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Ein Blick auf die Sterbefélle nach Todesursachen in Deutschland Tabelle 1) zeigt, dass Krebs
(Neubildungen) neben Herz-Kreislauferkrankungen die haufigste Todesursache in Deutschland
darstellt. In Deutschland erkrankten im Jahr 2016 insgesamt492.090 Menschen neu an Krebs,
229.827 verstarben!! Die Gesellschaft epidemiologischer Krebsregister in Deutschland e.V.
(GEKID e.V.), berichtet zusammen mit dem Robert Kochlnstitut, in ihrer gemeinsamen

Ns ~ j gi Varalem a8fgrind der demografischen Entwklting ist zwischen 2015 und 2030 in

Deutschland mit einem Anstieg der Krebsneuerkrankungen um rund 23 % zu recHiéh

Tabellel: Todesursachen in Deutschland im Jahr 2020, sortiert rigiehbefallen

Sterbefalle
ICD10 Sterbefdlle |je 100.000
Einwohner
A00-T98 Alle Krankheiten und Folgen auRerer Ursachen 939,520 1,130.7
100-199 Krankheiten des Kreislaufsystems 331,211 398.6
C00-D48 Neubildungen 239,591 288.3
J00-J99 Krankheiten des Atmungssystems 67,021 80.7
F00-F99 Psychische und Verhaltensstérungen 57,839 69.6
S00-T98 Verletzungen, Vergiftungen und bestimmte andere Folgen auRerer 41,779 50.3
Ursachen
K00-K93 Krankheiten des Verdauungssystems 41,421 49.8
R00-R99 Symptome und abnorme klinische und Laborbefunde, die andernorts
. P . 37,412 45.0
nicht klassifiziert sind
GO00-H95 Krankheiten des Nervensystems und der Sinnesorgane 34,225 41.2
EO00-E90 Endokrine, Erndhrungs - und Stoffwechselkrankheiten 33,626 40.5
N00-N99 Krankheiten des Urogenitalsystems 24,740 29.8
A00-B99 Bestimmte infektidse und parasitare Krankheiten 16,194 195
MO00-M99 Krankheiten des Muskel -Skelett-Systems und des Bindegewebes 5,367 6.5
D50-D90 Krankheiten des Blutes und der blutbildenden Organe sowie bestimmte
R . . 3,794 4.6
Stdrungen mit Beteiligung des Immunsystems
Q00-Q99 Angeborene Fehlbildungen, Deformitaten und
- 2,084 2.5
Chromosomenanomalien
L00-L99 Krankheiten der Haut und der Unterhaut 1,719 2.1
P00-P96 Bestimmte Zustande, die ihren Ursprung in der Perinatalperiode haben 1,472 1.8

Daher werden grof3e Anstrengungen unternommen um die Krebsentstehung und die Prozesse
in Krebszellen zu verstehen, sowie die Therapiemdglichkeiten zu verbessern und zu erweita.

Der Stand der Technik in der Tumortherapie besteht aus der operativen Entfernung des Tumors,
1




der zielgerichteten Schadigung des Tumors mittels Strahlentherapie, der Chemotherapie und

der Immuntherapie.t3 4

1.1.1. 1 P& é e é evadd A¢c Ux e

Als Krebs wird die unkontrollierte Vermehrung von Zellen bezeichnet. Krebs entstehtdurch
Fehler in den Mechanismen, die das Zellwachstum, die Zellteilung und/oder den Zelltod
kontrollieren. Fehler in diesen Mechanismen kénnen zu anhaltender Proliferation, replikativer
Immortalisierung, Umgehung der Wachstumsunterdriickung und Widerstand gegeniiber dem

Zelltod fiihren.[® 8 Um aus einer einzelnen Zelle zu einem soliden Tumor wachsen zu kénnen,

muss weiterhin die Bildung neuer Blutgeféal3e (Angiogenese bzw. Neovaskularisation) angeregt

werden koénnen und Mechanismen entwidkelt werden, um der Immunantwort zu entkommen.
Des Weiteren kennzeichnet eiren malignen Tumor die Fahigkeit, in andere Gewebe

einzudringen und dort neue Kolonien zu bilden ( Bildung von Metastasen).[> 7!

Im Allgemeinen spielen Mutationen in den sogenannten Onkogenen, also Tumoitreibende
Gene, und in den Tumor-Suppressoren, also Tumorunterdriickende Gene, eine wichtige Rolle
in der Krebsentstehung (Onkogenese). Uberexpression oder konstitutivaktivierende
Mutationen in Onkogenen, wie zum Beispiel Ras, Myc oder Raf flhren zu erhdhter
Proliferation.! Die Aufgabe von Tumor-Suppressoren istdagegen Mutationen durch DNA-
Reparatur, Zellzyklusarrest oder die Einleitung von Apoptose zu verhindern. Lossof-function-
Mutationen in dem Tumor-Qs nnpcgqmp n31* s af génahotaithnerczo

einer erhéhten Mutationsrate und so zu einer Entstehung/Selektion maligner Klone.[®!

Bei der Analyse vonSequenzierungen von Tumorzellen zeigensichim Allgemeinen Haufungen
von Mutationen in bestimmten Genen. Beispielsweise enthalten etwa 40% aller humanen
Melanome aktivierende Mutationen in dem Gen fur Braf, davon enthalten 89% die Mutation

V600E, welche zu einer Erhdhung der katalytischen Aktivitat von Braf und dadurch eine
konstitutive Aktivierung des Mek- und Mapk- Signalwegs auslost® Allerdings ist diese
Mutation alleine nicht ausreichend, um einen Tumor zu bilden, da Melanozyten mit dieser

Mutation in einen Zellzyklusarrest gehen und sich nicht vermehren [*%

Mutationen in Rezeptoren und deren Liganden, die das Zellwachstum steuern, wie zum Beispiel

plateletderived growth factor receptor(Pdgfr) und epidermal growth factor receptor(Egfr)

2
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kdnnen zu einer dauerhaften konstitutiven Aktivierung des Zellwachstumsund der Proliferation

und damit zu einer unkontrollierten Vermehrung fiihren. [ Auch Mutationen, die zu einer
Erhdéhung der Anzahl von Wachstumsrezeptoren auf der Zelloberflache fihren, kénnen zu
hypersensibel auf Wachstimsfaktoren reagierenden Zellen fuhren!” Mutationen, die den
Proliferationsmechanismus downstreamder Wachstumsrezeptoren betreffen, kdnnen zu einer

Wachstumsfaktor-unabhangigen Aktivierung der Proliferation fihren. [)

1.2t AlcUaO¢cOéecaugydabpeaua

Um die genomische Sabilitat zu gewahrleisten und damit solche Mutationen vermeiden zu
kdnnen, haben Zellen eine Reihe von Mechanismen entwickelt, die als DNASchadensantwort
zusammengefasst werden konnerit® 12 Es konnen verschiedene Schaden wie z. B. Hydrolyse,
Alkylierung von Basen, Mismatch Insertionen und Deletionen, Adduktbildung, UV induzierte
Nukleotiddimere, Einzelstrang- und Doppelstrangbriiche (DSB) stattfinden, welcher auch den
gefahrlichsten Schaden darstellt.['*1%1  Den DNA-Schaden wird mit verschiedenen
Reparaturmechanismen wiez. B. Nukleotidexzisionsreparatur, Basenexzisionsreparatur, Nicht
homologe Endverkniipfung (NHEJ) und Homologe Rekombination (HR) begegnet, die

abhangig von dem Schaden selbst und der Phase des Zellzyklusses der betroffenen Zedlimd.!*5

17]

Normalerweise erkennen die Zellen DNASchaden, wie z. B. Doppelstrangbriiche und gehen in
den G1/S bzw. G2/M-Zellzyklusarrest oder treten in die Seneszerz ein, um genigend Zeit fur
eine Reparatur zu ermoglichen!*8 1 Wenn die Reparatur nicht moglich ist, gehendie Zellen in
Seneszenz oder leiten die Apoptose ein, um den Organismus vor Mutationen und Tumorgenese

zu schitzen!*® 29 Dieser Effekt wird auch bei einer Chemotherapie beobachtef!®!

Wenn jedoch die Checkpoints/Zyklusarrest geschwacht werden, kann der G2/MArrest nicht
lange genug aufrecht gehalten werden, umdie Reparatur abzuschliel3en Dies kann zu einer
potentiell tumorerzeugenden Aneuploidie (inkorrekten Anzahl von Chromosomen) in den
Tochterzellen flhren, die idealerweise eine Mitotische Katastrophe einleitet.!? 22 Die
Mitotische Katastrophe ist ein tumorunterdriickender Mechanismus, der wie auch die Apoptose

und Nekrose zu einem Zelltod fiihrt.[24
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Um die besonders kritischenDoppelstrangbriiche (DSB) zu reparieren, stehen eukaryotischen
Zellen die beiden hauptsachlich genutzten ReparaturmechanismerNon-homologousendjoining

(NHEJ) und Homologe Rekombination (HR) zur Verfugung.[? Etwa 80% der
Doppelstrangbriiche werdennach ionisierender Bestrahlung mittels NHEJ repariert, jedoch ist
dieser Prozess fehlerbehaftet, was z. B. zu Informationsverlust und zu Translokation durch

Verknupfung der falschen Enden fiihren kann!6. 24

Die Homologe Rekombination nutzt die in der spaten S und G2-Phase vorhandene zweite DNA
Kopie ds Vorlage zur Neusynthese der beschadigten DNA® Daher gehen durch die Reparatur
keine Informationen verloren und sie kann als fehlerfrei betrachtet werden.!?5 21 Da ein zweiter
DNA-Doppelstrang bendtigt wird, kann die HR nur in Zellen stattfinden, die sich in der
Zellteilung befinden und daher eine zweite Kopie der DNA vorliegt.[?®! Dies mach den Prozess
der HR fir die Krebstherapie interessant, da dies im Besonderen auf Krebszellen zutrifft, die
sich (weitgehend) in sténdiger Zellteilung befinden, wéhrend sich gesunde Zellen sehr viel
seltener teilen!?®! Die HR ist ein vergleichsweise langsamer Prozess, so das nach
Rontgenbestrahlung nur ca 20% der Doppelstrangbriiche und erst bei komplexen Schaden, wie
sie bei einer Bestrahlung mit Kohlenstoffionen entsteht, bevorzugt mittels HR repariert
werden.[?5 2721 Der Prozess der Homologen Rekombination ist inAbbildung 1 schematisch

dargestellt.
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Abbildung 1: Schematische Ubersicht iiber die Homologe Rekombination. Die Homologe Rekombination kann {ber das
doublestrand break repair(DSBR) oder dasynthesislependent strand annealing SDSA) abgeschlossen werden. In
Anlehnung anKaniecki et alund Baumann[? 31




Wie in Abbildung 1 schematisch dargestellt, werden in der Homologen Rekombination an dem
DNA-Qaf _bcl xsl 6afgr bgc 37~ Clbecl bcp BL? pcqc

dabei entstehende einzelstrangige DNA (ssDNA) wird umgehend durch Bindung vorreplication
protein A (Rpa) vor Nukleasen geschitzt und dabei eineetwaige Sekundarstruktur der DNA
abgebaut. Gebundenes Rpa erleichtert weiterhin die Bindung der Rekombinase, wirkt als DNA
Schadersdgnal und foérdert die Rekrutierung von Faktoren, die downstreamaktiv sind. Human
breast cancer type 2 susceptibility prate (Brca2) regt den Austausch von Rpa durch Rad51
Rekombinase an. Das ATRibhangige Protein bildet ein helikales Filament um die ssDNA,
ucjafcqg _jg npogwl _nrggafcp I mknjcv “~cxcgafl ci
homologen Abschnitt in der zweiten DNA-Kopie und bindet an diesen. Dabei katalysiert der
Komplex die Bildung einer Stranginvasion und ein sogenannter D-loop wird gebildet. Das
1 £nde des beschadigten DNAStrangs fungiert nun als Primer fiir die DNA-Polymerase, welche
die durch die DNA-Qaf o0 bgesl e dcfjcl bcl @_ Erdén an diedzQeaite | U
DNA-Kopie binden, fahrt der Reperaturprozess alsdoublestrand break repair (DSBR) fort. Es
bildet sich eine double Holliday junction, je nach Abspaltung kénnen sichcrossovender non-
crossoverProdukte bilden (Abbildung 1 sl rcl ' , Ucl | |l sp cgl 1~ CI
findet ein synthesisdependent strand annealinSDSA) statt. Dieses fungiert wieder als Primer
und wird vervollstandigt. Nach der Ablésung von der Donor-DNA wird der noch beschadigte

Strang vervollstandigt, ein Uberhang entfernt und der Strang ligiert. (2%

Das Motorprotein Rad54 16st Rad51 ab, damit der Komplex ausdsDNA Rad51 und ssDNA
aufgeltst werden kann. Wenn Rad54 nicht phosphoryliert wird, kann Rad51 nicht abgeldst
werden und die DNA-Reparatur kann nicht abgeschlossen werdenJulian Spieshat in seiner
Dissertation in der Arbeitsgruppe Prof. Lobrichan der TU Darmstadt gezeigt, dass die zu der

NimA-Familie gehdrende Kinase Nekl fur die Phosphorylierung von Rad54 verantwortlich
ist.[12. 31

131 pU »Oakbpagua&UU apbpaodeUe

Die NimA-Familie sind die humanen Orthologe des in Aspergillus nidulansvorkommenden
Proteins never in mitosis A (NimA), teilen sich mit diesem homologe Strukturelemente
(Abbildung 2) und sind nach diesem benannt!®?l Morris et al. haben temperatursensitive

Aspergillus nidulans Mutanten untersucht und nach neverin-mitosis (nim) und blockedin-
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mitosis (bim) eingeteilt. 33 Das Protein NimA leitet bei starker Uberexpiession eine vorzeitige

Mitose ein.[3¥ Es ist essenziell fur die Einleitung der Mitose, bei erhthter Temperatur blockiert

es den Zellzyklus in dem G2/M Checkpoint!35]

Die schematische Struktur der NimAKinase und der 11 humanen NekKinasen sind in

Abbildung 2 gegenibergestellt.

NimA b— ¢ ——{—{— 690
NEK1 [t}— {+ H{} 4} 1258as
NEK2 O — § =

NEK3 — Fg— =
NEK4 I —
NEKS - — o0 Kinase

NEKS . — Dead-box
NEK7 _{_’:}_ 302as Coiled-coil

NEKS cf — — o U Pest
L 7] Armadillo
NEK9 4H1 — HE— o>
v Tyr-Down
NEK1IO  —HE—— -l]v:} —{— H2sas NimA: A. nidulans
NEK 1- 11: H. sapiens
NEK11 e g

Abbildung 2: Ubersicht {iber die Strukturen der Nird€inase aus dem Organisméspergillus nidulansind den humanen
Orthologen Nek11. Die katdytische Kinasedomane ist in blau, diegulator of chromosome condensation (Rccl) in
grau, die DeadBoxin schwarz,CoiledcoitDoméanen in gelb, Pessequenzen in griin, ArmadiH@egionen in rot und das
Tyrosindown Motiv (TyrDown) mit einem pinken Pfiédargestellt. Erstellt in Anlehnung avioniz et al.und Fry et all3é. 37

Alle elf humanen Nek-Kinasen enthalten einekatalytische Kinasedomane. Nur Nek9 und Nek10
zeigen funktionelle Strukturen N-terminal der Kinasedoméane. Auffallig ist die in Abbildung 2
griin dargestellte, mehrfach auftretende PestSequenz, die reich an Prolin (P), Gutaminsaure
(E), Serin (S) und Threonin (T) ist und zu einer raschen Ubiquitin -abh&ngigen Proteolyse und
damit Degradierung der Proteine fuhrt. Damit kbnnen Zellen die Proteine rasch herunter
regulieren.t®5 38 Wahrend die Rcc:Domaéne in Nek9 die Kinaseaktivitatherunter reguliert , wird
sie in Nek8 zur Lokalisierung an Zilien und Phosphorylierung des Substrats bendtigt!®6: 39
Weiterhin befindet sich eine einzigartige Deadbox helicasdike domain (Dead-box) in Nek5,
deren Funktion noch unbekannt ist.[3¢ 4% In Nek10 sind mehrere Armadillo-Wiederholungen,

eine Serie von -Helices, die flr Protein-Protein Bindungen verwendet werden [35 41421 Bis auf
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Nek3 und Nek 11 besitzen alle NekKinasen eine auffallige Tyr-down Sequenz. In Nek?7 ist das

Tyrosin in die aktive Tasche geklappt und inhibiert dadurch die Kinase. Ein &ahnlicher
Mechanismus wird auch fiir Nek6 vermutet.[*3] Die Nek1-Kinase hat in ihrer Kinasedomane mit

41% die hochste Identitat mit der Nim A Kinasedomé&nel*4

131. T VUaaéea: ¢cU »éaaébpaala eaVACoaVewai Avlxe bpad

Die Familie der NimA-related kinasesNek1-Nekl1l hat vielféltige Funktionen und spielt unter
anderem eine bedeutende Rolle in der Zellzykluskontrolle, Mitose, Zentrosom und
Mikrotubuliregulation, in den Funktionen der priméren Zilien und der DNA -Schadensantwort
aber auch der Gametogenese (Bildung von Sermien und Eizellen), mRNA Splicing, myogene
Differenzierung (Muskelzellen), Inflammasombildung (Aktivierung von

Entziindungsreaktionen), intrazellularen Proteintransport und der Homoostase der
Mitochondrien .[32 Mit der Zellzykluskontrolle, der Mitose und der DNA -Reparatur regulieren

sie gleich mehrere kritische Prozesse, die in der Krebsentstehung entscheidend sind.

1.3.1.1AUa 8§

Nek2 ist unabhangig von der Phase des Zellzyklusses an Zentrosomen lokalisiert. Eine
Uberexpression fiihrt zu einer Aufspaltung der Zentrosome. Bei andauernder Uberexpression
wird Material von den Zentrosomen abgespalten und die Aktivitat als Keimpunkt flr
Mikrotubulibildung wird verringert. Uberraschenderweise kénnen die Zellen trotzdem die
Mitose einleiten.[*s! Der Zusammenhang zwischen dem Verlauf einer Krebserkrankung und
Stérungen in Zentrosomen bzw. deren Regulation konnte in vielen Studien gezeigt werdenl*®l
Dies ist wenig verwunderlich, da der Spindelapparat wahrend der Zellteilung fir die korrekte
Orientierung und Aufteilung der Chromosomen auf die beiden Tochterzellen verantwortlich
ist.[47] Dies zeigt sich auch bei der Entwicklung von Embryonen des tropischen Krallenfroscés
(Xenopus tropicalix Uberexpression wie auch derknock-down von Nek2 in Embryonen fuihrt zu
einer Storung der Links-RechtsEntwicklung, Reduktion der Zilienanzahl, -beweglichkeit und

Phanotypen wie einem abnormal gekrimmten Herzen!*8l

In Hepatozellularem Karzinom wird Nek2-Uberexpression beobachtet Bei Gabe von Nek2

siRNA wird der G2/M -Arrest ausgeldst und erhdhte Apoptoseverursacht. Auch werden die
8




Proliferation, das Wachstum und die Koloniebildung von HepG2 Zellen unterdriickt. Die Nek2

Uberexpressionwird auch mit bosartiger Entwicklung des Tumors in Verbindung gebracht.[4°]
Nek2 wird auch in bdsartigen Gliomen (Hirntumor mit schlechter Prognose und niedriger
Lebensqualitat) tberexprimiert, wobei die Uberexpression mit der Bosartigkeit, Proliferation
und Prognose der Tumore korreliert.[50 51  Auch in Darmkrebs, Nasenrachenkrebs,
Lungenkrebs, Brustkrebsund Melanomen wurde Nek2 Uberexpression gefunden und mit
schlechter Prognose in Verbindung gebracht®>®1 Daher, und weil bestimmte Nek2-
Uberexprimierende Tumoren besonders therapieresistent sind, wurde das humane Nek2 als
target fur die Krebstherapie identifiziert. 5% 57 %81 Es wurde in mehreren Projekten versucht,
selektive Kinaseinhibitoren zu entwickeln, darunter auch kovalent an Ser22 bindende
Inhibitoren. [5° In diesen Fall war der Startpunkt ein Co-Kristall von Nek2 mit SU11652, welches
von dem zur Behandlung von metastasierendem Nierenkrebs zugelasseneSU11248
(Handelsname: Sunitinib , Abbildung 19 rechts in Kapitel 3.1) abgeleitet ist.[’% Nek2
phosphoryliert und stabilisiert Pd-L1 (programmed cell death 1 ligand ) was in
Pankreastumoren zu einer verminderten Wirksamkeit von anti-PD-L1 Antikbrperbehandlung
fuhrt. Diese verhindert die Unterdriickung des Immunsystems durch den Tumor®¥ Es konnte
gezeigt werden, dass die Kombination des antPD-L1 Antikorpers mit einem Nek?2 Inhibitor zu

einer deutlich verstarkten Wirkung auf Pankreastumorzellen fihrt. 62

1.3.1.2 AUa-

Nek3 zeigt, wie auch Nek2 Zellzyklus-abhdngige Konzentrationen in Zellen, ohne jedoch bei
Uberexpression oder inhibierender Mutation einen Effekt auf den Zellzyklus zu haben!®® Es
konnte gezeigt werden, das Nek3 eine Rolle in der Entwicklung von Brustkrebs hat. Stimulation
von T47D Brustkrebszellen mit Prolaktin filhrt zur Aktivierung von Nek3, welches zur
Phosphorylierung von Vav2 beitragt!®® Die Aktivierung der Vav-Familie bedingt eine
Aktivierung des Prolaktinrezeptors (PRLr), welcher eine Rolle in der Entwicklung von
Brustkrebs spielt!>® ¢ Ebenfalls spielt Nek3 eine Rollen in der Prolaktinvermittelten
Reorganisation des Zytoskeletts, so wie der Zellmigration von und -invasion durch
Brustkrebszellen!®% Uberexpressionkorreliert zudem mit schlechter Prognose bei Magenkrebs

und bestimmten Schilddriisenkrebsarten 65 661




1.3.13 AUa®©

Nek4 bildet zwei funktionale Isoformen, Nek4.1 und Nek4.2 aus.!®”! Nek4 ist an dem Aufbau
des primaren Zilium, der DNA damage responsgDDR) und RNA Splicing beteiligt und reguliert
die Stabilitat der Mikrotubuli. (5% Das Gen fiir Nek4 ist haufig in non-small cell lung cancer
(NSCLC) Zellen deletiert!® Uberexpression vonNek4 spielt eine Rolle in der Resistenz von
Lungen- und Dickdarmkrebs gegen tumor necrosis factorrelated apoptosisnducing ligand
(Trail), ein Funktionsverlust fiihrt dagegen zu einer Sensibilsierung gegentiber dem Zelltod!>*
9 In Lungenkrebszellen konnte gezeigt werden, das Nek4 den Ubergang zwischen
Epithelzellen zu Zellen mit mesenchymalen Eigenschafterepithelial to mesenchymal transition
(EMT) reguliert. Die EMT spielt eine wichtige Rolle in der Tumorzellmigration und Invasion
von Krebszellen (Metastasenbildung). Damit ist Nek4 ein interessantes Ziel zur Behandlung von

metastasierendem Lungenkrebg’!!

