hohe Aktivitat
gegenuber dem EGFR-WT nicht auRer Acht gelassen werden, die in der klinischen
Anwendung mit toxischen Nebenwirkungen assoziiert wird und nicht selten zu
einem Abbruch der Therapie fuhrt. Durch die Auftragung der Ki-Werte von
Osimertinib und Poziotinib gegenliber den diversen EGFR-Mutanten werden die
unterschiedlichen Profile verdeutlicht (siehe Abbildung 3-32). Wahrend Osimertinib
die mutierten Formen des EGFRs um ein 10-faches affiner bindet als den
EGFR-WT, zeigt sich bei Poziotinib ein gegensatzliches Bild, sodass keine
Selektivitat gegentber dem Wildtyp festgestellt werden konnte.
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Abbildung 3-32: Visualisierung der Affinitats-Profile von Poziotinib (blau) im Vergleich mit
Osimertinib (orange). Radar-Plot, wobei die reversiblen Affinitdten (Ki-Werte [nM]) der Inhibitoren
Poziotinib und Osimertinib gegentiber verschiedenen EGFR-Varianten abgebildet sind.
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3.3.4. Strukturbiologische Untersuchungen in EGFR

Anhand von Roéntgenkristallstrukturanalysen$®8s8 sollte zum einen der kovalente
Bindungscharakter von Poziotinib gegeniber EGFR nachgewiesen werden und
zum anderen eine detaillierte Untersuchung der Bindungseigenschaften erfolgen,
die Ruckschlisse auf die Grundlage der ausgesprochen hohen Affinitat der
Verbindung gegenuber EGFR-Varianten zulassen. In diesem Zusammenhang ist
es gelungen Proteinkristalle der EGFR-T790M/V948R  Mutante in
Kokristallisationsanséatzen mit Poziotinib zu erhalten (siehe Abbildung 3-33 B). Die
Kristallisationsexperimente  wurden, wie in Abschnitt 3.1.5 beschrieben,
durchgefuhrt. Ferner ergab die massenspektrometrische Untersuchung der fir
Kristallisationsansatze-vorbereiteten Protein-Inhibitor-Proben eine Modifikation der
EGFR-Mutante durch Poziotinib, welches in einer Zunahme der molekularen Masse
um 491 Da im Vergleich zur apo-Form resultierte (siehe Abbildung 3-33 A).
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Abbildung 3-33: Massenspektrometrische und strukturbiologische Untersuchungen.

A: Dekonvolutierte Massenspektren zur Analyse der kovalenten Modifikation von EGFR durch
Poziotinib. Fur die mit DMSO-behandelte Kontrollprobe der EGFR-T790M/V948R Mutante wurde ein
Molekulargewicht von 37 916 Da gemessen, das gut mit dem berechneten Molekulargewicht von
37 914 Da ubereinstimmt. Die mit Poziotinib inkubierte Probe zeigt eine Erhéhung des
Molekulargewichts um 491 Da, sodass eine kovalente Modifikation des Proteins durch den Inhibitor
nachgewiesen werden konnte. B: Mikroskopie-Aufnahmen der erhaltenen Kristalle von
EGFR-T790M/V948R in Kokristallisationsansétzen mit Poziotinib unter der Verwendung folgender
Bedingung: 17.5-27.5% PEG3350; 50-200 mM MgSOs; 2-4% Ethylenglykol (oben). AuRerdem ist
der vermessene Kristall im Nylonloop dargestellt (unten).

88888 Dje Durchfiihrung der Proteinkristallisation geschah in Kooperation mit J. Niggenaber (AG Rauh, TU
Dortmund).
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Die erhaltenen Kristalle wurden am Synchrotron (SLS, Villingen) vermessen und
zeigten eine gute Diffraktion des Rontgenlichts, sodass eine Aufldsung von 2.1 A
erreicht werden konnte. Die asymmetrische Einheit enthielt ein EGFR-Dimer,
welches Uber polare Interaktionen zwischen den der Bindetasche-abgewandten
Regionen der Kinasedomanen stabilisiert wurde, sodass das aktive Zentrum fir
Inhibitoren zugénglich war (siehe Abbildung 3-34). Ferner wurde die Bildung eines
biologisch-relevanten, asymmetrischen Dimers durch die Einfihrung der
EGFR-V948R Mutation im Vorfeld verhindert. Dariiber hinaus konnte der typische
Aufbau der Kinasedoméne beobachtet werden, die in diesem Fall eine inaktive
Konformation einnahm, bei der die regulatorische aC-Helix in einer von der
Bindetasche nach auf3en rotierten Konformation vorlag.

N-terminale
Domane

Monomer A

C-terminale
Doméne

Abbildung 3-34: Rontgenkristallstruktur der EGFR-T790M/V948R Mutante im Komplex mit
Poziotinib. Die Struktur konnte mit den oben gezeigten Kristallen gelést werden und wies eine
Auflésung von 2.1 A auf, wobei in jeder asymmetrischen Einheit ein Dimer gefunden wurde, das hier
dargestellt ist. Dabei liegen beide Kinasedoméanen in der inaktiven Konformation vor und bilden kein
biologisch-relevantes asymmetrisches Dimer. Weiterhin konnte eine Ligandenbindung bestétigt
werden.

Insgesamt konnte ein fur Chinazoline-typischer Bindungsmodus beobachtet
werden, der sich durch eine Wasserstoff-Briickenbindung zwischen dem N1 des
Grundgerists zum Peptidriickgrat des Met793, sowie durch hydrophobe
Wechselwirkungen zwischen dem Protein und dem 4-Anilin-Substituenten, der tief

97



in hydrophobe Tasche an der Tursteheraminosdure ragt, auszeichnet (siehe
Abbildung 3-35 A und B).

Weiterhin konnte der kovalente Bindungsmodus zwischen Poziotinib und dem
Cys797 anhand der Elektronendichtekarte einwandfrei bestatigt werden. Das
Interaktionsnetzwerk zwischen dem Liganden und der Bindetasche von EGFR
wurde mit Hilfe der LigPlot-Software analysiert und in Abbildung 3-35 B
visualisiert.['8% Auffallig ist die Positionierung der beiden Aminosauren Met790 und
Lys745, die den halogenierten Substituenten einrahmen, dabei bildet das Lys745
eine fur den inaktiven Zustand der Kinase charakteristische Salzbriicke zum
Asp855 aus. Allerdings geht die Bindung des halogenierten Substituenten in die
hydrophobe Tasche auch mit einer Einschréankung der konformationellen Freiheit
des Met790 einher, die grundsatzlich energetisch ungtinstig ist. Daher stellt sich die
Frage, ob durch die starken hydrophoben Wechselwirkungen des Liganden zum
Protein diese Barriere Uberwunden werden kann, zumal der Ring eine optimale
Ausrichtung zu haben scheint.
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Abbildung 3-35: A: Detailansicht des Bindemodus von Poziotinib (gelb) innerhalb der
Kinasedomane von EGFR. Dargestellt ist die Scharnierregion (weil3), das $3-Faltblatt (weil3) und die
regulatorische aC-Helix (blau). Die experimentell ermittelten Elektronendichtekarten von Poziotinib,
dem Cys797, dem Met790 und dem Lys745 sind in grau abgebildet (2Fo-Fc Karte konturiert bei 710).
Die Wasserstoff-Briickenbindung zwischen dem Amid-Stickstoff des Met793 zum Grundgerust des
Inhibitors wurden durch rote Punkte angedeutet. Weiterhin konnte der kovalente Bindungsmodus
eindeutig bestatigt werden. B: Darstellung der Wechselwirkungen zwischen Poziotinib und EGFR
mit Hilfe des Programms LigPlot.[*8% Die kovalente Bindung zwischen Poziotinib und Cys797 ist lila
eingefarbt. Alle Aminosauren, die hydrophobe Wechselwirkungen zum Inhibitor ausbilden sind rot
dargestellt und die Wasserstoff-Briickenbindung zwischen dem Met793 und Poziotinib ist in grin
dargestellit.
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Beim Vergleich der Bindungspose von Poziotinib mit anderen 4-Chinazolin-
basierten Inhibitoren werden zwei signifikante Unterschiede deutlich (siehe
Abbildung 3-35 A und B). Zum einen bewirkt der Uber ein Piperidin-verknipfte
Michael-Akzeptor eine leichte Verschiebung des Grundgerlsts in Richtung der
hydrophoben Tasche und zum anderen kdnnen tber das in ortho-positionierte Fluor
am 4-Aniln-Substituenten, das in keinem anderen klinisch-relevanten Chinazolin-
basierten Wirkstoff vorhanden ist, zusatzliche hydrophobe Wechselwirkungen zum
Val726 und Ala743 ausgebildet werden. Folglich besetzt der halogenierte
4-Anilin-Substituent die hydrophobe Tasche deutlich besser als beispielsweise der
analoge Rest in Afatinib oder Dacomitinib (siehe Abbildung 3-35 B). Weiterhin wird
vermutet, dass der Fluorsubstituent in ortho-Position die Flexibilitat des Rings
einschrankt und eine Préorganisation der Molekulstruktur hervorruft, welche eine
affine Bindung zum Enzym erlaubt.

Cys797

Abbildung 3-36: Vergleich der Bindungsmodi der strukturell eng-verwandten
Zweitgenerationsinhibitoren Afatinib (weil3) und Poziotinib (gelb) in T790M-mutiertem EGFR.
A: Alignment der Afatinib-gebundenen EGFR-Struktur (PDB:4G5P) mit der in dieser Arbeit geldsten
EGFR-Struktur im Komplex mit Poziotinib. Gezeigt werden jeweils die Inhibitoren einschlieR3lich des
kovalent-gebundenen Cys797. Weiterhin ist die Scharnierregion und das Lys745 der Poziotinib-
Struktur dargestellt, wobei die Elektronendichtekarten (2Fo-Fc Karte konturiert bei 10) des Met790
und des Lys745 abgebildet wurden, um zu unterstreichen, dass diese beiden Aminosduren den
halogenierten Ring des Poziotinibs einrahmen. Im Vergleich mit der Afatinib-Struktur konnten diese
Interaktionen nicht festgestellt werden. B: Darstellung der hydrophoben Tasche an der
Tursteheraminosdure  M790. Durch  die unterschiedlichen  Michael-Akzeptoren  und
Substitutionsmuster am 4-Anilin-Rest der gezeigten Inhibitoren, ergibt sich ein leicht versetzter
Bindungsmodus und eine bessere Besetzung der hydrophoben Tasche durch Poziotinib im
Vergleich mit Afatinib.
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Durch die Modellierung der experimentell bestimmten Bindungspose des Poziotinib
in eine EGFR-Exon20 Struktur wird zusatzlich die Bedeutung des
Substitutionsmusters am 4-Anilin-Rest unterstrichen. In der von YASUDA et al.
gelosten EGFR-D770_N771insNPG Struktur lagen die Kinasen in einer aktiven
Konformation mit einer zur Bindetasche rotierten aC-Helix vor.[**%! Dabei kénnte der
im Vergleich zu Afatinibo und Dacomitinib verschobene Bindemodus und die
Tatsache, dass Poziotinib in para-Position des 4-Anilin-Rests ein Chlor und kein
Fluor tragt, in starkeren hydrophoben Wechselwirkungen mit dem Met766 in der
aC-Helix resultieren und so die starkere inhibitorische Wirksamkeit des Poziotinibs
erklaren.

aC-Helix “in”

Met776

Glu762

Thr857

\

Abbildung 3-37: Modellierung der experimentell-bestimmten Bindungspose von Poziotinib in eine
EGFR-Exon20 Insertionsmutante (PDB: 4LRM). Wasserstoff-Briickenbindungen zwischen dem
Lys745 und dem GIu762 sind durch rote Punkte angedeutet. Potentielle hydrophobe
Wechselwirkungen zwischen Poziotinib und den Seitenketten Val726, Ala743, Met776 und Thr857
werden durch griine Punkte illustriert. Zu beachten ist hier die veranderte Nummerierung der
Aminosauren durch die Insertion D770_N771insNPG.
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3.3.5. Zusammenfassung

Basierend auf Studien von RoBICHAUX et al., die eine hohe Kklinische Wirksamkeit
des Zweitgenerationsinhibitors Poziotinib im Kontext von EGFR Exon20 mutierten
NSCLC beschrieben,?%2 wurde im Rahmen dieses Projekts eine ausfihrliche
biochemische, zellulare und strukturbiologische Profilierung der Verbindung
vorgenommen, mit dem Ziel distinkte Bindungscharakteristika des Poziotinibs zu
identifizieren, die es von anderen Chinazolin-basierten Inhibitoren unterscheidet.
Zunachst konnte in biochemischen und zellularen Assaysystemen eine hohe
Inhibitionsstarke des Poziotinibs gegeniber verschiedenen klinisch-relevanten
EGFR- und HER2-Mutanten, einschliel3lich den Exon20-mutierten Varianten,
festgestellt werden. Detaillierte kinetische Bindungsstudien zeigten, dass Poziotinib
eine ausgesprochen hohe reversible Affinitat, welches durch Ki-Werte im
subnanomolaren Bereich illustriert wurde, gegenuber EGFR aufwies. In diesem
Zusammenhang wurde aber auch eine starke Affinitat zum EGFR-WT festgestellt,
die grundsatzlich mit starken Nebenwirkungen im Patienten assoziiert wird und
daher zu vermeiden ist. Weiterhin konnte der kovalente Bindungscharakter des
Poziotinibs mit Hilfe von massenspektroskopischen Untersuchungen bestatigt
werden und eine RoOntgenkristallstrukturanalyse ergab ein leicht verschobenes
Chinazolin-Grundgerist des Poziotinibs im Vergleich zu Afatinib, sodass Poziotinib
tiefer in die Bindetasche von EGFR ragt. Aul3erdem ermoglicht das
Substitutionsmuster des 4-Anilin-Substituenten die Ausbildung von zusatzlichen
hydrophoben Wechselwirkungen im Vergleich mit Afatinib und Poziotinib.
Abschliel3end ist festzuhalten, dass Poziotinib sicherlich ein &uf3erst potenter pan-
EGFR Inhibitor ist, der aber eine problematisch hohe Potenz auf dem EGFR-WT
zeigt und daher an dieser Stelle weitere Optimierungen der Selektivitat der
Verbindung von Néten sind, um dem Patienten eine bestmogliche Therapie bieten
zu konnen.
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3.4. Screening-Kampagne zur Identifizierung neuer
Leitstrukturmotive

3.4.1. Hintergrund

Ein verbreiteter Resistenzmechanismus gegen kovalente Kinaseinhibitoren stellt
die Mutation des adressierten reaktiven Cysteins zu einem weniger reaktiven Serin
dar, wodurch die kovalente Bindungsbildung zwischen Inhibitor und dem Protein
unterbunden wird und das mit einem signifikanten Verlust der inhibitorischen
Wirksamkeit einhergeht.[6% 2061 Entsprechende Mutationen wurden bereits gegen
den BTK-Inhibitor Ibrutinib, der zu den ersten beschriebenen kovalenten
Kinaseinhibitoren zahlt, in CLL beobachtet.l207-208] \or vier Jahren folgten dann
analoge Beobachtungen in NSCLC-Patienten, die zuvor erfolgreich mit EGFR-TKIs
der dritten Generation wie Osimertinib behandelt wurden, letztendlich ein Rezidiv
erlitten und die erworbene C797S-Mutation in EGFR aufwiesen.['55 209 Seither
wurden diverse Ansatze zur Uberwindung dieser Wirkstoffresistenz verfolgt, die
bisher jedoch nicht zu klinisch-aktiven Verbindungen gefuihrt haben. Unter anderem
konnten durch die Optimierung der reversiblen Affinitdt bekannter Kinaseinhibitoren
und die Entwicklung von allosterischen Inhibitoren biochemisch aktive
Verbindungen erhalten werden, die jedoch als Monotherapie in Zell-basierten oder
in in vivo Studien keine ausreichende Wirksamkeit demonstrierten.[70. 177, 2101 zyr
Identifizierung neuartiger und zellular aktiver Verbindungen gegenuber der
wirkstoffresistenten EGFR-Variante sollte eine Durchmusterung der laborinternen
Substanzbibliothek mit Hilfe der kirzlich etablierten Screening-Einheit RASPELD
erfolgen. Im folgenden Kapitel wird die Relevanz des Hochdurchsatz-Screenings in
der Wirkstoffforschung thematisiert, Vor- und Nachteile des Ansatzes diskutiert und
die Screening-Einheit RASPELD vorgestellt, bevor auf die Ergebnisse der
Screening-Kampagne gegenuber der wirkstoffresistenten EGFR-Variante
eingegangen wird.
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3.4.2. Exkurs: RASPELD - eine akademische Screening-Einheit

Zur ldentifikation neuer Leitstrukturelemente in der Arzneimittelforschung wurden in
den letzten Jahrzehnten verschiedene Strategien, wie das Fragment-basierte
Wirkstoffdesign (Fragment-based drug design FBDD), das Struktur-basierte Design
(Structure-based drug design SBDD), das Vvirtuelle Screening und das
Hochdurchsatz-Screening (High-throughput screening HTS) etabliert und
erfolgreich verfolgt.?*!l Jede dieser Herangehensweisen weist Vor- und Nachteile
in Bezug auf Anwendbarkeit, Kostenintensitat, Zeit- und Arbeitsaufwand auf. Eine
Analyse der hit-to-clinical Paare, die in den Jahren 2016 und 2017 im Journal of
Medicinal Chemistry beschrieben wurden, ergab, dass nahezu ein Drittel der
klinischen Kandidaten aus HTS-Kampagnen stammten (Abbildung 3-38).[212
Grundsatzlich steht Screening, Hochdurchsatz-Screening oder heutzutage sogar
das  Ultra-Hochdurchsatz-Screening  fur  die  Durchmusterung  einer
Substanzbibliothek im Hochdurchsatzformat hinsichtlich einer bestimmten
pharmakologischen Eigenschaft. Hierbei nimmt die Erstellung von biologisch
relevanten Assaysystemen, die zuverlassige, reproduzierbare und robuste Daten
generieren, eine Schlusselrolle ein. Ein grofRer Vorteil des Hochdurchsatz-
Screenings ist das breite Anwendungsgebiet, zumal kein Vorwissen uber die
Struktur oder die Beschaffenheit der Bindetasche erforderlich ist, wie etwa beim
Struktur-basierten Design oder dem virtuellen Screening.[?13l

bekannt (43%)

B HTS (29%)

M SBDD (14%)
gerichteter Screen (8)
FBDD (5%)

DEL (1%)

Abbildung 3-38: Verteilung der verwendeten Strategien, die zur Generierung der Leitstrukturen der
klinischen Kandidaten, die in den Jahren 2016 und 2017 im Journal of Medicinal Chemistry publiziert
wurden, gefuhrt haben. Hierbei wurde ein Grof3teil der klinischen Kandidaten von bekannten
Strukturen abgeleitet (bekannt). Neue Leitstrukturen wurden aus dem Hochdurchsatz-Screening
(HTS), dem Screening von kleinen Substanzbibliotheken (gerichteter Screen), dem Fragment-
basierten Strukturdesign (FBDD), aus DNA-encoded chemical libraries (DEL) und dem Struktur-
basierten Design (SBDD) erhalten.?12

Tatséachlich lasst sich eine Vielzahl zugelassener Wirkstoffe auf Leitstrukturen aus
frihen Screening-Kampagnen der 1990er und 2000er Jahre zurtckfuhren, wie
beispielsweise die Kinaseinhibitoren Gefitinib, Erlotinib, Sorafenib und
Dasatinib.[?14-215]
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Die fortschreitende Automatisierung der Prozesse sowie der Einsatz von Robotern
in Screening-Einheiten haben in den letzten Jahrzehnten dazu gefiihrt, dass die
Datenqualitat deutlich verbessert und die Anzahl der getesteten Substanzen bei
gleichzeitiger Verringerung des Zeitaufwandes stark erhéht werden konnte. Daher
nahm das Screening eine Schltisselrolle in der frihen Phase der Wirkstoffforschung
ein. Aufgrund der Kostenintensitat durch die Beschaffung und Instandhaltung des
Equipments und der Durchfiihrung der eigentlichen Screening-Kampagnen konnten
diese fast ausschlief3lich im industriellen Umfeld oder in gro3en gemeinschaftlichen
Wissenschaftsprojekten, wie der European Lead Factory, durchgefuhrt werden.
Auch im akademischen Bereich ist die Identifikation neuer Leitstrukturmotive und
die Generierung qualitativ hochwertiger Daten zur Leitstrukturoptimierung von
zentraler Bedeutung. Mit dem Aufbau der semi-automatisierten Screening-Einheit
RASPELD (Robotics-Assisted Screening Platform for Efficient Ligand Discovery)
wird eine Alternative zu komplexen voll-automatisierten Screening-Einheiten
vorgestellt, die durch die Implementierung von hochwertigen HTS-Elementen in
einen vereinfachten Arbeitsablauf, die Durchfiihrung von Screening-Kampagnen im
akademischen Umfeld mit hoher Effizienz innerhalb eines angemessenen
Zeitrahmens ermoglicht (siehe Abbildung 3-39 A).[?1¢] Insgesamt besteht RASPELD
aus sechs Kernkomponenten, die nicht nur die Durchfihrung einer Screening-
Kampagne, sondern auch die darauffolgenden zum Teil orthogonalen
Hitvalidierungen und Optimierungsstudien einschlielen. Ein besonderes
Augenmerk bei der Etablierung der Screening-Einheit lag auf der Gewahrleistung
einer hohen Datenqualitat in Verbindung mit einer mdglichst einfachen
Handhabung. Im Folgenden wird naher auf die sechs Kernkomponenten, (1) die
Substanzbibliothek, (2) die Gerate fir das Compound-Handling, (3) die Plattform
mit verfigbaren Assaytechnologien, (4) die Methoden fur orthogonale Folgestudien,
(5) die organische Synthese und (6) die integrierte Datenbank eingegangen.

Herzstlck einer Screening-Einheit ist die Substanzbibliothek, die mit ihrer
Beschaffenheit und Gite den Erfolg einer jeden Screening-Kampagne definiert und
limitiert. Die laborinterne Substanzbibliothek umfasst etwa 35 000 Molekule, die
grof3tenteils kommerziell erworben und durch Substanzen  von
Kooperationspartnern und der in-house Bibliothek erweitert wurden (siehe
Abbildung 3-39 B). Die Auswahl der kommerziell erworbenen Molekile erfolgte
unter dem Aspekt der maximalen Diversitat mit gleichzeitiger biologischer Relevanz
der Substanzen. Hierzu wurde zunéachst ein pan-assay interference compounds
(PAINS) Filter angewendet und in einem nachsten Schritt die Verbindungen
hinsichtlich der Lipinski Rule of five selektiert. Letztlich wurden die Molekile
ausgewabhlt, die einen maoglichst groRen chemischen Raum abdeckten.[?17-218]
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Screening-Kampagne zur Identifizierung neuer Leitstrukturmotive
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Abbildung 3-39: A: Ubersicht iiber die Kernkomponenten von RASPELD (Robotics-Assisted
Screening Platform for Efficient Ligand Discovery) und skizziertem Arbeitsablauf einer Screening-
Kampagne zur Adressierung von biologischen Fragestellungen im Bereich der Krebsforschung mit
den Zielen der Identifikation neuer Leitstrukturmotive, der Leitstrukturoptimierung oder der
Generierung von Sondenmolekiilen. Die Kernkomponenten stellen die Substanzbibliothek mit Giber
35 000 Molekilen, die Gerate fur das Compound-Handling, die Plattform mit den verfigbaren
Assaytechnologien, die Methoden fiir orthogonale Folgestudien, die organische Synthese und die
integrierte Datenbank dar. B: Ubersicht (iber die Herkunft der Substanzen, wobei festzuhalten ist,
dass der Grofdteil der Verbindungen kommerziell erworben und durch die in-house Bibliothek
erweitert wurde. C: Vergleich der Verbindungen (aufgeteilt nach Herkunft) in Bezug auf deren
Molekulargewicht, die Anzahl der Stereocenter und die Anzahl der aromatischen Ringe. Die
Abbildungen wurden nach Wolle et al. adaptiert.[216]
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Werden die Substanzen anhand ihrer Herkunft in Gruppen eingeteilt, offenbaren
sich distinkte Trends beziglich des Molekulargewichts, der Anzahl der
aromatischen Ringsysteme und der Anzahl der Stereozentren (siehe
Abbildung 3-39 C). So weisen beispielsweise die kommerziell erworbenen
Verbindungen ein geringeres Molekllgewicht als die Substanzen der in-house
Bibliothek oder die Substanzen von Kooperationspartnern auf. Dies ist auf die
optimierten wirkstoffahnlichen Molekulstrukturen zuriickzufiihren. Dartber hinaus
wird deutlich, dass in einigen Kooperationsprojekten mit Naturstoffen gearbeitet
wurde, welches sich in der vergleichsweise hohen Anzahl der Stereozentren
widerspiegelt. Um die Diversitat der Substanzbibliothek unter dieser Pramisse zu
erweitern, wurden sp3-reiche Substanzen der Firma Edelris erworben, die
vergleichsweise wenige aromatische Ringsysteme beinhalten. Das Compound-
Management, angefangen bei der Registrierung der Substanzen, der Vergabe von
2D-Barcodes, dem Erstellen von Stock-Losungen Uber die Generierung von
Mikrotiterplatten fur Assay-Experimente bis hin zur Langzeitlagerung der
Substanzen, wurde in Zusammenarbeit mit der COMAS- (Compound Management
and Screening) Gruppe am MPI Dortmund durchgefihrt. Einen zentralen Aspekt
nimmt hierbei die Qualitatskontrolle beziglich der Reinheit und Identitdt der
kommerziell erworbenen Substanzen ein und wird durch LC/MS Analysen
regelmaRig dberpruft. Die anschlieende Lagerung der vorbereiteten Assay-
Mikrotitelplatten erfolgt laborintern bei -80 °C.