1.3.14 AUa?

Nek5 ist nur wenig erforscht.[53 72 Es spielt eine Rolle in der Caspas@ regulierten Myogenen
Differenzierung der glatten Skelettmuskulatur.!”®! Es lokalisiert am proximalen Ende von
Zentriolen und reguliert die Zentrosomstabilitat in der Interphase, womit es eine Rolle in der
Erhaltung der chromosomalen Integritat spielt.l’2 Zudem bildet es bei DNA-Schaden durch den
als Zytostatikum eingesetzten Topoisomerasdl-Inhibitor Etoposid einen Komplex mit
Topoisomeraselly. Depletion von Nek5 fihrt hier zur Erhéhung der DNA-Schaden und
beeintrachtigt die DDR.I” In Zellproben von Patienten mit benigner Prostatahyperplasie (BPH
gutartige ProstatavergroRerung) und Prostatakrebs konnte eine Uberexpression von Nek5
festgestellt werden!™ In Brustkrebs und Schilddrisenkrebssteigert Nek5 Uberexpression die
Migration und Invasion der Zellen und ist ein Marker fiir Tumorprogression und schlechte
Prognosel® 76 Uberexpression von Nek5 reduziert die Apoptose in Brustkrebszellen. Des
Weiteren reguliert es Cyclin A2 hoch und dafir Cyclin D1, Cyclin D3 und Cyclin E1 Expression
herrunter.l78 Cyclin A reguliert positiv die DNA-Synthese und den Hntritt in die Mitose. [7”)
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1.3.15 AUa«

Nek6 und Nek7 sind zu 76% identisch und binden an den Gterminalen, nicht -katalytischen Teil

von Nek9. Nek6 wird durch Nek9 an Ser209 phosphoryliert[’® Nek6 wird von den beiden

Checkpointkinasen Chk1l und Chk2 ptosphoryliert und spielt damit eine direkte Rolle in der

DDR. Zellen in G2/M Zellzyklusarrest, der durch ionisierende Strahlung induziert wurde,

entkommen bei Nek6 Uberexpression dem Arrest’® Veranderte Expression von Nek6 wirde

mit verschiedensten Krebsarten, aber auch mit der chronisckentziindlichen Colitis ulcerosa in

Verbindung gebract.!® In Fast 80% der untersuchten Proben vonZhang et al von Patienten

mit hepatozellularem Karzinom wurde Uberexpression von Nek6 gefundenl® Nek6

Uberexpression in Tumoren ist zudem ein Marker fiir Proliferation und Koloniebildung[8%-83],

sowie schlechte PrognosE&? 84861, Damit ist auch Nek6 ein interessantes Ziel zur Behandlung
von Tumoren.[®2 871 Nek6-Uberexpression scheint dabei keinen direkten Einfluss auf die
Progression aler den Zellzyklus zu nehmen, sondern (zumindest im speziellen Kontext derin

vivo, nicht aber in vitro, untersuchten kastrationsresistenten Prostatakrebszellen) zu
verringertem Zellsterben zu flhren.[®] Ein gegentiber Nek7 selektiver Inhibitor zeigt
antiproliferativen Effekt auf MD A-MB-231 Brust-, HCT15 Dickdarm-, PEO1 Eizelt und NCI-

H1299 Lungenkrebszellen!®®!

1.3.16 AUa -

Die Serin/Threoninkinase Nek? ist in die Zellteilung, intrazellulare n Proteintransport und die
DNA-Reparatur involviert. 8% Es wird wie Nek6 von Nek9 aktiviert. [7® Uberexpression fihrt zu
erhdhter Proliferation, wahrend Inhibition mitotischen Arrest, Spindeldefekte, abnormale

Chromosomenteilung und Apoptose auslost.’® 8.0l

Nek7 Uberexpression in Tumoren ist ein Marker fir Proliferation, Koloniebildung und schlechte
Prognosel® %2 UNG45 myosin chaperone AUnc45A) fordert die transkriptionelle Aktivitat des
Glucocorticoidrezeptors und fordert dadurch die Expression von Ne&k7. UNC45A ist essenziell
fur das Zellwachstum in Brustkrebs. UNC45A defiziente Brustkrebszellen zeigen umfangreiche
perizentrosomale Disorganisation, Defekte in der zentrosomalen Trennung und
Chromosomenpositionierung in der Mitose, das Fortschreiten derZellteilung gerét ins Stocken
und die Zellen gehen in die Mitotische Katastrophe. Dieser Ph&notyp zeigt sich nicht mehr nach

heterologer Expression von Nek7 (zusatzliche Expression, durch Einbringung von DNA des
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Proteins an eine Stelle, an der dieses Prot® normalerweise nicht codiert ist) in Hela
Gebarmutterhalskrebszellen und MDA-MB-231 Brustkrebszellen!®®! Nek7 aktiviert das Nirp3,

Asc und pro-Caspasel enthaltende NIrp3 Inflammasom. Dies fuhrt zu einer Aktivierung von
Caspasel und der Freisetzung von Interleukin 11 und Interleukin 18. [949 Nek7 spielt auch in
anderen entzindlichen Krankheiten wie z. B. Diabetes, Endometritis (Entziindung der
Gebarmutterschleimhaut) und systemische Lupuserythematodes (Autoimmunkrankheit die
alle Organe betreffen kann).[53 9% Nek6 und Nek7 werden durch Bindung an eine nicht-

katalytische Domé&ne von Nek9 aktiviert, dies ist fur Nek7 schematisch in Abbildung 3

gezeigt![*®
Nek?7 Nek?7
2l

- - - miﬂ ﬂ .o, ~
t & \
Nek7 Seaa” Srane

— .
Y . Voraktiviert
\§ -~
., ]

-
Autoinhibiert

Langsame Schnelle
Autophosphorylierung l Autophosphorylierung

Aktiv

Abbildung 3: Nek?7 liegt autoinhibiert (grau) vor und zeigt eine langsame Autoaktivierung (grun) udezausklappen des
Tyrosins (Y, blau) aus der aktiven Tasche und Reorganisation des aus der YLLH (blau) bestehenden Sequenz des
regulatorischen Ruckgrats &pine). Bindung der niclatalytischen Nek®omane (braun) fiihrt zu einer Dimerisierung
(hellgrun), Reorganisation de®Spine und einer schnellen Aktivierung durch Autophosphorylierung (dunkelgrin).
Modifizierte Nachbildung vomRichards et al*’!

Nek6, wie auch Nek7 besitzen ein einzigartiges autoinhibitorisches TyrosiaMotiv, welches in
die aktive Tasche ragt. Wie in Abbildung 3 angedeutet, interagiert diese bei Nek7 mit der

Aktivierungsschleife (activation loop) und blockiert die 4 C-Helix. Tyrosinmutanten von Nek6
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und Nek7 sind dagegen konstitutiv aktiv. Isoliert zeigt Nek7 langsame Autophosphorylierung.

Bei Bindung einer nicht-katalytische Doméane von Nek9bildet sich ein voraktiviertes Dimer,
welches rasch durch Autophosphorlierung aktiviert wird. Die Struktur von Nek6 ist nicht
aufgeklart, jedoch wird ein dhnlicher Mechanismus vermutet. Obwohl fast alle NekKinasen ein
Tyrosin an dieser Stelle besitzen, wurde ein solcher Mechanismus bisher nur in Nek7 gezeigt
und in Nek6 beobachtet!?!

1.3.1.7 AUa -

Nek8 lokalisiert neben dem Zytosol an den proximalen Enden der Zentrosomen und tragt
wahrscheinlich zur Ausbildung des mitotischen Spindelapparats und der Zentrosomspaltung
bei.l’® Andererseits verursacht ein siRNAknockdown von Nek8 in IMCD-3 Zellen keine
Reduktion der Zilien. Nek8 wird demnach nicht fur die Ziliogenese bendtigt.[*®t Eine
Punktmutation in Nek8, bei der die Aminosaure Valin 448 durch Glycin ersetzt wird, verursacht
Polyzystische Nieren imjuvenile cystic kidney(jck) Mausmodell. In Zebrafischen verursacht
Nek8 antisense Morpholino -Oligomer ebenfalls Polyzystischen Nieren bzw. Zysten im
Pronephron['°? Dasvon-HippelLindau tumor suppressor proteirfpVhl) reguliert Nek8 herunter
und stimuliert den Abbau von Nek8 tiber verstarkte Ubiquitin ylierung.[*°®! Nek1l wiederum
phosphoryliert pVhl und stimuliert so den Abbau von pVhl Uber verstarkte
Ubiquitin ylierung.!*%4 Nek8 wird zur Bildung von Rad51-Foci nach DNASchaden benétigt und
stabilisiert die Replikationsgabel.!%! Nek8 interagiert an der Replikationsgabel mit Atr und
reguliert dort den Replikationsprozess. Nek8Defizit fiihrt zu verlangsamter DNA-Replikation
und spontanen DNA-Doppelstrangbriichen wéhrend der Replikation. Es interagiert mit Cyclin A
und reduziert so die Aktivitat von Cdk2 nach DNA-Doppelstrangbriichen in der SPhase. Nek8
wird jedoch nicht benétigt, um den Zellzyklusarrest nach DNA Schaden einzuleiten und
aufrecht zu halten.[*%® Eine Uberexpression von Nek8 korreliert mit schlechter Pognose bei
Magenkrebs. Nek8knockdown inhibiert die Proliferation, Koloniebildung und Migration in
SGG7901 Magenkrebszellen(%]
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1.3.1.8 AUa®

Nek9 oder (auch Nerccl) wird durch Phosphorylierung von Threonin 210 in der
Aktivierungsschleife autoaktiviert. Das aktivierte Nek9 lokalisiert in der frihen Mitose an
Zentrosomen und Spindelpolen. Nek9-Defizienz fiihrt zu verzégertem Spindelaufbau, weniger
bipolaren Spindeln und veranderten Mikrotubulistrukturen. 53 197 Nek9 und Plk1
phosphorylieren Nedd1, welches fir die Rekrutierung von chromosomalem r -Tubulin bendtigt
wird. 2% Nek9 reguliert die Chromosomenpositionierung und -trennung in der Mitose. Es
bindet an Nek6 und Uber die katalytische und die erste, Serin, Threonin und Prolin-reiche Rccl
Domane an Ran GTPase. Es existiert als Homooligomer und kansich in vitro autoaktivieren.
Nek9-Defizienz fuhrt in Ptk2 Zellen zu PrometaphaseZellzyklusarrest, inkorrekter
Chromosomenplatzierung und Aneuploidie (abweichende Zahl der Chromosomen). Es ist ein
zytoplasmisches Protein und wird in der Mitose durch p34<? phosphoryliert und r eguliert die
die mitotische Progression!'® Dimeres Nek9 aktiviert N ek7 durch Bindung der 4 C-Helix und
folgender Autophosphorylierung, dies ist ndher in dem Kapitel 1.3.1.6 Uber Nek7
beschrieben!!% Nek6 wird ebenfalls durch Bindung an Nek9 phosphoryliert.[*?l In etwa 5% der
non-small lung cance(NSCLC) Zellen wird das onkogene Fusionsprotein Enl4-Alk exprimiert.
In Nek9-tberexprimierenden Zellen bindet die Variante EmI4-Alk V3 an Nek9. Es rekrutiert
Nek7 und Nek9 an Mikrotubuli und stabilisiert diese. Die Zellmigration wird erhéht und das
progressionsfreie Uberleben der Patienten ist reduziert!'!l Nek9 wird auch in Meningeom
(Tumor der Gehirn- oder Ruckenmarkhaut) gegeniber dem gesunden Gewebe
uberexprimiert.[**2 In bestimmten Varianten des fortgeschrittenen Melanoms wird Nek9
Uberexprimiert und korreliert mit einer schlechten Prognose fir die Patienten. Der Braf
Inhibitor Dabrafenib unterdriickt das Tumorwachstum in Braf-Wildtyp Zelllin ien, in denen
Nras- und Kras-mutiert ist unter anderem durch Inhibition von Nek9. [*%3 Eine trunkierte stop-
gain Mutation (R497*) verursacht zudem verschiedene Fehlentwicklungen des Skeletts und

Verzogerungen im Zellzyklus!*4

1.3.19 AUa! ¥

Nek10 bildet Komplexe mit Pcm1 und Rllf, Chip und Hsp70, sowie Pka und Chip. Nek10
lokalisiert an den zentriolaren Satelliten und entlang der Axonem-Mikrotubulistrukturen. Auch

ist es in der Ziliogenese involviert. Pka phosphoryliert cAMP-abhéngig Nek10 an T812. So

14



phosphoryliertes Nek10 wird durch Chip polyubiquityliniert zur Proteolyse markiert, was zu

einem Abbau der primaren Zilien fuhrt. [*5 Nek10 wird benétigt, um nach UV-Bestrahlung Erk1
und Erk2 zu aktivieren und die Zellzyklusprogression durch den G2/M-Zellzyklusarrest zu
blockieren.!'*®! Die Mutation NEK10 E379K wurde in metastasierenden Melanomen als
Treibermutation identifiziert, also eine Mutation , die direkt an der Onkogenese beteiligt ist[17]
Zudem erhoht die Punktmutation L513S die Wahrscheinlichkeit an Brustkrebs zu

erkranken.[118l

1.3.1.10AUa | !

Nek11 existiert als lange Nek11L und kurze Isoform Nek11S. Die katalytische Doméane ist Nek3
und Nek4 am ahnlichsten. Die Expression von Nek11L steigt zwische der S und G2/M Phase.
Nekll lokalisiert wahrend der Interphase im Zellkern und der Prometaphase an den
Mikrotubulipolen, was auf mehrere Rollen von Nek11 hindeutet. ¥ Die Kinaseaktivitat steigt
nach Behandlung mit DNA-schddigenden Agenzien und Replikationsinhibitoren. Nek11
reguliert den Zellzyklusarrest in der S-Phase.Die Aktivierung von Nek11 in HeLaS3 Zellen wird
indirekt durch Koffein unterdriickt, wahrscheinlich tiber Inhibition von Atr und Atm. 129 Nek11
lokalisiert wahrend des G1/S-Arrests an den Nucleoli und interagiert mit Nek2A. Nek2
phosphoryliert Nek1l in der c-terminalen nicht-katalytischen Region und steigert so die
Kinaseaktivitdit von Nekll. Die nicht-katalytische Region wirkt autoinhibitorisch auf die
Kinasedomane. Die Phosphorylierung durth Nek2 stort diese Interaktion.!*2% Nek11 Defizienz
verringert die Lebensfahigkeit der Zellen. Die Defizienz verhindert zudem den G2/M-
Zellzyklusarrest nach DNASchadigung und férdert p63-anhéangige Apoptose.Bei Darmkrebs ist
Nekl1l entscheidend fiir das Uberleben der Krebszellen, insbesondere bei exogenen DNA
Schaden!*?! In 586 Proben aus Zystadenokarzinomen und Cisplatinresistenten A2780
Eierstockkrebszellen war Nekllherunterreguliert. Nek11 interagiert direkt mit den Proteinen
Nek2, Met, Jun, Erbb2, Egfr, Aktl, Akt2 und Ikbke, die bei Eierstockkrebs in die Resistenz

gegeniiber Chemotherapeutikainvolviert sind .[*?2
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1.32. AUaH3d UANE UaOc0B8ehAUaEOOENME UPU AcUxeéYUgOabl

Nek1-Defizit fihrt zu erhohter Apoptose, Hypersensitivitit gegeniber DNA-schadigenden
Agenzien, wie Methylmesylat (MMS), Bleomycin, UV-Licht aber erniedrigter Sensitivitat
gegenuber demCrosslinkerCisplatin . Nek1-Defizient fuhrt zu reduzierter Mitophagie (Abbau
von Mitochondrien), Erhéhung der Anzahl der Mitochondrien, Erhéhung von ROS (Reaktiven
Sauerstoffspezies), beeintrachtigterMitochondrial respiratory complex | Aktivitéat und erhohter

Anzahl von DNA-Schaden in Mitochondrien. [123]

Renale tubulére Epithelzellen aus NekZtdefizienten kat2J Mausen zeigen mehrereMikrokerne,
verbrickte Chromosomen, einzigartige, hohle Zellkerne und letztlich chromosomale
Instabilitdt. Diese Zellen zeigen zudem deutliche Abweichungen in der Mitose Abbildung

4).1124]

late telophase/
prophase metaphase anaphase telophase cytokinesis

wild type

NEK1 -/-

Abbildung4: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahme venalen tubuléaren Maugpithelzellen (&) und Nek1/ --defizienten
renalen tubuléaren Maug&pithelzellen ¢h) in der vierten Passage wahrend der Mitose. Die DNA isbiait fluoreszierendem
DAPI und J-Tubulin mit einem rot fluoreszierendenAntikérper gefarbt. Die Graustufendarstellungen sind
Hochkontrastbilder der entweer | -Tubulinoder DAPI Farbung der jeweils dartiberliegenden Bilder. Abbildung verwendet
ausChen et al, unter Verwendung deCreative Commons Lizenz Attribution 2.0 Gene{@C BY 2.p!124

Wie in Abbildung 4 a gezeigt, werden bei Wildtypzellen nur zwei (rot gefarbte) Spindeln
gebildet. Nek1-defiziente Zellen jedoch bilden oft multipolare Spindeln ( Abbildung 4 f). In der
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Metaphase werden die Chromosomen wie inAbbildung 4 b gezeigt, in der sogenannten

Metaphaseplatte organisiert. Dies gelingt in Nekl-defizienten Zellen nicht immer, so das sich
wie in den Graustufendarstellungen fir DAPI in Abbildung 4 g und h durch Pfeile
hervorgehoben Chromosomen auf3erhalb der Metaphasenplatte befinden. Dementsprechend
werden die Chromosomen in der Anaphase nicht korrekt in die beiden entstehenden
Tochterzellen transportiert, es entstehenaneuploide Zellen (Zellen mit inkorrekter Anzahl von
Chromosomen). Auch die Zytokinese ist gestort, es wird unvollstéandige Zytokinese beobachtet
(Abbildung 4 m - n). Wahrend in Wildtypzellen >90% der Zellen eine korrekte Verteilung
beobachtet wurde, war dies bei NekXdefizienten Zellen lediglich bei 25% der Zellen der Fall.
Waéhrend in der Gberwiegenden Mehrheit der Wildtypzellen 40 Chromosomen zu finden sind,
haben Chen et al.im Median 62 Chromosomen in Nekl-defizienten Zellen gez&hlt. Weiterhin
sind Chromosomenpaare unterschiedlicher Grof3e zu beobachten, was authromosomale
Translokation schlieBen lasst!*?Y Nach mehreren Passagen entkamen die Z&in der Seneszenz
(Stopp des Wachstums trotz Wachstumsfaktoren) und wurden spontan immortalsiert, eine
notwendigen Eigenschaft von Krebszellert> & 1241 Auch zeigen sie andere Eigenschaften, die
typisch fiir Krebszellen sind, wie der Verlust der Zellkontakthemmung, mehrschichtiges
Wachstum, Wachstum in weichem Agar und die Fahigkeit, bei hoher Zelldichte zu wachsen.
Nach Injektion der Zellen in kat2J-Mause bildeten sich zystenhaltige Tumore. In kat2J Mausen
werden stark gehauft spontane Tumore beobachtet. Wéhrend Wildtypmause im Alter von
17 - 24 Monaten 30% Tumore entwickelt haben, wurden in 89% der gleichaltrigen Nekl + / -

defizienten kat2J Mausen Tumore gefunden [*?4

Nach DNASchaden durch ionisieende Strahlung wird Nekl hochreguliert.[*?® Die
Checkpointkinase Ar (Atm and Rad3-related) und Atrip (ATR-interacting protein) bilden in der
DNA-damage respons€DDR) einen Komplex. Nekl reguliert die Stahilitat des Komplexes und
ist kritisch fur die A tr-Aktivierung. Nekl-defiziente Zellen kdnnen mehrere Atr-Substrate nicht
korrekt phosphorylieren. Auch die Autophospohorylierung von Atr an Threonin 1989 (einer der

frihesten Reaktionen der Zelle auf DNASchaden) kann nicht effizient erfolgen.[128]

Nek1l ist wichtig fur d en effizienten Zellzyklusarrest nach DNA-Schaden und um eine korrekte
DNA-Reparatur sicherzustellen. Nekl1¢/-)-defiziente Zellen aus kat2J}Mausen gehen nach
DNA-Schadigung nicht korrekt in den G1/S- und G2/M-Checkpoint-Arrest. In humanen HK2-
Nierenzellen nach siRNA silencing und Nek1(-/-)-defizienten Ma&usezellen werden die

Checkpointkinasen Chk1l und Chk2 nach DNASch&adigung durch ionisierende Strahlung nicht
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korrekt aktiviert. Die DNA -Doppelstrangbriiche bleiben nach niedriger Bestrahlung mit

ionisierender Strahlung langer bestehen und es sind vermeht Chromosomenbriiche zu
beobachten!*?” Allerdings ist nicht klar, ob dies auf Defizite in der DNA-Reparatur oder die

Rolle von Nekl in der Zellzyklus Checkpointkontrolle zurtickzufuhren ist. 31 127]

Auch in der DNA-Reparatur spielt Nekl eine wichtige Rolle. In der Homologen Rekombination

(Kapitel 1.2.1) schiitzt das Rad51-Filament die einzelstrangige DNA!?®! Nach dem der Komplex
aus dsDNA Rad51 und ssDNA gebildet ist, befordert dieATPase Aktivitat des Motorproteins
Rad54 die Rad51 Ablosung von der DNA. Es bildet sich dieHeteroduplex-DNA aus dem
beschadigten DNAStrang und dem intakten DNA-Strang. Der intakte Strang dient als Vorlage
fir die DNA-Polymerase um die fehlenden Basen ardie beschadigte DNA anfligen zu kdnnen.
In Abwesenheit von Rad54 kann Rad51 nicht abgeldst werden und die Reparatur durch die

Homologe Rekombination kann nicht abgeschlossen werder3t 128-130]

Spies et al. konnten zeigen, das Nekl die Kinase Rad54 in Ser572 phosphoryliert. So
phosphoryliertes Rad54 I6st das diesingle strandedDNA-schiitzende Rad51 Filament nach der
Reparatur von der DNA ab. Wenn Nekl nicht Rad54 phosphoryliert, kann die Homologe
Rekombination ebenfalls nicht abgeschlossen werden®! Interessanterweise schiitzt Rad51
ebenfalls blockierte Replikationsgabeln vor dem Abbau. In der SPhase phosphoryliert Rad54
nicht Rad51 an blockierten Replikationsgabeln so dass die Replikationsgabel geschitzt bleibt.

Funktionelles Nek1 phosphoryliert Rad54 in diesem Fall nicht[3t: 1311

Auch haben Kobarg et al die Proteine zinc finger and BRCA4nteracting protein with a KRAB
domain (Zbrk1), meiotic recombination 11 homologue AMrell) und p53 binding protein 1
(53Bpl) als Interaktionspartner von Nek1 identifiziert. Zbrk1 interagiert mit Brcal, welches die
Transkription des Tumorsuppressorgens Gadd55 unterdriickt, Mrell ist Teil des Mrn
Komplexes, welches im Auftaktschritt der Homologen Rekombination auftritt und 53Bp1 ist ein
Mediator von DNA-schadensinduziertem Zellzyklusarrest.['32 133 Damit ist Nek1 auch Uber

diese drei Proteine in die DDR involviert.[134

Interessanterweise konnte Nekl nicht nur in der Homologen Rekombinaton, sondern auch in
der NHEJ eine Rolle spielen. Ku80 wurde zusammen mit Fez1 in einer Immunoprézipitation als
Interaktionspartner von Nekl identifiziert. ('3 Ku80 bindet zusammen mit Ku70 als
Heterodimer an DNA-Enden und spielt eine wichtige Rolle in dem NHEJMechanismus der
DNA-Reparatur.[**!
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Fortgeschrittener lokaler Prostatakrebs und metastasierender Protatakrebs werden systemisch

mit Antiandrogenen behandelt. Nach etwa 2-3 Jahren entwickelt sich jedoch haufig
metastasierender, kastrationsresistenter Prostatakrebs. Dieser wachst Androgemnabhangig
und hat eine schlechte Prognose mit einer durchschnittlichen Uberlebenszeit von nur 1618
Monaten. In der Entwicklung zu dem kastrationsresistenten Prostatakrebs ist die Aktivierung
des Zellzyklusarrests tber eine Aktivierung der DDR wichtig, dietber Atr-Chk1 oder Atm-Chk2
vermittelt wird. Singh et al. schlagen daher die Umgehung des Zellzyklusarrest tber eine
Inhibition von Atm oder Atr vor, was zu einer Mitotischen Katastrophe fiihren sollte. [**"1 Diese
Strategie wurde bereits erfolgreich bei Atm angewandt, sensitiviert jedoch auch gesunde Zellen
gegeniiber DNA-Schaden!*3® Die Tousled like kinase X Tlk1) wird durch Nekl1 phosphoryliert
und aktiviert wiederum tber Atr die DDR. 1237139 Thioridazin ist ein TIk-Inhibitor und blockiert
die DDR!*% Die Behandlung von LNCaP Prostatakrebszellen mit dem Atiandrogen
Bicalutamid und Thioridazin fuhrt zu Apoptose der Zellen und verhindert die Bildung von
kastrationsresistenten Zellen.In Mauszellen fihrt die Behandlung mit Bicalutamid zu einer
Phosphorylierung von Nek1 an T141 durch TIk1. Die Zugabe vonThior idazin verhindert diese
Phosphorylierung. Im Maus-Xenograft blockiert die Gabe beider Substanzen das

Tumorwachstum vollstandig.[**"!

Nekl ist in bestimmten Nierenkrebszellen (A498, 786-O und ACHN) zwei bis dreifach
Uberexprimiert. Da die Proteinkonzentration nach Blockade der Proteinsynthese durch
Cycloheximid nicht abgenommen hat, vermuten Chen et al.einen Defekt im Proteinabbau. In
HK2-Zellen betragt die Halbwertszeit von Nekl ca. 3 Stunden, in den genannten
Nierenkrebszellen aber Uber 24 Stunden. A498 Zellen zeigen eine deutlich héhere Toleranz
gegentber MMS, 5-Fluorouracil (5-FU), dem Topoisomerase ItHemmer Etoposid und UV-
Licht, als normale HK2-Zellen. Werden die Zellen durch Gabe von siRNA Nekidefizient,
werden A498 Zellen deutlich sensitiver gegentiber MMS und die beiden A498 und 7860 Zellen
deutlich sensitiver gegentber ionisierender Strahlung. Die NektUberexpression deutenChen
et al. als mdgliche Ursache von Therapieresistenzen bei der Behandlung von Nienkrebs mit

Chemotherapeutika[*4!]

Wahrend die Nek1-Expression ingesundenGlia-Gehirnzellen niedrig ist, wird Nek1 in Gliomen
uberexprimiert. Die Uberexpression korreliert mit dem Proliferationsmarker Ki-67, dem
Tumorgrad, dem Wohlbefinden der Patienten (Karnofsky performance scajeund einer

schlechten Uberlebenspognose der Patienten. Diese Beobachtung ist besonders wichtig, da
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Patienten mit Gliomen generell eine sehr schlechte Uberlebenswahrscheinlichkeit haben und

die Behandlungsmethoden dringend verbessert werden missenNekl1l-Depletion mit siRNA
inhibiert das Tumorwachstum. Bei Behandlung von Gliomzellen mit dem Chemotherapeutikum
Temozolomid zeigen U118 Zellen mit niedriger Nekl-Uberexpression hohe Sensibilitat,
wahrend U87-MG Zellen mit hoher Nek1-Uberexpression eine hote Resistenz zeigenDie Gabe
von Nekl1-siRNA sensibilisiert U87~MG und U251-MG Zellen gegentiber Temozolomid und
steigert massivdie Apoptose Daraus schliel3en die AutorenZhu et al. das Nekl ein wertvolles

Ziel zur Behandlung von Gilomen und Behandlungsresstenzen sein konntel'4?

In sporadischen Nephroblastomen (auch WilmsTumor), ein bdsartiger Nierentumor bei
Kindern, kénnten Deletionen, die Nekl betreffen, eine (Mit-)Ursache fir die Tumorgenese

sein [143]

In Proben von Patienten mit Schilddrisenkrebs und Speiser6hrenkrebs wurde eine
Uberexpression von Neklbeobachtet. Diesezeigt bei Schilddriisenkrebseinen Zusammenhang
mit Parametern, die die Aggressivitat beschreiben, wie Multifocalitat, Invasivitat, Tumorgrad
und TumorgréiRe. Interessanterweise war die NektExpression in Lungentumoren im Vergleich

zu normalem Gewebe stark verringert!®

Dadie Nekl1-Kinase wie in diesem Kapitel beschrieben,fiir viele Krebszellen tiberlebenswichtig
ist und nur Zellen in der Proliferation die notwendige zweite DNA -Kopie besitzen um die
Homologe Rekombination nutzen zu konnen (Kapitel 1.2.1), stellt die Nekl-Kinase ein

attraktives Ziel zur Krebstherapie dar.

133. 1 pU CadA&dds aklaxcOaaaéelaepda éaa AbpéeaodyaaU

Nekl phosphoryliert voltage dependent anion channel {Vdacl) an Serin193. Ein Teil des
zellularen Nekl lokalisiert an den Mitochondrien. Fehlende Phosphorylierung des Vdac1 fuhrt
zum Zelltod. Die mitochondrial permeability transition pore (Mptp) oOffnet sich und das
Mitochondrial membrane potential(MMP) bricht abrupt ein. Der Einbruch des MMP tritt bei

oxidativer Schadigung und DNA-Schadeninduziertem Zelltod ein. [*34

Bei einem schadigenden Ereignis kann sichdie Mptp 6ffnen, indem Cyclophilin D das sich in
der inneren Mitochondrienmembran befindliche adenine nucleotide translocaséAnt) durch

Bindung aktiviert. Normalerweise transportiert Ant ATP aus den Mitochondrien in das Zytosol.
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Das aktivierte Ant bindet an Vdacl in der &ufferen Mitochondrienmembran und bildet damit

den Komplex der Mptp. Die gedffnete Pore flhrt zu einem Anschwellen der Mitochondrien,
einem Platzen der auReren Membran und der Freisetzung von Cytochront.!*# Das freigesetzte
Cytochrom c aktiviert den apoptosis protease activating factaqipaf-1), welcher eine Serie von
Caspasen spdet, was zu einer Entmantelung der Zelle durch Bruch der ZellZellkontakte, dem
Abbau von Elementen des Zytoskeletts und Strukturen des Zellkerns fuhrf!*4 Bei einer
voriibergehenden Offnung der Mptp wird weiter ATP produziert und die Zelle stirbt durch ATP -
abhangige Apoptose. Wenn dieMptp geoffnet bleibt, wird das ATP verbraucht und die Zelle
stirbt durch Nekrose Diese Prozesse werden bei Reperfusionsschaden (oxidativer Stress nach
plotzlich verfugbarem Sauerstoff nach Sauerstoffarmut) nach einem Schlaganfall beobachtet.
[144] Phosphorylierung von Vdac1 durch PhospheMimic konstitutiv -aktives Nek1 verhindert den
Zelltod nach DNA-Schadigung nur vorriibergehend. Tatsachlich fohrt sowohl konstitutiv
geschlossenes Vdacl, vermutlich durch AT#angel der Zelle, als auch konstitutiv offenes
Vdacl durch Einbruch des MMP zum Zelltod. Fir das Uberleben der Zelle ist daher eine

Regulation nach den Bedurfnissen der 2lle notig.!*34

Wenn Nekl-defiziente Zellen mit ionisierender Strahlung geschadigt werden, fuhrt dies zu
einem Verlust der Phosphorylierung an Serin193 bevor die Zellen sterben. Nekl-defiziente
Zellen haben eine ungewohnlich hohe mitochondrial membrane permeability**4 Nach Zugabe
von sub-letalen Dosen von HO. oder MMS zu A498 Nierenkrebszellen dissoziiert Nek1l von
Vdacl ab und reassoziiert nach der Reparatur. Zellen mit letalen Dosen hingegen zeigen keine
Reassoziation von Nekl an VdacI'*! Dies untermauert die von Chen et al. formulierte
Hypothese, das die fehlende Phosphorylierung ein vorder Apoptose und Nekrose unabhéngiger

Mechanismus ist, der zum Zelltod fuhrt.[134

134. 1 PU CaaalU eéafpailalacaabvalau UcOé U OaeaalcgaeU

Amyotrophe Lateralsklerose (ALS) ist eine bisher nicht heilbare degenerative Erkrankung des
motorischen Nervensystems, welche bei Menschen mit h6herem Alter ausbricht. Die Patienten
sind bei Ausbruch in der Regel zwischen 50 und 75Jahre alt.['**! ALS ist eine neurodegenerative
Funktionsstorung, resultierend aus dem Verfall und Absterben von Motoneuronen im

Hirnstamm und Rickenmark. Zu den friilhen Symptomen zahlen Muskelschwéche, Zuckungen

und Krampfe.[146]

21



Im Durchschnitt betragt die Lebenszet vom Auftreten der Krankheit bis zum Tod 3-4 Jahre['4"]

Obwohl es sich um eine seltene Krankheit handelt wird geschitzt, dass die Anzahl der

Betroffenen bis 2040 auf ca. 400 000 weltweit ansteigt.[*4°]

Die Erkrankung ist der breiten Offentlichkeit durch die sogenannte Ice Bucket Challangbekannt
geworden, bei der sich Personen einen Eimer mit Eiswasser tUber den Kopf giellen und zum
Spenden an eine Organisation auffordern, die ALS Patienten unterstlitzt o@r deren
Erforschung erméglicht. Eine der finanzierten Organisationen ist Project MinE die einen Teil
der Forschung von Veldink et al. finanziert haben. Veldink et al. haben Genomsequenzenvon
ALS Patienten und gesunden Personen untersucht und.ossof-function-Mutationen im Nekl1
Gen als Risikofaktor fuir fALS identifiziert. Auffallig ist die hohe Trefferquote von ca. 3% aller
ALS Falle**®151 |n ca. 90% aller Falle tritt die Krankheit sporadisch (SALS) aus, lediglich inca.

10% der Falle handdt sich um die autosomatdominant vererbte familiare Form (fALS).[152

Brenner et al.konnten eine statistisch signifikante Haufung an Nekl Lossof-function-Varianten
an den fALS Patienten feststellenund Naruse et al, dass Nek1 Lossof-function-Varianten mit
hoherem ALS Risiko in Verbindung gebracht werden konnen.!*s3 541 Die signifikante
Verbindung von ALS und Nekl Lossof-function-Varianten bei Populationen in verschiedenen
Regionen lassen vermuten, dass die Haploinsuffizienz von Nekl einen Beitrag zur ALS

Pathogenesdeistet.[*53

Die signifikante Haufung von heterozygoten Lossof-function-Mutationen, aber das Fehlen von
Missense Mutationen in familiaren und sporadischen ALSKohorten spricht fir Nekl

Haploinsuffizienz als molekulargenetischen Mechanismug54 1591

Neben Nekl wuden unter anderem auch Sodl, Matr3, Tbkl, C9orf71 und C2lorf2 als
Risikofaktoren identifiziert .['45 1581 C210rf2 bindet an F box only protein 3(Fbxo3) und wird von
diesem ubiquitinyliert , worauf C21orf2 protesomal abgebautwird. Nekl stabilisiert C21orf2
durch Phosphorylierung, Fbxo3 kann nicht mehr binden. C21orf2 stabilisiert wiederum Nekl
und damit mittelbar sich selbst. Die V58L Mutante von C21orf2, die in Verbindung mit ALS
gebracht wird, wird verstarkt von Nek1 phosphoryliert. Dadurch wird die Mutante nicht durch

Fbxo3 ubiquitinyliert und akkumuliert zusammen mit Nek1. Die Expression dieser Mutante in
murinen Stammzellen beeintrachtigt dasAuswachsen von Neuriten.Wanatabe et al.spekuieren
daher, dass eine Inhibition der Nekl-Kinase eine mogliche Therapieoption fur Patienten mit

C21orf2 Mutation sein kénnte. [158]
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In dem beiden Mausmodellen fur Polyzystische Nieren polycystic kidney diseasé’KD) kat und
kat2J wurde Nekl-Defizienz festgestellt. In kat Mausen ist eine Deletion der Nucleotide 791-
2105 und in kat2J-Mausen eine Insertion an +996 nt festgestellt worden, die einen Frameshift
und ein verfrihtes Stopcodon verursacht. Das Stopcodon ermdglicht ein theoretisches
Restprotein von 154 Aminosauren, wobei die letzten 13 Aminoséauren durch den Frameshift
verandert waren. In den Mausen zeigen sich Polyzystische Nieren mit langsamer Progression,
die der renalen Pathologie wie in der humanen autosomal-dominanten PKD &hnelt. Weiterhin
zeigen die Mause Fehlbildungen im Gesicht, Minderwuchs, mannliche Sterilitat, Anamie und
Zysten in der Gehirnstruktur des Plexus chorioideu§®”! Nekl zeigt eine hohe Expression in
mitotischen Zellen.[* Die Hoden von kat2JMausen sind stark verkleinert, zeigen viele

apoptotische Zellen und produzieren keine Spermien!°8

Polyzystische Nieren sind die haufigste Nierenerkrankung in Menschen®® Sie st
gekennzeichnet durch eine starke Volumenvergrof3erung der Niere und dem Wachstum von
flussigkeitsgefullten Zysten!**" Ein Beispiel zweier Polyzystischer Nieren ist inAbbildung 5

gezeigt.