In dem laboreigenen Screening-Labor erlauben mehrere Mikrotiterplatten
Dispenser (Thermo Fisher), der ECHO 520 Liquid Handler (LabCyte) und zwei
Plattenlesegerate (Envision Multimode Plate Reader (PerkinElmer) und der Infinite
M21000 Micro Plate Reader (Tecan)) das Screening im Hochdurchsatz-Format. Die
Mikrotiterplatten Dispenser ermdglichen den robusten, schnellen Transfer von
Protein- und Pufferldsungen sowie Zellsuspensionen im puL-MaRstab und erlauben
so das zeitgleich Arbeiten mit vielen Mikrotiterplatten. Der Compound-Transfer von
den vorbereiteten Mikrotiterplatten in die eigentlichen Assay-Platten wird kontaktlos
mit dem ECHO 520 Liquid Handler vorgenommen, wobei mithilfe von akustischen
Signalen prazise Tropfen im nL-Bereich von der einen in die andere Platte Uberfuhrt
werden. Weiterhin ermdglicht der ECHO 520 Liquid Handler den Gebrauch von
verschiedenen Plattenformaten und wird beim Primérscreen, wobei meist einzelne
Konzentrationen der Verbindungen transferiert werden und auch innerhalb von
Folgestudien zur Generierung von seriellen Verdiinnungsreihen der Verbindungen
eingesetzt. Die Vorteile eines solchen Systems sind vielzahlig, zum einen wird ein
hohes MalR an Reproduzierbarkeit erreicht, zum anderen wird vergleichsweise
wenig von der zu untersuchenden Substanz verbraucht und zuséatzlich ist der
Zeitumfang fur die Generierung von beispielsweise 22 seriellen Verdiinnungsreihen
mit 10 min. sehr gering.

AulRerdem  bieten die vorhandenen  Plattenlesegerdte ein  breites
Anwendungsspektrum und sind mit diversen Assaytechnologien kompatibel,
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sodass das Auslesen von Fluoreszenzintensitaten, der Fluoreszenzpolarisation,
zeitaufgeldster Fluoreszenz (TRF) und TR-FRET, Lumineszenz und der Absorption
maoglich ist. Im Vergleich zu industriellen Screening-Plattformen wurde an dieser
Stelle bewusst auf die automatische Roboter-gestitzte Vernetzung der einzelnen
HTS-Elemente verzichtet, die sich als sehr wartungs- und kostenintensiv darstellt.
Die Kernkomponenten, d.h. die Mikrotiterplatten Dispenser, der ECHO 520 Liquid
Handler und die zwei Plattenlesegerate entsprechen dem neusten industriellen
Standard. Wie zuvor beschrieben, wurden alle Elemente innerhalb der Screening-
Einheit hinsichtlich eines breiten Anwendungsspektrums ausgewaéhlt, sodass
diverse Mikrotiterplatten-Formate verwendet werden konnen und eine
Kompatibilitat mit verschiedenen Assaytechnologien auf biochemischer und Zell-
basierter Ebene geboten wird. Aufgrund der bearbeiteten Fragestellungen in
unserem Arbeitskreis, wird haufig auf aktivititsbasierte Testsysteme wie dem
kommerziell erhaltlichen HTRF KinEASE Assay (CisBio) oder den ADP-Glo Kinase
Assay (Promega) zurtickgegriffen. Fur Zell-basierte Untersuchungen wird der
Viabilitats-basierte CTG Assay (Promega) herangezogen. Zusatzlich konnten in den
letzten Jahren laborintern verschiedene Assaysysteme zur Detektion von
Konformationsanderungen, die mit einer Ligandenbindung einhergehen, fir
verschiedene Proteinklassen wie Kinasen, Phosphatasen und Kernrezeptoren
etabliert werden, die auch HTS-fahig sind.[179: 2192221 \Weiterflihrende nicht HTS-
fahige Untersuchungsmethoden wie beispielsweise die Durchfiihrung von
Bindungsstudien mittels Oberflachenplasmonen-Resonanzspektroskopie (surface
plasmon resonance, SPR), Western-Blot Analysen oder die Proteinkristallographie
stehen fir detaillierte Validierungsstudien zur Verfugung. Letztendlich kénnen
mithilfe der organischen Synthese kleine fokussierte Substanzbibliotheken
generiert werden, um initiale Struktur-Aktivitats-Beziehungen zu erstellen und diese
dann in weiteren Optimierungszyklen zu elaborieren. Um die Ergebnisse aus
Screening-Experimenten und Leitstrukturoptimierungen zuverlassig, effizient und
schnell zu verarbeiten und mit bereits vorhandenen Informationen zu verknupfen,
wurde die Quattro Datenbank (Quattro Research) installiert, die aus verschiedenen
Modulen besteht. So werden in einem Modul alle Substanzen erfasst, mit einem
anderen werden die Assays verwaltet und in ein weiteres Modul enthalt die Analyse-
Software. Die Datensicherheit wird durch eine Firewall und ein regelmafRiges
Backup der Daten gewahrleistet.

Zusammenfassend ist festzuhalten, dass mit der semi-automatisierten Screening-
Einheit RASPELD eine akademische Plattform etabliert wurde, die es erméglicht
effektiv, in einem angemessenen Zeitraum, robuste Screening-Kampagnen
durchzufihren.
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3.4.3. HTS zur Identifizierung von EGFR-C797S Inhibitoren

Um neuartige Grundgeriste fur Inhibitoren zur Uberwindung der Osimertinib-
resistenten EGFR-AM/T790M/C797S Variante zu identifizieren, wurde die
laboreigene Substanzbibliothek (>30 000 Compounds) nach aktiven Verbindungen
durchmustert.”™ ™ Aufgrund der schlechten Translation von biochemischer Aktivitét
in zellulare Potenz, die in vorangegangenen Studien beobachtet wurde, wurde auf
ein zellulares Verfahren zurtickgegriffen. Zellulare Screening-Kampagnen sind
deutlich zeitintensiver und komplexer als beispielsweise biochemische Anséatze,
allerdings bieten sie den Vorteil, dass die untersuchten Zielproteine unter
physiologischen Bedingungen getestet und gleichzeitig auch Daten hinsichtlich der
Toxizitat und Zellpermeabilitdt der Substanzen erhoben werden konnen. Im
Rahmen dieses Projekts wurde die PC9-T790M/C797S Zelllinie als Zielstruktur
verwendet, die durch CRISPR/Cas9 Genom-Editierung einer PC9-Zelllinie generiert
und freundlicherweise von der AG Sos zur Verfligung gestellt wurde. Tttt Um den
Einfluss der EGFR-C797S Mutation weiter zu eruieren, wurde die PC9-T790M
Zelllinie als Referenz ebenfalls im Screening untersucht. Zur Durchmusterung
wurde der Viabilitatsassay CTG (Promega) verwendet, der auf der Quantifizierung
des Adenosintriphosphat Gehalts basiert, der sich proportional zur Anzahl der
metabolisch aktiven Zellen verhélt. Die verwendete Infrastruktur wurde im
vorherigen Kapitel erlautert, welche die Verwendung von Mikrotiterplatten mit 384
und 1536 Kavitaten erlaubt. Dabei wirde die Verwendung von Letzteren mit einer
deutlichen Reduktion der bendtigten Verbrauchsmaterialen einhergehen. Erste
Testreihen in diesem Format im zellularen Kontext fiihrten jedoch zu deutlichen
Randeffekten und erlaubten keine adaquate Analyse der Daten, sodass die
Screening-Kampagne in Mikrotiterplatten mit 384 Kavitaten durchgefuhrt wurde.
Zusatzlich ergibt sich aus der Tatsache, dass die Verbindungen in
Einzelmessungen bei 5 uM evaluiert wurden, eine Anzahl von 82 Mikrotiterplatten
pro Zelllinie und somit insgesamt 164 Mikrotiterplatten. Durch den limitierten Platz
im Inkubator musste die Durchmusterung auf 8 Etappen aufgeteilt werden. Um die
Vergleichbarkeit der Daten und die Aussagekraft eines jeden Assayexperiments
nachvollziehen zu kénnen, wurde der sog. Z-Faktor ermittelt. Dieser ergibt sich
durch die Messung von Positiv- und Negativkontrollen aus folgender Formel:

3(ap +0,)

(11)
|ty — ]

Z'=1

o = Standardabweichung (p: Positivkontrolle; n: Negativkontrolle)

1 = Mittelwert (p: Positivkontrolle; n: Negativkontrolle)

****** Durchfiihrung des Screens durch H. Tumbrink (AG D. Rauh, TU Dortmund).

Tt Generierung der Zelllinien durch D. Plenker (AG M. Sos, Abteilung fur Translationale Genomik,
Universitatsklinik Kéln)

108



Im Allgemeinen ist davon auszugehen, dass Z-Faktoren zwischen 0.5 und 1
verlassliche und stabile Daten indizieren, wobei in diesem Screen lediglich
Assayexperimente mit Z'2 0.6 bericksichtigt wurden.[?23l Tatsachlich wurde ein
durchschnittlicher Z-Faktor von 0.75 erreicht, der den industriellen Standards
entspricht (siehe Abbildung 3-40 A).
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Abbildung 3-40: Beurteilung und Analyse des Primarscreens. A: Auftragung der Z'-Faktoren der
einzelnen Screening-Experimente, die die Stabilitdt und Gite der Daten bestatigen
(@Zz'-Faktor = 0.75). B: Verteilung der Aktivitditen der getesteten Substanzen gegeniber der

PC9-T790M/C797S Zelllinie. Alle Verbindungen mit Restaktivitditen <30% wurden als Treffer
gewertet.

Alle Verbindungen, die eine Reduktion der Zellviabilitdt von =270% im Vergleich zur
DMSO-Kontrolle bewirkten, wurden als Treffer definiert. Bei dem Screening der
PC9O-T790M/C797S Zelllinie galt dies fur 148 Verbindungen und im Fall der
PC9-T790M Zelllinie erreichten 136 Substanzen eine Restaktivitat von <30% (siehe
Abbildung 3-41, Abbildung 5-6). Weiterhin erscheint die gewahlte Screening-
Konzentration von 5 pM sinnvoll zu sein, da viele Verbindungen keinerlei Einfluss
auf die Proliferation der Zellen zeigten und eine unselektive Inhibition so minimiert
werden konnte.

Unter den Trefferverbindungen wurden Grundgeruste wie Pyrimidine, Pyridine,
Harnstoff-Derivate und Pyrazole gefunden, die in klassischen Tyrosinkinase-
Inhibitoren ebenfalls vorliegen, dort aber ein anderes Substitutionsmuster
aufweisen.[?24-226] Des Weiteren konnten die tbrigen Trefferverbindungen anhand
ihrer funktionellen Gruppen, wie Dbeispielsweise einer Sulfonamid-Funktion,
Amidfunktion oder einer Nitro-Gruppe, verschiedenen Serien zugeordnet werden.
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Zur Validierung der primaren Screening-Daten und zur Beurteilung der Toxizitat der
Treffersubstanzen wurden ECso-Werte gegentiber sechs verschiedenen Zelllinien
ermittelt. ¥+ Dazu wurde die Potenz gegeniiber den EGFR-mutierten Zelllinien
(PC9, PC9-T790M und PC9-T790M/C797S) determiniert, wobei die die A431, A549
und die H358 Zelllinien als Toxizitats-Kontrollen herangezogen wurden. Zur
Visualisierung der Ergebnisse wurde eine Clusteranalyse mit Hilfe des Programms
SARANEA fiir jede einzelne Zelllinie vorgenommen, wobei die strukturelle Ahnlichkeit
der getesteten Verbindungen anhand von Fingerprints berechnet, die Molekiile
Clustern zugewiesen und mit der entsprechenden Aktivitat, die Uber einen
Farbschema dargestellt wurde, verknipft wurden.??”] Darliber hinaus wurde fir
einen globalen Vergleich der Daten eine Heatmap mit einem Dendrogramm
gekoppelt. Dazu wurde anhand der Fingerprints eine Distanzmatrix basierend auf
dem Tanimoto-Koeffizienten in KNIME generiert und Uber einen Dendrogramm
dargestellt.[?28-229] Durch die Clusteranalyse der PC9-T790M/C797S Daten stellte
sich heraus, dass die selektierten Verbindungen eine diverse und inhomogene
Gruppe bilden und sich nur wenige Substanzen tatsachlich zu einem Cluster
zusammenflugen (siehe Abbildung 3-41). AuRerdem ist auffallig, dass eine Vielzahl
der Molekile, die im initialen Screen bei 5 uM die Viabilitat der Zellen deutlich
eingeschréankt haben, innerhalb der ECso-Bestimmungen keinerlei Aktivitat zeigten
und somit ein sog. falsch positives Messergebnis hervorriefen. Darunter befanden
sich ein Grol3teil der Sulfonamide und Verbindungen, die eine Amidfunktion tragen
(siehe Abbildung 3-41 und Abbildung 3-42). Durch eine genauere Betrachtung der
Treffersubstanzen hinsichtlich reaktiver toxogener Gruppen oder Funktionen, die
mit dem Assay Signal interferieren, wurden weitere Verbindungen flr
Folgeuntersuchungen ausgeschlossen.[?17: 230-231 Hierzu gehoren aromatische
Nitro-Verbindungen, die fur ihre kanzerogene Wirkung bekannt sind und
alkylierende Substanzen, die Micheal-Akzeptorsysteme tragen und innerhalb der
Hitvalidierung eine erhdhte Potenz gegeniiber EGFR-WT Zelllinien zeigten.[232-235]
Als weitere promiskuitive Verbindungen fielen Pyrazole und Thiazole und hier
insbesondere 2-Aminothiazole auf, fir die ECso-Werte im submikromolaren Bereich
sowohl gegeniber den EGFR-mutierten Zelllinien als auch gegeniber den
EGFR-WT Zelllinien festgestellt wurden.[?38] AuRerdem wurde eine EGFR-WT
Aktivitat in Verbindung mit Triazolo-Thiadiazinen wie beispielsweise dem RSL8894
beobachtet, die bisher nicht als sog. frequent hitter in Erscheinung getreten sind
(siehe Abbildung 3-43 und Tabelle 3-8). Jegliche Substanzen, die ein
vergleichbares Profil zeigten und keine Selektivitdt hin zu den EGFR-mutierten
Zelllinien aufwiesen, wurden nicht weiterverfolgt.

HHE Durchfuhrung der Validierungsexperimente durch H. Tumbrink und M. Keul (AG D. Rauh, TU Dortmund)
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Abbildung 3-41: Ubersicht iiber den Screening-Prozess (oben) und das Clustering der Hitstrukturen
(unten). Urspriinglich wurden mehr als 30 000 Substanzen auf der PC9-T790M/C797S Zelllinie bei
5 uM getestet. Die Verbindungen mit einer Restaktivitdt <30% wurden als Treffer gewertet und in
Validierungsexperimenten untersucht. Das Clustering der Hitverbindungen erfolgte anhand der
chemischen Ahnlichkeit mit Hilfe des Programms SARANEA, wobei die zellulare Aktivitat anhand der
Farbe illustriert wird.221 Die gleichzeitige Testung der Substanzen auf EGFR-WT Zelllinien
ermdglichte die Beurteilung der Zytotoxizitdét der Verbindungen, sodass schlussendlich 5
interessante Strukturen gefunden wurden.
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Abbildung 3-42: Dendrogramm mit kombinierter Heatmap zur Visualisierung der Ergebnisse der
Hitvalidierung. Alle Substanzen mit einer Restaktivitdt <30% wurden auf drei EGFR-WT Zelllinien
(1: A431, 2: A549, 3:H358) und drei EGFR-mutierten Zelllinien (1: PC9, 2: PC9-T790M,
3: PC9-T790M/C797S) getestet. Der ECso-Wert wird durch einen Farbcode wiedergegeben, wobei
die Rohdaten im Anhang (Tabelle 5-5) hinterlegt sind. Das Dendrogramm wurde mit KNIME generiert,
wobei zuerst eine Distanzmatrix anhand der Fingerprints erstellt wurde.[228]
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Abbildung 3-43: Reprasentative Dosis-Wirkungskurven, die im Zuge der Hitvalidierung
aufgenommen wurden. Es werden Ergebnisse einer unselektiven Verbindung gezeigt (links), die
eine sehr hohe zellulare Potenz gegeniber den evaluierten Zelllinien zeigt und ECso-Werte im
nanomolaren Bereich erzielt. Die schlechte Selektivitat fihrte hier zum Ausschluss von weiteren
Evaluierungsstudien. Auf der anderen Seite konnten Verbindungen identifiziert werden, die im
moderaten mikromolaren Bereich die EGFR-mutierten Zellen beeinflussten und keine zellulare
Aktivitat gegenuber den EGFR-WT Ziellinien demonstrierten.

Insgesamt konnten finf Verbindungen identifiziert werden, welche die Viabilitat der
EGFR-mutierten Zellllinien einschrankten, gleichzeitig aber keinerlei Aktivitat
gegenuber den EGFR-WT Zellen demonstrierten (siehe Abbildung 3-43 und
Tabelle 3-8). Darunter befinden sich drei Substanzen mit einem Aminopyrimidin-
Grundgerust, das in bekannten Drittgenerationsinhibitoren das Scharnierregion-
bindende Element darstellt. Auch in diesen Féllen ist es wahrscheinlich, dass die
Verbindungen uber Wasserstoffbriickenbindungen zwischen dem N1/N3-Stickstoff
des Aminopyrimidins und dem Peptidriickgrat des Met793 an die Scharnierregion
der Kinase koordinieren. Aufgrund der hohen strukturellen Ahnlichkeit der
Substanzen mit dem Referenzinhibitor sind diese weniger interessant fur weitere
Optimierungsstudien. Dennoch ist zu erwahnen, dass RSL6586 eine hohere
zellulare Potenz als Osimertinib gegentber der PC9-T790M/C797S Zelllinie
demonstriert und das obwohl es sich hier um eine initiale Trefferverbindung handelt,
die noch nicht optimiert wurde. Interessante Grundgeriiste weisen hingegen die
beiden moderat aktiven Verbindungen RSL12164 und RSL15082 auf, wobei
RSL12164 eine  4,5-Dihydro-1H-Benzoindazol und RSL15082 eine
1,4-Dioxaspiro[4.4]Nonane Grundstruktur tragt, die als solche noch nicht als EGFR-
bindende Elemente beschrieben wurden. Auch die Selektivitdt gegenltber den
EGFR-WT Zelllinien ist vielversprechend. Obwohl die selektierten Verbindungen
zellulare  Aktivitat  zeigten, konnte in  anschlieBenden biochemischen
Untersuchungen mit der isolierten Kinasedomane von EGFR keine inhibitorische
Aktivitdt der Verbindungen beobachtet werden. Ob es sich bei den identifizierten
Substanzen tatsachlich um EGFR-Modulatoren handelt, die nicht die
Kinaseaktivitat, sondern Prozesse wie die Dimerisierung beeinflussen, oder ob die
Verbindungen andere Proteine adressieren, gilt es in weiterfihrenden SPR- oder
Western-Blot Studien zu klaren.
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Tabelle 3-8: Zellulare Charakterisierung einzelner Verbindungen innerhalb der Hitvalidierung gegen
verschiedene EGFR-mutierte und EGFR-WT Zelllinien. Dargestellt ist der ECso-Wert, der in drei
unabhangigen Experimenten in Duplikaten ermittelt wurde; n.b.= nicht bestimmt.
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EGFR WT CTG EGFR CTG
ECso [NM] ECso [NM]
verb. A431 PC9
A549 PC9-T790M
H358 PC9-T790M/C797S
17490 + 8630 1362 + 703
RSL6586 >30000 2983 + 1370
18160 + 16744 1225 + 622
8243 + 1913 2345 + 1053
RSL6822 18002 + 11469 3929 + 472
>30000 2233 + 408
9900 + 1246 4158 + 442
RSL8422 6635 + 931 5296 + 524
12273 + 4239 4127 + 808
96 + 27 123+ 20
RSL8894 156 + 60 97 +2
73+ 22 197 £ 42
>30000 5077 + 1513
RSL12164 >30000 8437 + 2501
>30000 4697 + 1094
8740 + 2120 2680 + 790
RSL15082 6140 + 940 4010 £ 790
14000 + 2370 2590 + 200
634 + 312 <14
Afatinib 1490 + 430 427 + 300
1330 £+ 515 4000 + 780
890 + 430 32+15
Osimertinib 1830 + 260 <14
2840 + 360 3060 + 636
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3.4.4. Zusammenfassung und Ausblick

Zusammenfassend ist festzuhalten, dass die Screening-Plattform RASPELD
erfolgreich etabliert wurde und durch die Implementierung von einzelnen
hochwertigen HTS-Elementen in einen vereinfachten Arbeitsablauf, die
Durchfihrung von aussagekréaftigen Screening-Kampagnen im akademischen
Umfeld ermdoglicht.?16] Ein erster zellularer Screen wurde mit dem Ziel der
Identifikation neuer Leitstrukturelemente gegeniber der Osimertinib-resistenten
EGFR-AM/T790M/C797S Variante vorgenommen. Die dabei generierten Daten
wiesen eine hohe Gute auf, die sich in einem durchschnittlichen Z-Faktor von 0.75
wiederspiegelte. Ebenfalls erscheint eine Trefferrate von 0.4% nachvollziehbar und
entspricht publizierten Daten aus der Industrie. Daruber hinaus konnten in
Hitvalidierungsstudien finf Substanzen identifiziert werden, die einen moglichen
Ansatz fur weitere Untersuchungen darstellen. Weiterhin konnte mit dem RSL6586
eine Verbindung erhalten werden, die keinerlei Aktivitdt gegentuber EGFR-WT
Zellen aufweist und (gleichzeitig die  Osimertinib-resistente  Zelllinie
PCO9-T790M/C797S effektiver inhibiert als Osimertinib. Problematisch ist jedoch die
Tatsache, dass in biochemischen Testungen keine Trefferverbindung eine
inhibitorische Aktivitat gegenuber diversen EGFR-Formen zeigte. Aus diesem
Grund sollten Western-Blot Studien folgen oder gegebenenfalls andere
Zielstrukturen der Verbindungen in Betracht gezogen werden.

115



3.5. Charakterisierung der wirkstoffresistenten EGFR-G724S
Variante

3.5.1. Hintergrund

Eine grof3e Herausforderung bei der Behandlung von NSCLC-Patienten mit
zielgerichteten Kinaseinhibitoren bleibt der Umgang mit wiederkehrenden
Resistenzmutationen. Obgleich in verschiedenen Phase-IlI-Studien Ansprechraten
von 70% in NSCLC-Patienten mit Aktivierungsmutationen in EGFR auf die
Erstgenerationsinhibitoren  Gefitinio und Erlotinib, aber auch auf den
Zweitgenerationsinhibitor Afatinib beobachtet werden konnten, erleiden nahezu alle
Patienten ein Rezidiv, das in 60% der Félle auf die Entwicklung einer sekundaren
Punktmutation (T790M) innerhalb der Kinasedomane von EGFR zurlickzufuhren
ist.142. 184, 186, 237-238] Drittgenerationsinhibitoren, wie beispielsweise Osimertinib,
wurden fur die Adressierung dieser EGFR-T790M Mutante entworfen und konnten
in klinischen Studien Ansprechraten von bis zu 71% im Kontext der T790M-Mutation
erreichen.[63. 239 Aufgrund der guten Vertraglichkeit und hohen Wirksamkeit wurde
Osimertinib kurzlich auch als Erstlinientherapeutikum in EGFR-mutiertem NSCLC
ohne T790M-Mutation zugelassen,l’”] aber auch hier treten Resistenzmutationen
auf, die einen RuUckfall verursachen. Der haufigste Resistenzmechanismus ist die
Substitution des reaktiven Cysteins (Cys797) zu einem Serin, wodurch die
kovalente Modifikation des Proteins durch den Inhibitor nicht mdglich ist und der
Inhibitor an Wirksamkeit verliert (siehe Abbildung 3-44 D).[155. 2401 |m Rahmen eines
Kooperationsprojektes mit der Universitatsklinik Kéln wurde eine weitere neuartige
Mutation innerhalb der Kinasedomane von EGFR nach der Behandlung von
NSCLC-Patienten mit Osimertinib identifiziert, deren zugrunde liegender
resistenzvermittelnder Mechanismus noch nicht bekannt war. Dabei handelte es
sich um die Substitution des Glycins an Position 724 durch ein Serin, das in vier
Patienten nach dem Fortschreiten der Tumorerkrankung unter Osimertinib-
Behandlung nachgewiesen wurde. Bis heute wurde das Auftreten dieser Mutation
in drei weiteren Fallberichten beschrieben, die im Kontext der Progression unter
Osimertinib-Behandlung in NSCLC-Patienten auftraten.?41-2431 Unsere Studie
basiert auf vier Patienten, die initial mit Aktivierungsmutationen in EGFR
diagnostiziert wurden und eine Behandlung mit Erstgenerationsinhibitoren oder
Chemotherapien bis zum Fortschreiten des Tumorwachstums und der Identifikation
der sekundaren Mutation T790M in EGFR erhielten. Drei Patienten wurden
daraufhin unmittelbar innerhalb der AURA Studie mit Osimertinib behandelt und ein
Patient wurde zunachst mit EGF816, nach erneutem Rezidiv aber auch mit
Osimertinib  therapiert. Durch NGS (Next-generation sequencing) des
entnommenen Tumorgewebes der Patienten zum Zeitpunkt der Diagnose, sowie
vor und nach der Behandlung mit Osimertinib konnte der Mutationsstatus der
Patienten genau verfolgt werden (siehe Abbildung 3-44 A und B).
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Interessanterweise konnten in zwei Patienten schon vor Beginn der Therapie mit
Osimertinib niedrige Level der EGFR-G724S Mutation nachgewiesen werden,
wohingegen in den anderen beiden Patienten die EGFR-G724S Mutation erst nach
der Gabe von Osimertinib beobachtet wurde. Festzuhalten ist, dass in allen vier
Fallen nach der Behandlung mit Osimertinib ein hoher bzw. gesteigerter Level der
G724S-Mutation festgestellt werden konnte, der mit einem Verlust der sekundaren
EGFR-T790M Mutation einherging (siehe Abbildung 3-44 A). Eine Ubergreifende
Analyse der Biopsie Ergebnisse von insgesamt 30 Patienten, die innerhalb von
klinischen Studien mit Drittgenerationsinhibitoren wie Osimertinib, Rociletinib und
EGF816 an der Universitatsklinik Koln therapiert wurden, ergab eine Pravalenz der
G724S-Mutation von 12.5%, die damit noch haufiger auftrat als die zuvor
beschriebene C797S-Mutation mit einer Pravalenz von 10% (siehe
Abbildung 3-44 C). Weiterhin ist das Gly724 ein Bestandteil der Glycin-reichen
Schleife, die ein hochkonserviertes Strukturmotiv innerhalb der Familie der Kinasen
darstellt und die variable Region zwischen dem B1- und B2-Faltblatt der Kinase
bildet (siehe Abbildung 3-44 D).[244-2451 Zusammen mit der aC-Helix und der
Aktivierungsschleife ist die Glycin-reiche Schleife entscheidend an der Regulation
der Kinaseaktivitat beteiligt.*3 Durch das Vorhandensein der drei Glycine zeichnet
sich die Glycin-reiche Schleife durch eine hohe Flexibilitdt aus und ist in der Lage
sich nach der Bindung des Co-faktors ATP Uber diesen zu falten und die Bindung
zu stabilisieren. Mutationen innerhalb dieses essentiellen
Sekundarstrukturelements wurden bereits in ABL identifiziert und sind dort mit einer
Stabilisierung der Kinase in einer Konformation assoziiert, die keine Bindung des
Wirkstoffs Imatinib zulasst.[?#6-2471 Bemerkenswert ist, dass die G724S-Mutation
lediglich im Kontext mit aktivierenden Deletionsmutationen in Exon19 und nicht mit
der Punktmutation L858R identifiziert wurde, wobei die Aktivierungsmutationen
(del19 und L858R) in etwa die gleiche Pravalenz aufweisen.!* 182 Insbesondere ist
das aufgrund der raumlichen Nahe der initialen Aktivierungsmutation EGFR-del19
und der erworbenen Mutation EGFR-G724S interessant und lasst die Vermutung
zu, dass die sekundéare Mutation G724S-Mutation explizit einen Einfluss auf das
Interaktionsnetzwerk der EGFR-dell9 Mutante, aber nicht auf das
Interaktionsnetzwerk der EGFR-L858R Mutante ausibt (siehe Abbildung 3-44 D).
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Abbildung 3-44: Auftreten der G724S-Mutation in NSCLC-Patienten nach der Behandlung mit dem
Drittgenerationsinhibitor Osimertinib. A: Graphische Auftragung der Molekularen Fraktionen von
EGFR-T790M und EGFR-G724S (normalisiert auf EGFR-del19) zum Zeitpunkt der Diagnose (TO0),
vor (T1) und nach der Behandlung (T2) mit Osimertinib, die in Patient P1, P3 und P4 beobachtet
wurden. B: CT-Scans des Patienten 3, die vor der Behandlung (T1) und nach der Behandlung (T2)
mit Osimertinib aufgenommen wurden. Die gelben Pfeile markieren Position, an denen die Biopsien
entnommen wurden. C: Saulendiagramm, das die Anteile der aufgetretenen EGFR-
Resistenzmutationen (C797S; G724S) im Vergleich zu EGFR-T790M neg. Resistenzmutationen
zeigt (n=30). D: Darstellung der Positionen der Resistenzmutationen (EGFR-C797S; EGFR-G724S)
und der urspringlichen Aktivierungsmutation (dell9) innerhalb der Bindetasche von EGFR
(PDB:5UWD).