Abbildung5: Fotographie vorPolyzystischeNieren welchedie starke Verédnderung der Nieren darstellt. Dieses Bild ist unter
der Public Domairveréffentlicht (gemeinfrei) und stammt von der@enters for Disease Control and Prevention's Public
Health Image LibraryPHIL), und hat die Identifikationsnummer 861 und wurde aufgenommen BonEdwin P. Ewing}69
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Veranderungen in den humanen Genen PKD1 und PKD2 verursachen autosomdbminante

PKD. PKD1 codiertPolycysteinl, ein Membran-Glycoprotein, dass eine hohe Homologie zu
Membranproteinen zeigt, die in Zell/Zell - und Zell/Matrix interaktionen involviert sind. PKD2
codiert Polycystein2, ein Membranprotein, dass eine hohe Homologie zuvoltageactivated C&*
channely e und den Na* voltagedependent channslzeigt.[15": 161. 1621 Kobarg et al haben Kif3a,
J-Catulin and Tuberin als Interaktionspartner der nicht-katalytischen coiled-coil-Doméane des
Nek1-Proteins identifiziert. Mutationen in Kif3a wurden mit der Entstehung von PKD in
Verbindung gebracht. Tuberin spielt eine Rolle in der Regulierung von Zellwachstum und
Proliferation. Tuberin reguliert die Lokalisation von Polycysteinl in der Membran und ist damit
direkt in der Entstehung von PKD involviert. Polycysteinl interagiert direkt mit J-Catulin.
Kobarg et al.spekulieren daher, dass humanes Nekl eine direkte Rolle impolycystinl-related

signaling pathway spielt.[132 135, 163-165]

Taz ist ein Adapterprotein in SCF P E3 ubiquitin ligase complexder Pc2 zum Abbau markiert.
Taz wird von Nekl1 an Serin 309 phosphoryliert, einer in Maus, Zebrabarbling und Menschen
hochkonservierten Phogphorylierungsstelle. So phosphoryliertes Taz vermittelt den Ubiquitin-
abhéangigen Abbau vonPolycystein2 (Pc2). Taz-Defizienz fuhrt zu einer Akkumulation von Pc2
und I6st in Mausen und Zebrabéarblingen PKD aus. Umgekehrt fihrt phosphoryliertes Taz zur
Ubiquitinylierung von Nek1 und reguliert so dessen Abbau.Yim et al. schlieRen darausauf einen
negativen feedback loop um die Konzentration von Pc2 zu regulieren, um die korrekte

Ziliogenese zu ermoglichen!166-168]

Wegen derbedeutenden Rolle von Nek1 in der Entwicklung von Polyzystischen Nieren haben
Baumann et al. spekuliert, dass eine Inhibition durch Nekl-Inhibitoren auch &hnliche
Phanotypen in Zebrabarblingen hervorrufen kann. Das Assayschema und ausgewahlte

Ergebnisse sind h Abbildung 6 gezeigt.
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Abbildung6: In der vonBaumann et aldurchgefiihrtenfluoreszenzmikroskopischen Untersuchung wurden nach Schema
(A) ZebrabarblingEmbryonen in Nekdnhibitor, FluoreszenzfarbstoRFYellowund wieder in Nekanhibitor inkubiert, bevor

sie in Agarosegel kopfiiber positioniert und fluoreszenzmikroskopisch sotgrt wurden. (B) Schematische Darstellung der
Stammniere in einem entwickelnden ZebrabarbHambryo (28 Somiten)Abkirzungen: C,Cloaca CS,corpuscles of
Stannius DE,distal early tubule DL, distal late tubule N, neck region P, Podocytes of the glmerulus PCT,Proximal
convoluted tubule PD,Pronephric duct PST Proximal straight tubule (C) Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen der
Zebrabarblingmbryonen nach Inkubation in (i) Negativkontrolle, (i) DM&@trolle, und (iii) 21QuM bzw. (iv) 20uM Nek1-
Inhibitor 10f. Reprinted (in part) with permission from Baumann, G.; Meckel, T.; B6hm, K.; Shihl.;YDickhaut, M;
Reichardt, T.; Pilakowski, J.; Pehl, U.; Schmidt, B., llluminating a Dark Kinase: StrGctidled Design, Synthesis, and
Evaluatiorof a Potent Nek1 Inhibitor and Its Effects on the Embryonic Zebrafish Pronephros. Journal of Medicinal Chemistry
2021. (in pres$ DOI: 10.1021/acs.jmedchem.0c02118o0pyright2021 American Chemical Societ{f%

Daher wurden mit Zebrabarbling-Embryonen wahrend der Entwicklung mit Nek1-Inhibitoren
nach dem in Abbildung 6 A gezeigten Schemainkubiert. Eine kurze Inkubation mit PT-Yellow
fuhrt zu einer Aufnahme des Farbstoffes durch die Embryonen. 48h nach Inkubation mit dem
Farbstoff ist bei der Negativkontrolle und der DMSO-Kontrolle (Abbildung 6 C) nur wenig
verbleibender Farbstoff in den Pronephrons zu erkennen. Nach Inkubation mit dem NekZ%
Inhibitor 10f (Abbildung 7) sind jedoch signifikante und dosisabhangige VergrofRerungen des

Pronepronvolumens und der Fluoreszenzintensitat zu beobachteri¢®
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Abbildung7: Struktur des irBaumann et alverwendeten Nekdnhibitors10f.116% Hinweis: Die Bezeichnurff ist aus der
Veroffentlichung tbernommen, um Missverstandnisse zu vermeiden wird in dieser Dissertation keiner andererr Sieuktu
Nummerierungl0 zugewiesen.

Demnach hat der NekZinhibitor 10f in Zebrabarbling-Embryonen die Entwicklung von
Polyzystischen Nieren verursacht!®® Das gleiche Assay wird zur Evaluation der Nekt
Inhibitoren BSc5341 und BSc5367 in Kapitel 3.8.5 verwendet.

1.36. AUaBHa 1 UpéUcUa AcOaavyUbéuUa

Mutationen in Nekl werden in verschiedenen Ziliophatien beobachtet. Mutationen in Nekl
kénnen zum Beispiel das pranatal lethale, autosomalrezessiveShort-Rib Polydactyly Syndrome
Type Majewskiauslosen. Die Foten zeigen dabei schwere Misshildungen wie sth verkiirzte
Rippen, einen engen Brustkorb, LippenKiefer-Gaumenspalte, Polydaktylie (Uberzéhlige Finger
und Zehen), gekrimmte und zusammengewachsene Nierenpersistierenden Foramen ovale des
Herzens (Loch im Herzen), breite/gewélbte Stirn. Es wurden auch Polyzystische Nieren
beobachtet!*’® 71 Auch eine Verbindung zu oral-facial-digital syndrome type Il (Mohr
syndromg, short-rib polydactyly syndrome type lllund short-rib thoracic dystrophieswurde

gezeigt[172:174]

In einer funktionale n Netzwerkanalyse einer Datenbank von Personen mit AutismusSpektrum-
Stérungen wurden die vollstdndig sequenzierten Genome untersucht. Die Analyse legt nahe,
das Nekl mit Exportin 1 (Xpol auch Crml) interagiert, welches Proteine aus dem Nucleus in
das Zytoplasma transportiert und eine Rolle in Autismus-Spektrum-Stérungen spielt.[*7> 176 Ein

direkter Zusammenhang konnte bisher nicht gezeigt werden.
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Kinasen sind Proteine, die katalytisch die terminale Phosphatgruppe von Adenosintriphosphat
ATP auf Serin, Threonin oder Tyrosin tibertragen!*’’! Bereits 1978 wurde die Kinase +Src des
Rous sarcoma virugls Onkogen identifiziert, der Krebs in Hihnern auslésen kann!*’8 Im Jahr
1981 wurde die Sequenz der Protein Kinase A (Pka) bestimmt und schlieRlich 1991 die Struktur
von Pka mit einer Kristallanalyse aufgeklart!*’8 179 Stand Dezember 2021, sind in cer Protein
Data Basg(PDB) fast 185,000 Makromolekularstrukturen hinterlegt. [*8 1995 erfolgte die erste
Zulassung eines Kinaseinhibitors, Fasudil, in Japan zur Behandlung von Zerebralem
Vasospasmus!’® Der Zerelrale Vasospasmus ist eine durch Subarachnoidalblutungen
verursachte Verengung der Hirnarterien. Blutungen des Hirns, bei denen sich das Blut mit der
Hirnflissigkeit (Liquor cerebrospinalis mischt, werden als Subarachnoidalblutungen
bezeichnet. Dies kann énen ischamischen Schlaganfall auslosen!®! Erst die Entdeckung in
1986, das Staurosporin , ein Fungizid der Bakterien der Klasse der Streptomyces ein
nanomolarer Inhibitor der Protein Kinase C (Pkc) ist, filhrte zur intensiven Beschaftigung der
Pharmaindustrie mit Kinasen als Zielen fir therapeutische Zwecke!'’® Die Zulassung der
Kinaseinhibitoren Rapamycin als Immunsupressiva fur Organtransplantationen in 1999 und
von Gleevec (Imatinib ) in 2001 als Therapeutikum gegen die chronische myeloische Leukémie
(CML) stellten groRe Durchbriiche in der Entwicklung dar.!*’® Dies fiihrte zu der
TcpAddclrjgafsle cglcqg npmtPmwtein kirgasesCl theMmajor drige j q

targets of the twentyfirst century 2§ 178 182

Uber 518 Kinasen sind im humanen Genom codiert, Splicing Varianten nicht mitgezahlt!&
Die Kinasen ktémen im KINOME Treein Abbildung 8 anhand der Verwandtschaft

zusammengefasst dargestellt werden.
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Abbildung8: Darstellung der Kinasen itllINOME Tree. Mit roten Punkten sind die in ChEMBL data (Stand: M&rz 2016) und
Drug Bank (Stand: Dezember 2015) erfassten Hauptziele von Kinaseninhibitoren mit klinischer Zulassung Hdrklek1
ist mit einem blauen Punkt markiert. Erstellt mit KinM&$! Verwendet mit freundlicher Genehmigung v Fuelle
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Die Mehrheit der 538 in Abbildung 8 gezeigten eukaryotischen Proteinkinasen (ePK) werden

in sieben typische und sieben atypische Familien untergliedert!® Wahrend die Sequenz der
eukaryotischen Proteinkinasen hoch konserviert ist, trifft dies nicht auf die 58 atypischen
Kinasen zu. Allerdings zeigen sie trotz abweichender Sequenz eine sehr @hnliche Struktut’”!
Die Mehrheit der ePK sind Serin/Threoninkinasen, was sich auch in dem Verhaltnis der
phosphorylierten Aminosauren von etwa pSer:pThr:pTyr = 1000:100:1 in Zellen
wiederspiegelt.[*®¢ Wahrend die Tyrosinkinasen in Rezeptor und nicht-Rezeptorkinasen
unterteilt werden, werden die Serin/Threoninkinasen in die Familien der Tyrosin kinase like
(TkI), cyclindependent kinaseMAP kinase Glycogen synthase kinas€asén kinase 2 (Cmgc),
Protein kinase A -G und -C (Agc), Calcium/Calmodulin-dependenckinases(Camk), Homologues
of yeast sterile 7-sterile 11, -sterile 20 kinase(Ste), Casein Kinase 1Ck1) und atypische Kinasen
unterteilt .18 Diese Unterteilung wird auch in Abbildung 8 verwendet. Nicht alle Kinasen
passen in diese Familien, so wird z. B. die NekiKinase als other kinaseeingeordnet.['8! Trotz
der immensen Bemuhungen, Kinaseinhibitoren als therapeutische Wirkstoffe zu entwickeln, ist
tatsachlich nur ein kleiner Bruchteil der Kinasen therapeutisch adressiert[*#* 185 Hauptziele der
fur therapeutische Zwecke zugelassene Kinaseinhibitoren sind imAbbildung 8 mit einem roten

Punkt und die Nekl1-Kinase mit einem blauen Punkt markiert.

Die generelle Struktur von Kinasen ist in Abbildung 9 exemplarisch an der Kristallanalyse der
Insulin receptor kinase als CoKristall mit einem zwischen dem - und r-Phosphat nicht

hydrolysierbaren ATP-Mimetik um dargestellt.
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Abbildung9: Kristallanalyse der Kinasedoméne diesulin receptor kinaséPDB Code: 1IR3) mit éoistallisiertem, zwischen
demy undr-Phosphat nichhydrolysierbarem AFMimetikum. In der oberen Bildhélfte ist déd-Lobemit der dunkelgriinen
Glycinreichen Schleife und der violettep-CHelix. Sie werden durch die gellidinge- oder GelenkRegion verbunden.
Dazwischen liegt die AHBindetasche, in der ein AT®imetikum (Oberflache cyan) ckristallisiert ist. Darunter befindet sich
der CLobe welcher auch die Aktivierungsschleife (Cyan) und die katalytische Schleife (Ro#jteftas Substrat ist mit
gruner Oberflache dargestellt.

Der N-Lobe enthélt die Glycin-reiche Schleife mit einer konservierten Sequenz GxGxxG. Die
Schleife ist sehr flexibel, legt sich Uber das Adenin und positioniert daso-Phosphat fur die
Katalyse. Da Kinasen Katalysatoren sind und in einer Kinase gebundenes ATP unmittelbar
hydrolysiert werden wirde, ist es nicht mdglich ATP direkt in einer Kristallanalyse zu
analysieren. Daher wurde fir die in Abbildung 9 gezeigte Kristallanalyse das nicht

hydrolysierbare ATP-Mimetik um 1 co-kristallisiert.
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Abbildung 10: In Kritallanalyse 1IR3 daistallisiertes, zwischen dem und r-Phosphatnichthydrolysierbares AFP
Mimetikum 1.
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Im Gegensatz dazu ist der NLobe an sich besonders in der aktiven Konformation wenig flexibel.

Die | -C-Helix interagiert mit der Aktivierungsschleife und muss korrekt platziert werden, um
die Kinase aktivieren zu kénnen. Je nach Abstand der -C-Helix und der Aktivierungsschleife

wird von einer offenen oder geschlossenen Konformation gesprocher®”

Der C-Lobe wird durch eine hoch-hydrophobe FHelix stabilisiert. Die Aminosaureseitenketten
der Kinase bilden ein katalytisches (GSpine) und regulatorisches Ruckgrat (RSpine), welche
sich von dem GLobe in den N-Lobe organisieren. Das GSpine interagiert direkt mit dem

C-Terminus und das RSpine mit dem N-Terminus der FHelix. Die Basis wird durch das HRD

Motiv gebildet, das Histidin (H) kann aber auch durch Tyrosin (Y) ersetzt sein.[*87]

y

Magnesium- \

ionen ‘ 4 3 ‘\ \ \ DFG-Motiv

/,

Abbildung 11: Kristallanalyse der Kinasedoméne der Insulin receptor kinase (PDB Code: 1IR3knstatiisiertem, nicht
hydrolysierbarem AFMimetikum 1 (Oberflachecyan). Die als Kofaktor fungierenden Magnesiumionen sind als rote Kugeln
dargestellt und koordiniererdie Phosphate des AT®imetikums (Oberflache cyan). Die Magnesiumionen (rote Kugeln)
werden ihrerseits durch die Aspart8eitenkette des DR@lotivs (Braun) in der Aktivierungsschleife (Cyan) koordiniert. Die
katalytische Schleife ist rot, dieCHelix volett und die Glyciaeichen Schleife dunkelgriin dargestellt. Die gelb dargestellte
Hinge oder Gelenkregion enthélt den gelb dargestellten Gatekeeper. Das Substrat ist mit griiner Oberflache dargestellt.
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Der C-Lobe enthélt auch die Aktivierungsschleife mit dem konservierten DFG-Motiv und die

katalytische Schleife,welche zusammen Magnesiumionenals Kofaktor binden. Dies ist auch in
Abbildung 11 dargestellt. Diese werden komplexiert durch die Phosphate des ATPs. Die
Aktivierungsschleife enthalt ebenfalls eine Phosphorylierungsstelle, die die Aktivitat der Kinase
steuert. Zusammen mit dem darauf folgendenP+1-Loopbildet sich die Substratbindestele, die
fur die korrekte Positionierung des Substrats sorgt!'®”! Ebenfalls in Abbildung 11 dargestellt
ist der in der Hinge-Region befindliche Gatekeeper In der Entwicklung kénnen Inhibitoren an
diese Aminosdure angepasst werden, um die Selektivitat zu erhchem!® Je nach Art und

Position werden verschiedene Inhibitionstypen unterschieden, eine Ubersicht ist inAbbildung

12 gezeigt.
N-terminale Domane
/
Allosterische
/ Bindungstasche
ATP- Phosphat-

, «— Bindungstasche

N

Bindungstasche

C-terminale Doméne Substrat-Bindungstasche A = Inhibitor
I Reversible
I Inhibition
Irreversible I I I
Inhibition
ATP Substrat Allosterisch
kompetitiv kompetitiv

Abbildung 12: Unterscheidung verschiedener Inhibitionstypen bei Kinasen. Kinaseinhibitoren werden in reversible und
irreversible Inhibitoren unterschieden. Weiter wird je nach Bindungsort in4&mpetitive, substratkompetitive und
auBerhalb der aktiven Bahe bindende allosterische Inhibitoren unterschieden. Die Position allosterischer Bindestellen ist
nicht konserviert und hier nur zur lllustration nahe der Substratbindetasche dargestellt. Die Phosphatbindetasche ist Teil de
Substratbindetasche und kargbenfalls belegt werden. Abbildung erstellt in Anlehnung ldaumann(8él
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Inhibitoren lassen sich in nicht-kovalente und kovalente und diese wiederum in reversible und

irreversible Inhibitoren unterteilen. Kovalente Inhibitoren binden zum Beispiel an Serin,
Threonin oder Tyrosin und bilden stabile kovalente Bindungen mit der Kinase aus![8: 1l
Weiterhin werden sie anhand der Position der Bindung unterschieden. Bindet ein Inhibitor an
der ATP-Bindestelle, wird er als ATP-Kompetitiv bezeichnet. Wird an die Substratbindestelle
(inklusive der Phosphatbindestelle) gebunden, wird von Substratkompetitiven Inhibitoren

besprochen. Allosterische Inhibitoren binden auRerhalb der aktiven Tasché®!

Kinaseinhibitoren werden zudem in verschiedene Typen unterteilt. Diese Klassifikation von
Inhibitoren ist jedoch nicht immer eindeutig, auch da unterschiedliche Autoren verschiedene
Definitionen nutzen. [186: 192-1941 Dar und Shokat haben Typ-1 Inhibitoren definiert als kleine

Molekdle, die in die ATP-Tasche einer aktiven Kinasekonformation binden('®? Sie nutzen
typischerweise die GroRe, Form und Polaritat des Gatekeepersum die Selektivitdt zu

erhohen.!*®] Im Gegensatz dazu binden Typ2 Inhibitoren an eine inaktive Konformation,

typischerweise an eine DFGout Konformation.[*%2 193 |nhibitoren des Typ-2 stabilisieren die
inaktive Konformation. Bei der DFGout Konformation ist d as Aspartat des DFGMotivs aus der
aktiven Tasche gedreht. Die Kinase befindet sich dadurch in der inaktiven Konformationl*! |st
das Aspartatin die aktive Tasche gedreht, liegt die DFGin Konformation vor und die Kinase ist
in der aktiven Konformation (sofern nicht andere Konformationsanderungen vorliegen). 186l

Haufig wird dabei das DFG-Phenyl in die aktive Tasche gedreht,fir die Position des Phenyls
sind auch Zwischenformen zwischen DFG-out und DFGin bekannt. Um die Konformation

genauer zu beschreibenwerden daher auch Klassifizierungen, wie z B. J -C-Helix-in-DFGin | -
C-Helix-in-DFGout 4 -C-Hdlix-out-DFGinund J -C-Helix-out-DFGoutverwendet.[*%! So wird auch
bei Vorliegen einer C-Helix-out (4 -C-Helix ist zu weit entfernt von der aktiven Tasche, um eine
Katalyse zu ermdglichen) oder anderem Vorliegen von Merkmalen, die mit einer inaktiven
Konformation (z. B. Bruch der helikalen Struktur in der j4-C-Helix) einhergehen, von einer
inaktiven Konformation gesprochenl®é 192 1981 Alternativ schlagen Zuccotto et al die
Klassifikation anhand von PharmakophorModellen vor. Zuccotto et al haben auch eine weitere
Zwischenklasse, die Typl.5-Inhibitoren vorgeschlagen, bei denen die Kinase eineDFGin und
C-Helix-out Konformation hat.[1% Allosterische Inhibitoren, die auRerhalb der aktiven Tasche
binden, werden als Typ-3 bezeichnet. Gavrin und Saiah haben allosterische Inhbitoren weiter

unterteilt in zwischen N - und C-Lobe bindende Inhibitoren der Klasse Typ3 und aul3erhalb der
ATP-Bindetasche bindende Inhibitoren des Typ4.['%! Bivalente Inhibitoren, die an mehr als

eine Region binden, wurden von Lambaund Ghoshals Typ-5 klassifiziert.[1%4 1971
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Zum Beginn dieser Arbeit waren keine selektiven Nekl1-Inhibitoren veroffentlicht. Allerdings

inhibieren manche Kinaseinhibitoren off-target Nek1. Ein solcher Inhibitor ist Tamatinib , ein
ATP-kompetitiver (Typ 1) Syk Inhibitor . Er wurde 2018 zur Behandlung von idiopathischer
thrombozytopenischer Purpura zugelassen einer Autoimmunkrankheit, bei der ein Mangel an
Blutplattchen (Thrombozyten) ent steht. Tamatinib zeigt einen Ki von 0.7 nM gegenuber fms
related receptor tyrosine kinase 8FIt3) und gegeniberspleen associated tyrosine kinag&yk)
einen Ky von 19.0 nM. Tamatinib inhibiert Nek1 auch mit einen K; von 170 nM.!*% Aufgrund
der deutlichen Selektivitdat, ist Tamatinib kein geeigneter Startpunkt fir eine

Inhibitorentwicklung.

Ein weiterer Inhibitor ist Staurosporin, dieser inhibiert Nekl in dem in Kapitel 5.51

verwendeten Assay mit9 - 16 nM.

Staurosporine

K

d
' 1 nM
® 0nM
® 100nM
® 1 uM

Abbildung 13: GrafischeDarstellung der Selektivitat vo8taurosporin Image generated using REEspgt Software Tool

and reprinted with permission from KINOMEsc8na division of DiscoveRx Corporation, © DISCOVERX CORPORATION
2010.1199

Wie in Abbildung 13 gezeigt, inhibiert Staurosporin sehr viele Kinasen mit einem K; im
niedrigen nanomolaren Bereich. Aufgrund der mangelnden Selektivitat, eignet sich dieser

Inhibitor nicht zur Entwicklung von selektiven Nek1-Inhibitoren.
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Kobarg et al. haben in einem Temperaturshiftassay einen Screen von 85 Verbindungen
durchgefuhrt. Nur der JNK Inhibitor [l (Abbildung 14) zeigt eine signifikante, aber niedrige
Inhibition. (290

/
HN—N

JNK Inhibitor Il

Abbildung14: Struktur desvon Kobarg et al in einemTemperaturshiftassaigentifizierten Nek¥nhibitorsJNK Inhibitor
||_[200]

Nach Abschluss der praktischen Arbeiten dieser Dissertation haben Drewry et al. den in
Abbildung 15 gezeigtenNek1-Inhibitor UNC5452 publiziert. 204

— Q
Ny 7/ $=0
HN
HN_ _~
N/
UNC5452 I

Abbildung15: Struktur des vorDrewry et al.publiziertenNekZInhibitorsUNC5452(201

Auf Basis dieses Inhibitors der in der eigenen Tesung einen ICso von 4.3 uM zeigte, haben
Baumann et al.7-Azaindole weiter entwickelt und unter anderem den in Abbildung 7 gezeigten
Inhibitor 10f mit einem ICso von 330 nM entwickelt.[** %9 Wie auch die in dieser Arbeit
entwickelten 7-Azaindole binden die von Baumann et al. entwickelten Inhibitoren in Docking-

Cvncpgkclrcl gk gmecl _ 1| I(Abbildung ). gnncb 8§ @gl bckm
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Abbildung 16: daNormak und &lippedz Bindungsmodus von -Azaindolen in Kristallstrukturemach Irie und Sawa
Angelehnt anlrie und Sawal?°4

Irie und Sawa haben bei der Analyse verschiedener Kristallanalysen von auf ‘Azaindolen
basierenden Kinaseinhibitoren, wie z. B. der Braf Inhibitor Vemurafenib , beobachtet, dass die
meisten 7-Azaindole mit dem Pyrrol-Stickstoff an den Carbonylsauerstoff der Aminosaurenach

dem gatekeepe(GK+1), und mit dem Pyridin -Stickstoff an das Amid NH der Aminosaure GK+3

in der HingeeRegion ~ gl bcl |, Bgcgcp @gl bsl ewmokmal® sg cxggaf ll
Demgegentiber wird eine Bindung des Pyridinstickstoffs an das Amid NH der Amilosaure GK+3

sl b becqg Nwppmjgrgaiqrmddq _ | bcl A _p flippedg | g _ ¢
bezeichnet. Eine kleine Zahl von Inhibitoren bindet nicht an die Hinge-Region und wird daher

als “non-hinges§ bezeichnet[2%2

Ein weiter selektiver Nekl1l- und Nek6-Inhibitor ZINC05007751 (Abbildung 17) wurde 2018

von Donato et al.identifiziert.

/l ~—OH

¢} NS
(ON
>N

ZINC0500775

Abbildung17: Struktur des vorDonato et al. publiziertenNek-InhibitorsZINC05007752°3

ZINC05007751 zeigt im FRET-basierenden Kinaseassay bei 1QM Inhibitor bei Nekl eine
Restaktivitat von 47% und bei Nekl1 von 42.5%. Damit ist der Inhibitor vergleichbar zu den in

Kapitel 3.5.3 vorgestellten 7-Azaindolfragmenten.
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Eine weitere Verbindung, Compound 31 (Abbildung 18), wurde von Whelligan et al.

beschrieben(2%4

Compound 31

Abbildung18: Struktur des vorwhelligan et albeschriebener Neklnhibitor Compound 31(2°4

Compound 31 zeigt einen IC50 von 170 nM gegen Nekl und von 230nM gegen Nek2. Leider

konnte er nicht fur eine Kristallanalyse co-kristallisiert werden. 204

2012 wurde die Kristallanalyse der Nekl-Kinasedomane mit cokristallisiertem Cdk2/9
Inhibitor CK7 veroffentlicht, auf deren Basis sie Inhibitoren in dieser Arbeit entwickelt
wurden.[?%1 2017 wurde das dazugehdrige Manuskript veroffentlicht. CK7 wurde in einer in
der Aktivierungsschleife inaktivierenden Mutation T162A kristallisiert, da die nicht mutierten
Proteine keine fur die Rdntgenstrahlungsdiffraktionsexperimente geeigneten Kristalk bildeten.
Kobarg et al.diskuteren, dass die Seitenkette T162in eine Tasche gedreht ist, was eine Barriere
fur die Phosphorylierung darstellen sollte. Jedoch vermuten sie, dass sich diese Konformation
kaum von einer fir eine Autophosphorylierung bendétigten Konformation unterscheidet. Es
missten nur die Schleifen Gly165Tyr169 und Gly148-Leul53 bewegt werden, um eine cis
Autophosphorylierung zu erméglichen. Auch kommt eine Bewegung der-C-Helix in Frage, die
mit einem domain swap Dimer eine trans-Autophosphorylierung ermdglichen sollte. Beide
Varianten existieren auch fiir Nek2 29! Weitere Aspekte der Inhibitorbindung werden in Kapitel

3.4.1 diskutiert.
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Nekl ist als attraktives Ziel zur Behandlung von Krebs identifiziert worden. Auch fur
biochemische Untersuchungenstellen Nek1-Inhibitoren ein interessantes Werkzeug dar. SIRNA
fuhrt zu Depletion des vollstandigen Proteins, so das Effekte durch den Wegfall der
Kinaseaktivitdt nur schwer von denen durch fehlende nicht-katalytische Wechselwirkungen
abgegrenzt werden kdnnen. Mit Nek1-Inhibitoren kdnnen die Funktionen der Kinase besserin
vivo untersucht, Modelle zur Untersuchung der Polyzystischen Niere und mogliche

Krebstherapien entwickdt werden.

Zum Start dieser Dissertation war nur die mit der Nekl-Kinasedoméane cokristallisierte
Verbindung CK7, nicht jedoch deren inhibitorische Aktivitat publiziert. Die fur ein anderes
Projekt im Arbeitskreis Prof. Schmidtentwickelte Verbindung BSc4854 wurde zuvor intern als
(vermeintlicher, siehe Kapitel 3.1) selektiver Nek1-Inhibitor identifiziert. Auf der Basis dieser
beiden Verbindungensollen im Rahmen dieser Dissertationinhibitoren rational in silico designt
und synthetisiert werden. Deren inhibitorische Aktivitdt und Selektivitat soll in einem

kommerziellen in vitro Phosphorylierungsassaygetestetund optimiert werden.

Um die in vivo Evaluation der Inhibitoren in weiteren Arbeiten zu ermdglichen, sollen die
Inhibitoren  physikalisch-chemisch und toxikologisch untersucht werden. In einem
toxikologischen Zebrabarbling-Embryonenassaykénnen die Inhibitoren auf auffallige Toxizitat
untersucht werden. So kann die Anzahl der problematischenVerbindungen in aufwéndigen in
vivo Experimenten reduziert werden. Um dieses Assay und weitere zellkulturbasierte Tests
durchfiihren zu kénnen, muss die L6slichkeit der Inhibitoren in Zebrabéarbling-Kulturmedium
(E3-Medium) und Zellkulturmedium (DMEM) bestimmt werden, damit eine maximale
Dosierung ermittelt werden kann. Um zu vermeiden, dass wahrend der Inkubation die
Inhibitorkonzentration zu stark abféllt und die niedrigere Konzentration, sowie Abbauprodukt e
die Ergebnisse verfalschen, soll die Stabilitdt der Inhibitoren gegenliber beiden Medien bei
Kulturbedingungen bestimmt werden. Begleitend soll der logP-Wert als ergénzender
Surrogatparameter fir die Ldslichkeit und Zellpermeabilitdt bestimmt werden (Rule of
Fivel2?l). Die Zellpermeabilitat ausgewahlter Verbindungen soll zudem in einem

kommerziellen Assay getestet werden.
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Die aussichtsreichsten Inhibitoren sollen im Arbeitskreis Prof. Lobrich inin vivo Zellkulturen

evaluiert werden. Dabei liegt der Fokus auf demproof of conceptpb die Inhibitoren in vivo Nekl

inhibieren und vergleichbare Phéanotypen wie bei einer Behandlung mit siRNA auftreten.
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Da zum Projektstart keine selektiven NekZkinhibitoren bekannt waren, wurden aus
vorhergehenden Arbeiten stammende Kinasdnhibitoren in einem Screening getestet. In dem
Kinaseaktivitdtsassay Ergebnisse nicht gezeig} zeigten sich verschiedene Indolinone als inaktiv
und Benzothiazine, wie BSc4854, als aktive Inhibitoren von Nekl. Indolinone sind dem
zugelassenen Kinaseinhibitor Sunitinib ~ &hnlich.  Sunitinib  inhibiert  verschiedene
Rezeptortyrosin-kinasen wie Vegfrl und -2, Pdgfr-;y und -1, Kit, Ret, Csflr und die im
Arbeitskreis Schmidtin vorherigen Forschungsarbeiten im Zentrum stehendeFMS-like tyrosine
kinase-3 (FIt3), aber auch Nek2[1%. 208]

Aufgrund der vielversprechenden, selektiven Adressierung von Nekl, nicht aber der
verwandten Kinase Nek2, wurde im Rahmen einer MasterArbeit und dieser darauffolgenden

Arbeit versucht, BSc4854 zu optimieren (siehe digitaler Anhang Masterarbeit J. Pilakowski).

e
>§\ o~ H Q / :
% S N O
H

BSc4854 Sunitinib

Abbildung19: Strukturen vonBSc4854links) undSunitinib(rechts).

Zum einen sollte die Methoxygruppe derivatisiert werden um die Substanz aktiver zu machen
(bei Cerepbestimmte Restakivitat 17% bei 10 pM) und um die sehr schlechte Ldslichkeit zu
verbessern(siehe digitaler Anhang Masterarbeit J. Pilakowski). Zum anderen sollte der Ester zu
einem Aldehyd reduziert werden, um Uber Homologisierung auf j-Jodketon basierende
Inhibitoren zu synthetisieren, die kovalent an Cys83 binden.?*l Ein solches Beispiel ist in

Abbildung 20 exemplarisch dargestellt.
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Abbildung 20: DurchMOEvorgeschlagener Bindungsmodus degodketonDerivats2 von BSc4854an Cys83 in der AFP
Bindungsstelle. Links: dreidimensionale Struktur; datdketonDerivat von BSc4854ist grin hervorgehoben. Die
Wasserstoffbriickenbindungen des Aminopyrazols zuldergeRegion (gelb) und zwischen dem Aminopyrimidin und Lys90
wie auch Asp87 sind durch gestrichelte Linien in cyan dargestellt. Die Begrenzung der aktiven Tasche ist dudaneiee
WaalsOberflache (grau: lipophiler Bereich, rot:Bilicken Donor, blau: Briicken Akzeptor, cyan: optimale geometrische
Position flir eine HBriicke) unterlegtRechts: Struktur deg-odketonDerivats vorBSc4854

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde weiter an der Reduktion von BSc4854 zu einem

Aldehyd gearbeitet. Die Reduktion von BSc4854 stellte eine Herausforderung dar, da die
direkte Reduktion von Estern zu Aldehyden mit DIBAIH aprotische Lésemittel benétigt, die
zudem nicht selbst reduzierbar sein dirfen. Dadurch engt sich das verwendbare Spektrum
gangiger Losungsmittel stark ein. Jedoch schlugen diese Versuche vor allem deshalb fehfia

BSc4854 durchweg sehr schlechte Loéslichkeiten aufweist oder sich bei den
Reaktionsbedingungen zersetzt. Als einziges labortbliches Losemittel mit einer Léslichkeit von
ca. 0.5mg/L kommt hier getrocknetes Pyridin in Frage. Jedoch findet in Pyridin auch

Zersetzungdes Edukts statt. Um die Problematik der schlechten Ldslichkeit zu umgehen, wurde
versucht, BSc4854 in der Siedehitze mit LIAIH4s um zu setzen, was ebenfalls zu Zersetzung
fuhrte.

Nach dem im Rahmen eines Selektivitatstests auch die 163 von BSc4854 getestet wurde, stellte
sich auf Grund von schwankenden Ergebnissen die Frage, ob die Substanz wahrend der Testung
teilweise ausgefallen ist. Daher wurde ein Stabilitatstest vonBSc4854 in Wasser mit 1% DMSO
durchgefuhrt. Wie Abbildung 21 zeigt, hat sich die Verbindung nach 8 Tagen in 1% DMSO
nahezu vollstandig zersetzt, auch in trockenem DMSO ist nach 9 Tagen weitgehende Zersetzung

zu erkennen. Da die Proben inDMSO gel6st an den DienstleisterCerg gesendet wurden, ist
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davon auszugehen das zum Zeitpunkt des Tests bereits keiBSc4854 mehr in der Losung

vorhanden war.
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Abbildung 21: DADHPLC Messungen bei 254n von (A) frisch angesetzter Losung vaBSc4854in VEWasser mit 1%
DMSO (B) Losung aus (A) nach 8 Tagen bei Raumtemperaf@) BSc4854gelést in DMSO nach 9 Tagen bei
Raumtemperatur.

Daher werden die Proben fir die Testung ungeldst versendet. Nach dem der Anbiete€Cerepdas
Nekl-Kinaseassay eingestellt hat, wurde BSc4854, wie auch alle folgenden Verbindungen,
bei dem Anbieter Reaction Biologygetestet. Dort zeigt BSc4854 keine messbare Inhibition von
Nekl (Tabelle 2). Daher wird angenommen, dass die gemessene Inhibition durchBSc4854
(und mdo glicherweise auch die anderen strukturverwanden Verbindungen) ein falschpositives
Ergebnis darstellt, weshalb die Entwicklung von Benzothiazinen nicht weiter vorangetrieben

wird.
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Da die Benzothiazine als Ausgangsbsis fur Inhibitoren nicht mehr in Frage kommen, wurden
im Rahmen verschiedener Projekte in der ArbeitsgruppeProf. Schmidthergestellte Substanzen
mittels des ProgrammsMOE in die Kinasedomane von Nekl gedockt und vielversprechende
Hits in einem Phosphorylierungsassay bei dem kommerziellen Anbieter Reaction Biology
getestet. Ebenfalls wurde die in der Nekl Kristallanalyse cekristallisierte Verbindung CK7
getestet!?%! Die Screening Ergebnisse sind irTabelle 2 dargestellt.

Tabelle 2: Uberblick der beiReaction Biologybestimmten NekiKinaseRestaktivitdtenaktivititen der ausgewdihlten
Verbindungen. Der clogRund der tPSANert wurde mittels MOE berechnet. Die verbleibende Nekinaseaktivitat nach
Zugabe von 1uM oder 10pM Inhibitor wurde in dem radiometrischen PhosphorylierungsassaySpot von Reaction

Biology als Duplikat bestimmt. Es wurde M ATP verwendet und als KoollsubstanzStaurosporinverwendet. Die
genauen Assaybedingungen sind in Kap&eb0.1 beschrieben.

Verbindung | Struktur clogP | tPSA Min Restaktivitat in %
g/mol 10 uM 1pM
Inhibitor Inhibitor

BSC4854 220 | 8023 | 42147 | >1002 | n.b.
N
= 0 ’ o)
NN O<__N _
o
=
s
BSc5221 350 | 15.60 | 19424 | 917 n.b.
NN
BSC5231 N-NH 356 | 7852 | 292.35 | 4.4° n.b.

PVanN

2 QA

N
H
BSc5292 | H,N 2.86 | 126.94 | 328.35 | n.b. 28.2°
CK7 >:N
S Z O\\N+O_

SN ij
N/)\N
H

aSubstanz wurde kurz vor der Analyse gel6st um eine Zersetzung auszuschliel3en.
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Das Imidazopyridin BSc5221 wurde im Rahmen der Dissertation von D. Bensingesynthetisiert

und zur Testung zur Verfiigung gestellt?*® BSc5221 zeigt kaum Inhibition der Nek1 -Kinase
und wird daher nicht weiterverfolgt. Wie erwartet, zeigt der in der Kiristallanalyse
co-kristallisi erte Cdk2/9-Inhibitor CK7 (intern als BSc5292 gefiihrt) eine sehr starke Inhibition
der Nekl-Kinase (28% Restaktivitat bei einer Inhibitorkonzentration von 1 pM). Durch die
drehbaren Pyrimidin-NH-Phenyl Bindungen kann sich da Molekul flexibel an verschiedene
Kinasetaschen anpassen. Des Weiteren zeigen primare Amine ausgepragte FiassEffekte, z.
B. durch den metabolischen Abbau durch MAOI?! 2121 Daher scheint eine weitere Entwicklung
ohne umfangreiche Modifikationen unvorteilhaft. (231 Allerdings kann der Bindungsmodus als
Orientierung bei der Entwicklung von Inhibitoren dienen. Auffallig ist vor allem die strukturelle
Ahnlichkeit zu BSc5231, dass ebenfalls ein 3substituiertes N-Phenylaminopyrimidin enthalt.
Jedochbindet das cokristallisierte CK7 in der Kristallanalyse mit dem Aminopyrimidin an die
Hinge-Region (Abbildung 31), wahrend BSc5231 in Docking-Experimenten mit dem
Aminopyrazol an die Hinge-Region bindet (Abbildung 23).

Tabelle3: Bindungskonstanten des CDK2I8hibitorsCK7an verschiedene Kinaséf?

Target Ki in nM

ABL1 - ABL proto-oncogene 1, nonreceptor tyrosine kinase (human) 160
ABL2 - ABL proto-oncogene 2, nonreceptor tyrosine kinase (human) 160
AURKA- aurora kinase A (human) 73
AURKB- aurora kinase B (human) 57
CCNBZ:3 - cyclin B1-3 (human) 80
CCND1- cyclin D1 (human) 53
CCNEZ22 - cyclin E1-2 (human) 2
CCNH- cyclin H (human) 70
CCNT1- cyclin T1 (human) 4
CDK1- cyclin dependent kinase 1 (human) 80
CDK2- cyclin dependent kinase 2 (human) 2
CDKA4- cyclin dependent kinase 4 (human) 53
CDK?7 - cyclin dependent kinase 7 (human) 70
CDK9- cyclin dependent kinase 9 (human) 4
Chain A, Cell division protein kinase 2 (human) 2
GSK3B- glycogen synthase kinase 3 beta (human) 20
Cdk2/ cyclin E 2
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Das PyrazolBSc5231 wurde im Rahmen der Dissertation vonT. Neumannsynthetisiert und fur

die Testung zur Verfugung gestellt!*®® Es zeigt mit 4.4% Restaktivitit bei 10pM
Inhibitorkonzentration eine sehr starke Inhibition. Trotz der zu erwartenden Herausforderung,
durch die voraussichtlich mangelnde Selektivitat der Derivate (siehe Diskussion in Kapitel3.3),
scheint es auf Grund der starken Inhibition und der geringen Anzahl von Startpunkten fur die
Entwicklung von Inhibitoren sinnvoll, die Strukturklasse der Aminopyrazole weiter zu
entwickeln.[?¥  Die Entwicklung von Inhibitoren auf Basis der Strukturklasse der

Aminopyrazole wird in Kapitel 3.3 behandelt.

33.7abpa&adai¢cOi a®VvbadecAQUA

Der im Kapitel 3.2 beschriebene Hit BSc5321 (Abbildung 22) wird in diesem Kapitel
untersucht und weiterentwickelt.

N—NH
|

Y
HN

B\
N/)\N
H
BSc5321

Abbildung22: Struktur des Inhibitor8Sc5231

Auf Grund der Struktur kann BSc5321 vermutlich ein breites Spektrum von Kinasen
inhibieren.[?* Sje besitzt 5 drehbare Bindungen und je 3 H-Briicken-Donatoren und H-
Brucken-Akzeptoren. Der durch Docking ermittelte, voraussichtliche Bindungsmodus
(Abbildung 23) kann nur je 2 Donatoren und Akzeptoren fiir Bindungen in der aktiven Tasche
derNekl-l gl _qc I srxcl, “~Sleclsrxrc8 Bml _rmpcl

damit tendenziell die Loslichkeit in Wasser. Jedoch kdnnen sie potentiell Wechselwirkungen in
anderen Kinasen als der Zi¢kinase eingehen und so die Selektivitat verschlechtern, ohne einen
Beitrag zu der Bindung an Nekl beizutragen. Dies deutet sich auch in einem kleinen

Selektivitdtspanel in Tabelle 4 an.
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Tabelle4: BeiReaction Biologynit dem HotSpotKinaseinhibitionsassay bestimmte Restaktivitaten von 5 reprasentativen
Kinasen bei einer Inhibitorkonzentration von uM und einer ATHKonzentration von 1QM. Die genauen
Assaybedingungen sind in Kapi®I/50.1 beschrieben.