Im Rahmen der Zusammenarbeit von Fassunke, Miller, Keul, Michels, Dammert
und Schmitt et al.[?*® sollte eine umfassende Charakterisierung der erworbenen
G724S-Mutation innerhalb der Kinasedoméane von EGFR vorgenommen werden.
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Ausgehend von den NGS-Ergebnissen 588888 | wurden systematische
Untersuchungen zur Bestéatigung der resistenzvermittelnden Wirkung der Mutation
in vitro und in vivo durchgefihrt. Die Durchmusterung einer fokussierten
Substanzbibliothek sollte weiterhin Einblicke und mdogliche Ansatzpunkte zur
Adressierung dieser EGFR-Variante ergeben. Dartber hinaus erfolgten detaillierte
Bindungsstudien, weiterfilhrende Zell-basierte Untersuchungen ™™™, Computer-
gestlitzte Analysen T ynd in vivo Studien ¥+ zur Aufklarung des
zugrundeliegenden Mechanismus. Im Folgenden werden die erhaltenen
Ergebnisse vorgestellt und diskutiert.

3.5.2. EGFR-G724S - eine Resistenzmutation

Um die Relevanz der identifizierten EGFR-Mutation zu testen, wurden zun&chst
verschiedene Kombinationen der EGFR-Mutationen (del19 und G724S) in NIH-3T3
Zellen uberexprimiert, fur 24 h mit Osimertinib inkubiert und mittels Western-Blot
analysiert.™ Obwohl in den Patienten diverse Deletionsmutationen identifiziert
wurden, wurde in allen folgenden Experimenten die del746_750 Mutation als
reprasentative del19-Mutation verwendet. Die Behandlung der EGFR-del19 Zellen
mit Osimertinib resultierte in einem starken Rickgang des pEGFR-Levels bei einer
Inhibitor-Konzentration von 0.3 uM (siehe Abbildung 3-45 A). Die hohe klinische
Wirksamkeit von Osimertinib gegentuber EGFR-Aktivierungsmutanten konnte somit
in diesem System abgebildet werden. Dahingegen flhrte die Einfihrung der
G724S-Mutation in EGFR, alleine oder in Kombination mit der del19-Mutation, zu
einem erheblichen Aktivitatsverlust des Drittgenerationsinhibitors. In einem
orthogonalen Zell-basierten Assaysystem sollten diese Ergebnisse untermauert
werden. Hierzu wurden Ba/F3-Zelllinien generiert, die ebenfalls EGFR-del19 und
EGFR-del19/G724S uberexprimierten. Das Uberleben dieser murinen Zellen ist
ursprunglich IL-3 abhéangig, kann aber durch das Einbringen von onkogenen
Treiberproteinen wie EGFR IL-3 unabhangig werden.[?*9l Wie erwartet, konnte die
Transformation durch die Insertion der EGFR-Formen beobachtet werden. Die
Ergebnisse des Viabilitats-basierten Assaysystems korrelierten gut mit den oben
beschriebenen Untersuchungen und untermauern die Hypothese, dass es sich bei
der EGFR-del19/G724S Variante um eine Osimertinib-resistente Form des EGFR
handelt (siehe Abbildung 3-45 B).

888888 Analysen der Biopsien, Sequenzierungen sowie statistische Auswertungen wurden von J. Fassunke
(Abteilung R. Bittner, Institut fur Pathologie, Universitatsklinik Kéln) und S. Michels (Abteilung J. Wolf,
Klinik | fir Innere Medizin, Universitatsklinik Kéln) vorgenommen.

******* Zellulare Charakterisierungen wurden von F. Miller und H.L. Tumbrink (AG M. Sos, Abteilung fir
Translationale Genomik, Universitéatsklinik Kéln) durchgefihrt.

Tttt MD-Simulationen durch Y. Albers (AG S. Kast, TU Dortmund) und strukturbasierte Analysen durch
J. Lategahn und M. Keul (AG D. Rauh, TU Dortmund).

HHHE in vivo Studien durch A. Schmitt (AG C. Reinhardt, Universitat KéIn).
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Abbildung 3-45: Die EGFR-G724S Form ist resistent gegentber dem Drittgenerationsinhibitor
Osimertinib. A: Western-Blot Analysen der NIH-3T3 Zellen (leerer Vektor, EGFR-del19, EGFR-
G724S und EGFR-del19/G724S) unter Osimertinib-Behandlung (hach 24 h), wobei das pEGFR und
EGFR (total) Level betrachtet und HSP9O0 als Kontrolle eingesetzt wurde. B: Dosis-Wirkungskurven
von Osimertinib im Kontext von Ba/F3 Zellen, die EGFR-del oder EGFR del19/G724S abhangig sind.
C/D: Ergebnisse der in vivo-Studien mit Mausen, die subkutan NIH-3T3 EGFR-dell9 oder EGFR-
del19/G724S injiziert bekamen. Es wurden vier Kohorten gebildet (EGFR-dell9, Vehikel, n=7
Mause; EGFR-dell9, Osimertinib, n= 8 Mause; EGFR-del19/G724S, Vehikel, n=7; EGFR-
del19/G724S, Osimertinib, n=10). C: Auftragung des Tumorvolumens [mm?] gegen die Zeit (20
Tage). D: Auftragung des Tumorvolumens [mm?3] an Tag 14, wobei jeder Punkt einem Tumor in der
Maus entspricht. Die Signifikanz wurde mit Hilfe des zweiseitigen Student-t-Test berechnet, n.s.:
nicht signifikant.

Mit weiterfihrenden in vivo Studien sollte die Wirksamkeit von Osimertinib
gegeniiber den relevanten EGFR-Varianten eruiert werden.885888 7y diesem Zweck
wurden Xenograft-Modelle herangezogen, wobei eine subkutane Injektion mit
genetisch veranderten NIH-3T3 Zellen (EGFR-dell9 oder EGFR-del19/G724S) in
Nacktmause erfolgte. Nachdem eine Tumorformation beobachtet wurde, fand eine
Behandlung mit Osimertinib (5 mg/kg taglich) oder Vehikeln Giber 20 Tage statt. Die
Wirksamkeit der Behandlung wurde vom Tumorvolumen [mm?3] abgeleitet, dessen
Verlauf in Abbildung 3-45 C und D dargestellt wird. Die Ergebnisse illustrieren
deutlich die Wirksamkeit von Osimertinibo im Kontext von EGFR-
Deletionsmutationen, da im Vergleich zu der Vehikel-Behandlung das
Tumorwachstum signifikant verlangsamt wurde (p=0.027). Bei der Behandlung von

8888888 jn vivo Studien durch A. Schmitt (AG C. Reinhardt, Universitat Koin).
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Tumoren der EGFR-del19/G724S NIH-3T3 Zellen mit Osimertinib ist nahezu kein
Effekt im Vergleich zur Vehikel-Behandlung erkennbar.

Biochemische Studien, bei denen der Einfluss der Inhibitoren auf die isolierte
katalytische Domane des EGFRs betrachtet wird, sollten Aufschluss dartiber geben,
ob die zu untersuchende Mutante einen direkten Einfluss auf die Bindung der
Drittgenerationsinhibitoren an die Kinase hat. Wie in Abschnitt 3.1 beschrieben,
wurden dazu zunachst Assaykonstrukte entworfen, die die Aminoséuren 686-1210
des EGFRs kodieren. Durch ortsspezifische Mutagenese konnten die zu
untersuchenden Mutationen insertiert werden, bevor die Proteine in Insektenzellen
exprimiert wurden und schlussendlich nach einigen Optimierungszyklen der
Reinigungsstrategie in ausreichender Menge und Reinheit erhalten werden konnten
(siehe Abschnitt 3.1.4.2). Daraufhin wurden aktivitatsbasierte Testsysteme (HTRF
KinEASE, Cisbio) fur die beiden EGFR-Mutanten (del19 und del19/G724S) etabliert
und die ermittelten Protein-spezifischen Parameter konnen Tabelle 4-9 entnommen
werden. Durch die gemessene Kinaseaktivitat konnte weiterhin die funktionelle und
damit einhergehend auch die strukturelle Integritat der Proteine bestatigt werden.
Interessanterweise ergaben sich merkliche Unterschiede im ATP-Km der EGFR-
Varianten (siehe Abbildung 3-46). Die Aktivierungsmutante EGFR-dell9 weist
einen ATP-Km von 60 pM auf, der im Vergleich zur Wildtyp-Form deutlich erhoht ist.
Dahingegen sorgt die sekundare, unter Osimertinib aufkommende G724S-Mutation
fur eine Wiederherstellung der hohen Affinitat zu ATP, die mit dem Wildtyp
vergleichbar ist. Ahnliche Beobachtungen machte YuN et al. bei der Untersuchung
der EGFR-L858R/T790M Mutante und postulierte, dass die erhdhte Affinitat zu ATP
und die damit verbundene gesteigerte Konkurrenz zwischen dem Co-Faktor ATP
und dem Inhibitor um die Bindetasche fir die Resistenzentwicklung verantwortlich
sein kann.[?%0
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Abbildung 3-46: Bestimmung des ATP-Kms der EGFR-Varianten: WT, del19 und del19/G724S.

Fur erste 1Cso-Bestimmungen wurde jeweils ein Vertreter der Erst-, Zweit- und
Drittgenerationsinhibitoren ausgewéhlt und auf EGFR-dell9 und EGFR-
del19/G724S getestet (vergleiche Abbildung 3-47 A). Die Resultate zeigten, dass
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der Drittgenerationsinhibitor Osimertinib eine ausgezeichnete inhibitorische Aktivitat
im Kontext der EGFR-del19 Mutante aufweist mit einem ICso-Wert von <1 nM (siehe
Abbildung 3-47 B und C). Auch in Bezug auf die EGFR-del19/G724S-Variante
konnte ein inhibitorischer Effekt der Verbindung beobachtet werden, allerdings lag
der ICso-Wert hier bei nur 34 nM und damit mindestens 30-fach hdher als bei der
EGFR-del19 Mutante. Ein &hnlicher Trend lieferte die Inhibition mit dem
Erstgenerationsinhibitor Erlotinib, der auch eine 40-fach erniedrigte Aktivitat
gegenuber der Doppelmutante im Vergleich zur EGFR-del19 Mutante zeigte. Der
mit Erlotinib strukturell-verwandte Zweitgenerationsinhibitor Afatinib hingegen war
in der Lage die EGFR-del19/G724S Variante im niedrigen nanomolaren Bereich zu
inhibieren und stellt einen interessanten Ansatzpunkt zur Adressierung der
wirkstoffresistenten G724S-Mutante dar. Zusammenfassend lassen die Ergebnisse
verschiedener in vivo und in vitro Studien den Schluss zu, dass die Punktmutation
G724S in Kombination mit der Deletionsmutation in EGFR eine Wirkstoffresistenz
gegenuber Osimertinib bewirkt. Weiterhin wurde hier ein biochemisches
Assaysystem etabliert, das in der Lage ist die im Patienten gefundene
Wirkstoffresistenz abzubilden und kinftig als Grundlage fir weitere Studien zur
Uberwindung der EGFR-del19/G724S Mutante verwendet werden kann.
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Abbildung 3-47: Biochemische Profilierung der EGFR-del19/G724S Mutante. A: Darstellung der
chemischen Strukturen von reprasentativen Erst-, Zweit- und Drittgenerationsinhibitoren. B: Dosis-
Wirkungskurven repréasentativer Erst-, Zweit- und Drittgenerationsinhibitoren auf EGFR-del19 und
EGFR-del19/G724S. C: Ubersicht Uber ICso-Werte reprasentativer Erst-, Zweit- und
Drittgenerationsinhibitoren auf EGFR-del1l9 und EGFR-dell19/G724S. Jeder Wert wurde in drei
unabhéngigen Experimenten in Duplikaten bestimmt, wobei der Mittelwert und die entsprechende
Standardabweichung gezeigt werden.
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3.5.3. Durchmusterung einer fokussierten Substanzbibliothek

Mit Hilfe des zuvor etablierten aktivitatsbasierten Assaysystems sollte im Folgenden
eine Durchmusterung einer fokussierten Substanzbibliothek erfolgen, um mdgliche
Struktur-Aktivitats-Beziehungen zu eruieren und neue Ansatzpunkte fir die
Uberwindung der Wirkstoffresistenz zu identifizieren. Im Rahmen dieser
Untersuchungen wurde der ICso-Wert fur 120 Verbindungen bestimmt, von denen
80 proprietar sind und daher im Weiteren nicht erortert werden. Die verbleibenden
40 ausgewahlten Inhibitoren besal3en ein distinktes EGFR Profil und umfassen alle
klinisch-relevanten Erst-, Zweit- und Drittgenerationsinhibitoren des EGFRs, sowie
allosterische,  EAI-045-verwandte  Inhibitoren.}’”l  Die  Resultate  der
ICso-Bestimmungen zeigten interessante Profile der unterschiedlichen Inhibitor-
Serien (siehe Abbildung 3-48 und Tabelle 5-6). Zum einen fihrte das Einbringen
der G724S-Mutation in die EGFR-del19 Mutante zur Resistenz gegenlber nahezu
allen Erst- und Drittgenerationsinhibitoren und auch allosterische Inhibitoren wiesen
keine inhibitorische Hemmung der Doppelmutante auf. Dagegen konnten fur
Zweitgenerationsinhibitoren wie Afatinib, Poziotinib und Dacomitinib 1Cso-Werte im
unteren nanomolaren Bereich im Kontext der Doppelmutante beobachtet werden.
Initiale Ruckschlisse auf die SAR lasst der Vergleich der inhibitorischen Aktivitat
der Erst- und Zweitgenerationsinhibitoren zu, denn obwohl die beiden Inhibitor-
Klassen das gleiche 4-Aminoquinazolin Grundgerust tragen, zeigten sie signifikant
unterschiedliche inhibitorische Hemmungen der EGFR-del19/G724S Variante. Der
Michael-Akzeptor ist ein besonderes Merkmal der TKIs der zweiten Generation, das
die irreversible Bindung des Inhibitors an das Protein tber eine Alkylierung des
Cys797 ermoglicht und sie von Inhibitoren der ersten Generation unterscheidet.
Infolgedessen kdnnte der kovalente Bindungsmodus ein Charakteristikum sein, das
fur eine erfolgreiche Adressierung der wirkstoffresistenten Form des EGFR
notwendig ist.

Interessanterweise konnte auch ein laborinterner Inhibitor auf Aminoindazol-Basis,
der fir die Adressierung der Turstehermutante des EGFRs entworfen wurde und
daher als Drittgenerationsinhibitor klassifiziert wird, mit geringer nanomolarer
Aktivitat gegen die Doppelmutanten-Kinase identifiziert werden.[*®?1 Allerdings
unterscheidet sich diese Verbindung strukturell von den klassischen
Drittgenerationsinhibitoren und damit einhergehend ist der Bindemodus auch ein
anderer. In Abschnitt 3.5.5 wird auf Grundlage von Strukturmodellen eine mégliche
Erklarung fir diese Beobachtung vorgestellt. Diese Gerustklasse wurde jedoch im
Rahmen dieses Projekts nicht weiterverfolgt.

Vielmehr wurde der Fokus auf die Charakterisierung der &auf3erst potenten
Zweitgenerationsinhibitoren, wie beispielsweise Afatinib und Poziotinib, gelegt.
Obwohl diese Inhibitorklasse eine starke inhibitorische Aktivitdt gegeniber EGFR-
WT besitzt, wodurch Nebenwirkungen wie Durchfall oder Hautausschlag verursacht
werden, st Afatinibo ein von der FDA zugelassener Wirkstoff zur
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Erstlinienbehandlung von EGFR-mutiertem NSCLC und wirde potentiell eine
direkte Umsetzung der hier gewonnenen Ergebnisse in die klinische Praxis fur
Osimertinib-resistente Patienten mit Lungenkrebs ermdglichen.

1. Gen. TKls

2. Gen. TKls

3. Gen. TKls

allosterische
TKis

Abbildung 3-48: Durchmusterung einer
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EGFR-fokussierten Substanzbibliothek. Graphische

Darstellung der ICso-Werte der untersuchten EGFR-Inhibitoren gegentiber der EGFR-del19/G724S
Mutante. Die untersuchten Inhibitoren wurden anhand ihrer Struktur in Klassen eingeteilt (Erst-(grun),
Zweit-(blau) und Drittgenerationsinbitoren (orange) und allosterische EGFR-Inhibitoren (grau). Jeder
Wert wurde in drei unabhéngigen Experimenten in Duplikaten bestimmt, wobei jeweils der Mittelwert

gezeigt ist.
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3.5.4. Detaillierte kinetische Bindungsstudien

Wie zuvor beschrieben, ist die Beurteilung der Inhibitionsstarke von kovalenten
Inhibitoren anhand von ICso-Messungen nur begrenzt mdglich. Aufgrund der
irreversiblen Komplexbildung des Inhibitors mit dem Protein wird Letzteres dem
Flie3gleichgewicht der Reaktion permanent entzogen und erlaubt daher keinen
Vergleich anhand der ICso-Bestimmung. Um die TKIs der zweiten und dritten
Generation im Kontext der EGFR-del19/G724S Mutante n&her zu untersuchen, war
es unerlasslich detaillierte kinetische Bindungsstudien, einschlie3lich der
Bestimmung der Parameter Ki und Kinact, durchzuftihren. Dazu erfolgte die Ki/kinact-
Bestimmung nach KRIPPENDORF et al. Uber zeitabhangige ICso-Messungen, unter
der Annahme, dass die irreversible Bindung in einem zweistufigen Mechanismus
erfolgt.[*6 Der erste Schritt, in dem sich der Inhibitor reversibel an die Kinase lagert,
spiegelt die Affinitdt Ki des Inhibitors zum Protein wieder. In einem zweiten Schritt
wird die kovalente Bindung gebildet, die mit der Ratenkonstante der Inaktivierung
kinact spezifiziert werden kann. In diesen Studien konnten schon anhand der
zeitlichen Verlaufe der ICso-Werte reprasentativer Zweit- (Afatinib) und
Drittgenerationsinhibitoren  (Osimertinib) markante Unterschiede in den
Bindungseigenschaften gegenuber den EGFR-Mutationen del19 und del19/G724S
erkannt werden (siehe Abbildung 3-49). Es ist nicht nur der Fall, dass
unterschiedliche Steigungen im Anfangsbereich der Graphen ermittelt wurden,
sondern auch signifikant unterschiedliche Plateauphasen abgebildet wurden.
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Abbildung 3-49: Zeitabhéangige ICso-Bestimmung der beiden kovalenten Inhibitoren Afatinib und
Osimertinib im Kontext der EGFR-del19 und EGFR-del19/G724S Mutante. Jeder Wert wurde in drei
unabhangigen Experimenten in Duplikaten bestimmt, wobei der Mittelwert mit Standardabweichung
dargestellt wurde.

Fur Untersuchungen der kinetischen Parameter wurden Afatinib und Poziotinib als
reprasentative Zweitgenerationsinhibitoren und Osimertinib und Rociletinib als
Vertreter der TKls der dritten Generation ausgewahlt und die Parameter ICso-, K|
und Kinact flr verschiedene EGFR-Mutanten bestimmt (siehe Tabelle 3-9).
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Tabelle 3-9: Ubersicht tiber ICso-Werte und die kinetischen Parameter Ki, Kinact und Kinact/Ki, die fur
Zweit- und Drittgenerationsinhibitoren fir verschiedene EGFR-Varianten ermittelt wurden. Jeder
Wert wurde in drei unabhangigen Experimenten in Duplikaten bestimmt, wobei der Mittelwert mit

Standardabweichung angegeben ist.

Verbindung EGFR ICso[NM] Ki[nM] Kinact [min] Kinact/Ki
[uMs]
WT <1 <1 0.07 £0.01 >1.2*
L858R <1 <1 0.04 £0.01 >1.2*
Afatinib L858R/T790M 1.3+0.1 19zx0.1 0.13+£0.01 1.07 £ 0.05
dell9 <1 <1 0.05 £ 0.02 >1.2*
del19/G724S 21+1.0 <1 0.03£0.01 >1.2*
WT <1 <1 0.05 £ 0.02 >1.2*
L858R <1 <1 0.01 £0.02 >1.2*
Poziotinib L858R/T790M <1 1.1+£0.1 0.30+0.03 4.42 £ 0.65
dell9 <1 <1 0.07 £0.03 >1.2*
del19/G724S <1 <1 0.02 £0.01 >1.2*
WT 2.3+£0.2 14+ 2.3 0.43+£0.11 0.52 £ 0.05
L858R <1 1.6x+0.3 0.30 £ 0.01 3.24 £ 0.46
Osimertinib L858R/T790M <1 15%£0.1 0.33+£0.06 3.75+£0.39
dell9 <1 <1 0.14 £0.03 >1.2*
del19/G724S 33.7+£3.7 80.4 + 35.7 0.19 £ 0.08 0.04 £ 0.00
WT 22+05 74+7.1 0.18 £0.01 0.04 £ 0.01
L858R 2.0+0.2 1.8x£0.2 0.18 £ 0.05 1.67 £0.32
Rociletinib  L858R/T790M 3.3+0.6 1.7+0.1 0.29 £ 0.05 2.95 + 0.66
dell9 2.3+£0.3 45+£0.1 0.12 £0.01 0.48 £ 0.05
del19/G724S 41.0+£95 164.3 +37.3 0.25 +£0.07 0.03 £ 0.00

Die Resultate der kinetischen Bindungsstudien ergaben wichtige Einblicke in den
G724S-vermittelten Resistenzmechanismus, so schienen beispielsweise die Kinact-
Werte von Osimertinib und Rociletinib gegenuber allen EGFR-Mutanten konstant
zu sein und lassen somit den Rickschluss zu, dass die Rate der Bindungsbildung
der Inhibitoren zum Cys797 nicht negativ durch die Einfihrung der EGFR-G724S
Mutation beeinflusst wurde. Die Daten deuten auflerdem darauf hin, dass die
EGFR-G724S Mutation einen starken Einfluss auf die Bildung des initialen
reversiblen Protein-Liganden-Komplexes im Kontext der TKIs der dritten Generation
ausubt, die sich als weniger affin bindend erwiesen und erhdhte Ki-Werte
(Osimertinib EGFR-del1l9 K; <1 nM; EGFR-del19/G724S K; =80 nM) zeigten. Fur
den Zweitgenerationsinhibitor Afatinibo und den strukturell verwandten Inhibitor
Poziotinib wurden hingegen vergleichbar gute Affinitaten und Ratenkontanten der
Bindungsbildung fir EGFR-WT, EGFR-del1l9 und EGFR-del19/G724S Varianten
bestimmt. Herauszustellen sind die Ki-Werte im subnanomolaren Bereich, die auf
eine starke Affinitat der Inhibitoren zum Protein hindeuten. AbschlieRend ist
festzuhalten, dass der beobachtete Verlust der inhibitorischen Wirksamkeit der
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Drittgenerationsinhibitoren, der bei der Einfihrung der G724S-Mutation in die
EGFR-dell19 Variante beobachtet wurde, auf eine signifikant verringerte reversible
Affinitat der Inhibitoren zum Protein zurtickzufuhren ist und in erhéhten 1Cso-Werten
resultiert. Dabei erfolgt die kovalente Bindungsbildung im Kontext der
Doppelmutante mit analoger Geschwindigkeit wie im Fall der EGFR-del19 Mutante.
Interessanterweise vermittelt die C797S-Mutation auf gegensatzliche Art und Weise
eine Wirkstoffresistenz gegen Osimertinib, indem sie die kovalente Bindung des
Inhibitors zum Protein verhindert. Ferner bestatigen die kinetischen
Bindungsstudien die zuvor vermutete hohe Potenz der Zweitgenerationsinhibitoren
gegeniber der Resistenzmutante und dies sollte im Folgenden in zellularen und in
in vivo Studien untersucht werden.

3.5.5. Weiterfuhrende Zell-basierte Untersuchungen mit Afatinib

Um zu testen, ob die beobachtete hohe Affinitat der TKIs der zweiten Generation
gegenuber der Osimertinib-Resistenzmutation in zellulare Aktivitdt Ubertragen
werden kann, wurde die Wirksamkeit von Afatinib auf NIH-3T3-Zellen, die entweder
EGFR-del19 oder EGFR-del19/G724S uberexprimierten, in CF- (Colony Formation)
Assays determiniert. ™ Dazu wurden die Zellen 20 Tage mit Afatinib oder
Osimertinib behandelt. Ubereinstimmend mit den vorherigen in vivo-Ergebnissen
war Osimertinib nur gegen die Bildung der Kolonien der EGFR-del19-mutierten
Kolonien in submikromolaren Konzentrationen wirksam, nicht aber gegen die
Bildung der EGFR-del19/G724S-mutierte Zellen (siehe Abbildung 3-50 A und B).
Afatinib verhinderte jedoch weitgehend die Bildung sowohl von EGFR-del19- als
auch von EGFR-del19/G724S-mutierten  Kolonien in  submikromolaren
Konzentrationen. So war der wachstumshemmende Effekt von Afatinib im Vergleich
zu Osimertinib in EGFR-del19/G724S-mutierten Zellen signifikant hoher (p= 0,01).

********

Zelluldre Charakterisierungen wurden von F. Muller (AG M. Sos, Abteilung fiir Translationale Genomik,
Universitatsklinik KoIn) durchgefihrt.
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Abbildung 3-50: Sensitivitat der EGFR-del19/G724S Mutation gegeniber TKIs der zweiten
Generation in vitro und in vivo. A: Ergebnisse des CF-(Colony Formation) Assays auf Soft-Agar,
dazu wurden NIH-3T3 EGFR-del19 oder EGFR-del19/G724S Zellen mit Afatinib oder Osimertinib
behandelt und 16 Tage nach der Behandlung wurde die Koloniebildungsrate ermittelt. n.s.: nicht
signifikant, *=p<0.05, **=p<0.01. B: Reprasentative Bilder einiger Kolonien unter Behandlung mit
den Inhibitoren. MaR3stab zeigt 50 um an. C und D: Ergebnisse der in vivo-Studien mit Nacktmausen,
denen subkutan NIH-3T3 EGFR-del19 oder EGFR-del19/G724S Zellen injiziert wurden und 20 Tage
mit Afatinib (20 mg/kg taglich) oder Vehikeln behandelt wurden. C: Auftragung des Tumorvolumens,
das uber 20 Tage jeden zweiten Tag nach Behandlungsbeginn ermittelt wurde, gegen die Zeit.
D: Auftragung des Tumorvolumens, die an Tag 14 ermittelt wurden; Volumenanderungen in der
Afatinib-Behandlungsgruppe (dunkelgrau und rot) wurden mit der behandelten Kontrollgruppe
(hellgrau und hellrot) verglichen. Die Signifikanz wurde mit Hilfe des zweiseitigen Student-t-Test
berechnet. n.s.: nicht signifikant, *=p<0.05, **=p<0.01.

Nachdem die biochemisch beobachtete inhibitorische  Aktivitat des
Zweitgenerationsinhibitors Afatinib in zellularen Assaysystemen bestatigt werden
konnte, stellte sich die Frage, ob diese auch in in vivo Studien translatiert werden
kann.TTTTT1TT Dazu wurden murine Xenograft-Modelle herangezogen, denen, wie
oben beschrieben, EGFR-dell9 oder EGFR-del19/G724S NIH-3T3 Zellen injiziert
wurden. Auch hier bildeten sowohl EGFR-del19- als auch die EGFR-del19/G724S-
mutierten NIH-3T3 Zellen sehr schnell wachsende Tumore in Nacktm&usen (siehe
Abbildung 3-50 C). Wie erwartet, verlangsamte die Afatinib-Behandlung (20 mg/kg
taglich) das Tumorwachstum sowohl in EGFR-del19 (p=0,0192) als auch in EGFR-
del19/G724S (p<0,0001) Tumoren im Vergleich zu Vehikel-behandelten Tumoren
signifikant (siehe Abbildung 3-50 C und D).

THT111T in vivo Studien durch A. Schmitt (AG C. Reinhardt, Universitat Koln).
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Zusammenfassend lasst sich feststellen, dass die sekundare unter Osimertinib
aufkommende EGFR-G724S Mutation die Wirksamkeit von Inhibitoren der dritten
Generation stark reduziert, jedoch die Sensitivitat gegentiber EGFR-Inhibitoren der
zweiten Generation wie Afatinib beibehélt. Die bestehende FDA-Zulassung fur
Afatinib kdnnte die Umsetzung der hier erhaltenen Ergebnisse in die klinische
Anwendung erleichtern.

3.5.6. Strukturbasierte Untersuchungen

Zuletzt erfolgten Strukturanalysen und MD-Simulationen, um den strukturellen
Einfluss der G724S-Mutation auf die Kinasedomane von EGFR zu eruieren und
Ansatze zum Verstandnis der Wirkstoffresistenz gegenuber Erst- und
Drittgenerationsinhibitoren bei gleichzeitiger Sensitivitat gegenuber
Zweitgenerationsinhibitoren zu entwickeln. ¥###+ Wie zuvor beschrieben, ist die
Glycin-reiche Schleife ein hochkonserviertes Sekundarstrukturelement innerhalb
der Familie der Kinasen, das eine intrinsische Flexibilitdt besitzt und eine wichtige
Rolle bei der Bindung von Liganden spielt.[?#4-245 Dartiber hinaus steht das Glycin,
das in diesem Fall zu einem Serin mutiert wurde, in direktem Kontakt mit dem
benachbarten ELREA-Motiv, das wiederum in den betroffenen Patienten einer
Deletionsmutation unterliegt. Die ELREA-Sequenz an sich stellt ein
Schlusselelement bei der Ausrichtung der regulatorischen aC-Helix dar, welche
entscheidend am Ubergang zwischen der aktiven und inaktiven Konformation der
Kinase beteiligt ist. Daher ist es denkbar, dass eine Storung innerhalb dieses
komplexen und engverbundenen regulatorischen Netzwerks auch Veranderungen
in der Bindetasche der Kinase hervorrufen kann. In MD-Simulationen, ausgehend
von einer EGFR-WT Struktur im Komplex mit Osimertinib (PDB:4ZAU), fihrte das
Einbringen der G724S-Mutation zu einer deutlichen Verschiebung des ELREA-
Motivs verglichen mit der simulierten Wildtyp-Form der Kinasedoméne. In der Tat
induzierte die G724S-Mutation eine erhdhte dynamische Flexibilitdt nicht nur im
ELREA-Motiv, sondern auch in der Glycin-reichen Schleife und in der aC-Helix im
Vergleich mit der simulierten Wildtyp-Struktur (siehe Abbildung 3-51 A). Vorrangig
stellt sich im Kontext der identifizierten Wirkstoffresistenz aber die Frage nach der
Auswirkung der G724S-Mutation auf die EGFR-del19 Variante. In Arbeiten von
SHAN et al. wurde gezeigt, dass die EGFR-del19 Mutation auch einen erheblichen
Einfluss auf die Dynamik der Glycin-reichen Schleife und der aC-Helix hat und nicht
mit der Wildtyp-Form vergleichbar ist. Daher wurden ferner die entsprechenden
Systeme EGFR-del19 und EGFR-del19/G724S simuliert (siehe Abbildung 3-51 B).
Herauszustellen ist, dass trotz der erheblichen Stérung des Systems durch das
Entfernen der ELREA-Sequenz auch fur die EGFR-del19/G724S Form im Vergleich
zur EGFR-dell9 Variante eine erhodhte Flexibilitat insbesondere innerhalb der

HHHE MD-Simulationen durch Y. Albers (AG S. Kast, TU Dortmund) und strukturbasierte Analysen durch
J. Lategahn und M. Keul (AG D. Rauh, TU Dortmund).
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Glycin-reichen Schleife erkennbar ist. Es deutet sich an, dass die mutierte Ser724-
Seitenkette in dem regulatorischen Netzwerk, bestehend aus der aC-Helix, der
Glycin-reichen Schleife und dem Ubergang zwischen dem B3-Faltblatt und der
aC-Helix, eine erhdhte Flexibilitdt sowie eine veranderte Konformation der Glycin-
reichen Schleife induziert.
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Abbildung 3-51: MD-Simulation der G724S-Mutation. A: Vergleich der MD-Simulationen von
Osimertinib-gebundenem EGFR-WT (links) und EGFR-G724S (rechts) (basierend auf PDB: 4ZAU).
B: Vergleich der MD-Simulationen von Osimertinib-gebundenem EGFR-dell9 (links) und
EGFR-del19/G724S (rechts) (basierend auf PDB: 4ZAU).

Mit dem Ziel, die Resistenzmutation auf molekularer Ebene weiter zu
veranschaulichen, wurde ein Alignment eines an EGFR-gebundenen TKIs der
dritten Generation (Rociletinib, PDB: 5UWD, siehe Abbildung 3-52 A) mit einer
Kristallstruktur einer Exon20-mutierten Form des EGFR (PDB: 4LRM)
durchgefuhrt.['®5 251 Die  rontgenkristallographischen  Studien an der
Exon20-Mutante weisen ebenfalls ein gestortes Netzwerk der Wechselwirkungen
zwischen der regulatorisch wichtigen aC-Helix, des angrenzenden ELREA-Motivs
und der Glycin-reichen Schleife auf und zeigen so eine Analogie zu der
untersuchten G724S-Mutante.[*® Der strukturelle Vergleich deutet darauf hin, dass
die Glycin-reiche Schleife in einer Konformation existieren kann, die mit der
Inhibitorbindung der dritten Generation nicht kompatibel ist. In dem Modell zeigt sich
ein sterischer Konflikt zwischen dem Acrylamid-Linker von Rociletinib oder dem
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Methylindol-Rest von Osimertinib mit den B1- und B2-Faltblattern angrenzend an
die Glycin-reiche Schleife (siehe Abbildung 3-52 B). Gleichzeitig zeigt das
Strukturmodell keine Hinweise auf vergleichbare sterische Konflikte der Bindung
von TKIs der zweiten Generation sowie des Aminoindazol-basierten Inhibitors
(siehe Abbildung 3-52 C und D). Somit sind die Ergebnisse in guter
Ubereinstimmung mit den biochemischen Studien (vergleiche Abschnitt 3.5.3), die
eine potente Inhibition durch diese Inhibitoren zeigten.

A B

delE746-A75

G724S

Abbildung 3-52:  Strukturbasierte  Modelle zum  Verstédndnis der unterschiedlichen
Bindungsaffinitaten der Zweit- und Drittgenerationsinhibitoren. A: Darstellung der Bindetasche von
EGFR im Komplex mit Rociletinib (PDB: 5UWD). B: Uberlagerung der beiden Komplexstrukturen fiir
den Vergleich der Bindetaschen (5UWD in blau und 4LRM in weil), wodurch mégliche sterische
Hinderungen bei der Bindung eines Drittgenerationsinhibitors zur mutierten EGFR-Variante sichtbar
werden. C: Struktur einer Exon20-Mutante des EGFRs im Komplex mit einem 4-Aminoquinazolin-
basierten TKI (PD168393, PDB:4LRM). D: Alignment des Aminoindazol-basierten Inhibitors (aus
einem cSrc-Modell basierend auf PDB: 5D11, farbig) mit der Bindetasche der EGFR Exon20
Mutante (weil3, PDB: 4LRM), die eine tolerierte Bindung von Aminoindazol-basierten TKIs offenbart.

131



Gestltzt wird das Strukturmodell und die Hypothese, dass die G724S-Mutation
besonders in Kombination mit der EGFR-dell19 einen distinkten Einfluss auf die
Struktur der Kinasedomane ausitibt durch:

A. die Tatsache, dass die G724S-Mutation in keinen in vitro-Screening
Experimenten zur Identifikation von unter Osimertinib-aufkommenden
Mutationen gefunden wurde. Denn in diesen Experimenten wurde die
Punktmutation L858R als initiale Aktivierungsmutation in EGFR verwendet
und eben nicht die EGFR-del19 Mutation. 58]

B. Arbeiten von BROWN et al., die zeigen konnten, dass die L858R/G724S-
Mutante sensitiv auf die Inhibition von Osimertinib reagiert, sodass die hier
untersuchte Wirkstoffresistenz nachweislich auf dem Zusammenspiel der
G724S-Mutation mit der EGFR-del19 Mutation beruht.[252

3.5.7. Zusammenfassung

In den letzten Jahren konnten immense Fortschritte durch die Entwicklung von
zunehmend hochpotenten und selektiven Inhibitoren von mutierten Treiber-
Onkogenen erzielt werden. Ein Paradebeispiel daftr ist der klinische Erfolg des
EGFR-L858R/T790M-selektiven Drittgenerationsinhibitors Osimertinib. Trotz dieser
Fortschritte  stellt die  Entstehung von  Wirkstoffresistenzen  gegen
Prazisionstherapeutika nach wie vor eine grof3e klinische Herausforderung im
Kontext der Behandlung von NSCLC dar. Im Rahmen dieses Projektes wurde in
einer Gruppe von NSCLC-Patienten, die zunédchst auf die Behandlung mit
Osimertinib ansprachen, nach einer Zeit aber einen Ruckfall erlitten, eine Selektion
von EGFR-T790M-negativen, aber EGFR-del19/G724S-positiven Subklonen
beobachtet. In orthogonalen zellbasierten in vitro- aber auch in vivo- Studien konnte
die Wirkstoffresistenz bestétigt werden. Weiterhin konnten fur biochemische
Untersuchungen entsprechende EGFR-del19 und EGFR-del19/G724S Varianten in
Insektenzellen exprimiert und isoliert werden. Auch auf der biochemischen Ebene
konnte die Wirkstoffresistenz der EGFR-dell9/G724S Mutante gegenuber
Osimertinib abgebildet werden, sodass das etablierte Assaysystem im Folgenden
als Grundlage fir Screening-Experimente genutzt werden konnte. Die
Durchmusterung einer fokussierten Substanzbibliothek ergab eine Resistenz der
EGFR-del19/G724S Form gegenuber nahezu allen Erst- und
Drittgenerationsinhibitoren, die durch die Einfihrung der G724S-Mutation eine um
den Faktor 30 verminderte inhibitorische Aktivitat zeigten. Weiterhin konnten
Zweitgenerationsinhibitoren wie Afatinib und Poziotinib als potente Verbindungen
identifiziert werden, fur die in kinetischen Profilierungen eine hohe Affinitat
(Ki<1 nM) gegenuber den klinisch-relevanten EGFR-del19 und EGFR-del19/G724S
Varianten determiniert wurde. Im Gegensatz dazu wurde fur Osimertinib ein
deutlicher Verlust der Affinitat durch die Einbringung der G724S-Mutation in EGFR-
dell9 festgestellt. Aufgrund der Tatsache, dass konstante Ratenkonstanten der
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Inaktivierung (kinac-Wert) bestimmt wurden und somit kein negativer Einfluss der
G724S-Mutation auf die Ausbildung der kovalenten Bindung ermittelt werden
konnte, wurde angenommen, dass konformationelle Veranderungen innerhalb der
Bindetasche fir die Wirkstoffresistenz gegentber Osimertinib verantwortlich sind.
In weiterfuhrenden invitro- und in vivo-Systemen konnte eine signifikante
Reduzierung der Koloniebildung und des Tumorwachstums von EGFR-
del19/G724S-mutierten NIH-3T3 Zellen durch Afatinib-Behandlung erzielt werden.
Zuletzt wurden Strukturanalysen und Computer-gestitzte Modellierungen
vorgenommen, die vermuten lassen, dass die G724S-Mutation eine Konformation
der Glycin-reichen Schleife induzieren kann, die mit der Bindung von TKIs der
dritten Generation nicht kompatibel ist, wahrend die Bindung der
Zweitgenerationsinhibitoren weiterhin moglich ist. Ausgehend von diesem Modell
durfte die G724S-Mutation keine Resistenz gegenuber den
Erstgenerationsinhibitoren Erlotinib und Gefitinib vermitteln, die strukturell eng mit
Zweitgenerationsinhibitoren verwandt sind. Wird allerdings die erhéhte ATP-Affinitat
der EGFR-del19/G724S Variante bericksichtigt, ist es denkbar, dass die Bindung
eines TKIls der ersten Generation zwar toleriert wird, aber eine effektive Besetzung
der Bindetasche erst durch kovalente Inhibitoren erreicht werden kann. Ferner
scheint es ein distinktes Zusammenspiel der G724S-Mutation mit der
del19-Mutation zu geben, die einen Einfluss auf die Kinasedoméne austibt. Arbeiten
von BROWN et al. zeigten, dass die EGFR-Doppelmutante L858R/G724S keine
Resistenz gegeniber Osimertinib vermittelt.[252 In diesem Kontext wéare die Losung
einer Kristallstruktur der EGFR-del19/G724S Variante aul3erst interessant, um die
oben gezeigten Analysen zu bestatigen. Angesichts der steigenden Zahl an
NSCLC-Patienten, die mit Osimertinib behandelt werden, sind die hier vorgestellten
Daten von hoher Kklinischer Relevanz und legen eine Therapie der
EGFR-del19/G724S-mutierten Tumore mit dem zugelassenen Inhibitor Afatinib
nahe.
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4. MATERIAL UND METHODEN

4.1. Allgemeine Anmerkungen

Alle in dieser Arbeit verwendeten Standardchemikalien und Reagenzien wurden
von folgenden Anbietern im analytischen Reinheitsgrad bezogen: Sigma-Aldrich,
Alfa-Aesar, Acros Organics, Carl-Roth, Life Technologies, Merck und VWR.

4.1.1. Verbrauchsmaterialien

Tabelle 4-1: Ubersicht Uber verwendete Verbrauchsmaterialien.

Bezeichnung

24-Well Kristallisationsplatten
96-Well Kristallisationsplatten
Dialyseschlauch
Entsalzungssaulen

FPLC-Saulen

HPLC-Saule

Mikrotiterplatten

Objekttrager
Pipettenspitzen
Serologische Pipetten

Sterilfilter

Zellkulturflaschen

Artikel- und Herstellerangaben

EasyXtal 24-Well Tool X-Seal, Qiagen

TTP Laptech, 96-Well sitting drop iQ plate
Spectra/Por MWCO 12-14 kDa, Spectrumlabs
Polyacrylamide Spin Desalting Columns,
ThermoFisher

Ni-NTA Superflow Cartridge, Qiagen
Glutathione HiCap Cartridge, Qiagen

HiLoad 16/60 Superdex 75, GE Healthcare
Superdex 75 10/300 GL, GE Healthcare

Mono Q Saule 5/50 GL, GE Healthcare
AdvancedBio Desalting-RP, Agilent
Technologies

MICROPLATTE, 384-Well, med. binding, small
volume, weil3, Greiner BIO-ONE
MICROPLATTE, 384-Well, med. binding, big
volume, weil3, Greiner BIO-ONE
MICROPLATTE, 384-Well, med. binding, small
volume, weil3, Greiner BIO-ONE
ZELLKULTUR MICROPLATTE, 384-Well, F-
Boden, weil3, Abdeckplatte, steril, Greiner BIO-
ONE

Countess cell counting chamber slides,
ThermoFisher

Verschieden GroR3en, Starlab

Sarstedt

Filtropur S, 0.2 um, Sarstedt

Filtropur S, 0.45 pum, Sarstedt

TC-Flasche T-25, Sarstedt

TC-Flasche T-75, Sarstedt
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Zentrifugenfiltereinheit

4.1.2. Verwendete Gerate

Amicon Ultra-4/-15, 10 kba MWCO, Merck

Millipore

Tabelle 4-2: Ubersicht tiber verwendete Geréte.

Bezeichnung
Dispergierer

FPLC System
Gelelektrophoresesystem
Hochdruckhomogenisator

Inkubatoren

Kristallplatten-lImager
LC-MS Systeme

Liquid-Handler
Mikroskop
Mikrotiterplatten Dispenser

Mikrotiterplatten-Lesegerat
Pipettierroboter
Plattenschuttler
Spektralphotometer
Sterilbank

Thermocycler
Thermoschdattler
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Artikel- und Herstellerangaben

T18 basic Ultra-Turrax, IKA,

AKTA pure, GE Healthcare
Mini-PROTEAN 3 Cell, Bio-Rad, Hercules

M-110L Microfluidizer Materials Processor,
Microfluidics,

Incubator Shaker Series 126, New Brunswick
Scientific

Temperier-Lagerschrank IPS750, Memmert
Inkubator wtb, Binder

Rock Imager 1000, Formulatrix

Q Exactive™ Hybrid Quadrupole-Orbitrap Mass
Spectrometer, Thermo Fisher Scientific,
Waltham, MA, US;

Nanospray Flex lon Source, Thermo Fisher
Scientific

1100 HPLC-System, Agilent, Santa Clara, CA,
USA mit Finnigan LCQ Advantage Max,
Thermo Fisher Scientific, oder LTQ XL™ Linear
lon Trap Mass Spectrometer, Thermo Fisher
Scientific

ECHO 520 Liquid Handler, LabCyte

FLoid Imaging Cell Station, Thermo Fisher

Multidrop Combi Reagent Dispenser; Thermo
Fisher

Envision Multimode Plate Reader, PerkinElmer
LCP-Mosquito, TTP-Laptech

MixMate, Eppendorf

NanoDrop 2000, Thermo Scientific

Sterilbank Herasafe, Thermo Scientific
Mastercycler Pro, Eppendorf

Thermomixer comfort, Eppendorf



Vakuumkonzentrator
Zentrifugen und Rotoren

Concentrator plus, Eppendorf
Zentrifuge 5804R, Eppendorf

Zentrifuge 5415R, Eppendorf

Zentrifugen und Rotoren

Sorvall Evolutions RC, Thermo Fisher Scientific

SA-600 Fixed Angle Rotor, Thermo Fisher

Scientific

FiberLite F8-6x1000y, Thermo Fisher Scientific
Zellzahler Zellzahler Countess Il, Life Technologies

4.1.3. Verwendete Proteine, Reagenzien, Medien und Kits

Tabelle 4-3: Ubersicht (iber verwendete Proteine, Reagenzien, Medien und Kits.

Reagenz
0,25 % Trypsin/EDTA
Benzonase Nuclease

Alkalische Phosphatase aus dem
Rinderdarm

Cellfectin 1l Reagent

CellTiter-Glo Luminescent Cell Viability

Assay

cOmplete ULTRA Tablets, Protease Inhibitor
DMEM Medium, high glucose, GlutaMAX

DPBS

EX-CELL 405 Serum-Free Medium
FBS Good (Lot: P150605)

FBS Good Forte (Lot: P131102)
Dpnl, Bsu36l, Ncol, BamHI, Hindlll
HTRF KinEASE Assay

Insect GeneJuice Transfection Reagent
PageRuler Plus Prestained Protein Ladder

Penicillin/ Streptomycin
PfuUltra 1l Fusion HS
QIAprep Spin Miniprep Kit
QIAquick PCR Purification Kit
QIAGEN Plasmid Midi Kit

Hersteller

Gibco, Life Technologies
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich

Invitrogen
Promega

Roche

Gibco, Life Technologies
Gibco, Life Technologies
Sigma-Aldrich
PAN-Biotech
PAN-Biotech

New England BioLabs
CisBio

Merck, Millipore

Thermo Scientific

Gibco, Life Technologies
Agilent Technologies
Qiagen

Qiagen

Qiagen

QuikChange Il XL Site-Directed Mutagenesis Stratagene

Kit
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RedTaq DNA-Polymerase Sigma-Aldrich

RPMI 1640 Medium, GlutaMAX
Sf-900 Il SFM Insektenzellmedium

Thrombin
Trypan Blue stain 0,4 %

Sigma-Aldrich

Gibco, Life Technologies
Gibco, Life Technologies

Life Technologies

4.1.4. Verwendete Bakterienstamme und Insektenzelllinien

Tabelle 4-4: Ubersicht iiber verwendete Bakterienstamme und Insektenzelllinien.