Kinase Cdk2/cyc E| Chkl Kdr/Vegfr2 Nek5 | Weel
Restktivitat 2.0 48.6 43.7 37.4 80.3
in %

Wahrend Nek1l bei einer Inhibitorkonzentration von 1 uM zu etwa 49% (berechnet aus derlCso-
Bestimmung) inhibiert wird, werden Chk1, K dr/Vegfr2, Nek5 und Weel in ahnlichem Mafle
inhibiert, Cdk2/cycE wird dagegen fast vollstdndig inhibiert. Daher muss die Selektivitat in

weiteren Versuchen deutlich verbessert werden.

Die Autoren der in der PDB hinterlegten Nek1-Kristallanalysen 4APC?'%! und 4B9D!2%!, Prof. S.
Knapp und Prof. J. Kobarg haben in personlichen Gesprachenund Publikationen darauf

hingewiesen, dass uberraschend viele promiskuitive Kinaseinhibitoren Nek1 nicht oder nur sehr
schwach inhibieren [2%: 2181 Epenfalls berichten Drewry et al eine niedrige hit rate.[?°Y) Daher
wurde BSc5231 als Startpunkt (Lead-Struktur) gewahlt, obwohl eine unvorteilhafte

Selektivitat zu vermuten ist, um eine Struktur -Aktivitats -Beziehung (SAR) aufstellen zu kénnen.
In weiteren Schritten soll gepruft werden, ob die Leitstruktur durch gezieltes Modeling mit MOE

optimiert werden kann. Idealerweise kann die Aktivitdt und Selektivitat durch Variieren des

Aminophenols und des Cyclopropylrings verbessert werden.

Abbildung 23: Durch MOE vorgeschlagener Bindungsmodus vonBSc5231 an die ATP-Bindungsstelle. Links:
dreidimensionale Struktur; der Inhibitor BSc5231 ist griin hervorgehoben. Die Wasserstoffbriickenbindungen des

Aminopyrazols zu der Hinge-Region (gelb) und zwischen dem Aminopyrimidin und Lys90 wie auch Asp87 sind durch
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gestrichelte Linien in cyan dargestellt. Die Begrenzung der aktiven Tasche ist durch einé/an-der-Waals-Oberflache

(grau: lipophiler Bereich, rot: H -Briicken Donor, blau: H-Briicken Akzeptor, cyan: optimale geometrischePosition
fur eine H-Briicke) unterlegt. Rechts: Vereinfachte zweidimensionale Darstellung des Bindungsmodus.
Wasserstoffbriickenbindungen sind durch gepunktete Pfeile dargestellt. Blaue Kreise deuten unbesetztes Volumen in

der Tasche an, an der der Inhibitor vergrof3ert werden kdnnte.

Wie das in Abbildung 23 dargestellte Dockingexperiment zeigt, interagiert das Aminopyrazol
wahrscheinlich mit der Hinge-Region und liefert damit einen entscheidenden Beitrag zu der
hohen Aktivitat. Die Docking Experimente liefern sowohl Ergebnisse, bei denen das PyrazeNH
mit der Hinge-Region interagiert, dafir aber das Pyrimidin nicht mit Lys90 und umgekehrt. Sie
binden, dhnlich dem in Kapitel 1.4.1 " ¢ q a f p goomalg§ | @mdgsmodus mit dem Pyrazol-
NH (instabil) an GK+1 (Asp87), sowie mit dem Pyrazol-N und dem Aminopyrimidin -NH an
GK+3 (Cys83.

Dabei ist die Position des Inhibitors nur leicht verdndert. Dies kénnte zur Steigerung der
Selektivitat gegentber Cdk2 genutzt werden, da an dieser Stelle ebenfalls ein Lysin (Lys89)

vorhanden ist, wobei die Kopfgruppe etwas naher an der Tasche liegt.

Es ist nicht uniblich, dass Inhibitoren mehrere Bindungstypen zeigen!?'”) Daher kdnnte eine
leichte Anpassung der Struktur den Bindungsmodus in Cdk2 stdren und damit so unvorteilhaft
machen, dass dieser Bindungsmodus weniger populiert und damit der Inhibitor gegeniber
Cdk2 selektiver wird.

Eine solche Anpassung kann zum Beispiel sein, gezielt ein Stickstoffatom gegen Kohlensfafu
ersetzen und statt dem Heteroaromaten Pyrimidin ein Pyridin oder ein Benzol zu verwenden,

dazu sind zwei Strukturvorschlage 3a und 3b in Abbildung 24 gezeigt.
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Abbildung 24: Vorgeschlagene Strukture®a und 3b, die auf Grund der fehlenden Briicken Akzeptoren keine-Briicke
mit Lys33 bzw. dem Analogen Lysin Lys89 in Cdk2 aufbauen sollten. Dadotith die Bindung zu Cdk2 sinken und damit
die Selektivitat steigen.

Eine zweite Strategie um die Selektivitdt zu steigern ist, den Inhibitor an die GateKeeper
Aminosaure, anzupassen. Ublicherweise wird versucht, bei kleinen Gatekeepern groRe
volumindse Gruppen in Inhibitoren zu verwenden, damit diese mit groRen Gatekeepern
kollidieren und die Inhibitoren durch den sterischen Anspruch nicht mehr binden kénnen. (218l

In der Nekl1-Kinasedoméne ist mit Ma80 ein grof3er Gatekeeper vorhanden. Daher fihrt die
Anpassung an dengrof3en Gatekeeper moglicherweise nicht zu einer hdheren Selektivitat. Eine
solche Anpassung kann aber in Kombination mit anderen MaBhahmen zum Ziel fihren. Denn
andererseits bedeutet ein optimal passender Inhibitor eine grolRere Van-der-Waals

Kontaktflache und damit eine hohere Affinitat.

Als dritte Strategie ist eine Variation der Aminoarylgruppe naheliegend. Durch die Variation
der Arylgruppe kann eine optimierte Anpassung an den GLoop und die in Abbildung 25
gezeigte,darunter liegende Taschezwischen Phel35, Asp87 und Glyl1 underfolgen.
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Abbildung 25: Durch MOEvorgeschlagener Bindungsmodus vorBSc5231an die ATRBindungsstelle mit Blick auf die
Tasche zwischen Phel35, Asp87 und Glyll. Der InhibitorBSc5231 ist grin hervorgehoben. Die
Wasserstoffbriickenbindungen des Aminopyrazols zu derHinge-Region (gelb) und zwischen dem Aminopyrimidin
und Asp87 sind durch gestrichelte Linien in cyan dargestellt. Die Begrenzung der aktiven Tasche ist durch einéan-
der-WaalsOberflache (grau: lipophiler Bereich, rot: HBriicken Donor, blau: HBriicken Akzeptor, cyan: optimale
geometrische Position fur eine HBriicke) unterlegt.

Im Docking zeigt sich, dass das PyrimidinGerist bei Entfernung des Phenylrings und
anschlieBender Energieminimierung in Richtung des GLobe(in Abbildung 25 oben) bewegt.
Bcp Nfclwjpgle “tcpi _lrcr8&8 o0os_qgg gl bcploble gaf
“ab8 *  u mb s p a-fler-MaaspKontakt labnimmt und damit die Bindungsenthalpie sinkt.
Bspaf bcl "Kmjcisj _pecl F c ° @Akzé&ptoriDonpr@indurgpan dieq g a f
Hinge-Region und fihrt zu einer deutlichen Konformationsdnderung des Inhibitors.
Ublicherweise bedingt ein solches Verhalten einen suboptimalen Inhibitor, daher wird versucht,
bgcqg¥epi “ I rcl § bspaf djcvg jcpec Pcqgrec XS k gl

Bindungsenthalpie zu steigen.

331. CUécael aémvabaalh aU O ata@Gépb@a@d®iRxbéacUa

Bei der Retrosynthese des InhibitorsBSc5231 bietet sich die Strategie an, mdglichst frih in der
Retrosynthese Komplexitat ab, bzw. moglichst spat in der Synthese Komplexitat aufzubauen.

Daher wird wie in Schema 1 gezeigt, zunachst das Aminoaryl abgespalten.
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Schemal: Retrosynthetische Zerlegung des Nekihaseinhibitor8Sc5231

Im Weiteren wird ein 5-Aminopyrazol abgespalten, was auch mit der natirlichen Reaktivitat
von 2,4-Dichlorpyrimidin Ubereinstimmt. So kann die molekulare Komplexitat in nur zwei

Synthesestufen drastisch reduziert werden. Das 5Aminopyrazol 5a wird Uber ein 3-
Oxopropionitril 6a aufgebaut, welches aus einem Ester7a hergestellt werden kann. Damit
erfolgt die Synthese analog dem Patent von Damborsky et al. [2® ausgehend von einer

Carbonsaure oder dem korrespondierenden Ester.

Diese Strategie ist zudem eine besonders vorteilhafte Optionda durch Variation des Amins in
der letzten Synthesestufe eine optimatdivergente Synthese zuganglich ist So kann ausgehend
von dem Chloropyrimidin 4a eine Vielzahl von Verbindungen in einer Stufe synthetisiert

werden, was die Optimierung an die in Abbildung 25 gezeigte Taschedeutlich beschleunigt.

332 ETd4éYUSAPHBAT ¢c O 4t Geé bDaAPMPEAWREACcUA

Die in dieser Arbeit synthetisierten aminopyrazolbasierten Inhibitoren verwenden das
kommerziell erhéaltliche 5-Methyl-3-aminopyrazol 5b oder das deutlich kostspieligeren
5-Cyclopropyl-3-aminopyrazol 5a, welches nach Schema 2 und 5-Phenyl3-aminopyrazol 5c,
welches nachSchema 3 aus dem deutlich giinstigeren Cyclgropylcarbonsauremethylester7a

bzw. Benzoesaure8c hergestellt wurden.
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Schema2: Darstellung von BAminopyrazoba. Reagenzien und Bedingungen: (a) ACN, NaH, THRC7%5. N.Rohprodukt;
(b) NENH & H:0, EtOH, 85C, . N. 82%.

H
Q a Q b 2 c N-N
) — —=
_O pr—
HO HoN
8c 7c 6¢c 5¢c

Schema 3: Darstellung von 5Aminopyrazol 5c. Reagenzien und Bedingungen: (a) HSQi, MeOH, 70°C, u. N.,
Rohprodukt; (b) ACN, NaH, THF, 75C, 0. N., Rohprodukt; (c) NHeNH2 d H20, EtOH, 85°C, . N. 17%.

Die Ester 7a und 7c werden in trockenem THF mit Acetonitril in Anwesenheit von
Natriumhydrid zum 3 -Oxonitril 6a und 6¢c umgesetzt. Das Natriumhydrid wurde als 60% ige
Suspension in Paraffin eingesetzt. Da das Paraffin die Umsetzung nicht zu beeintrachtigen
scheint, eine Extraktion vor der Umsetzung jedoch mit unverhdltnismafligem Aufwand

verbunden ist, wurde es erst durch Kiistallisation in der folgenden Stufe entfernt.

Es wurde vermutet, dass die Umsetzung bei 65 C tber Nacht zur Bildung von Nebenprodukten
fuhrt. Daher wurde in einer im Rahmen dieser Dissertation betreuten, studentischen Arbeit
versucht, die entsprechenden Saurechloride bei Raumtemperatur umzusetzer(siehe digitaler
Anhang Bachelorarbeit T. Heymann und Forschungspraktikumsprotokoll T. Schéafey. Dazu
wurden die Sauren mit Thionylchlorid umgesetzt, da nur gasférmige Koppelprodukte entstehen
und das Uberschissige Thionylchlorid leicht destillativ zu entfernen ist. Dies filhrte jedoch
haufig nicht zum gewtinschten Produkt(siehe digitaler Anhang Forschungspraktikumsprotokoll

T. Schafe). Daher wurden die Synthesen mit der urspriinglichen Variante durchgefihrt.

Da viele 3-Oxonitrile nur schwach oder nicht im Bereich von 254 nm absorbieren und eine
Reinigung in der nachsten Stufe deutlich vereinfacht ist, wurde auf eine Reinigung weitgehend
verzichtet. So wurden die Ole in Dioxan aufgenommen und mit Hydrazin zu den
3-Aminopyrazolen 5a und 5c umgesetzt. Die Umsetzung zum 3Amino-5-phenylpyrazol 5c

verlauft unter Reflux nur schleppend und ist auch nach mehreren Tagen nicht abgeschlossen,
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dagegen gelingt die Umsetzung in der Mikrowelle innerhalb von nur 2 h bei 140 °C (siehe

digitaler Anhang Bachelorarbeit T. Heymann).

Da die 3-Aminopyrazole 5a und 5c teilweise mittels Kristallisation und sehr gut mittels
Chromatographie zu reinigen sind, wurde erst auf dieser Stufe gereinigt. Dies erhéht die
Effizienz der Synthese maf3geblich da so zwei, bzw. falls von einer Carbonsaure ausgegangen
wird, sogar drei, Synthesestufen innerhalb von zwei Arbeitstagen durchfuihrbar sind. Die
weitere Umsetzung zu den substituierten Pyrimidinen erfolgt bei moderaten Bedingungen nach

Schema 4 in Gegenwart von DIiPEA.

N-NH
N—NH My

a HN
/(/\/)‘R —
SN
!

N Cl

HoN

5a-c 4a-c

Schema4: Darstellung der BAminopyrazobasierten Inhibitovorstufen 4a<c. Reagenzien und Bedingungen: (a) 2,4
Dichlorpyrimidin, DIPEA, DMSBQ-60 °C, 2d, 4a R= Cyclopropyl 74%4b R= Methyl 84%,4c R=Phenyl 18%.

Mit dem gereinigten 3-Aminopyrazolen gelingt die nucleophile aromatische Substitution mit
guten Ausbeuten (74-84%), nur die Umsetzung mit dem phenylsubstituierten 3-Aminopyrazol
4c liefert mit 18% eine niedrige Ausbeute. Auch wenn die 2-Position deutlich reaktiver ist[22%,
wird der Reaktion Diisopropylethylamin DIPEA zugesetzt, damit die Weiterreaktion zu dem
disubstituierten Pyrimidin durch Herabsetzung der Reaktivitat (fehlende Protonierung)
unterbunden wird. Dementsprechend wird die folgende Substitution durch Zugabe von
Salzséaure unterstitzt. Die Reaktion wird durch Ausféallen mit Eiswasser aufgearbeitet, dabei
bleibt das mdglicherweise gebildete, besser wasserltsliche -Bubstituierte Isomer geldst und
wird durch Waschen vollstandig entfernt (siehe digitaler Anhang Bachelorarbeit T. Heymann).
In dem letzten Syntheseschritt werden die Pyrimidine nach Schema 5 divergent mit

verschiedenen Aminen umgesetzt.
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Schema5: Darstellung der BAminopyrazobasierten InhibitorerBSc5286h BSc5338 BScB40, BSc5342und BSc5370
Reagenzien und Bedingungen: (a) 28 Arylamin, iPrOH, 785 °C, 12 d, (b) 1.2eq Arylamin, BuOH, 116C, 1h, (c) 1.2eq
Arylamin, iPrOH, 12040 °C, 12 h, MW, (d) >10eq Arylaminneat, 120-140 °C, 12 h, MW.

Die finale Umsetzung mit den Aminen ist sowohl in Losungsmitteln unter Ruckfluss, als auch
neat in der Mikrowelle beschrieben. Die synthetisierten Verbindungen wurden vor allem in
Isopropanol mit 1.2 eq, als auchneatohne Losungsmittel bzw. mit dem Edukt als Losungsmittel

in der Mikrowelle umgesetzt.

Insbesondere bei preiswerten und relativ leicht flichtigen Aminen bietet sich eine Umsetzung
unter neatBedingungen an, da das lberschissige Amin im Vakuum leicht entfart werden
kann. Leicht flichtige Amine verursachen jedoch einen héheren Druck in der Mikrowelle bei
der Umsetzung, weshalb die Reaktionstemperatur ggf. gesenkt werden muss. Durch die hdhere
Konzentration steigt die Reaktionsgeschwindigkeit stark an, so das auch reaktionstragere
Amine wie N,N-Methylbenzylamin gut umgesetzt werden kdnnen. Da die Amine im Vergleich
zu den Zielverbindungen in Isopropanol und Acetonitril leicht 18slich sind, kann durch
Mazerieren mit Isopropanol und Acetonitril h&ufig eine ausreichende Reinheit erreicht werden,
so dass auf eine Chromatographie verzichtet werden kann. Bei weniger fliichtigen Aminen
wurde der Uberschuss auf 1.2eq begrenzt, da Amine haufig stark mit Kieselgel wechselwirken

und eine starke Bandenverbreiterung stattindet.

In Tabelle 5 sind die in diesem Kapitel hergestellten Zielstrukturen sowie die erzielten

Ausbeuten und Reinheiten laut HPLC zusammengefasst.
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Tebelle5: Uberblick der in Kapited.3.2 synthetisierten Zielverbindungen, deren Ausbeute und die in der HPLC gemessenen
Reirheit, die verwendete Synthesemethode (sieBehemab).

Verbindung | Struktur Methode | Ausbeute HPLG
[%] @ Reinheit
BSc5286 N-NH a) 81 95

BSc5287 N-NH b) 28 96

BSc5288 N-NH a) 47 98

BSc5289 N-NH d) 91 98

BSc5290 N—NH d) 75 97

BS291 N—-NH a) 59 99
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BSc5332

d)

32

95

BSc5333

d)

52

100

BSc334

d)

38

96

BSc335

d)

37

98

BSc5336

56

96

BSc5337

68

100
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BSc5338 N—NH C) 14 96

[y
HN
SN
| /)\ (o)
N~ N
H )
(e)
BS5340 N-NH o) 92 96
/k/)\
HN
B
N/)\N N
H |l
_
BS&342 N—-NH C) 42 97

BSc370 C) 17 97

a Ausbeute bezogen auf die letzte Synthesestufe

333. %8 ébéca faébpe@mareospEeadaide (Pipa Oeide QUG
wcéalUeécéacéeeg xGravwbegbabpgBaAUua!

Die Inhibition der Nek1 -Kinaseaktivitat durch die synthetisierten Substanzenwurden durch das
Unternehmen Reaction Biology bestimmt. Als Messergebnisse sind in die prozentuale

Restaktivitat bei Zugabe von 1M Substanz angegeben.
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Tabelle: Uberblick der beReaction Biologpestimmten NekiKinaseRestaktivitatenaktivitaten der Aminopyrazole undrde
Referenzsubstan€K7. Der clogPund der tPSANert wurde mittelsMOEberechnet. Die verbleibende Nekinaseaktivitat
nach Zugabe von LM Inhibitor wurde in dem radiometrischen Phosphorylierungsass$atSpotvon Reaction Biologwls

Duplikat bestimmt. E wurde 10uM ATP verwendet und als KontrollsubstaStaurosporinverwendet. Die genauen
Assaybedingungen sind in Kapi®I/50.1 beschrieben.

Verbindung | Struktur

clogP tPSA M in | Restaktivitat

g/mol in %
BS224 N—NH

)\)\ 3.75 73.17 266.31 74.8
|

BS5231 N—-NH

)\)‘<] 3.56 7852 | 292.35 ca. 49*
W

BS282 H2N>_ 3.21 75.13 283.35 28.2
—N
(CK7) SN O~ ,O"
\N+
0 ©
N/)\N
H
BS286 N-NH

/{\)\ 3.57 124.98 311.31 36.6
W

BS5287 N-NH

5.58 124.98 328.38 65.9
1 2=)
HN
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BSc5288

3.63

64.38

208.34

89.8

BSc5289

3.36

73.17

246.32

86.9

BS290

1.77

82.40

248.29

99.8

BSG291

1.71

67.62

273.34

98.4

BS&332

2.35

73.17

230.28

95.1

BS333

1.72

85.53

281.32

100
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BS5334

3.22

73.17

280.33

95.4

BS&335

3.63

64.39

294.36

91.8

BS336

4.92

73.17

316.37

90.1

BS&337

4.25

73.17

280.34

87.5

BS338

3.18

91.63

324.34

97.2

BS340

1.72

85.53

281.32

90.8
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BS342

3.14

82.4

310.36

86.8

BS&G370

2.03

124.98

337.34

28.5

*Berechnet aus der 1Go-Bestimmung, ermittelter ICso=0.85 uM

Im Vergleich zu dem Cyclopropylpyrazol BSc5231 (Restaktivitat ca. 49%) steigt die
Restaktivitat bei dem Methylpyrazol BSc5224 (Restaktivitét 74.8%) an. Im Dockingexperiment
fullt der Cyclopropylring die Tasche bei Met80 teilweise aus, wie in Abbildung 26 gezeigt.
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Abbildung 26: Durch MOE vorgeschlagener Bindungsmodus von obeBSc5224und unten: BSc5231an die ATP
Bindungsstelle mit Blick auf die Tasche bei Met80. Links: dreidimensionale Struktur; die Inhibitoren sind griin hervorgehoben.
Die Wasserstoffbriickenbindungen des Aminopyrazols zu Asp81 sind durch gestrichelte Linien in cyan dargestellt. Die
Begenzung der aktiven Tasche ist durch eiWanderWaalsOberflache (grau: lipophiler Bereich, rot:Biiicken Donor,

blau: HBrucken Akzeptor, cyan: optimale geometrische Position fur einBriitke) unterlegt. Rechts: Vereinfachte
zweidimensionale Darstelhg des Bindungsmodus. Wasserstoffbriickenbindungen sind durch gepunktete Pfeile dargestellt.
Blaue Kreise deuten unbesetztes Volumen in der Tasche an, an der der Inhibitor vergréRert werden kénnte.

Hypothese: Es werden groRere Reste als das Cyclopropyl irder aktiven Tasche akzeptiert.
Prifung der Hypothese durch Variation der Kopfgruppe.

Das Methylpyrazol BSc5224 kann die Tasche bei Met80 im DockingExperiment (Abbildung
26 oben) nur zu einem kleinen Teil flllen. Tatsachlich zeigt das Phenylpyrazol BSc5287
(Restaktivitat ca. 49%) eine zu dem Cyclopropylpyrazol BSc5231 (Restaktivitat 74.8%) ahnlich
starke Inhibiti on. Wie das Dockingexperiment und das Phosphorylierungsassay zeigen, ist die

Tasche groR genug um eine Phenylgruppe zu tolerieren Abbildung 27).
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Abbildung27: DurchMOEvorgeschlagener Bindungsmodus vBSc5287n die ATBindungsstelle mit Blick auf die Tasche

bei Met80. Links: dreidimensionale Struktur; die Inhibitoren sind griin hervorgehoben. Die Begrenzung der aktiven Tasche
ist durch eineVanderWaalsOberflache (grau: lipophiler Bereich, rot:Bflicken Daoor, blau: HBriicken Akzeptor, cyan:
optimale geometrische Position fur eine-Bilicke) unterlegt. Rechts: Vereinfachte zweidimensionale Darstellung des
Bindungsmodus. Wasserstoffbriickenbindungen sind durch gepunktete Pfeile dargestellt. Blaue Kreise utthgsntztes
Volumen in der Tasche an, an der der Inhibitor vergréRert werden kdnnte.

Wie das Dockingexperiment vonBSc5287 in Abbildung 27 zeigt, fullt die Phenylgruppe die
Tasche vollstandig aus. Die 2BLigandeninteraktionsdarstellung in Abbildung 27 deutet durch
fehlende bzw. sehr kleine blaue Kreisekaum unbesetztes Volumen an. Die blauen Kreise in
Abbildung 26 rechts sind im Gegensatz dazu sehr viel starker ausgepragt. Daher ist es
naheliegend dieses Volumen optimal zu flllen, um eine hdhere Bindungsaffinitat zu erreichen.
Zusétzlich kann so die Selektivitdt gegeniber anderen Kinasen erhdht werden, da sich dies
durch unterschiedliche Gatekeeper auszeichner?'® Im Rahmen einer studentischen Arbeit
wurden weitere Synthesen durchgefiihrt, um diese Optimierung durchzufiihren. Jedoch
konnten keine weiteren Inhibitoren isoliert werden. Da die in Kapitel 3.6 beschriebenen
Diarylazaindole eine deutlich starkere Inhibition der Nekl-Kinase zeigten, wurden die
Synthesen im Rahmen dieser Arbeit nicht weiterverfolgt (siehe digitaler Anhang

Forschungspraktikumsprotokoll T. Schafe}.

Schlussfolgerung: groRere Kopfgruppen werden toleriert, eine weitere Optimierung der

Kopfgruppe bietet sich an.
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Hypothese: Der unflexible Phenylrest fiihrt zu einem Anheben der Struktur vom C-Lobe und

verschlechtert die Bindung des Inhibitors in die aktive Tasche.

In Kapitel 3.3 wurde die Vermutung gedullert, dass der unflexible Phenylrest in BSc5231
moglicherweise zu einem Verkanten fuhrt und der Inhibitor so nicht optimal in die Aktive
Tasche der NekXKinase passt. Daher wurden nichtaromatische (aliphatische) Amine in den
Verbindungen BSc5289, BSc5290 und BSc5291 verwendet. Diese besitzen die maxinale
Flexibilitat der gesamten Reihe. Interessanterweise zeigen diese nahezu keine Inhibition der
Nekl-Kinase. Auch BSc5332 mit dem sehr kleinen Cyclopropyl-Substituenten zeigt nahezu
keine Inhibition. Daher kann auch keine Aussage dazu getroffen werden, & der im Vergleich
zu z. B.BSc5290 fehlende aminische N*>-Wasserstoff vonBSc5291 zu einem Unterschied in der

Inhibition fiihrt, da vermutet wird, dass dieser eine Wasserstoffbriicke zu Asp87 bilden kann.

Weniger flexibel als die aliphatischen Reste, aber féxibler als phenyl-artige Substituenten sind
die Inhibitoren BSc5334, BSc5338, BSc5342, BSc5333, BSc5340 und BSc5335 mit Benzyl-

artiger Struktur (Abbildung 28). Diese zeigen jedoch ebenfalls eine sehr schwache Inhibition.

4
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Abbildung 28: Durch MOE vorgeschlagener Bindungsmodus voBSc5334 an die ATHBindungsstelle. Links:
dreidimensionale Struktur; der Inhibitor ist griin und Wasserstoffbriickenbindungen cyan hervorgehoben. Die Begrenzung
der aktiven Tasche ist durch eivanderWaalsOberflache (grau: lipophiler Bereich, rot:Biilicken Door, blau: HBriicken
Akzeptor, cyan: optimale geometrische Position fir eineéBidcke) unterlegt. Rechts: Vereinfachte zweidimensionale
Darstellung des Bindungsmodus. Wasserstoffbriickenbindungen sind durch gepunktete Pfeile dargestellt. Blaue Kreise
deutenunbesetztes VVolumen in der Tasche an, an der der Inhibitor vergréRert werden kdnnte.

Die zusétzliche Flexibilitat kann nicht den in Abbildung 28 gezeigen unvorteilhafteren Winkel

Uberkompensieren, der aus der zusatzlichen Methylenbriicke entsteht. Durch das Ersetzen des
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Phenylamins durch ein Benzylamin entsteht fur das Aryl ein anderer Winkel und ein gréRerer

Abstand zu dem Pyrimidin. Dadurch geht auch die Wasserstoffbriicke des PyrreWasserstoffs
zu Asp81 verloren. Das p-Methoxybenzyl substituierte BSc5342 zeigt mit einer Restaktivitat
von rund 87% die htchste Inhibition in dieser Gruppe. Auch hier zeigt das zusatzlichN2-Methyl
substituierte BSc5335 eine vergleichbare Inhibition, wie das nicht N2-Methyl substituierte
BSc5334.

Schlussfolgerung: Die starre Phenylgruppe wirkt sich vorteilhaft auf die Bindung an Nek1 aus,

flexible Reste sind unvorteilhaft.

Die direkt von BSc5231 abgeleiteten phenylartig substituieren Verbindungen zeigen eine
deutlich starkere Inhibition der Nekl -Kinasedoméane. Zwar sinkt die Inhibition, wenn der
Cyclopropylrest durch eine Methylgruppe ersetzt wird von etwa 49% (BSc5231) Restaktivitat
auf 75% (BScb5224), jedoch wird die Synthese dadurch deutlich vereinfacht, da das

Methylpyrazol kommerziell erhéltlich ist.

Durch die kleinere Methylgruppe sollten sich die Inhibitoren flexibler an die aktive Tasche
I'n_gqcl i Allcl slIlb gm uclgecp ckndglbjgaf _s
der N2 Substitutonpc _egcpecl , B bslpaé mgogti¢ &I Cpaelcjlgadqgc |
Gatekeeper ragendenGruppen vermieden werden, die mit einer kleineren Gruppe, wie dem

Methyl, bessere Ergebnisse erzielen wirden. Dadurch sollten die gemessenen Restaktivitaten
besser die veranderten Bindungen durch die N*> Substitution an die Nekl-Kinasedomane

reflektieren.

Im direkten Vergleich zwischen BSc5224 und dem zusétzlich N>-methylsubstituierten BSc5288
zeigt sich, dass die NHWasserstoffbriicke des N2-Aminwaserstoffs zu Asp87 einen
entscheidenden Beitrag zur Bindungsenthalpie leistet. So steigt dieRestaktivitat von 74,8% auf
fast 90%, was bei einem sigmoidalen Kurvenverlauf einen erheblichen Unterschied in der

Bindungsenthalpie bedeutet.

Hypothese: Zwischen dem Pyrimidingrundgerist und dem G-Loopbefindet sich ein unbesetztes

Taschenvolumen, das Gryppen mit etwa der Grol3e eines Phenylsubstituenten zulasst.

Um die Hypothese zu Uberprifen und abzuschéatzenzu kénnen, ob der G-Loopwie im Docking
positioniert ist, wurde BSc5336 mit einem Naphthylsubstituenten deutlich volumindser

gestaltet Der Naphthylsubstituenten verursachtin Docking-Experimenten sterische Kollisionen.
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Tatsachlich scheint der Naghthylrest unvorteilhaft grof3 zu sein, jedoch ist eine gewisse

Inhibition zu erkennen, wenn auch auf sehr niedrigem Niveau. Dies deckt sich mit der
Ublicherweise vorhandenen Flexibilitdt des GLoop zeigt aber auch, dass die Flexibilitat nicht

beliebig grof3e Substituenten toleriert, was die Bindungsthese weiter untersttitzt.

Schlussfolgerung: Die Dockingexperimente decken sich mit der gefundenen SAR. Die

Hypothese wird bekraftigt.

Hypothese: Ortho-substituierte Aryle reduzieren die Rotationsméglichkeiten des Aryls, die

Entropiestrafe durch Bindung in die Kinase reduziert sich und die Inhibition wird gesteigert.

Durch die Bindung eines Inhibitors an eine Kinase vermindert sich die Entropie des
Gesamtsystems, vor allem die Beitrdge des zuvor freien Inhibitors. Diese konkurriert mit der
Bindungsenthalpie und senkt so die freie Bindungsenthalpie. Da die Rotationsfreiheit im
ungebundenen Sysem (geldster Inhibitor) durch eine Rotationsbarriere, wie z. B. eine
Methylgruppe, eingeschrankt wird, ist der Entropieverlust eines solchen Inhibitors im
gebundenen Zustand (Inhibitor-KinaseKomplex) deutlich niedriger. 221 Dies geht haufig mit

einer besseren Loslichkeit einher, da planarestackingin Kristallen erschwert wird. 224

Um diesen Effekt zu nutzen, wurde in dieser Arbeit die Grundstruktur BSc5224 mit einer
zusatzlichen Methyl-Substitution synthetisiert. Es wurde erwartet, dass die ortho-Methyl-
Substitution in BSc5337 im Vergleich zu dem nicht-substituierten BSc5224 durch die
Rotationsbarriere energetischvorteilhaft ist, dadic ~ Cl r pmngcqrp_dc8 bspa
und damit die freie Bindungsenthalpie steigt.[??!! Dies ist jedoch nicht der Fall, BSc5337 hat
eine Restaktivitat von 87.5% im Vergleich zu 74.8% beiBSc5224. Dies wird vermutlich durch
eine sterische Kollision verursacht, obwohl da Dockingexperiment (Abbildung 29) dies nicht

so deutlich vermuten lasst.
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Abbildung 29: Durch MOE vorgeschlagener Bindungsmodus von linlBSc5224und rechts: zusétzlich orthiMethyl
substituiertesBSc5337an die ATRBindungsstelle. Die Inhibitoren sind griin hervorgehoben. Die Begrenzumgakiéven
Tasche ist durch eindanderWaals-Oberflache (grau: lipophiler Bereich, rot:Bdlicken Donor, blau: Briicken Akzeptor,
cyan: optimale geometrische Position fur eindBHicke) unterlegt.

Das in Abbildung 29 rechts gezeigte, nach obenweisendeH an dem Methylsubstituenten ragt
nur sehr wenig nach oben durch die elektrostatische Oberflache. Der Rezeptor verengsich von
der Betrachtungsrichtung aus davor leicht dahinter hat der Inhibitor ein etwas grol3eres
Volumen zur Verfigung. Im Docking kénnen der Ligand und das Protein durch Anpassung
aneinander (Energieminimierung) eine sterische Kollision vermeiden. Der Methyl-Substituent
fuhrt zu einer leichten Rotation des Phenylrings nach links. Die planare Ebene, die durch das
Pyrazol und das Pyrimidin aufgespannt ist, wird durch die Substitution beeinflusst. Das
Pyrimidin wird leicht nach oben gekippt. Dadurch wird auch das N -H, welches an Asp87 bindet,
leicht angehoben. Vermutlich fiihrt die Positionsveranderung, um eine sterische Kollision zu
vermeiden, zu einer niedrigen Bindungsenthalpie, welche die durch Verringerung der

entropischen Strafe gewonnenen Bindungsenthalpie Uberkompensiert.

Schlussfolgerung: Die ortho-Substitution bewirkt im vorliegenden Fall keine Verbesserung der

Inhibition.

Das metaNitro-substituierte BSc5286 zeigt mit einer Restaktivitat von 36.6% eine deutlich
gesteigerte Inhibition der Kinaseaktivitdt und stellt eine signifikante Verbesserung zu der
Leitstruktur BSc5224 dar. Das Dockingexperiment zeigt eine Interaktion der meta-Nitrogruppe
zu Lys33. Die Kombination zwischen dem an denGatekeepehbindenden Cyclopropylrest aus
BSc5231 (Restaktivitat: 49%) und der in Docking Experimenten an Lys33 bindenden meta
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Nitrogruppe aus BSc5286 (Restaktivitat: 36.6%) wurde in dem Inhibitor BSc5370 (Abbildung

30) kombiniert. Dieser zeigt eine Restaktivitdt von nur 28.5% und ist damit der starkste

Inhibitor dieser Serie.

Abbildung 30: Durch MOE vorgeschlagener Bindungsmas von BSc5370 an die ATHBindungsstelle. Links:
dreidimensionale Struktur; die Inhibitoren sind griin hervorgehoben. Die Begrenzung der aktiven Tasche ist dukneine
derWaalsOberflache (grau: lipophiler Bereich, rot:-Bilicken Donor, blau: Briicken Akzeptor, cyan: optimale
geometrische Position fur eineBtiicke) unterlegt. Rechts: Vereinfachte zweidimensionale Darstellung des Bindungsmodus.
Wasserstoffbriickenbindungen sind durch gepunktete Pfeile dargestellt. Blaue Kreise deuten unbesetztes Violudeen
Tasche an, an der der Inhibitor vergro3ert werden konnte.

Der in Abbildung 30 dargestellte, vermutliche Bindungsmodus zeigt ausgepragte
Wasserstoffbriickenbindungen zu deHinge-Region (Asp81 und Cys83), in dieTaschebei Asp87

und zusatzlich zu dem katalytisch aktiven Lys33.
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Nachdem die Benzothiazine einen falschpositiven Hit darstellen, wurde nach weiteren
mdglichen Grundstrukturen fiir Nekl -Inhibitoren gesucht. Als Basis bietet sich der in der der
Kristallanalyse 4B9D co-kristallisierte Cdk2/9 -Inhibitor CK7 an. Bei einer co-kristallisierten
Verbindung ist bekannt, das sie an das Protein bindet und wie sie voraussichtlich bindet (bei
schwach und méaRig bindenden Verbindungen sind haufig mehrere Bindungsmodi mdglich) .[222

Ausgehend von derKristallanalyse 4B9D kdénnen auftretenden Bindungen wie in Abbild ung 31

gezeigt, zwei- und dreidimensional dargestellt werden.

Abbildung 31: KristallanalyselB9D, durch dasviOE interne Tool LigX aufbereitet (Protonierungen neu berechnetht
aufgeldste Aminosauren hinzugefiigt, Wasser entfernt und die Struktur Energieminimi&f) Links: Dreidimensionale
Struktur, der InhibitorCK7 ist griin hervorgehoben. Die Wasserstoffbriickenbindungen v@K7 zu der HingeRegion
(backbone gelb eingefarbt) und zu Glyll sind durch gestrichelte Linien cyan dargestellt. Rechts: Vereinfachte
zweidimensionale Darstellung des Bindungsmodus. Blaue Kreise deuten unbesetztes Volumen in der Tasche an, an der der
Inhibitor vergroRRert werden kénnte. Wassestoffbriickenbindungen sind als blaue Pfeile dargestellt.

Auffallig ist dabei, dass das Aminothiazol kaum Wechselwirkungen einzugehen scheint,
lediglich die Methylgruppe besetzt die freie Tasche neben dem Gatekeeper Methionin. Zwar
sind Wechselwirkungen Uber Wassermolekiile in der Tasche naheliegend, jedoch sind diese
|l gafr ~cqrol bge ~xu, qr_pi eclse sk “1lpgqr _jj
Wasser, das es mittels Rontgenstreuung lokalisiert werden kann. Vermutlich sind diese

Bindungen daher nur von kurzer Dauer und fiihren zu unspezifischen Wechselwirkungen.
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Es findet eine starke Push/Pull (benachbarte Donor/Akzeptor-Wechselwirkung) zu dem

Backbone der Hinge-Region statt. Auch ein -~ Stacking zu Phenylalanin Phel35 ist zu
beobachten Die Nitrogruppe in CK7 scheint auch ein HBriicken Akzeptor fur Glycin Gly11 aus
dem G-Loopdarzustellen, was allerdings nicht gesichert ist, da der GLoopin der Kristallanalyse

nicht aufgelost ist.

Um eine moglichst geeignete Plattform fur neue Inhibitoren zu entwickeln, sollte ein neues
Grundgertist eine hohe Ligandeneffizienz besitzen. Daher soll das neue Grundgerust auf alle
unndtigen (also nicht bindenden) Teile der Struktur verzichten. So werden auch mogliche
unerwunschte Wechselwirkungen in anderen Kinasen reduziert, die intrinsische Selektivitat

steigt dadurch. Die Reduktion des Grundgeriists ist inSchema 6 dargestellt.

NH»
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Schemab: Ableitung der Grundstruktur der Azaindo8durch Reduktion der nicht bindenden Gruppen im Cdk2/9 Inhibitor
CKr.

Wie in Schema 6 gezeigt, wird auf den Thiazolring, die Nitrophenyl -Gruppe und auf den nicht
bindende Stickstoff im Pyrimidin verzichtet. Durch die freiwerdende Valenz am ehemaligen
Pyrimidin kann ein Ringschluss zu einem flnfgliedrigen, aromatischen Heterocyclus, einem
7-Azaindol, vorgenommen werden. Durch die Aromatizitat ist die freie Drehbarkeit der N-H-
Bindung nicht mehr vorhanden, wodurchdieentp mngqafc ~ Qrp_dc8 bspaf

deutlich reduziert wird.
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Da dasScaffold7-Azaindol selbst aller Voraussicht nach nicht stark genug bindet, wurde mittels

eines in silico Dockings verschiedene Substitutionsméglichkeiten eruiert. Insbesondere die
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Positionen 2, 3, 4 und 5 bieten sich an, wobei die Positionen 3 und 5 besonders vielversprechsd

scheinen. Substitutionen in Position 4 wurde von G. Baumannuntersucht.l3% Daher wurde ein
in silico Screengestartet, um zunachst die Aktivitdt des Inhibitors durch VergréRerung zu
steigern. Substituenten kbnnen zusatzlche Interaktionen mit der Nek1-Kinase eingehen und so
die Bindungsenthalpie steigern. Dazu wurden aus der in MOE enthaltenen Datenbank
Strukturvorschlage generiert. Zusatzlich wurde die Datenbank der im Arbeitskreis vorhandenen
Chemikalien nach HalogenOrganylen und Boronsaure und Boronsaureesterhaltigen
Verbindungen durchsucht und analog einer SuzukrReaktion zu Strukturvorschlagen
entwickelt. Vor dem Docking wurden Strukturelemente, die nicht drug-like (z. B. Polyphenole,
Saurechloride, primare Amine) oder anderweitig unvorteilhaft sind, durch sinnvolle

Alternativen ersetzt (z. B. Séaurechlorid durch Methylcarbonséureester oder Phenol durch

Methylether). 223 Dabei zeigte sich weitgehend unabhangigvon verschiedenen Substitutionen

der in Abbildung 32 gezeigte Bindungsmodus.