Bezeichnung
E. coli XL10 Gold

E. coli DH10EmBacY

E. coli Top10 F°

High Five Cells (BTI-
TN-5B1-4) aus
Trichoplusia ni
Spodoptera frugiperda
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Genotyp

endAl gIinVv44 recAl thi-1 gyrA96
relA1 lac Hte A(mcrA)183 A(mcrCB-
hsdSMR-mrr)173  tetR  F[proAB
laclqZAM15 Tn10(TetR Amy CmR)]

str. K-12 F— A(ara-leu)7697[A(rapA'-
cra’ )] A(lac)X74[A('yahH-mhpE)]
duplication(514341-627601)[nmpC-

gltl] galK16 galE15 el4—(icdWT
mcrA) ¢@80dlacZAM15 recA1 relA1
endAl Tn10.10 nupG rpsL150(StrR)
roh+ spoT1 A(mrr-hsdRMS-mcrBC)
A Missense(dnaA gimS glyQ IpxK
mreC murA) Nonsense(chiA gatZ
fhuA? vyigA ygcG) Frameshift(flnC
mglA fruB)

F'llaclq Tn10(tetR)] mcrA A(mrr-
hsdRMS-mcrBC) ¢80lacZAM15
AlacX74 deoR nupG recA1 araD139
A(ara-leu)7697 galU galK rpsL(StrR)
endA1 A-

Hersteller
Stratagene

Geneva Biotech

Thermo Fisher

Thermo Fisher

Thermo Fisher



4.1.5. Allgemeine L6sungen und Puffer

Tabelle 4-5: Liste der verwendeten Puffer und Losungen; Sofern nicht anders angegeben, wurden

die L6ésungen mit ddH20 angesetzt.
Puffer/Lésung
DNA-Ladepuffer (6-fach)

PBS-Puffer (10-fach)

Farbeldsung fur SDS-PAGE

Laufpuffer fir SDS-PAGE

Probenpuffer fur SDS (4-fach)

Sammelgelpuffer fir SDS-PAGE

Trenngelpuffer fur SDS-PAGE

TAE-Puffer (50-fach)

5x HTRF KinEASE Reaktions-
Puffer

Zusammensetzung
30% Glycerin

0.25% Bromphenolblau
1.4 M NacCl

27 mM KCI

100 mM Na2HPO4

18 mM KH2PO4

pH 7.4 mit HCI

44% (v/v) Ethanol

12% (v/v) Essigsaure

0.15% (w/v) Coomassie Brilliant Blue R 250

25 mM TRIS

190 mM Glycin

0.1% (w/v) SDS

200 mM TRIS pH 6.8
8% (w/v) SDS

40% (v/v) Glycerol
0.4% Bromphenolblau
10% (v/v) B-Mercaptoethanol
0.5M TRIS pH 6.8
0.4% (w/v) SDS
1.5MTRIS pH 8.8
0.4% (w/v) SDS

1 MTRIS pH 8.0

2 M Essigséaure

0.5 M EDTA

50 mM HEPES

5 mM MgClz

0.1 mM NazVOa4

0.02% (w/v) NaNs3
0.01% (w/v) BSA

1 mMDTT

0.01% (v/v) Triton X-100
pH 7.0 bei 4 °C
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HTRF KinEASE Detektionspuffer 50 mM HEPES
0.1% (w/v) BSA
800 mM KF
20 mM EDTA
pH 7.0 bei 4 °C

4.2. Molekularbiologische Methoden

4.2.1. Plasmide

Im Rahmen dieser Arbeit wurden verschiedene EGFR-Konstrukte fir
Kristallisationsstudien und biochemische Assays entworfen und kloniert. Alle
Konstrukte wurden flr die Expression in Spodoptera frugiperda Codon-optimiert
und die Gene wurden bei GeneArt (Thermo Fisher) oder MWG (Eurofins)
synthetisiert. Die EGFR-Kristallisationskonstrukte basieren auf dem Uniprot-Eintrag
P00533 und umfassen die Aminosauren 696 bis 1022. Fir die Expression in
Insektenzellen wurde das Gen in den plEX/Bac3 Transfervektor kloniert und fir eine
effektive Aufreinigung wurde das Konstrukt zusatzlich mit einem N-terminalen
Hexahistidin-Tag modifiziert. Im Anschluss wurden die Klinisch-relevanten
Mutationen T790M und L858R in Kombination oder durch zielgerichtete
Mutagenese eingefugt. Zusatzlich wurden die in Abschnitt 3.1 aufgefihrten
Mutationen, die das Proteinkristallwachstum begiunstigen (V948R und
E865A/E866A/K867A), in die einzelnen Konstrukte eingebracht.

Die EGFR-Assaykonstrukte beruhen ebenfalls auf dem Uniprot-Eintrag P00533
beinhalten aber zusatzlich zur Kinasedoméane noch die C-terminale Doméne, die fur
die katalytische Aktivitat der Kinase von Bedeutung ist (Aminosauren 669 bis 1210).
Das entsprechende Gen wurde in den plEX/Bac5 Transfervektor kloniert, sodass
das Protein N-terminal mit einem GST-Tag ausgestattet war, um die Loslichkeit zu
erhéhen. Zum Schluss wurden die klinisch-relevanten Mutationen L858R, T790M
und C797S durch Mutagenese eingefihrt. In dem letzten Projekt sollten die klinisch-
relevanten EGFR del19 und EGFR del19/G724 dargestellt werden. Diese konnten
nicht unter der Verwendung der bis dahin genutzten Systeme (flashBac-Systems,
Oxford Technologies) erhalten werden, weshalb auf das MultiBac-System (Geneva
Biotech) umgestellt wurde. Dafiir wurden die Gene in den pFG-Transfervektor
kloniert. Ein Sequenzalignment der verwendeten Konstrukte istim Anhang zu finden
(Abschnitt 5.1).
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4.2.2. Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Die Polymerase-Kettenreaktion (engl.: Polymerase chain reaction) wurde zur
Vervielfaltigung von DNA im Rahmen der Uberpriifung einer Ligationsreaktion, der
Vervielfaltigung von DNA-Fragmenten und bei Mutagenesen, verwendet. Dazu
wurden verschiedene Zusammensetzungen und Reaktionsprogramme verwendet,
die im Folgenden aufgelistet werden.

Tabelle 4-6: Zusammensetzung der PCR-Ansétze zur Vervielfaltigung von DNA-Fragmenten und
zur Einfuhrung von gezielten Mutationen mit dem dazugehdrigen Reaktionsprogramm.

Zusammensetzung Reaktionsprogramm

20 ng DNA Templat 1 Denaturierung 95°C 5 min

1x Pfu Ultra Il Puffer 2 Denaturierung 95°C 30s

10 uM Primer | 3 Annealing 57°C 30s

10 pM Primer I 4  Elongation 72°C 120 sec |30 Zyklen
0.5 mM dNTP-Mix 5 Elongation 72°C 10 min

0.2 pL Pfu Ultra I 6 Pause 4°C

DNA-Polymerase

Tabelle 4-7: Zusammensetzung eines PCR-Ansatzes zur Uberpriifung einer gelungenen Ligation
mit dazugehorigem Reaktionsprogramm.

Zusammensetzung Reaktionsprogramm

Bakterienlysat* 1 Denaturierung 95°C 5 min

1x RedTaq Puffer 2 Denaturierung 95°C 30s

10 uM Primer | 3 Annealing 50°C 30s

10 pM Primer I 4  Elongation 72°C 120 sec |30 Zyklen
0.5 mM dNTP-Mix 5 Elongation 72°C 5min

0.5 pL RedTaqg DNA- 6 Pause 4°C

Polymerase

IMaterial einer Kolonie wurde mit einer Pipettenspitze von der Agarplatte gepickt.

4.2.3. Restriktionsverdau

Im Zuge von Klonierungsarbeiten wurde die spezifische Spaltung von DNA mit
High-Fidelity Restriktionsenzymen der Firma NEB nach Herstellerangaben
durchgefihrt. In den meisten Fallen wurden dazu 0.1-3 ug DNA mit Puffer und
Restriktionsenzymen fir 2 h bei 37 °C mit anschlielender Hitzeaktivierung
inkubiert. Sollte danach eine Ligation erfolgen, wurde dem Restriktionsansatz eine
Einheit alkalische Phosphatase aus dem Rinderdarm (Sigma-Aldrich) zugefugt, um
eine Religation des Vektors zu verhindern.
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4.2.4. Reinigung von DNA

Zur Plasmid-Isolierung wurde das QIAspin Miniprep Kit (Qiagen) nach
Herstellerangaben verwendet. Nach Restriktionsansatzen oder PCR-Experimenten
wurden die DNA-Fragmente mithilfe des QIAquick PCR Purification Kit (Qiagen)
gereinigt und mittels Agarose-Gelelektrophorese wurde die Gréf3e tberpruft. Fur die
Bacmid-Isolierung aus E. coli DH10EmBacY Zellen wurde das QIAGEN Plasmid
Midi Kit (Qiagen) nach Herstellerangaben verwendet. Im Anschluss an eine DNA-
Isolierung, wurde eine Konzentrationsbestimmung uber eine Messung der
Absorption bei 260 nm durchgefihrt.

4.2.5. Ligation von DNA-Fragmenten

Die Ligation von DNA-Fragmenten, das heil3t eines linearisierten und
dephosphorylierten Vektors und eines kleineren DNA-Fragmentes, wurde mithilfe
der T4 DNA Ligase (Fermentas) nach Herstellerangaben vorgenommen. Dazu
wurden 50 ng des linearisierten Vektors mit einem 3 bis 7 - fachen Uberschuss des
einzufihrenden DNA-Fragmentes mit 1-fach Ligasepuffer entweder fur 3 h bei RT
oder fur 16 h bei 4 °C inkubiert.

4.2.6. Mutagenese

Um einzelne Punktmutationen, Insertionen oder Deletionen innerhalb einer
Proteinsequenz einzufuihren, wurden mithilfe des QuikChange Il XL Site-Directed
Mutagenesis Kit (Stratagene) ortsgerichtet Basenpaare in den Konstrukten
verandert. Dazu wurde zunachst eine Mutagenese-PCR, wie in Abschnitt 4.2.2
beschrieben, durchgefiihrt. Dann folgte ein Verdau der parentalen Vektor-DNA mit
1 U Dpnl nach Herstellerangaben fir mindestens 3 h bei 37 °C. AnschlieRend
wurden chemisch kompetente E. coli XL10 Gold Zellen mit der DNA transformiert.
Die Plasmid-DNA wurde wie zuvor beschrieben isoliert. Letztlich wurde mithilfe
einer Sequenzierung uberprift, ob die gewlinschte Mutation vorhanden war.

4.2.7. Transformation von chemisch kompetenten Zellen

Im Rahmen von Klonierungsarbeiten, Mutagenesen oder zur Amplifikation von
Plasmid-DNA wurde eine Transformation von kompetenten E. coli XL10/ E. coli
Top10 F*-Zellen mittels Hitzeschocks durchgefiihrt. Dazu wurden 50 pl der
chemisch-kompetenten Zellen auf Eis aufgetaut und mit 1 pL Plasmid-DNA versetzt.
Die Suspension wurde fur eine halbe Stunde auf Eis inkubiert. AnschlieRend
erfolgte der Hitzeschock fir 45 s bei 42 °C. Nachdem erneut 5 min auf Eis inkubiert
wurde, wurden 200 pL auf 37 °C vorgewarmtes LB-Medium hinzugegeben. Dieser
Ansatz wurde nun 60 min bei 37 °C und 250 rpm im Thermoschiittler inkubiert.
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Anschliel3end wurden 100 pL der Zellsuspension auf LB-Agar mit entsprechendem
Selektionsmarker ausplattiert und Gber Nacht bei 37 °C im Brutschrank inkubiert.

4.2.8. Transformation von elektrokompetenten Zellen

Zuerst wurden 10-20ng Plasmid-DNA  zusammen mit 50 puL der
elektrokompetenten E. coli DH1OEmBacY-Zellen in eine vorgekuhlte
Elektroporationskiivette gegeben. Anschlieend wurden die Zellen einem kurzen
Puls hoher Spannung ausgesetzt (Spannung 1.8 kV, Widerstand 200 Q, Kapazitat
25 pF) und sofort mit 900 pL LB-Medium versetzt. Danach erfolgte eine Inkubation
von mindestens 6 h bei 37 °C und 200 rpm in einem Thermoschdttler ohne den
Einsatz von Antibiotika. Zuletzt erfolgte eine Blau-Weil3 Selektion. Dazu wurden die
Zellen auf LB-Agarplatten (50 ug/mL Kanamycin, 10 yg/mL Gentamycin, 10 ug/mL
Tetracyclin, 20 pg/mL x-Gal, 40 uyg/mL IPTG) ausplattiert und mindestens 24 h bei
37 °C inkubiert. Nach erfolgreicher Transposition des Zielgens in die Bacmid-DNA,
was eine Inaktivierung der B-Galactosidase bewirkt, sollten die Bakterien-Kolonien
weil3 bleiben. Mit diesen Kolonien wurde dann, wie in Abschnitt 4.2.9 beschrieben,
weitergearbeitet.

4.2.9. Isolierung der Bacmid-DNA

Hierzu wurden 250 mL LB-Kulturen (10 pyg/mL Gentamycin, 50 ug/mL Kanamycin)
angesetzt und mit einer weil3en Kolonie der LB-Agarplatten aus Kapital 4.2.8
angeimpft. Die Inkubation erfolgte bei 37 °C unter Schitteln fir 24 h. Durch
Zentrifugation bei 4500 g und 4 °C fur 15 min wurden die Zellen geerntet. Danach
wurde die Bacmid-DNA nach Herstellerangaben mithilfe des Plasmid-Maxi-Kits
(Qiagen) isoliert. Die Konzentration der isolierten Bacmid-DNA wurde mit einem
NanoDrop 2000 Photometer bestimmt.

4.3. Proteinexpression in Insektenzellen

Alle Arbeiten mit Insektenzellen wurden unter sterilen Bedingungen in einer
Werkbank mit laminarer Verdrangungsstromung durchgefihrt. Die Insektenzellen
wurden, sofern nicht anders beschrieben, in Schittelkulturen bei 37 °C und 110 rpm
kultiviert. Grundsatzlich wurde darauf geachtet, dass die Passagennummer der
Zellen nach dem Auftauen nicht zu hoch wurde, um eine optimale Proteinexpression
zu gewahrleisten. Zur Proteinexpression wurden in dieser Arbeit zwei
Insektenzelllinien (High Five und Sf9) verwendet. Die Sf9- und die TNAO38-Zellen
wurden in Sf-900 Il SFM Insektenzellmedium und die High five-Zellen wurden in
EX-CELL 405 Medium kultiviert. Im Abstand von drei bis vier Tagen wurde die
Zelldichte und die Zellviabilitat mittels einer Trypanblau-Farbung tberprift. Dazu
wurden 10 pL der Zellsuspension mit 10 pL einer Trypanblau-L6sung gemischt und
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auf einen Objekttrager Uberfuhrt. Die Auswertung wurde mit dem Countess Il
Zellzdhlers  vorgenommen, wobei ausschlieBlich mit Zellenpassagen
weitergearbeitet wurde, die eine Viabilitat von mindestens 90% aufwiesen. In dieser
Arbeit wurden verschiedene Protokolle zur Generierung rekombinanter Baculoviren
verwendet. Das EGFR Assaykonstrukt (pMK15) wund das EGFR
Kristallisationskonstrukt (pMK33) wurden von der Dortmund Protein Facility (DPF,
MPI-Dortmund) nach dem flashBac Protokoll (Oxford Technologies) transfiziert und
bis zur zweiten Generation des Baculovirus prozessiert. Die Virusamplifikation, die
time of harvest (TOH) Analysen, sowie die Expression im praparativen Mal3stab
wurden dann in unserem Labor durchgefihrt. Das EGFR-Kristallisationskonstrukt
(PMK25) wurde nach dem BacMagic Protokoll (Novagen) transfiziert und wird im
Folgenden naher erlautert. Zuletzt wurden die EGFR-Assaykonstrukte
(PMK50/pMK52) entsprechend des MultiBac Protokolls transfiziert. Die
Transfektionen wurden ausschlief3lich in Sf9-Zellen durchgefihrt.

4.3.1. Transfektion

4.3.1.1. BacMagic

Zunachst wurde die Bacmid-DNA, die freundlicherweise von Dr. Yaowen Wu
(seinerzeit CGO) zur  Verfigung gestellt  wurde, mit Bsu36l
Restriktionsendonuklease nach Herstellerangaben (New England Biolabs)
linearisiert. Das auf diese Art vorbereitete Bacmid wurde dann bei 4 °C nicht langer
als 24 h gelagert. Fur die Transfektion wurden 2.5x108 Sf9-Zellen in einer T-25
Kulturflasche ausgesat und eine Stunde bei 27 °C inkubiert, sodass die Zellen an
der Oberflache anwachsen und eine konfluente Zellschicht (Monolayer) ausbilden
konnten. In dieser Zeit wurde der Transfektions-Mix, bestehend aus 2000 ng
Transfervektor, 1000 ng Bacmid-DNA, 16 pL Insect GenelJuice Transfection
Reagent (Merck) und 2.5 mL Sf-900 Ill SFM Medium, hergestellt und mindestens
15 min, aber nicht mehr als 30 min bei Raumtemperatur inkubiert. Im Anschluss
wurde das Medium in den Kulturflaschen durch den Transfektions-Mix ersetzt und
fur mindestens 8 h mit den Zellen bei 27 °C inkubiert. Nach dieser Inkubationszeit
wurden 2.5 mL frisches Medium zu den Zellen gegeben und weitere flnf bis sieben
Tage inkubiert. Zum Schluss wurde der Uberstand vorsichtig von den Zellen
abgenommen und steril filtriert. Er enthielt nun die P1-Virusgeneration und wurde
umgehend fur die Virusamplifikation verwendet.

4.3.1.2. MultiBac

Zur Generierung der ersten Virusgeneration wurden zundchst 400 pL einer
Sf9-Zellsuspension mit einer Zelldichte von 0.8x10° Zellen/mL in einer
Zellkulturplatte (24 Kavitaten) ausgesat und 1 h bei 27 °C in einer Feuchtekammer
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inkubiert. Die Zellen konnten in der Zeit an der Oberflache der Zellkulturplatte
anwachsen. Im Anschluss wurde der Uberstand abgenommen und durch 202 pL
des Transfektions-Mix (200 pL Sf-900 Il SFM Medium, 2 pL Cellfectin 1l Reagent
(Invitrogen) und 1-3 pg der isolierten rekombinanten Bacmid-DNA) ersetzt. Nach
einer weiteren Inkubation in einer Feuchtekammer bei 27 °C (5 h) wurde der
Transfektions-Mix entfernt und durch 400 pL Sf-900 Il SFM Medium ausgetauscht.
Da die transfizierte Bacmid-DNA zusatzlich zu dem Zielprotein auch die
Gensequenz des gelb fluoreszierenden Proteins (YFP) enthielt, konnten anhand der
YFP-Expression Schlussfolgerungen beziglich der Transfektionseffizienz und des
Zeitpunkt der Virusernte gemacht werden. Fir die Beobachtung der Viabilitat und
der Fluoreszenzzunahme durch die YFP-Expression wurde die FLoid Cell Imaging
Station (Thermo Fisher) genutzt, wobei die Fluoreszenz mit dem grinen Filter
(Exzitation: 482 nm, Emission: 532 nm) beobachtet wurde. Sobald die YFP-
Expression in der Mehrzahl der Zellen erkannt wurde (nach 5-7 Tage) wurde der
Uberstand, der nun die erste Virusgeneration enthielt, abgenommen, steril filtriert
und umgehend fir die Virusamplifikation eingesetzt.

4.3.2. Virusamplifikation und Testexpression

Zur Erhéhung der Viruskonzentration (Virustiter) wurden die Viren zunéchst weiter
amplifiziert. Fur die Herstellung der P2-Virusgeneration wurden ausschlief3lich Sf9-
Zellen verwendet, auch wenn die anschlielBende Proteinexpression in High five-
oder TNAO38-Zellen durchgefuhrt werden sollte. Fir die Herstellung der P2-Virus
Losung wurden 10 mL Zellsuspension mit einer Zelldichte von 1x10° Zellen/mL
angesetzt und mit 300 pL Viruslosung (P1) versetzt. Nach viertagiger Inkubation bei
27 °C und 110 rpm, wurden die Zellen abzentrifugiert (3 000 g, 4 °C, 15 min) und
der Uberstand, der die P2-Virusgeneration enthielt, wurde sterilfiltriert. Bis zur
weiteren Verwendung wurde die Viruslésung lichtgeschitzt bei 4 °C, oder fur eine
langfristige Lagerung bei -20 °C und einer Zugabe von 5% FBS, gelagert. Mit der
P2-Virusgeneration wurde zusatzlich eine Testexpression im 10 mL Mal3stab
durchgefuhrt. Dazu wurden 10 mL Zellsuspension mit einer Zelldichte von
1x10°© Zellen/mL angesetzt und mit 300 pL Viruslosung (P2) versetzt. Nach drei
Tagen wurden die Zellen abzentrifugiert, aufgeschlossen und mit einer 1 mL Saule
(Ni-NTA) wurde das Protein gereinigt. Die Proben wurden anschlieRend mithilfe der
SDS-PAGE analysiert. Nach positiver Uberexpression des Zielproteins wurde der
P2-Virus weiter zur dritten und letzten Virusgeneration amplifiziert. An dieser Stelle
wurden die Viren in den Zellen amplifiziert, in denen auch im Anschluss die
Proteinexpression vorgenommen werden sollte. Dazu wurden 100 mL
Zellsuspension mit einer Dichte von 1x108 Zellen/mL angesetzt und diese mit 20 pL
P2-Virus-LOsung versetzt. Die Virusernte erfolgte sobald die Zellen eine Viabilitat
von 60-80% erreicht hatten. Dann wurden die Zellen abzentrifugiert (3 000 g, 4 °C,
15 min), der Uberstand sterilfiltriert und bis zur weiteren Verwendung lichtgeschiitzt
bei 4 °C gelagert.
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4.3.3. Proteinexpression im praparativen Mal3stab

Die Proteinexpression im groBen Mal3stab wurde in 5L Erlenmeyerkolben
durchgefuhrt. Um eine gute Sauerstoffzufuhr zu gewahrleisten, wurden lediglich 700
mL einer Zellsuspension mit einer Dichte von 3x10°8 Zellen/mL (Sf9 Zellen), 1.5x10°
Zellen/mL (High five- und TNAOS38-Zellen) in einem Kolben Kkultiviert. Die
Uberexpression wurde durch die Zugabe von 21 mL der P3-Viruslésung induziert.
Nach dreitagiger Inkubation bei 27 °C und 110 rpm, wurden die Zellen
abzentrifugiert (3 000 g, 4 °C, 15 min) und zwei Mal mit PBS-Puffer gewaschen, um
Reste des Nahrmediums zu entfernen. Das erhaltene Zellpellet wurde bis zur
weiteren Verwendung bei -80 °C gelagert.

4.4. Proteinreinigung
4.4.1. Isolierung der Kristallisationskonstrukte

4.4.1.1. Zelllyse

Das Zellpellet wurde im drei bis vierfachem Volumen des Lysepuffers resuspendiert
und mit Benzonase (Millipore) und einer Tablette des Protease-Inhibitorcocktails
(Pierce, Thermo) versetzt. Das Pellet wurde bis zur vollstdndigen Resuspension bei
4 °C fur mindestens 45 min gerthrt. Danach erfolgte der Zellaufschluss mit Hilfe des
Hochdruckhomogenisators in acht bis zehn Zyklen. Das Zelllysat wurde daraufhin
mit CHAPS (1g/150 mL Zelllysat), einem zwitterionischen Detergens, fir 1 h bei
4 °C geruhrt, um die Ldslichkeit der Proteine zu erhéhen. Mittels Zentrifugation bei
40 000 g bei 4 °C fur 60 min wurden die unléslichen Zellbestandteile abgetrennt und
der I6sliche Uberstand wurde abgenommen und filtriert (PorengréRe 0.45 pum).

Lysepuffer: 600 mM NaCl, 50 mM TRIS, 1mM TECEP, 15 % (v/v) Glycerol, pH 7.5
bei 4 °C

4.4.1.2. Erste Affinitatschromatographie und Dialyse

Zuerst wurde die Ni2*-Affinitatssaule (Qiagen) nach Herstellerangaben gewaschen
und mit Waschpuffer aquilibriert. Bei einer Flussrate von 1-2 mL/min wurde das
filtrierte Zelllysat auf die Saule aufgetragen. Die unspezifisch gebundenen Proteine
wurden durch Waschen der Saule mit 2% Elutionspuffer entfernt. Sobald sich das
UV-Signal stabilisiert hatte, wurde die Elution durch einen linearen Gradienten zu
50% Elutionspuffer in 45 min erreicht. Im Anschluss wurden die proteinhaltigen
Fraktionen mittels SDS-PAGE analysiert und die Fraktionen, die das gewiinschte
Protein enthielten, vereinigt. Zur Abspaltung des His-Tags wurde zu der
Proteinléosung Thrombin hinzugegeben und Uber Nacht bei 4 °C gegen
Dialysepuffer ohne Imidazol dialysiert.
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Waschpuffer: 500 mM NacCl, 25 mM TRIS, 1mM TECEP, 10 % (v/v) Glycerol, pH
8 bei 4 °C

Elutionspuffer: 500 mM NacCl, 25 mM TRIS, 250 mM Imidazol, 1mM TECEP, 10
% (v/v) Glycerol, pH 8.0 bei 4 °C

Dialysepuffer: 250 mM NaCl, 50 mM TRIS, 1mM TECEP, 10 % (v/v) Glycerol, pH
8.0bei 4 °C

4.4.1.3. Zweite Affinitdtschromatographie

Nach der Dialyse wurde die Proteinldsung 15 min bei 4 000 g zentrifugiert und im
Anschluss wurde der Uberstand filtriert (PorengréRe 0.22 uM), um denaturiertes
Protein sowie Schwebepartikel abzutrennen. Die Puffer sowie die
Saulenvorbereitung entsprachen den Angaben aus Abschnitt4.4.1.2. Die
Proteinlésung wurde mit einem Fluss von 1 mL/min auf die Saule aufgetragen.
Durch die Abspaltung des Affinitatsankers im vorherigen Schritt, sollte das
Zielprotein nicht mehr an die Saule binden kdnnen und im Durchfluss der Saule zu
finden sein. Ungespaltenes Protein und unspezifisch-bindende Proteine wurden so
aus der Proteinldsung entfernt. Der fraktionierte Durchfluss wurde zuletzt mittels
SDS-PAGE analysiert und die Fraktionen, die das Zielprotein beinhalteten, wurden
vereinigt und mit einer Zentrifugenfiltereinheit (MWCO 10 kDa) aufkonzentriert.

4.4.1.4. Erste GrolRenausschlusschromatographie

Die zuvor aufkonzentrierte Proteinlosung wurde auf eine nach den
Herstellerangaben gewaschene und mit SEC-Puffer aquilibrierte Gelfiltrationssaule
(HiLoad 16/600 75 pg, GE Healthcare) aufgetragen. Die Auftrennung erfolgte bei
einem Fluss von 1 mL/min. Durch die Verfolgung des UV-Signals bei 280 nm,
konnten die proteinhaltigen Fraktionen identifiziert werden und mittels SDS-PAGE
analysiert werden. Zur Vorbereitung auf die anschliel3ende
Anionenaustauschchromatographie wurde eine erneute Dialyse Uber Nacht bei
4 °C wie in Abschnitt 4.4.1.2 beschrieben (ohne den Zusatz der Protease)
vorgenommen.

SEC-Puffer: 500 mM NacCl, 50 mM TRIS, 1mM TECEP, 10 % (v/v) Glycerol, pH 8.0
bei 4 °C

4.4.1.5. Anionenaustauschchromatographie

Nach der Dialyse wurde die Proteinldsung filtriert (Porengréf3e 0.22 uM) und auf
eine gewaschene und mit Waschpuffer aquilibrierte Mono Q Saule (GE Healthcare)
aufgetragen. Sobald sich das UV-Signal stabilisiert hatte, wurde die Elution durch
einen linearen Gradienten zu 30% Elutionspuffer in 45 min erreicht. Mittels SDS-
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PAGE wurden die proteinhaltigen Fraktionen analysiert und durch LC/MS-
Experimente auf unterschiedliche Phosphorylierungszustande tberprift.

Waschpuffer: 50 mM TRIS, 1mM TECEP, 10 % (v/v) Glycerol, pH 8 bei 4 °C

Elutionspuffer: 1 M NaCl, 50 mM TRIS, 1mM TECEP, 10 % (v/v) Glycerol, pH 8.0
bei 4 °C

4.4.1.6. Zweite GroRRenausschlusschromatographie

Im letzten Schritt wurde ein fur die Kristallisation essentieller Pufferwechsel
vorgenommen. Hierzu wurde eine Superdex 75 10/300 GL (GE Healthcare)
Gelfiltrationssaule mit dem SEC2-Puffer aquilibriert. Die Probe wurde mit einem
Fluss von 0.5 mL/min auf die S&ule aufgetragen und die proteinhaltigen Fraktionen
wurden mittels SDS-PAGE analysiert, aufkonzentriert und far
Kristallisationsansatze verwendet.

SEC2-Puffer: 100 mM NaCl, 25 mM TRIS, 2mM TECEP, 10 % (v/v) Glycerol,
pH 8.0 bei 4 °C

4.4.2. Isolierung der EGFR-Assaykonstrukte

Die in dieser Arbeit generierten EGFR-Assaykonstrukte wurden als Fusionsproteine
mit einem N-terminalen GST-Tag in Insektenzellen exprimiert, um deren Loslichkeit
zu verbessern. Die Zelllyse wurde, wie in Abschnitt4.4.1.1 beschrieben,
vorgenommen. Der einzige Unterschied bestand im verwendeten Lysepuffer
(140 mM NacCl, 2.7 mM KCI, 10 mM NazHPOa4, 1.8 mM KH2PO4, 1% (v/v) NP-40,
pH 7.4).

4.4.2.1. Affinitdtschromatographie

Das filtrierte Lysat wurde auf eine &aquilibrierte Glutathion HiCap Saulenmatrix
aufgetragen. Der Fluss der Probe wurde zwischen 0.2-0.4 mL/min eingestellt, um
eine Bindung des Fusionsproteins an die S&ulenmatrix zu erleichtern. Nach dem
Waschen der Séule und der Stabilisation des UV-Signals, wurde eine Elution des
Zielproteins durch den Elutionspuffer, der reduziertes Glutathion beinhaltete,
eingeleitet. Die proteinhaltigen Fraktionen wurden anschlieBend mit einer SDS-
PAGE analysiert. Zuletzt wurden die Fraktionen, die das Zielprotein enthielten,
mithilfe einer Zentrifugenfiltereinheit (MWCO 35 kDa) aufkonzentriert und
gleichzeitig wurden kleine Proteine (MW <35 kDa) abgetrennt.

Waschpuffer: 140 mM NaCl, 2.7 mM KCI, 10 mM Na2HPO4, 1.8 mM KH2POa,
pH 7.4 bei 4 °C

Elutionspuffer: 400 mM NacCl, 50 mM TRIS, 25 mM reduziertes Glutathion, pH 8.0
bei 4 °C
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4.4.2.2. GrolRenausschlusschromatographie

Die aufkonzentrierte Proteinlosung wurde auf eine zuvor aquilibrierte
Gelfiltrationssaule (HiLoad 16/600 75 pg, GE Healthcare) aufgetragen. Die
Auftrennung erfolgte bei einem Fluss von 1 mL/min. Durch die Verfolgung des UV-
Signals bei 280 nm, konnten die proteinhaltigen Fraktionen identifiziert und mittels
SDS-PAGE analysiert werden. Die Fraktionen, die das Zielprotein enthielten,
wurden vereinigt und erneut mit Hilfe einer Zentrifugenfiltereinheit (MWCO 35 kDa)
aufkonzentriert, bis eine Proteinkonzentration von 1 mg/mL erreicht wurde. Das
gereinigte Protein wurde in flissigem Stickstoff eingefroren und bei -80 °C bis zur
weiteren Verwendung gelagert.

SEC-Puffer: 500 mM NacCl, 50 mM TRIS, 1mM TECEP, 10 % (v/v) Glycerol, pH 8.0
bei 4 °C

4.5. Strukturbiologische Untersuchungen

4.5.1. Kristallisation des EGF-Rezeptors

Ein Ziel dieser Arbeit war es Strukturen neuartiger Liganden im Komplex mit der
Kinasedoméane von EGFR zu l6sen. Ein essentieller und unberechenbarer Faktor
dabei ist die Proteinkristallisation, das heil3t die Identifikation einer Bedingung, bei
der sich die Ldslichkeit des Proteins langsam herabsetzt und es zu einer spontanen
Kristallisation kommt. Fir diese Experimente wurde grundsatzlich bevorzugt das
isolierte Protein nach dem finalen Reinigungsschritt verwendet. Sofern das Protein
zuvor bei -80°C gelagert wurde, so wurde zunachst eine
GroRRenausschlusschromatographie  zur  Abtrennung  oligomerer  Spezies
durchgefiihrt. Dabei wurde eine Superdex 10/30 GL 75 pg (GE Healthcare)
verwendet und das Protein in den Kristallisationspuffer (siehe Abschnitt 4.4.1.6)
Uberfahrt. In initialen Kristallisationsexperimenten wurde nach
Kristallisationsbedingungen gescreent (siehe Abschnitt 4.5.1.1), um dann in einem
nachsten Schritt die gefundenen Bedingungen zu optimieren (siehe
Abschnitt 4.5.1.2). Samtliche verwendeten Puffer und Kristallisationslésungen
wurden vor der Verwendung steril filtriert (0.22 um PorengroRe). Das Protein wurde
auf eine Konzentration von 3-5mg/mL mittels einer Zentrifugeneinheit
aufkonzentriert und fur Ko-Kristallisationsansatze mit dreifachem molarem
Uberschuss des Inhibitors fir 1 h bei 4 h inkubiert. Zur Abtrennung des
maoglicherweise entstandenen Prazipitats wurde die Proteinlésung bei 16 000xg fur
15 min zentrifugiert. Der Uberstand wurde in ein neues Eppendorf GefaR tiberfihrt
und in Kristallisationsexperimenten eingesetzt.
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45.1.1. Screening-Experimente

Um initiale Kristallisationsbedingungen fur die EGFR-Kristallisationskonstrukte zu
finden, wurde auf kommerziell erhéltliche Protein Kiristallisations Kits (JCSG
Core I-IV Suites, JCSG+ Suite, Classics Suite, Qiagen) zuriickgegriffen. Dabei
wurden Kristallisationsplatten mit 96 Kavitaten (1Q Plates, TTP Labtech) eingesetzt.
Zunachst wurden 70 uL der jeweiligen Reservoir-Losungen in die Kavitaten der
Kristallisationsplatte vorgelegt und im Anschluss wurden mit Hilfe des Pipettierroboters
Mosquito Crystal (TTP Labtech) 100 nL der vorbereiteten Proteinlésung und 100 nL
Reservoir-Losung in die entsprechenden Vertiefungen pipettiert. Zum Schluss wurden
die Platten versiegelt und jeweils ein Ansatz bei 4 °C und ein Ansatz bei 20 °C inkubiert.
Die Beobachtung der Tropfen erfolgte mit Hilfe des Kristallisationsplatten-Imagers
(Rock-Maker, Formulatrix).

4.5.1.2.  Optimierung der Kristallisationsbedingungen

Fur die Optimierung der in den Screening-Experimenten gefundenen initialen
Kristallisationsbedingungen (A: 20% PEG 3350, 200 mM NHas-Formiat;
B: 20% PEG 3350, 200 mM MgSOs, jeweils bei 20 °C Inkubationstemperatur)
wurden die puffernden Substanzen, der pH-Wert und die Salzkonzentrationen
variiert. Des Weiteren wurden kommerziell erhdltliche Additive in weiteren
Screening-Experimenten getestet. Als Kristallisationsmethode wurde anschlieRend
die Dampfdiffusion im hangenden Tropfen in Kristallisationsplatten mit 15 Kavitaten
(Easy Xtal Platten, Qiagen) bei 20 °C angewendet, wobei jeweils 1 uL der
Reservoir-Losung mit 1 uL der Proteinlésung gemischt wurde. FUr das
EGFR-T790M/V948R Konstrukt konnte in Ko-Kristallisationsansatzen mit
verschiedenen Inhibitoren ein Kristallwachstum unter folgenden Bedingungen
(17.5-27.5% PEG 3350; 50-200 mM MgSOa4; 2-4% Ethylenglykol) nach 3-10 Tagen
beobachtet werden. Die Kristalle wurden abschliel3end gefischt und ohne weiteren
Cryo-Schutz in flussigem Stickstoff eingefroren.

4.5.2. Kristallisationsstudien mit cSrc

Fir verschiedene Liganden, mit denen keine Kristalle im Komplex mit EGFR
erhalten werden konnten, wurden Kiristallisationsstudien mit cSrc-T338M/S345C
durchgefuhrt. Die grundsatzliche Vorgehensweise kann Abschnitt 4.5.1.2
entnommen werden. Das Protein wurde unter folgenden Bedingungen bei
Raumtemperatur ko-kristallisiert: 10% Ethylenglykol, 10 mM NacCl, pH 7.0.[78]
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4.5.3. Datensammlung

Die Kristalle wurden zunachst an der Rontgenquelle (MICROSTAR RoOntgenquelle,
Bruker AXS Inc., Mar345 Image Plate Detektor, Marresearch GmbH) am Max-
Planck-Institut auf ihr Streuverhalten getestet. Wurde ein fiir Proteine typisches
Streuverhalten beobachtet bzw. ein Salzkristall ausgeschlossen, erfolgte die
weitere Analyse der Kristalle an der Réntgenquelle X10SA der Swiss Light Source
(SLS) am Paul-Scherrer-Institut in Villingen und gegebenenfalls die Aufnahme eines
Datensatzes.

4.5.4. Datenprozessierung

Die Prozessierung der erhaltenen Datensétze erfolgte im ersten Schritt mittels Xbps,
wodurch die gemessenen Reflexe indexiert, integriert und skaliert wurden.[?53 Die
EGFR- sowie die cSrc-Komplexstrukturen wurden mit Hilfe des molekularen
Ersatzes mit PHASER gel6st.[?>4 Fir die c¢Src-Strukturen wurde eine in unserem
Arbeitskreis entstandene Referenzstruktur (PDB: 3D5G) verwendet und fur die
EGFR-Strukturen diente eine hochaufgeldste Struktur (PDB: 5HG8) als Modell.
Durch alternierende Zyklen des manuellen Modellbaus in WINCoOT und
Verfeinerungen mittels PHENIX wurden die Komplexstrukturen gel6st.[255-2571 Die
Generierung der Topologien der Liganden fiir den korrekten Einbaus des Liganden
erfolgte mit Hilfe des Dundee PRODRG-Servers.[?>8] Die verfeinerten Strukturen
wurden im Anschluss mit dem PDB-Server validiert.[?>? Zur Visualisierung und zur
Strukturanalyse, sowie fur die Erstellung von Abbildungen wurde in dieser Arbeit die
Software PymoL verwendet.[260]

4.6. Biochemische Charakterisierung

Einen weiteren wesentlichen Aspekt dieser Arbeit stellte die biochemische
Charakterisierung von Molekilen, im Hinblick auf deren inhibitorischen Effekt
gegenuber Kinasen, dar. Hierzu wurde auf das kommerziell erhéltliche
Assaysystem KIinEASE der Firma Cisbio zurtickgegriffen, das auf der HTRF
(Homogeneous Time-Resolved Fluorescence) Technologie beruht. Mit Hilfe dieses
Aktivitats-basierten Systems sollten zum einen ICso-Werte ermittelt werden, aber
auch detaillierte kinetische Studien zur Bestimmung der Bindungsaffinitat Ki und der
Rate der Inaktivierung kinact einiger ausgewahlter Verbindungen durchgefihrt
werden.  Prinzipiell beruht die Methode auf der Messung des
y-Phosphatgruppentransfers von ATP auf ein artifizielles Substratpeptid (siehe
Abbildung 4-1). Dafir wurde zuerst ein Inhibitor mit der Kinase prainkubiert, dann
wurde die Reaktion durch die Zugabe des Substratpeptids und ATP gestartet. Nach
einer bestimmten Zeit wurde die Reaktion durch die Zugabe einer Stopp-L&sung
beendet. Die Stopp-Losung enthielt unteranderem EDTA, welches das fir die
Kinase-Reaktion essentielle Mg?* komplexiert, aber auch einen pTyr- oder
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pSer/pThr-spezifischen Antikorper, der an ein Eu®-Kryptat (FRET-Donor)
gekoppelt wurde. Des Weiteren beinhaltete die Stopp-Lésung einen Streptavidin-
gebundenen XL665-Fluorophor (STV-XL665; FRET-Akzeptor), der in der Lage war
an das biotinylierte Substratpeptid zu binden. Sobald das Substratpeptid von der
Kinase phosphoryliert wurde, befanden sich die beiden Fluorophore in ausreichend
raumlicher N&he (90 A) und die Exzitation des Donor-Fluorophors (Eu?*-Kryptat) bei
317 nm flhrte zu einer Emission des Akzeptor-Fluorophors (XL665) bei 665 nm.

620 nm
317 nm

655 nm }*'JJJ
FRET
pTyr-AB
> Eu®*-Kryptat

’ —
. STV- /

Kinase P _ )L XL665 P
‘ ATP * . STV-XL665 Yo' .
e

pTyr-AB
Eu3*-Kryptat
biotinyliertes Peptid

Abbildung 4-1: Schematische Darstellung des Assay-Prinzips. Zuerst katalysierte die Kinase den
y-Phosphatgruppentransfer von dem Cofaktor ATP auf ein artifizielles biotinyliertes Substratpeptid.
Danach wurde die Reaktion durch die Zugabe von EDTA, das Mg?* komplexiert, gestoppt. Aul3erdem
wurde fur die Verfolgung des Phosphattransfers ein pTyr-spezifischer Antikorper, der an ein Eu®*-
Kryptat gekoppelt wurde (pTyr-AB Eus*-Kryptat) und ein Streptavidin-gebundener XL665-Fluorophor
(STV-XL665) hinzugegeben. Die schlussendliche Detektion des Phosphatgruppentransfers erfolgte
durch die Messung des FRET-Signals, das erst durch die raumliche Nahe der beiden Fluorophore
ermdoglicht wurde.

Um die relative Menge des phosphorylierten Substrats zu bestimmen, wurden die
zeitaufgelosten Emission bei einer Wellenlange von 665 nm bzw. 620 nm
gemessen, wobei der Quotient den Anteil des phosphorylierten Substrats abbildete,
der der Kinaseaktivitat entspricht. Die genaue Vorgehensweise und Bestimmung
der einzelnen Parameter werden in den folgenden Abschnitten beschrieben.

4.6.1. Etablierung der Assaysysteme

Im Vorfeld der umfangreichen biochemischen Untersuchungen und
ICso-Bestimmungen, wurden Protein-spezifische Parameter einer jeden Kinase
bestimmt und Assay-Bedingungen optimiert, sodass robuste und reproduzierbare
Primé&rdaten generiert werden konnten und gleichzeitig wenig Protein verbraucht
wurde. Dazu wurde die Enzymaktivitat, die Enzymkinetik sowie der ATP-Km und der
Substrat- Km der Kinase untersucht.
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Im Rahmen dieser Arbeit wurden, die in Tabelle 4-8 gezeigten Kinasen untersucht,
die zum Teil intern hergestellt oder kommerziell erworben wurden.

Tabelle 4-8: Ubersicht tiber die untersuchten Kinasen, entweder intern hergestellt oder kommerziell
erworben wurden.

Protein Hersteller Bestellnummer/Lot
EGFR-WT Carna Biosciences 13CBS-0005K
EGFR-L858R Carna Biosciences 13CBS-0537B
EGFR-L858R/T790M Carna Biosciences 12CBS-0765B

EGFR- intern

L858R/T790M/C797S

EGFR-L858R/C797S SignalChem E10-1227G-10/2219-3
EGFR-del19/C797S SignalChem E10-122TG-10/2259-7
EGFR-del19 intern

EGFR-del19/G724S intern

EGFR-D770insNPG Carna Biosciences 17CBS-0041B
HER2-WT intern (A. Arndt)

HER2-insYVMA ProQinase 1525-0000-1/003

4.6.1.1. Untersuchung der Enzymaktivitat

In einem ersten Schritt der Assay-Etablierung wurde die Kinaseaktivitat ermittelt,
um daraus die optimale Proteinmenge pro Well abzuleiten. Dazu wurde eine serielle
Verdinnungsreihe mit zwolf Datenpunkten des Proteins, ausgehend von 50 ng/Well
bis hin zu 0.01 ng/Well, angefertigt. Die Kinase-Reaktion wurde fir 30 min unter
saturierenden Konzentrationen an ATP (100 uM) und Substrat (1 uM) durchgeftihrt,
bevor sie durch Zugabe der Stopp-Lésung (Fluorophor/Substrat = 1/8) beendet
wurde. Nach einstiindiger Inkubation wurden die Daten ausgelesen. Durch die
Auftragung des Quotienten der Fluoreszenzintensitaten bei 665 nm und 620 nm
gegen die logarithmische Proteinmenge, konnte eine sigmoidale Kurve erhalten
werden. Im Idealfall konnten zwei Plateaus erkannt werden, ansonsten wurde die
Enzymaktivitatsbestimmung mit angepassten Proteinmengen wiederholt. Die
optimale Proteinkonzentration entsprach dann dem Wert, bei dem ca. 80%
Kinaseaktivitat beobachtet werden konnten. Diese ermittelte Proteinmenge wurde
fur alle weiteren Experimente verwendet.

4.6.1.2. Untersuchung der Enzymkinetik

Der zweite Schritt der Etablierung eines Assaysystems bildet die Untersuchung der
Enzymkinetik ab, mit dem Ziel die optimale Reaktionszeit der Kinase zu ermitteln.
Wie im ersten Schritt wurde auch hier unter saturierenden Konzentrationen des
Cofaktors ATP (100 uM) und des Substrats (1 uM) gearbeitet, wobei die Kinase-
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Reaktion durch Zugabe der Stopp-Lésung (Fluorophor/Substrat = 1/8) zu
verschiedenen Zeitpunkten (0-120 min) beendet wurde. Die Auswertung erfolgte,
wie im vorherigen Absatz beschrieben, Uber die Auftragung des Quotienten
(Em 665 nm/Em 620 nm) gegen die zu untersuchende Grol3e, in diesem Fall die
Reaktionszeit. Die optimale Reaktionszeit entsprach der Zeit bei der ca. 80% der
Kinaseaktivitat erreicht wurden. Die so bestimmte Reaktionszeit wurde allen
folgenden Schritten zugrunde gelegt.

4.6.1.3. Bestimmung des ATP- und Substrat- Kns

Mit den zuvor bestimmten Parametern (Proteinmenge pro Well und der
Reaktionszeit) wurden im Anschluss der ATP-Km und der Substrat-Km bestimmt. Fir
die Ermittlung des ATP-Kms wurde zunachst eine Konzentrationsreihe ausgehend
von 300 pM bis hin zu 2 nM ATP generiert, sodass 12 Messpunkte erhalten wurden,
wobei mit einem Uberschuss des Substrats (1uM) gearbeitet wurde. Dann wurde
die Reaktion durch die Zugabe der zuvor ermittelten Proteinmenge gestartet und
nach Ablauf der Reaktionszeit gestoppt (Fluorophor/Substrat = 1/8). Fir die
Bestimmung des ATP-Kms wurde das FRET-Signal gegen die eingesetzten ATP-
Konzentrationen aufgetragen und mit Hilfe des Programms XlIfit (IDBS) unter
Verwendung der Formel ,Michaelis-Menten Kinetik Nr. 250 (siehe Formel (12))
berechnet.

Vmax " C"
=— 12
@ =3 (12)
c = ATP-Konzentration vmax = maximale Reaktionsgeschwindigkeit
Km = Michaelis-Menten Konstante n = Steigungsfaktor

Der ATP-Km wurde in drei unabhéngigen Experimenten in Duplikaten ermittelt. Die
fur spatere biochemische Assays verwendete ATP-Konzentration ergab sich aus
dem Mittelwert der zuvor bestimmten ATP-Kms, um auf der einen Seite das
Verdrangungsgleichgewicht zwischen ATP und den Inhibitoren mdglichst gering zu
halten, aber dennoch gute Umsatzbedingungen fir die Kinase zu schaffen.

Die Bestimmung des Substrat- Kms erfolgte indessen unter ahnlichen Bedingungen
wie die Bestimmung des ATP- Kms, wobei eine Verdiunnungsreihe des
Substratpeptids (12 Datenpunkte) angefangen bei 2 uM erstellt wurde. An dieser
Stelle wurde mit einem Uberschuss des Kofaktors ATP (100 uM) gearbeitet und es
musste zusatzlich eine Verdinnungsreihe des Fluorophors XL665 generiert
werden, sodass das Verhéltnis 1/8 zwischen STV-XL665 Fluorophor und
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eingesetztem Substrat erhalten blieb. Die Berechnung des Substrat- Kms erfolgte
analog zu der Berechnung des ATP-Kms.

4.6.1.4. Bestimmung des Fluorophor/Substrat-Verhaltnisses

Der finale Schritt der Etablierung eines Assaysystems bildete die Messung der
ICso-Werte diverser Referenzinhibitoren unter den zuvor ermittelten Assay-
Bedingungen ab, wobei das Verhaltnis zwischen STV-XL665 Fluorophor und dem
Substrat variiert wurde (1/8; 1/4; 1/2; 1/1), um das optimale Assayfenster zu
erhalten. Das heil3t, dass versucht wurde die Spanne zwischen der positiv und
negativ Kontrolle und somit das S/N-Verhaltnis (signal-to-noise) moglichst maximal
zu halten. Es wurde ausschlief3lich mit Assaysystemen weitergearbeitet, bei denen
ein 5-faches Assayfenster beobachtet werden konnte. Des Weiteren konnte das
Assaysystem auf diese Art und Weise auch durch den Vergleich mit publizierten
Daten validiert werden. Die Bestimmung der ICso-Werte wurde analog zu
Abschnitt 0 vorgenommen. Im Rahmen dieser Arbeit wurden elf Assaysysteme
etabliert und mit drei weiteren von Simone Eppmann aufgesetzten Systemen
gearbeitet. In Tabelle 4-9 sind samtliche spezifische Assay-Parameter und die
dazugehdrigen Proteine gezeigt.

Tabelle 4-9: Ubersicht (iber die Protein-spezifischen Parameter, die innerhalb der Etablierung des
Assaysystems ermittelt wurden und fur die Aufnahme von ICso-Werten verwendet wurden.

Kinase pro Reaktions- ATP Substrat Fluorophor/

Protein Well[ng]  zeit[min] [UM] [uM] Substrat
EGFR-WT 0.6 25 95 1 1/8
EGFR-L858R 0.1 15 25 0225 14
EGFR-L858R/ 0.07 20 20 0275 18
T790M

EGFR-L858R/ 0.8 10 11 0325 158
T790M/C797S

EGFR-L858R/ 0.05 20 75 1 1/8
C797S

EGFR-del19/ 0.5 15 g0 1 1/8
C797S

EGFR-del19 1 60 60 1 1/8
EGFR-del19/ 5 15 20 0.35 1/8
G724S

EGFR-D770insNPG 0.02 20 40 1 1/8
HER2-WT 20 40 3 1 1/8
HER2-insYVMA  0.01 40 6 1 1/8
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4.6.2. Bestimmung der ICso-Werte

Die Bestimmung der ICso-Werte erfolgte im 384-Well Format mit einem Assay-
Volumen von 20 pL, sodass 22 Inhibitoren gleichzeitig auf einer Assayplatte
untersucht werden konnten. Zunéchst wurden die Losungen gemal den zuvor
bestimmten Protein-spezifischen Parameter (siehe Tabelle 4-9) hergestellt. Dabei
wurde die Kinase-Losung und die Reaktionslosung (ATP/Substrat) mit dem
HTRF-Puffer (5 mM MgClz, 1 mM DTT, 0.01% Triton X-100, 5x HTRF KIinEASE
Reaktions-Puffer, ddH20) angesetzt und fir die Stopp-Lésung (pTyr-AB, STV-
XL665) wurde der HTRF KInEASE Detektionspuffer (50 mM HEPES,
0.1% (w/v) BSA, 800 mM KF, 20 mM EDTA, pH 7.0 bei 4 °C) verwendet. Danach
wurden serielle Verdunnungsreihen mit acht Konzentrationen fir jeden zu
untersuchenden Inhibitoren mit Hilfe des akustischen Dispensers ECHO 520 Liquid
Handler (Labcyte) und der zugehdrigen Dose-response Software Echo Dose-
Response v1.5.4 generiert (V=2.5 pL). Da die Inhibitoren als Stammldsungen in
DMSO vorlagen, wurde, um einen Effekt des DMSOs auszuschlie3en, der DMSO
Gehalt in allen Kavitaten auf 2% eingestellt. Ebenso wurden auf jeder Assayplatte
Positiv- sowie Negativ-Kontrollen (jeweils 16 Wells) getestet, die das Assayfenster
definierten und die Vergleichbarkeit der Primardaten erlaubten. Im Anschluss
wurden 5 pL der Kinase hinzugegeben und diese 30 min mit den Inhibitoren
prainkubiert, bevor die Kinasereaktion durch die Zugabe der Reaktionsldsung
(2.5 pL, ATP/Substrat) gestartet wurde. Die Reaktion wurde durch die Zugabe von
10 pL Stopp-Losung (Detektionspuffer, pTyr-AB, STV-XL665) beendet und nach
einer einstindigen Inkubation konnte das FRET-Signal mit Hilfe des EnVision
Multimode Plate Readers (Perkin Elmer) ausgelesen werden. Dazu wurde die
Fluoreszenz bei 620 nm und 650 nm 50 pus nach der Anregung bei 317 nm
detektiert. Im Anschluss wurde der Quotient Em665 nm/Em620 nm gebildet und
graphisch gegen die entsprechende logarithmische Inhibitorkonzentration
aufgetragen. Die Bestimmung der ICso-Werte erfolgte mit Hilfe des Programms
Quattro-Workflow (Quattro Research) unter der Verwendung eines Nicht-linearen
Fittings.

Die Bestimmungen der ICso-Werte erfolgten in mindestens drei unabh&ngigen
Experimenten in Duplikaten, wobei die Ergebnisse als Mittelwert mit der
dazugehorigen Standardabweichung angegeben wurden.
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4.6.3. Kinetische Bindungsstudien

FiUr die detaillierte Charakterisierung der Bindungsbildung einiger ausgewahlter
kovalenter Verbindungen, wurde die Bindungsaffinitdat Ki und die Rate der
Inaktivierung kinact der entsprechenden Inhibitoren gegeniber verschiedenen
EGFR-Varianten bestimmt. Grundsétzlich entsprach die Vorgehensweise der
Bestimmung der ICso-Werte, die in Abschnitt O beschrieben wurde. Das heifl3t, dass
die Reaktionslosungen, sowie die Reaktionszeit und die Anfertigung der Inhibitor
Verdinnungen identisch waren. Der ausschlaggebende Aspekt bei der Ki/Kinact-
Bestimmung stellt in der Generierung von zeitabhangigen 1Cso-Werten dar, wozu
die Prainkubation der Kinase mit dem Inhibitor variiert wurde (2-90 min) und fir jede
Prainkubationszeit ein ICso-Wert ermittelt wurde. Nachdem die zeitabhangigen ICso-
Werte mit Hilfe der Software Quattro-Workflow (Quattro Research) bestimmt
wurden, wurde nach KRIPPENDORFF et al. die Bindungsaffinitat Ki und die Rate der
Inaktivierung kinact berechnet.[161

Konkret wurde anhand der folgenden Formeln mit des Programms Xlfit (IDBS) die
Parameter determiniert.

1] (2-2e'm‘350'kinact't )
" | K Nicso Kinact't
= ICs0(D) (10
T]ICSO - [I]
K- (1+ K—M) +ICsp(t)
[I]=Inhibitorkonzentration t=Inkubationszeit

Die Bestimmungen der Parameter Ki und kinact erfolgte in mindestens drei
unabhangigen Experimenten in Duplikaten, wobei die Ergebnisse als Mittelwert mit
der dazugehoérigen Standardabweichung angegeben wurden.
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4.7. Zellbiologische Methoden

4.7.1. Humane Krebszelllinien

Fur Viabilitdtsassays wurde im Rahmen dieser Arbeit mit folgenden humanen
Zelllinien gearbeitet.
Tabelle 4-10: Ubersicht liber die verwendeten Zelllinien. Zusétzlich wurde aufgelistet woher die

Zellen stammen, welches Medium verwendet wurde und der entsprechende Literaturverweis wurde
angefihrt.

Zelllinie Herkunft Medium Literatur

A431 ATCC DMEM Glutamax, [261]

10% FBS Gold,
1% Pen/Strep,

H1975 ATCC RPMI 1640 (48]
Glutamax,

10% FBS Gold,
1% Pen/Strep,

PC9 AG Sos RPMI 1640 (196]
PC9-T790M Glutamax,
PC9-T790M/C797S 10% FBS Gold,
1% Pen/Strep,
H1781 ATCC RPMI 1640 262]
Glutamax,

10% FBS Gold,
1% Pen/Strep,

Die Kultivierung der in dieser Arbeit verwendeten Krebszelllinien fand in einer
wasserdampfgesattigten, 5%igen CO2-Atmosphére bei 37 °C statt. Samtliche
Arbeiten erfolgten unter sterilen Bedingungen in einer Werkbank mit laminarer
Stromung. Aus diesem Grund wurden alle Lésungen autoklaviert, sterilfiltriert oder
bereites steril erworben. Losungen und Medien wurden vor Gebrauch in einem
Wasserbad auf 37 °C erwdrmt. Generell wurden die Zellen in T-75 Flaschen
kultiviert und bei einer Konfluenz von 80-90% vereinzelt. Dazu wurde das Medium
abgenommen und die adhérenten Zellen mit einem DPBS-Puffer (12 mL)
gewaschen. Danach wurde auch dieser abgenommen und durch eine 0,25%ige
Trypsin/EDTA Losung ersetzt. Es erfolgte eine 5-minitige Inkubation bei 37 °C.
Anschlie3end wurden die Zellen in 9.5 mL Kulturmedium aufgenommen. Durch eine
Zentrifugation wurden die Zellen sedimentiert und das entstandene Pellet wurde
erneut in 12 ml Kulturmedium aufgenommen. Die Zellzahlbestimmung und die
Bestimmung der Viabilitdt der Zellen wurde mithilfe des Countess Il Zellzéhlers
vorgenommen, wozu 10 pL der Zellsuspension mit 10 pL einer Trypanblau-Ldsung
gemischt und auf einen Objekttrager Uberfuhrt wurden. Es wurde ausschlief3lich mit
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Zellenpassagen weitergearbeitet, die eine Viabilitdt von mindestens 85%
aufwiesen. Lediglich kurz nach dem Auftauen von Zellen wurde eine geringere
Viabilitat toleriert. Zur weiteren Kultivierung wurden 2x108 Zellen pro T-75 Flasche
in 12 mM Medium ausgesét. Die langfristige Lagerung der Zellen wurde bei -150 °C
vorgenommen. Dazu wurde im Zuge des Passagierens der Zellen das Zellpellet in
Einfriermedium (Zusatz von 10% DMSO zum herkémmlichen Kultivierungsmedium)
resuspendiert und die Zelldichte auf 1x108 Zellen/mL eingestellt. Je 1 mL dieser
Zellsuspension wurde in ein Kryoréhrchen tberfihrt und 24 h in einem Freezing
Container bei -80 °C gelagert, um ein schrittweises Abkihlen der Zellen zu
gewahrleisten. Danach erfolgte die Lagerung bei -150 °C.

4.7.2. Zellulare Charakterisierung

Zur Evaluierung von Substanzen im zellularen Kontext erfolgte die Bestimmung von
ECso-Werten, oder im Rahmen von Screening-Kampagnen anhand von der
prozentualer Reduktion der Zellviabilitat, gegenuber klinisch relevanten Zelllinien
mit Hilfe des kommerziell erhaltlichen Cell Titer-Glo Assays (CTG-Assay, Promega
GmbH). Dabei wurde der Assay in weil3en Mikrotiterplatten mit 384 Kavitaten und
flachem Boden durchgefiihrt, wobei auf jeder Platte 16 Positiv- sowie
Negativkontrollen (Staurosporin und DMSO) getestet wurden. Weiterhin wurden alle
Datenpunkte in Duplikaten in drei unabhangigen Experimenten ermittelt. Der
allgemeine Arbeitsablauf zur Bestimmung von ECso-Werten wird im Folgenden
erlautert. Zuerst wurden Zellen mittels eines Multidrop Dispensers kontaktlos auf
einer 384-Well Platte ausgesat und 24 h bei 37 °C und 5% CO2 inkubiert. Die zu
untersuchenden Substanzen und Kontrollen wurden mithilfe des ECHO 520 Liquid
Handler (LabCyte) transferiert, dabei wurden bei ECso-Bestimmungen
Verdinnungsreihen (14 nM-30 uM) generiert und im Fall von Primar-Screens
einzelne Substanzkonzentrationen auf die Zellen aufgebracht. Zu beachten war an
dieser Stelle, dass die Zeit, in der die Zellen Raumtemperatur ausgesetzt waren,
moglichst gering zu halten war, da ansonsten inhomogene Daten erhalten wurden.
Es folgte eine Inkubation von 96 h bei 37 °C und 5% CO2. Danach erfolgte die
Durchfihrung des CTG-Assays nach Herstellerangaben, wobei 25 pL einer 1:1
Mischung des DPBS-Puffers und des CTG-Reagenzes auf die Zellen pipettiert
wurden und die Assayplatte sofort 2 min bei 1 000 rpm geschdttelt wurde, um die
Zelllyse zu induzieren. Damit sich das lumineszente Signal stabilisieren konnte,
wurden die Zellen fir 20 min in Dunkelheit inkubiert. Das Auslesen des
lumineszenten Signals erfolgte mit dem Envision Multimode Plate Reader (Perkin
Elmer) unter Verwendung von 500 ms Integrationszeit. Die Ermittlung des
ECso-Werts bzw. die Bestimmung der prozentualen inhibitorischen Aktivitat wurde
mithilfe des Programms Workflow aus dem Quattro Research Software Paket
vorgenommen. Durch die Bestimmung des Z‘-Faktors fur jede einzelne Assayplatte,
wurde die Qualitat der erhobenen Daten bestimmt und lediglich die Ergebnisse aus
Experimenten mit einem Z‘-Faktor von =0.5 wurden bertcksichtigt.
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5.

5.1.

WT
PMEZ25
PME33

WT
PMEZ25
PME33

WT
PMEZ5
PMEK33

WT
PMEZ5
PMEK33

WT
PME25
PMEK33

WT
PME25
PMEK33

ANHANG

Sequenzen der EGFR Konstrukte

GSHMASGEAPNQALLRILKETEFKKIKVLGSGAFGTVYKGLWIPEGEKVKIPVAIKELRE
GSHMASGEAPNQALLRILKETEFKKIKVLGSGAFGTVYKGLWIPEGEKVKIPVAIKELRE
GSHMASGEAPNQALLRILKETEFKKIKVLGSGAFGTVYKGLWIPEGEKVKIPVAIKELRE

ATSPEANKEILDEAYVMASVDNPHVCRLLGICLTSTVQLITQLMPFGCLLDYVREHEDNI
ATSPEANKEILDEAYVMASVDNPHVCRLLGICLTSTVQLIMOQIMPFGCLLDYVREHEDNI
ATSPEANKEILDEAYVMASVDNPHVCRLLGICLTSTVQLIMQIMPFGCLLDYVREHEDNI

GSQYLLNWCVQIAKGMNYLEDRRLVHRDLAARNVLVKTPQHVKITDFGLAKLLGAEEEEY
GSQYLLNWCVQIAKGMNYLEDRRLVHRDLAARNVLVKTPQHVKITDFGLAKLLGAARAEY
GSQYLLNWCVQIAKGMNYLEDRRLVHRDLAARNVLVKTPQHVKITDFGLAKLLGAEEEEY

HAEGGKVPIKWMALESILHRIYTHQSDVWSYGVTVWELMT FGSKPYDGIPASEISSILEK
HAEGGKVPIKWMALESILHRIYTHQSDVWSYGVTVWELMT FGSKPYDGIPASEISSILEK
HAEGGKVPIKWMALESILHRIYTHQSDVWSYGVTVWELMT FGSKPYDGIPASEISSILEK

GERLPQPPICTIDVYMIMVEKCWMIDADSRPKFRELIIEFSEMARDPQRYLVIQGDERMHL
GERLPQPPICTIDVYMIMVECWMIDADSRPEFRELIIEFSEMARDPQRYLVIQGDERMHL
GERLPQPPICTIDVYMIMEKCWMIDADSRPKFRELIIEFSEMARDPQRYLVIQGDERMHL

PSPTDSNEYRALMDEEDMDDVVDADEYLIPQQG
PSPTDSNFYRALMDEEDMDDVVDADEYLIPQQG
PSPTDSNEYRALMDEEDMDDVVDADEYLIPQQG

Abbildung 5-1: Sequenzalignment der EGFR Kristallisationskonstrukte pMK25 und pMK33 und dem
EGFR-WT Konstrukt (AS 696-1022). Farbig gekennzeichnet wurden die Aminoséuren, die mutiert

wurden.
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WT MERFRHIVRERTLERRLLOERELVEPLT PSGEAPNQALLRILKETEFKKIKVLGSGAFCTVY

PMK15 MRRRHIVRKRT LRRLLQERELVEPLT PSGEAPNQALLRILKETE FKKIKVLGSGAFCTVY
PMKS50 MRRRHIVRKRT LRRLLQERELVEPLT PSGEAPNQALLRILKETE FKKIKVLGSGAFSTVY
PMK52 MRRRHIVRKRT LRRLLQERELVEPLT PSGEAPNQALLRILKETE FKKIKVLGSGAFCTVY
WT KGLWIPEGEKVKIPVATIKE LREATSPKANKEILDEAYVMASVDNPHVCRLLGICLTSTVQ
PMK15 KGLWIPEGEKVKIPVATKE LREATSPKANKEILDEAYVMASVDNPHVCRLLGICLTSTVQ
PMK50 KGLWIPEGEKVKIPVATK ———— TSPKANKEILDEAYVMASVDNPHVCRLLGICLTSTVQ
PMK52 KGLWIPEGEKVKIPVATK-———— TSPKANKEILDEAYVMASVDNPHVCRLLGICLTSTVQ
WT LITQLMPFGCLLDYVREHKDNIGSQY LLNWCVQTAKGMNY LEDRRLVHRDLAARNVLVKT
PMK15 LIMQLMPFGSLLDYVREHKDNIGSQY LLNWCVQTAKGMNY LEDRRLVHRDLAARNVLVKT
PMKS50 LITQLMPFGCLLDYVREHKDNIGSQY LLNWCVQTAKGMNY LEDRRLVHRDLAARNVLVKT
PMK52 LITQLMPFGCLLDYVREHKDNIGSQY LLNWCVQTAKGMNY LEDRRLVHRDLAARNVLVKT
WT PQHVKITDFGLAKLLGAEEKEYHAEGGKVPIKWMALESTILHRIY THQSDVWSYGVTVWEL
PMK15 PQHVKITDFGRAKLLGAEEKEYHAEGGKVPIKWMALE STLHRIY THQSDVWSYGVTVWEL
PMK50 PQHVKITDFGLAKLLGAEEKEYHAEGGKVPTKWMALESTLHRIYTHQSDVWSYGVTVWEL
PMK52 PQHVKITDFGLAKLLGAEEKEYHAEGGKV PTKWMALE STLHRIY THQSDVWSYGVTVWEL
WT MTFGSKPYDGI PASETSSILEKGERLPQPPICT IDVYMIMVKCWMIDADSRPKFRELT IE
PMK15 MTFGSKPYDGIPASEISSILEKGERLPQPPICT IDVYMIMVKCWMIDADSRPKFRELI IE
PMKS50 MTFGSKPYDGI PASEISSTLEKGERLPQPPICT IDVYMIMVKCWMIDADSRPKFRELT IE
PMK52 MTFGSKPYDGIPASEISSILEKGERLPQPPICT IDVYMIMVKCWMIDADSRPKFRELI IE
WT FSKMARDPQRY LVIQGDERMHL PSPTDSNFYRALMDEEDMDDVVDADEYLI PQQGFFSSP
PMK15 FSKMARDPQRY LVIQGDERMHL PSPTDSNFYRALMDEEDMDDVVDADEYLI PQQGFFSSP
PMK50 FSKMARDPQRY LVIQGDERMHL PSPTDSNFYRALMDEEDMDDVVDADEYLI PQQGFFSSP
PMK52 FSKMARDPQRY LVIQGDERMHL PSPTDSNFYRALMDEEDMDDVVDADEYLI PQQGFFSSP
WT STSRTPLLSSLSATSNNSTVACIDRNGLQSCPTIKEDS FLQRYSSDPTGALTEDSIDDTFL
PMKL15 STSRTPLLSSLSATSNNSTVACIDRNGLQSCPIKEDSFLQRYSSDPTGALTEDSIDDTFL
PMK50 STSRTPLLSSLSATSNNSTVACIDRNGLQSCPTIKEDS FLQRYSSDPTGALTEDSIDDTFL
PMK52 STSRTPLLSSLSATSNNSTVACIDRNGLQSCPIKEDSFLQRYSSDPTGALTEDSIDDTFL
WT PVPEYINQSVPKRPAGSVQNPVYHNQPLNPAPSRDPHYQDPHSTAVGNPEY LNTVQPTCV
PMK15 PVPEYINQSVPKRPAGSVQNPVYHNQPLNPAPSRDPHYQDPHSTAVGNPEY LNTVQPTCV
PMK50 PVPEYINQSVPKRPAGSVQNPVYHNQPLNPAPSRDPHYQDPHSTAVGNPEY LNTVQPTCV
PMK52 PVPEYINQSVPKRPAGSVQNPVYHNQPLNPAPSRDPHYQDPHSTAVGNPEY LNTVQPTCV
WT NSTFDSPAHWAQKGSHQISLDNPDYQQDFFPKEAKPNGIFKGSTAENAEYLRVAPQSSEF
PMKL15 NSTFDSPAHWAQKGSHQISLDNPDYQQDFFPKEAKPNGIFKGSTAENAEYLRVAPQSSEF
PMK50 NSTFDSPAHWAQKGSHQISLDNPDYQQDFFPKEAKPNGIFKGSTAENAEYLRVAPQSSEF
PMK52 NSTFDSPAHWAQKGSHQISLDNPDYQQDFFPKEAKPNGIFKGSTAENAEYLRVAPQSSEF
WT IGA

PMK15 IGA

PMK50 IGA

PMK52 IGA

Abbildung 5-2: Sequenzalignment der EGFR Assaykonstrukte pMK15, pMK50 und pMK52 und
dem EGFR-WT Konstrukt (AS 669-1210).Blau gekennzeichnet sind Aminosauren, die mutiert
wurden.
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Tabelle 5-1: Ubersicht iiber relevante Parameter fiir die Proteinreinigung der EGFR Konstrukte.

Bezeichnung Lange Molekulargewicht pl Extinktionskoeffizient
[AS] [kDa] bei 280 nm [M1 cm?]

EGFR-T790M/

E865A/E866A/K867A

ungespalten 347 39.4 6.11 52745

gespalten 333 37.7 5.77 52745

EGFR-T790M/

V948R

ungespalten 347 39.6 6.11 52745

gespalten 333 37.9 5.79 52745

EGFR-L858R/

T790M/C797S 818 93.2 6.01 114140

EGFR-dell19/G724S 770 87.6 5.8 110420

EGFR-dell19 770 87.6 5.8 110420
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5.2. Vergleich der Pufferzusammensetzungen

Tabelle 5-2: Vergleich der verschiedenen Pufferzusammensetzungen der alten und neuen
Reinigungsstrategie der Kristallisationskonstrukte.

Reinigungsschritt Pufferzusammensetzung Pufferzusammensetzung

alt neu
Ni2*Affinitats- 500 mM NacCl, 600 mM NacCl,
chromatographie 50 mM TRIS, 50 mM Tris,
10 mM Imidazol, 15 % (v/v) Glycerol
10 % (v/v) Glycerol, 1 mM TCEP,
1 mM DTT, pH 7.5 bei 4 °C
pH 8 bei 4 °C — 250 mM Imidazol
— 500 mM Imidazol
Dialysepuffer 75 mM NacCl, 250 mM NacCl,
20 mM TRIS, 50 mM Tris,
10 % (v/v) Glycerol, 10 % (v/v) Glycerol
1 mM DTT, 1 mM TCEP
pH 8 bei 4 °C pH 8
Anionenaustausch- 75 mM NacCl, 50 mM Tris,
chromatographie 20 mM TRIS, 10 % (v/v) Glycerol,
10 % (v/v) Glycerol, 1 mM TCEP,
1 mM DTT, pH 8 bei 4 °C
pH 8 bei 4 °C — 1M NaCl
—1 M NaCl
GroRenausschluss- 300 mM NacCl, 500 mM NacCl,
chromatographie 30 mM TRIS, 50 mM Tris-HCl,
10 % (v/v) Glycerol, 10 % (v/v) Glycerol,
1 mM DTT, 1 mM TCEP,
pH 8 bei 4 °C pH 8 bei 4 °C
Kristallisationspuffer 100 mM NacCl,
25 mM Tris,
10 % (v/v) Glycerol,
1 mM TCEP
pH 8 bei 4 °C
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5.3. Uberblick Proteinreinigung des Kristallisationskonstrukts
EGFR- T790M/E865A/E866A/K867A

A B

mAU kDa M P U D 1
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Abbildung 5-3: Erster Reinigungsschritt Affinititschromatographie. A: Chromatogramm der Ni?*-
Affinitdtschromatographie des EGFR- T790M/E865A/E866A/K867A Konstrukts. Blau: UV-
Absorption bei 280 nm; Grin: Anteil Elutionspuffer (250 mM Imidazol). B: Coomassie-SDS-Page
einzelner Fraktionen aus dem ersten Reinigungsschritt. Aufgetragen wurde eine Probe aus dem
Pellet (P), dem Uberstand (U) nach erfolgtem Zellaufschluss, aus dem Durchfluss der Saule (D),
sowie aus verschiedenen Fraktionen des Elutionspeaks (1). Wobei hier eine deutliche Bande auf der
Hohe von 40 kDa erkennbar ist, die dem EGFR-T790M/E865A/E866A/K867A zugeordnet werden
kann.
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Abbildung 5-4: Zweiter Reinigungsschritt Affinitatschromatographie nach Abspaltung des His-Tags.
A: Chromatogramm der Ni?*-Affinitatschromatographie. Blau: UV-Absorption bei 280 nm; Griin:
Anteil Elutionspuffer (250 mM Imidazol). B: Coomassie-SDS-Page einzelner Fraktionen aus dem
Durchfluss (1), der durch die Abspaltung des His-Tags das Zielprotein mit einem Molekulargewicht
von 38 kDa enthielt.
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Abbildung 5-5: Dritter Reinigungsschritt Grélienausschlusschromatographie. A: Chromatogramm
der GréRenausschlusschromatographie. Blau: UV-Absorption bei 280 nm. B: Coomassie-SDS-Page
einzelner Fraktionen aus dem dritten Reinigungsschritt. Aufgetragen wurden einzelne Proben aus
dem ersten und zweiten Elutionspeak. Hier konnten deutliche Banden auf der Héhe von 37 kDa in
Proben aus dem zweiten Elutionspeak identifiziert werden, die dem Zielprotein zugeordnet werden
kénnen.
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5.4. Datenstatistiken der cSrc-Komplexstrukturen

Tabelle 5-3: Datenstatistiken der cSrc-Kristallstrukturen, die im Komplex mit den kovalenten EGFR-
Inhibitoren RL2329 und RL2020 erhalten werden konnten. Werte in Klammern beziehen sich auf die

hdchste Auflésungs-Schale.

CcSrc-T338M/S345C im Komplex

mit RL2329

CSrc-T338M/S345C im
Komplex mit RL2020

Datensammlung

Raumgruppe P1 P1
Zelldimensionen
a, b, c(A) 42.14, 63.6, 74.49 42.1, 62.97, 74.54
a, B,y (® 101.42, 90.81, 91.13 100.235, 91.64, 90.03
Auflésung (A) 43.31-1.90 (1.93 - 1.90) 43.66 — 2.10 (2.15 - 2.10)
Rmeas (%0) 7 (62.6) 10.8 (69.3)
I/l 12.82 (2.72) 8.37 (2.1)
CCy, 99.8 (84.3) 99.6 (81.2)
Vollstandigkeit (%) 96.4 (95.2) 97.5 (97)
Redundanz 3.5(3.5) 3.5(3.6)
Verfeinerung
Auflésung (A) 43.31-1.90 43.66 — 2.10
Anzahl der Reflexe 57602 42926

RyordRiree 17.71/20.28 (25.32/29.44) 20.85/24.31 (29.37/34.14)
Anzahl der Atome
Protein 4127 3873
Liganden 44 98
Wasser 321 171
B-Faktoren
Protein 37.51 50.72
Liganden 30.18 54.38
Wasser 39.39 46.61
Standardabweichungen
Bindungslangen (A) 0.011 0.006
Bindungswinkel (°) 1.075 0.817
Wellenlange (A) 0.9779 0.97856
Temperatur (K) 100 100
Roéntgenquelle PX Il at SLS, Villingen, CH PX 1l at SLS, Villingen, CH
Detektor Pilatus 6MF Pilatus 6MF
Ramachandran-Plot
Reste in
bevorzugten Regionen 98.2 96.8
erlaubten Regionen 1.8 3.2
Ausreil3er 0 0
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5.5. Datenstatistiken der EGFR-Komplexstrukturen

Tabelle 5-4: Datenstatistiken der EGFR-Kristallstrukturen, die im Komplex mit den kovalenten
EGFR-Inhibitoren Poziotinib und RL2741 erhalten werden konnten. Werte in Klammern beziehen
sich auf die héchste Auflésungs-Schale.

EGFR-T790M/V948R im
Komplex mit Poziotinib

EGFR-T790M/V948R im
Komplex mit RL2741

Datensammlung

Raumgruppe P 212121 P 212121
Zelldimensionen

a, b, c(A) 76.33, 81.76, 89.85 76.5, 82.5, 90.2

a, B,y (® 90, 90, 90 90, 90, 90
Auflésung (A) 44,92 — 2.10 (2.175-2.10) 45.10 - 1.80 (1.864 — 1.80)
Rmeas (%0) 8.1 (85.8) 7.4 (107.7)
I/l 21.22 (3.10) 20.25 (2.51)
CCy, 99.9 (91.8) 100.0 (85.0)
Vollstandigkeit (%) 96.4 (95.2) 99.0 (98.3)
Redundanz 33.41 (13.86) 13.3 (14.0)
Verfeinerung
Auflésung (A) 44,92 - 2.10 45.10-1.80
Anzahl der Reflexe 33404 53043

Ryord/Riree 18.14/21.81 (22.90/33.11) 17.41/20.65 (25.17/23.49)
Anzahl der Atome
Protein 4214 4281
Liganden 102 137
Wasser 120 218
B-Faktoren
Protein 48.22 34.46
Liganden 47.98 34.21
Wasser 47.34 40.47
Standardabweichungen
Bindungslangen (A) 0.007 0.012
Bindungswinkel (°) 1.14 1.42
Wellenlange (A) 0.91504 0.91504
Temperatur (K) 100 100
Roéntgenquelle PX Il at SLS, Villingen, CH PX Il at SLS, Villingen, CH
Detektor Pilatus 6MF Pilatus 6MF
Ramachandran-Plot
Reste in
bevorzugten Regionen 98.1 98.3
erlaubten Regionen 1.9 1.7
Ausreil3er 0 0
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Zusatzdaten zum PC9-T790M/C797S Screen
5.6. Zusatzdaten zum PC9-T790M/C797S Screen
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Abbildung 5-6: Aktivitatsverteilung der =30 000 Verbindungen die innerhalb der Screening-
Kampagne getestet wurden gegeniiber der PC9-T790M Zelllinie. Als Hitverbindungen wurden alle

Substanzen mit einer Restaktivitdt unter 30% gewertet. Diese Substanzen wurden in
anschlieBenden Hitvalidierungen bestéatig oder verworfen.
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Tabelle 5-5: Ergebnisse der Hitvalidierung. Es erfolgten ECso-Bestimmungen der Treffersubstanzen
gegeniber sechs Zelllinien (EGFR-WT: A431, A549, H358; EGFR-mut.: PC9, PC9-T790M, PC9-
T790M/C797S).58888888

CTG ECso [uM]

RSL A431 A549 H358 PC9 PC9-T790M PC9-
T790M/C797S
27742 | 30.000*009% [ 30,000*00% [ 30.000*00% [ 30.000*00% [ 30.000*00% [ 30.000 * 000
31 1'513t0.399 0'50110.023 3.657t1‘146 3_41910.161 4.71410.512 3.57710.986
19576 6_239r4.795 6_545:7.723 l.854i0'291 8.389 +3.863 9.842 +4.422 9.55313.216
23040 5_041r0.763 4_320:0.800 2592:0.829 12.283 +15.344 3.164 +0.329 3.15910.338
26993 4.465 +1.527 4.489 +1.995 1.936 +0.387 3.756 +1.309 3.985 +0.828 3.926 +0.821
28390 16.618 +15.470 12.200 +15.420 2774 +1.299 20.782 +15.965 20.962 +15.654 20.613 +16.258
00766 0_835t0.215 2_11110.342 0.852t0.228 2_310t0.382 2.638 +0.015 3.220i0.396
02971 3_086t0.623 5_214t2.701 5.375t4.156 6.682 + 0.656 6.149 +0.398 6.969i0'394
06581 1.671t0‘287 2_64710825 2.82811694 2_020t0.091 1.993 +0.024 2.37110.247
09105 | 12.748*29%49 | 19015543 | 24351798 5.756*07% |  5238*04%3 5.163*1124
09106 5.468*1714 | g191*1244 | 10625 *6038 4.562*0506 | 4399 *1635 4.211+0363
09207 0_567t0.247 1_25411.239 0.714t0.582 2.703 +2.131 2.361 +1.476 2.241il.580
09221 17.080 +14.922 13.806 +14.051 7.334 +3.791 21.279 +15.105 21.275 +15.113 20.807 +15.922
13560 0.677t0‘200 1_420:0299 3.28411143 1.023 +0.090 0.762 +0.079 0.91110.030
16473 | 30.000*000 | 30.000*00% | 30.000*09%° | 30.000*00%° | 30.000*00%° |  30.000* 000
17553 | 30.000*00% | 30.000*09% | 30.000*09%° | 30.000*00% | 30.000*00%° |  30.000* 000
18260 | 26.706%2%2 | 14.074*19% | 30,000000 | 29,710*0503 | 28303204 |  25533*284
05852 21.316 +10.852 22.841 +7.238 6.012 +2.359 22.411 +13.144 22.837 +12.407 22.068 +13.739
06092 9.064 292 | 187940425 | 7,121 *1967 9.326*1172 |  8.369* 189 7.830* 0360
06586 | 17.490+863 | 30.000*00%° | 18.160*1674 | 1.363*0704 | 2.984*1370 1.225+0623
08538 4.475%* 1.446 6.182* 1.583 3.654* 1.968 4676% 1.093 4.159* 0.109 3.808¢% 1.499
10104 | 12.567*15152| g555%2436 | 3028*1363 | 14228*13659| 1322014534 |  12.083+14739
10177 | 24.811+8988 |  4.420*5223 | 27.173+48%7 | 274004504 | 26.151*6667 |  27.176*481
11449 1_66410.523 4_06510.747 2.12410.526 3.328 +0.364 2.419 +0.142 2.92210.247
16219 0_84110.138 1_82010.634 0.613i0'462 2.122 +0.451 1.586 +0.230 1.81710'097
19581 2.379 +3.412 1.807 +1.050 1.004 +0.561 7.839 +6.019 6.943 +4.764 8.021 +5.961
27744 | 30.000*00% | 30,000%00% | 30.000%00% | 30.000*0°00 | 30,000%*0°00 |  30.000 * 000
10913 0_67810.153 0_77410.103 5.55910.000 0.708 +0.084 0.592 +0.087 0.79010.054
21338 0_99910.159 2_08910.749 0.808i0'231 11.2101164272 1.855 +0.093 1.51710.086
29960 3.377¢% 0.945 5541* 1.460 3.069* 1.204 7.731¢% 2.538 6.385* 2.476 6.536* 2.192
15356 | 30.000*09%° | 30.000*09% | 30.000*00%0 | 22.100*3578 | 30.000%00% |  20.845*134
01738 0_86410.172 2_276t0.749 0.365i0‘246 2.235 +1.259 2.484 +0.396 1.76610'683
02651 0_32610.070 1_161t0.330 0.728i0‘390 0.789 +0.023 0.681 +0.024 0.91110.290
08894 0.096 * 0.028 0.156 * 0.060 0.073* 0.022 0.124* 0.020 0.097 ¢ 0.003 0.197¢% 0.043
19760 3.561%15% | 0.498+0102 | 30,000 *0000 2.063+0361 | 17530336 2.153+039%
26703 | 1.793%0%4° | (0.193*0075 | 30.000 * 000 1.494 %0540 | 0.973+0152 2.062* 0581

88888888 Dyrchfiihrung der Validierungsexperimente durch H.L. Tumbrink und M. Keul (AG D. Rauh, TU
Dortmund)
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CTG ECso [uM]

RSL A431 Ab49 H358 PC9 PC9-T790M PC9-
T790M/C797S
01742 2.449 +0.296 4.626 +1.749 1.794 +0.516 2.359 +0.578 2.629 +0.177 2.550 +0.403
02670 22.720 +12.609 6.721 +4.469 9932 +0.606 23.383 +11.460 23.374 +11.477 23.269 +7.250
02841 16.316 * 15.803 12.639* 15.035 3.069* 0.978 21.167* 15.299 21.088* 15.437 21.261* 15.136
04230 30.000 #0000 | 30,000 %0000 | 30,000 * 0000 30.000 *0:000 | 30,000 * 0-000 29.093*1571
04231 30.000 #0000 | 30,000 %0000 | 30,000 * 0000 30.000*0:000 | 30,000 * 0-000 30.000 * 0:000
04331 30.000 #0000 | 30,000 %0000 | 30,000 * 0000 30.000*0:000 | 30,000 * 0-000 30.000 * 0:000
04419 30.000 #0000 | 30,000 *0-000 | 30,000 * 0000 30.000 *0:000 | 30,000 * 0-000 30.000 * 0000
04501 30.000 *0:000 | 30,000 *0-000 | 30,000 * 0000 30.000 *0:000 | 30,000 * 0-000 30.000 * 0000
04577 30.000 #0000 | 30,000 %0000 | 30,000 * 0000 30.000*0:000 | 30,000 * 0-000 30.000 * 0:000
04796 3.385t1‘245 3_571:0900 7.61113227 2_474t0.399 2.696 +0.386 2.71410.648
04878 0_018i0.005 0_014t0.000 22_712t10.307 0_114t0.075 0.183 +0.043 0.191i0.023
05862 27.438* 5.124 9672* 11.235 9972+% 12.428 23.799< 10.740 24,293 = 9.885 26.987 * 5.219
06822 8.244 +1.914 18.003 +11.469 30.000 +0.000 2.345 +1.053 3.930 +0.473 2.234 + 0.409
06825 6'032t0A524 6_059:0770 9.17512549 5.216 +2.227 5.330 +2.203 4.14411.241
07193 30.000 *0:000 3.710*0581 | 29,433 *0982 20.571*16331| 20 426 *16:583 20.674 * 16153
07375 30.000 0000 | 23,040 *12055| 28,805 *2070 30.000 0000 | 30.000 *0:000 30.000 *0:000
08115 29.066*1867 | 19235*14178| 19 656 *14.628 30.000*0:000 | 30,000 * 0-000 30.000 * 0.000
08604 11.901 +11.657 11.135 +15.216 1.607 +0.984 18.648 +14.367 17.720 +14.367 17.979 +14.121
09521 16.337* 15.777 12.054 * 15.555 4.462* 1.505 20.927 = 15.714 20.833= 15.878 21.059% 15.486
09746 11.571+123%| 10.839*4043 | 15311 *7130 20.180*14619| 21 268 * 15124 18.780 * 14.343
10224 15.820 +12.298 2.939 +0.000 30.000 +0.000 4.943 +0.419 3.725 +1.517 5.599 +0.813
10343 l.638t0'194 1_84811.034 5.954t1.108 2.228 +0.068 1.944 +0.236 2.15110.258
10443 23.103 %9754 0.635*0:280 | 30.000 *0:000 20.123*14741| 17,393 *13.963 21.246 * 15162
10489 0_31710.149 0_10610.035 11_30314.584 0.636 +0.114 1.170 +0.222 0.94010.284
10635 2'217*:0.672 3_881t0.361 5.762i1'478 2.407 +0.227 2271 +0.151 2.11210.127
11089 30.000*0000 | 30,000 *0000 | 30,000 * 0000 20.736*3176 | 28,330 *289% 19.848 +2619
11141 1_48010.437 3_51311.287 1.63210'679 3.552 +0.291 2.419 +0.180 2.77410.440
11260 30.000 %0000 | 21,052 *15498| 28503 *2117 30.000 %0000 | 30.000 *0:000 30.000 *0:000
11561 5230* 0.673 6.099* 0.882 9216* 1.218 4.349* 0.518 4.725%* 0.277 4.208* 0.084
11665 30.000 %0000 | 25910+59%9 | 22592825 25.969*6981 | 28201 *3115 24,894 8844
12164 30.000 %0000 | 28,050*3377 | 30.000 *0:000 5.078 +1513 8.437 2501 4,698 * 1094
12953 30.000 %0000 | 30.000*0900 | 30.000 *0:000 30.000 %0000 | 30.000 *0:000 30.000 *0:000
13346 29.017*1702 | 25078*56096 | 30.000 * 0000 23.814*10714| 23 476 *11.301 23.591 *11.100
13360 30.000%0000 | 19,017*9523 | 16.465 *11.908 24.601*876° | 25867 * 7159 23.589*9782
14524 30.000 %0000 | 30.000%*0000 | 30.000 *0:000 30.000 %0000 | 30.000 *0:000 30.000 *0:000
14671 7_250t1.413 7_610t1.971 13_758t2.512 5.262 +0.844 4.993 +0.342 4.50410.672
15109 4,979 * 3487 2.815*0.719 0.723 *0.000 12.777+8243 | 10.325*7:3%° 9.680 * 6654
16652 30.000 #0000 | 30,000 %0000 | 30,000 * 0000 30.000 *0:000 | 30,000 * 0-000 30.000 * 0000
17556 30.000 %0000 | 30.000%*0000 | 30.000 *0:000 30.000 %0000 | 30.000 *0:000 30.000 *0:000
17732 30.000 %0000 | 30.000%*0900 | 30.000 *0:000 30.000 %0000 | 30.000 *0:000 30.000 *0:000
17881 30.000 #0000 | 30,000 %0000 | 30,000 * 0000 30.000 *0:000 | 30,000 * 0-000 30.000 * 0000
18440 30.000 #0000 | 30,000 %0000 | 30,000 * 0000 30.000 *0:000 | 30,000 * 0-000 30.000 * 0000
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CTG ECso [uM]

RSL A431 A549 H358 PC9 PC9-T790M PCO-
T790M/C797S
18764 | 30.000%00% | 30.000%0°°% [ 30.000%00% [ 30.000%°9% | 30.000%00% [ 30,000 * 0%
23809 0.728+* 13.763 0.766 * 13.686 1.526* 0.720 20.770=* 15.987 20.618* 15.955 20.527* 16.408
26004 5.201+% 1.292 6.933¢* 3.406 3.053+% 3.064 7.867¢% 1.333 7.441*% 0.541 8.459 % 1.192
27015 3.043¢% 0.897 1.556* 0.409 20.007 * 14.132 4.754 % 0.550 5.454 % 0.762 5.027¢% 0.659
27737 | 30.000%00% | 30,00000 | 30,0000 | 30,0000 | 30,000*000 | 30,000 %000
27828 3.082¢* 0.637 4.348 * 1.285 4534* 2.747 4.075* 0.632 3.835* 0.588 4.747 % 0.409
27903 1_227‘:0.200 4_099i1.055 4.533i0.582 2511 +0.150 1.945 +0.183 2.37310.415
28817 | 30.000%00% | 30,000%00 | 30,0000 | 30,000%000 | 30,000%000 | 30,000 %0000
29841 0'982t0.763 0'50010.259 30'00010.000 1.761 +0.325 1.767 +0.103 2.12511.110
00417 | 30.000%00% | 30,000%00% | 30.000%09% | 30,000%090 | 30,000%000 | 30,000 %0000
00878 3.491+* 1.165 4537* 1.080 6.192 = 2.569 6.517% 6.360 3.189* 0.716 2.853+% 0.266
08499 | 17.523+10606| 13518+9918 | 18894 +7887 | 2] 979+138%2| 2] Gg5*14403| 2] 555 *14627
27431 2.000% 1.229 0.754* 0.213 20.697* 5.290 2.313¢% 1.243 2.282+% 0.266 3.296* 1.589
04225 | 30.000%00% | 3000000 | 30.000%0°% | 30,000%090 | 30,000%000 | 30,000 %000
04305 4_152i0.592 6_385t1.222 8.171t1.828 2.377 +0.927 3.516 +0.546 1.692i0.682
04306 17.780 14.478 1.560%* 0.326 1.939¢* 0.469 12.757 15.026 20.570= 16.334 20.556 * 16.357
04307 9.810¢* 13.996 2.354¢% 0.319 2.420* 0.698 11.059* 16.404 11.196 * 16.285 7.803¢* 10.629
04308 2'637t0A171 3_611:1328 2.83610626 3_25510.497 2.963 +0.478 3.10410.728
06827 | 24.369%97%2 | 12.103*1027 | 19.084+9455 | 12151*97% | 17.778+123%| 9 .ggp*7-265
08422 9900* 1.247 6.636* 0.932 12.273¢% 4.240 4.158+= 0.443 5297=% 0.524 4.127% 0.808
27917 | 30.000%00% | 3000000 | 30.000%0°% | 30,000%090 | 30,000%000 | 30,000 %0000
64 5.004%0997 | (21320042 | 26.8g] *369 25710118 | 3,6g3+0393 4.363+0616
27612 6_243t0.995 5_010i1.614 8.263i0.130 4.665 +0.690 5.440 +0.670 5.84510.706
09112 | 27.899%4202 | 16.449+14263| 16.240+19459 | 30,000+00% | 30.000%00° | 30,000 *0.000
16508 | 8.652%142%2| 36821167 | 1334:0918 | 20916*157%| 20,698+ 16111| 20,756+ 16011
18436 | 30.000%00% | 30,000%00%° | 30,000%00% | 30,000%09% | 30.000%00 | 30,000 %000
24237 19.447 * 12.188 17.974* 10.651 9.053¢% 5.228 20.828* 15.887 21.439* 14.828 21.103¢% 15.410
27740 | 30.000%0000 | 282423045 | 30,000+00% | 30,000+00% | 30.000%00° | 30,000 *0.000
27743 | 30.000%00% | 3000000 | 30,0000 | 30,000%090 | 30,000%000 | 30,000 %000
27915 | 30.000%00% | 3000000 | 30.000%0°% | 30,000%090 | 30,000%000 | 30,000 %000
27741 | 30.000%09% | 30.000*00 | 30.000%09% | 30,0000 | 30.000*000 | 30,000 %0000
27919 | 30.000%00% | 30.000*00 | 30.000%09% | 30,0000 | 30.000*000 | 30,000 %000
00353 | 17.922%880° | 120854775 | 10.988*3781 | 21.851*14115| 2] 975+13900| 7 150+ 16329
00763 | 0.383%01% | (,917%04% | (397 *0000 0.482%0030 | (478 :+00% 0.446 * 0109
00780 | 27.591%481% | 14.161%14805| 30,000+00% | 30,000+00% | 30.000%00° | 30,000 * 0000
00884 | 26.789%5562 | 1,650%0478 | 30,000 *0000 2.419%1879 | 1586119 2.060* 1213
23769 | 0.899%0484 | (6350310 | 917 *2369 0.913#0376 | 11950113 1.024 #0727
29323 | 3.863%150° | 4510056 | 2288 *09%2 3.851+0401 | 3,652 +0546 3.788 %054
29764 1_635t0.197 1_324i0.357 2.859il.289 1.589 +0.255 1.774 +0.156 1.85310.258
02981 4_881t5.676 4_145i4.632 1.814411.034 9.425 +9.059 6.914 +5.923 6.46615.701
19623 | 1.957:0445 | 23820246 | 577 *L4l4 5.649+1866 | 5 g3:05% 5.823 273
27488 | 18.694%10367| 50441745 | 4529*0568 | 1583]1+7940 | 150400552 | 18,656+ 10212
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CTG ECso [uM]

RSL A431 A549 H358 PC9 PCO-T790M PCO-
T790M/C797S
06520 0'880t0.181 2'12510.855 1.33410.824 1.182 +0.149 1.006 +0.030 1.35110.267
06576 | 30.000%000 | 2161214529| 15948*19873 | 30,000%000 | 30,000*000 | 30,000 %0000
06767 2.023¢% 0.481 5.191¢% 0.995 5.061* 0.842 4.203% 0.372 3.080* 0.384 3.370¢% 0.325
06993 | 22.381%3640 | 12094298 | 25940+7031 | 21230+119 | 24285%1128 | 22 383+3754
07004 2501¢% 0.745 4.801% 1.222 3.443* 1.570 5.712* 2.268 3.805* 1.176 12.429* 15.254
08212 | 30.000%00% | 30000000 | 30,0000 | 30,000%090° | 30.000%00%0 |  27.123%49%4
08289 | 18.286%13712| 13.369%14435| 3397+0000 | 24406 *968 | 23.715+10885| 30,000 0000
08423 | 1.734%0603 | (7380115 | 153502482 3.753%1661 | 5 5Q 089 4.182+1231
08629 | 15.674%1652| 10.206+*17-142| 28.813*1678 | 20,688*16128| 20,697 *16113|  20,783*159%4
09092 | 23.745%72% | 300000000 | 26.863%4437 | 21147+153%| 2217713550 ] 348+ 14.987
09438 | 25.458+9084 | 1936115570 18,031 16926 | 27,650+4070 | 24,8188 | 24,007 *10.033
09441 | 23.182%13637| 13.770%14057| 23.627+8203 | 30,000+00% | 30.000%00° | 30,000 *0.000
09643 2'484t0781 5_189:2402 2.67711638 3.233 +0.591 2.693 +0.181 3.25610.363
10897 1'204t0A486 3_418:1240 1.72710249 2.969 +0.229 2.217 +0.240 2.51710.250
15082 | 8.738%2121 | 61430942 | 14,078+23% 2.686079L | 4,008 *07% 2.590* 0195
16017 | 30.000%00% | 30,0000 | 30,000*000 | 30,000%000 | 30.000*00% |  30.000 %0000
16900 | 30.000%00% | 30,000%00% | 30,000%00% | 30,000%09% | 30,000*000 | 30,000 %000
17356 | 30.000%00% | 30,000%0%% | 30,000%00% | 30,000%09% | 30,000000 | 30,000 %000
17555 | 30.000%00% | 30,0000 | 30,000000 | 30,000%000 | 30.000*00% |  30.000 %000
21673 | 4.792%3516 | 41321462 | 1356+043 | 11835%705 | 116997204 | 1] .839%6549
28377 | 2.276%082 | (565009 | 16270 %308 2.955%055 | 3,723+0.165 4.110*08%
85 2.448* 3.990 3.946 * 4.635 0.835* 0.303 20.234* 15.906 14.653 * 14.391 18.495* 14.755
01697 10.037 ¢ 13.312 2.774% 0.484 3.249+* 1.162 21.787* 14.226 21.458* 14.795 21.711¢% 14.357
19020 | 16.088%9306 | 7.118%1385 | g2p4+1184 | 2] 53] *+14669| D] 45Q+14793| D] 57514593
27739 | 30.000%00% | 3000000 | 30.000%09% | 30,000%09% | 30,000%000 | 30,000 %0000
00166 | 3.062%06% | 1610073 | 2,011 %0330 2.467 0601 | 21770200 3.896 * 0569
00167 | 6.284%37%0 | 2343253 | (867092 57013062 | 5§36+150 | 17 39 %43%
08545 | 25.649%8702 | 13.360*14852| 5057+52% | 25400%79%8 | 246739227 |  30.000*0.000
15618 | 2.736%2146 | (0.8440606 | 1 574%0351 2.208%123 | 1,962+ 1367 3.193 1950
17193 | 23.325%13350| 1112416347 1 606%030° | 24.186%10070| 24,065%10280| 24,883+ 8863
27549 | 24.283%6105 | Q546868 | 18104+16824 | 12,010%6710 | 145968643 |  17.770% 0872
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5.7. Rohdaten der Screening-Kampagne mit EGFR-del19/G724S

Tabelle 5-6: ICso-Werte der ausgewéhlten Verbindungen gegenuber der EGFR-dell9/G724S
Mutante, die in Abbildung 3-48 graphisch dargestellt wurden. Jeder Wert wurde in drei unabhangigen
Experimenten in Duplikaten bestimmt, wobei der Mittelwert mit Standardabweichung angegeben

wurde.
~NH ,\f—NH “ R!
HNJ\Q Nyﬁ[
N-NH R?
HNO\ Ly f“ AN 0
Br HN >
R L R K\N N o}
PG Y @ A b A%
N ~ N—
N N)\© . HN\iO S
1 2 4 X —N 5
\
A\ A\ N\
I I I
N N/,\/S> \NggiN)\} '\5‘\’\‘ S
H H H
F 8
Subgr. Verbindung R! R? R® ICs0 [NM]
Gefitinib 403+7.1
Erlotinib 49.4+9.3
Vandetanib 25.8+8.6
st
1¥Gen. | apatinib 91.4+175
TKI
(o]
la ,(N)k/yr‘u\ 49.8+4.1
H
o)
1b A 50.8 +8.7
H
Afatinib 21+1.0
Pelitinib <1
d
2 Gen. Allitinib <1
TKI
Poziotinib <1
Canertinib <1
Dacomitinib <1
Osimertinib 33.7+3.7
Rociletinib 41.0+£9.5
Olmutinib 55.3+3.4
WZzZ4002 31175
EGF816 68.4 +10.1
3 Gen. .
Naquotinib >2.000
TKI
Brigatinib 112.0+£25.5
Ibrutinib 91.4+27.9
2 1282.5 + 420.8
i A
3a AAe NTY 540.4 + 69.9

174



3b ,:iN)OK/ 2 N >2.000

(o]
3c Y N AN >2.000
H K/N\
o A
3d Aie @ 459.3+67.3
“Ac
4 >2.000
5a H >2.000
5b 2N H 8445 + 98.4
N
5¢c H 255.6 + 30.4
~ N—

5d Y \@/F H 30+12
F
5e \(©/ H 50.8 +2.2

5f H % 106.5+8.0

alloster. 6 20000

EGFR- 7 20000
Inh.

8 20000
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