Abbildung 32: Durch MOE vorgeschlagener Bindungsmodus vonBSc5244 an die ATHBindungstelle Links:
Dreidimensionale Struktur, der Inhibit&Sc5244st griin hervorgehoben. Die Wasserstoffbriickenbindungen des Azaindols
zu der HingeRegion backbonegelb eingefarbt) und zwischen dem Phenylnitril und den katalytisch aktiven Lys33 durch
gestichelte Linien ircyan dargestelltDie Begrenzung der aktiven Tasche ist durch eitaerder-WaalsOberflache (grau:
lipophiler Bereich, rot: Bricken Donor, blau: Briicken Akzeptor, cyan: optimale geometrische Position fur eifBriitke)
unterlegt. Rechts:Zweidimensionale Darstellung des Bindungsmodus. Blaue Kreise deuten unbesetztes Volumen in der
Tasche an, an der der Inhibitor vergroRert werden konnte. Wasserstoffbriickenbindungen sind alsupldggiine Pfeile
dargestellt.Blaue Kreis deuten unbesetztes Volumen in der Tasche an, an der der Inhibitor vergréRert werden kdnnte.

Besonders in 5Position substituierte Azaindole zeigen im Docking interessante

Wechselwirkungen und Entwicklungsmdglichkeiten. 5-Phenyl-7-Azaindole bieten zudem die
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Moglichkeit, mit Wasserstoffbrickenakzeptoren in meta-Position Wechselwirkungen zu dem

katalytisch aktiven Lys33 auf zu bauen.

Bmai gl ecvncpagkcl rflippeddc p@ga fblsclle glkarlb s'qg | EI ) 1* |
gl tcpgc @umdratf Biedengplus (GK+1 und GK+3) denkbar. In diesem Fall wirde
das 5Phenyl in Richtung des G-Loop zeigen. Dieser Bindemodus zeigt sich in
Dockingexperimenten nur mit niedrigen ScoringWerten und wird bei doppelt substituierten
7-Azaindolen, wie sie in Kapitel 3.6 beschrieben werden nicht mehr vor. Der tatsachliche

Bindemodus kann Uber eine Kristallanalyse bestimmt werden.

Die vielversprechenden Akzeptoren Benzoesaure, Benzoesaurentatlester, Saureamide, sowie
Phenylnitril und Nitrophenyl wurden daher wie im folgenden Kapitel 3.4.3 beschrieben

synthetisiert und getestet.
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Der direkte Vorlaufer der Zielverbindungen, das 5-Brom-7-azaindol (12) ist kommerziell
erhaltlich, daher ist es naheliegend, die Zielstrukturen mittels Suzuki-Kupplung aus den

korrespondierenden Boronsauren nachSchema 7 herzustellen.

Br
R | N N — R1/©\B/OH/R2 + m
s | Z
2 N
NT N OH/R N

BSc5243 - BSc5248 11a-d 12

Schemar: Retrosynthese der-8ubstituierten ZAzaindoleBSc5243h BSc5248lurch Spaltung der phenylischen Bindung.

Die Boronsauren fur die Carbonylverbindungen miissen jedoch entweder zuvor synthetisiert
werden oder spater am 5-substituierten Azaindol derivatisiert werden. Es wurde versucht,
insbesondere das NMethylamid in BSc5245, wie auch das freie Amid durch Kupplung mit dem
Azaindol 12 zu synthetisieren, jedoch konnte nicht das gewinschte Produkt isoliert werden(in
dieser Arbeit nicht gezeigt). Daher wurde zunachst der Methylester 11c, wie in Schema 8

beschrieben synthetisiert.
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HO a b
\’Q\Br — /O\’Q\Br —_— /O\H/©\B‘/O
O O 0] O

13 14 11c

Schema8: Darstellungder Boronsaurd.lc. Reagenzien und Bedingungen: (a) Gf HSQ;, MeOH, 120°C, 30min, MW,
98% (b) 1.2eq 4,4,4'4'5,55 50ctamethyi2,2'bi(1,3,2dioxaborolan),1.8eq KOAc, 0.0leq Pd(dppf)CFDCM,
1,4-Dioxan, 80°C, 1d, 69%.

Die Veresterung mit Methanol konnte durch die in einem druckdichten Mikrowellenreaktor
hohere mdgliche Temperatur deutlich beschleunigt werden, so dass im Gegensatz zu der
Umsetzung unter Reflux Uber einen Tag keine Reste des Hekts 13 mehr nachweisbar sind. So
kann auf eine weitere Reinigung verzichtet werden, was ebenfalls die Ausbeute erhéht. Die
MiYAURABorylierung verlauft bei den gewéhlten Bedingungen vollstédndig und kann mittels

Flash-Chromatographie zligig gereinigt werden.

) ) 0] N/ N
H
11c

s
N
N©H
12 BSc5246

Schema9: Darstellung vorBSc5246 Reagenzien und Bedingungen: (a) &6 12, 1.0 eq Methyl 4(4,4,5,5tetramethyt
1,3,2-dioxaborolar2-yl)benzoat, 0.02eq Pd(dppf)CFDCM, 2.5eq K.C, 1,4Dioxan, DMSO, 80C, 2.5d, 73%.

Die Suzuki-Kupplung verlauft etwas langsamer, als erwartet. Da das Produkt im Vergleich zu
den Edukten eine deutlich héhere Absorption zeigt, scheint der Umsatz laut HPLC und DC
bereits nach wenigen Stunden annéahernd vollstandig zu sein. Die verfrihte Aufarbeitung liefert
daher gro3e Mengen der Edukte. Durch FlaskChromatographie kann das Produkt in hoher
Reinheit erhalten werden. Analog liel3en sich BSc5243, BSc5244 und BSc5248 aus den

korrespondierenden Boronsauren synthetisieren und reinigen.
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-~ X
7 0 7
N N
N H N N
BSc5246 BSc5247

Schemal0: Darstellung vorBSc5247 Reagenzien und Bedingungen: (a) 4@ LLlOH, EtOH, 85C, 1.5h, 65%.

Nach Schema 10 wurde im Anschluss der Ester mit LiOH verseift. Verseifungen mit
Natronlauge und Kalilauge fuhrten zu Bildung von Nebenprodukten (in dieser Arbeit nicht
gezeigt). Da eine Umféllung, analog zueiner SdureBaseWasche von Aminen (wie sie z. B. bei
der Isolation von Alkaloiden aus Naturprodukten verwendet wird), nicht die notige Reinheit
erzielte, wurde mittels Flash-Chromatographie gereinigt. Die SaureBSc5247 wird letztlich wie

in Schema 11 gezeigt, in das N-Methylamid BSc5245 uberfuhrt.

H
HO N N N
-y — |
~

N N

Iz P
O
Iz _

BSc5247 BSc5245

Schemall: Darstellung vorBSc5245 Reagenzien und Bedingungen: (a) 1lze  AjmatBylharnstoff, 0.2eq ZrOG *
8 H20, neat, MW, 150230 °C, 0.5h, 54%/224

Aus der Benzoesaure wird durch den wiederverwendbaren Katalysator Zirkonylchlorid das
N-Methylamid unter neat Bedingungen hergestellt!??Y Talukdar et al. schlagen fur diese
Reaktion einen Mechanismus vor, bei dem das Zirkonylchlorid als Lewissaure agiert. Der
N,NADimethylharnstoff lagert sich an den Zirkonylkatalysator an. So kann die Saure das
Harnstoffcarbonyl angreifen und letztlich das Amid bilden. 2?4 Eine Synthese Uber aktivierte
Carbonylverbindungen kdnnte moglicherweise zu Nebenreaktionen mit dem PyrrotStickstoff
fuhren, zumal das Amin in vielen literaturbekannten Synthesen als freies Amin verwendet wird,
was bei N-Methylamin aufgrund des Siedepunkts unvorteilhaft ist, zumal N-Methylamin in der
Regel als wassrige Losung vertrieben wird und wasserfreie Losungen sehr kostspielig sindN-
Methylamin -hydrochlorid bietet sich prinzipiell als Alternative an, jedoc h wird dieses in der

Regel freigesetzt, was zu einem hohen Druck fuhrt und sowohl die Reaktionstemperatur
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begrenzt, als auch durch entweichende Gase zu Korrosion an den verwendeten Geréten flhren

kann.[224]

po]
C\
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Analog der Entwicklung der 7-Azaindol-Grundstruktur in Kapitel 3.4.1 kann ein Heteroatom
verwendet werden, um den 5-Ring zu bilden. Dadurch entsteht wie in Schema 12 gezeigt, ein

Imidazopyridin.

7 1
\N+ 6 \ N

& —> EI>
LA~ . M

CK7 15

Schemal2: Ableitung der Grundstruktur destmidazo[4,%]pyridin 15 durch Reduktion der nicht bindendeGruppen im
Cdk2/9 InhibitorCK7und Hinzufligen einer @l Briicke um einen-gliedrigen Ring zu ermdglichen.

Das 3H-imidazo[4,5 -b]pyridin 15 als Scaffoldfiir die Inhibitorentwicklung hat im Gegensatz

zum 7-Azaindol nur wenige Méglichkeiten in Position 1 (analog zu Position 3 im 7-Azaindol)
substituiert zu werden, ohne den H-Briickendonor an Position 3 zu verlieren. Dafur bietet sich
die Substitution in Position 2 an. Hier kbnnen, ausgehend von einem 2,3Diaminopyridin mit

Carbonsauren oder Swurechloriden, durch Kondensation Strukturen zuganglich gemacht
werden, die mit einem 7-Azaindol nicht oder nur mit hohem, bis unverhaltnismafligem

Aufwand erreichbar sind. Ein Beispiel mit Loslichkeitslinker (Verbindung 16) ist in Abbildung

33 dargestellt.
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Abbildung 33: Durch MOE vorgeschlagener Bindungsmodus voverbindung 16 an die ATHBindungsstelle. Links:
Dreidimensionale Struktul/erbindungl6 ist gruin hervorgehoben. Die Wasserstoffbriickenbindungen des Imidazopyridins

zu der HingeRegion (backbone gelb eingeféarbt) und zwischen dem Phenylnitril und den katalytisch akie88 durch
gestrichelte Linien in cyan dargestellt. Die Begrenzung der aktiven Tasche ist durcWagider-WaalsOberflache (grau:
lipophiler Bereich, rot: #riicken Donor, blau: Briicken Akzeptor, cyan: optimale geometrische Position fur eifrlitle)
unterlegt. Rechts: Zweidimensionale Darstellung des Bindungsmodus. Blaue Kreise deuten unbesetztes Volumen in der
Tasche an, an der der Inhibitor vergroRert werden kénnte. Wasserstoffbriickenbindungen sind als blaue und griine Pfeile
dargestellt. Blaue Kiise deuten unbesetztes VVolumen in der Tasche an, an der der Inhibitor vergréRert werden kdnnte.

Um die generelle Eignung der Grundstruktur zu evaluieren, wurde zunachst ein kleiner
Substituent fir Position 2 gewahlt. Ein sterisch zu anspruchsvoller Substuent kann hier zu
einem schlechten Ergebnis fihren, obwohl die Grundstruktur prinzipiell vorteilhaft ware. Daher

wurde der Methylsubstituent (ausgehend von Essigsaure) algproof of concepStruktur gewahit.

Im Docking binden die Imidazopyridine sehr @hnlich zu den 7-Azaindolen. Daher wurde analog
Kapitel 3.4.1 in 6-Position metaCyanophenyl als Substituent gewdahlt, da dieser sich bei den

7-Azaindolen bewahrt hat.
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Um die Aktivitat der Imidazopyridine zu eruieren wird zunachst nur das 2 -methylsubstituierte

Scaffold synthetisiert und getestet. Es lasst sichretrosynthetisch, wie in Schema 13 gezeigt,
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durch eine Ar-Ar Spaltung, die synthetisch durch eine Suzuki-Kupplung realisierbar ist,

zerlegen

—

N

c SN Q\ OH PN
N =7 e g T U e
N OH NN
BSc5253 11b 17

Schema 13: Retrosynthese von @-Methyl3H-imidazo[4,5b]pyridin6-yl)benzonitril BSc5253 durch Spaltung der
phenylischen Bindung.

Die Boronsaure11b ist kommerziell erhaltlich. Der direkte Vorlaufer der Zielverbindungen, das
6-Brom-3H-Imidazo[4,5b]pyridin 17 ist nicht kommerziell erhaltlich. Jedoch ist es durch
Kondensation mit Carbonsauren analog Schema 14 aus 5Brom-2,3-diaminopyridin 18

zugéanglich.[2?d
Br N Br NH
X X 2
T = M
— —
N ” N~ ~NH,
17 18

Schemal4: Retrosynthese von-Brom:3H-Imidazo[4,%]pyridin 17 durch Spaltung des Imidazols.

Die Synthese von 5Brom-2,3-diaminopyridin 18 ist literaturbekannt. 2281 Die Synthese wurde
in der Bachelor-Thesis vonS. Weberdurchgefiihrt und im Rahmen dieser Arbeit betreut (siehe

digitaler Anhang Bachelorarbeit S. Webej.

o)
I
B N*. Br NH
/ a Br / b r / o_ c / 2
| — | — | — |
X ~ N N
N~ “NH, N~ “NH, N™ "NH, N" NH;
19 20 21 18

Schemal5: Darstellung 8rom2,3-diaminopyridin18 nach B. Fox et al??® Reagenzien und Bedingungen: (a) 1 Be,
AcOH, 2050 °C, 2h, 82% (b) 2.0eq HSQ;, 1.3 eq HNGs, 060 °C, 3h, 64%, (c) 10.7 eq Fe, 0.38q HCI, EtOH, D, 1h,
100 °C, 58%.
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Die Synthese verlief wie in der Literatur beschrieben!??8! Abweichend wurde im letzten Schritt

mittels Flash-Chromatographie gereinigt, um ein sehr reines Produkt zu erhalten, so dass
weniger Nebenprodukte in folgende Reaktionen eingetragen werden und die folgenden
Reinigungen unnétig zu erschweren. Die Reaktion konnte von S. Webererfolgreich auf ein
Multi -Dekagramm Ansatz vergrof3ert werdenbetreut (siehe digitaler Anhang Bachelorarbeit S
Webe). Die Ausbeute der Reaktion Uber 3 Stufen ist mit 30% eher niedrig, was abe dank der
sehr gunstigen Ausgangskomponente 2Aminopyridin 19, den ginstigen verwendeten
Chemikalien und der einfachen Skalierbarkeit der vorherigen Reaktionen keinengravierenden

Nachteil darstellt.

Die folgende Kondensation und Suzuki-Kupplung konnten im Rahmen der BachelorThesis
nicht mehr erfolgreich abgeschlosen werden, da das Imidazopyridin mit Spuren des Diamins
verunreinigt war. Die letzten beiden Schritte wurden im Rahmen dieser Arbeit durchgefinhrt.

Zunéchst wird wie in Schema 16 gezeigt mit der Carbonséure kondensiert.

Br = NH, a Br = N
\
TL,, = T
N” "NH, N H
18 17

Schemal6: Darstellung 8rom3HImidazo[4,5b]pyridinl7. Reagenzien und Bedingungen: (a) AcOH, T8 2h, 92%.

Die Reaktion war erst im Mikrowellenreaktor bei hohen Temperaturen erfolgreich, welche
ebenfalls Zersetzungsreaktionen beglnstigt. Wichtig ist, auf dieser Stufe das Eduktl8
quantitativ zu entfernen, da das Diamin 18 auch in Spuren als Chelator die an das Palkdium
bindenden Liganden verdrangen und so die in Schema 17 gezeigte SuzukI-Reaktion stéren

kann.

7
N

11b 17 BSc5253

Br N a
/©\ _OH + A Yo T C XN
N B U N | —
OH NT N

Irz

Schemal?: Darstellung vorBSc5253 Reagenzien und Bedingungen: (a) 6 6Brom2-methyl3Himidazo[4,5b]pyridin
17, 1.0 eq 3Cyanophenylboronsaurt¢lb, 0.06 eq Pd(dppf)CGFDCM, 2.1eq NaCQ&, DMF, HO, 140°C, 1h, MW, 87%.
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Versuche, die SuzukiKupplung ohne griindliches Entfernen von Resten des freien Diaminsl8

durchzufihren, schlugen fehl. Der Katalysator fiel innerhalb von Minuten als Palladiumschwarz
aus. Nach sorgfaltiger Reinigung des Imidazopyridins17 mittels MPLC wurden die in Tabelle
7 aufgelisteten Reaktionsbedingungen getestet.

Tabelle 7: Ubersicht derReaktionsbedingungen der Optimierung der ®chemal7 gezeigten SuzukKupplung. Die

Borons&urel1b und das Imidazopyridi7 wurden je mit einem Aquivient in 23 mL Losemittel und den jeweils genannten
Katalysatoren, Lésungsmitteln und Basen bei den genannten Bedingungen umgesetzt.

Versuch Katalysator Lésungsmittel |Base Bedingungen |Umsatz|Produktbildung |Zersetzung

JP207 |2 mol% DMF KoCOs 120 °C, 1h niedrig | niedrig oder hoch
Pd(dppf)Cl2*DCM keine?

JP208 |5 mol% 1,4-Dioxan, K2CGs 140 °C, 2h niedrig | niedrig sehr hoch
Pd(dppf)Cl2*DCM |5% DMSO

JP209 |5 mol% 1,4-Dioxan, K2COs 80 °C, 3d niedrig | niedrig oder mittel
Pd(dppf)Cl2*DCM |5% DMSO keine?

JP210 |5 mol% THF, C2COs 120 °C, 1.5h, |mittel |mittel mittel
Pd(PhsP)s 5% H.0 MW

JP211 |Pd(dppf)Cl2*DCM | DMF/H 20, Naz2COs 140 °C, 1h, hoch hoch? niedrig
6 mol% 11 2Min H20 |MW

JP212 |4 mol% 1,4-Dioxan/H 20,| Na2COs 100 °C, 4d mittel | mittel mittel
Pd(PhsP)a 2:1 2Min H20

JP213 |4 mol% 1,4-Dioxan/H 20,| NaHCQGs 100 °C, 4d mittel | mittel mittel
Pd(PhsP)4 2:1 ges. in KO

JP214 |3 mol% 1,4-Dioxan/H 20,|Na2COs 100 °C, 4d mittel | mittel bis hoch | mittel
Pd(PhsP)s 1:1 2M in H20 bis
3 mol% hoch
Pd(PhsP)2Cl2

JP215 |6 mol% 1,4-Dioxan/H 20,| Na2COs 100 °C, 4d hoch  |hoch niedrig
Pd(PhsP)2Clz 1:1 2M in H20 |2.6 eq. LiCl,

0.9 eq BuNCI

aEs konnte bei der Aufarbeitung kein Produkt isoliert werden.

bNach Aufarbeitung konnte eine Ausbeute von 87% erzieltwerden.

In den meisten Versuchen konnte kein Produkt isoliert werden oder eine Aufreinigung wurde
aufgrund von Zersetzungen oder unzureichendem Umsatz verworfen. In DMF als Losungsmittel
und Reaktionsfiihrung im Mikrowelle nreaktor (Versuch JP211) konnte die Reaktia schliel3lich
erfolgreich durchgefiihrt werden und BSc5253 isoliert werden. Vielversprechend war auch der
Versuch JP215, dieser wurde jedoch nicht aufgearbeitet, da im Versuch JP211 bereit8Sc5253
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isoliert werden konnte. Die Aufarbeitung des Versuchs JP21wurde auch deshalb dem Versuch

JP215 vorgezogen, da dieser Tetrabutylammoniumchlorid enthalt. Tetraalkylammoniumsalze

fuhren neben ihrer Funktion als Phasentransfervermittler und Losevermittler auch haufig zu

schlecht trennbaren Phasen in der Extraktion wnd zeigen in der Chromatographie stark

verbreiterte Peaks, sodass die Reinigung der Zielverbindung deutlich erschwert wird.
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In Tabelle 8 sind die in den Kapiteln 3.4.3 und 3.5.1 hergestellten Zielverbindungen, sowie die

erzielten Ausbeuten und Reinheiten laut HPLC zusammengefasst.

Tabelle8: Uberblick der in den KapitelB.4.3 und 3.5.1 synthetisierten Zielverbindgen, deren Ausbeute und die in der

HPLC gemessenen Reinheit.

BSeNummer | Struktur Ausbeute HPLG
[%0] 2 Reinheit
BSc5243 65 99
BSc5244 47 98
-C
N s
BSc5245 ’ 54 60+40
_N =100°
(0]
BSc5246 73 99
/O
(0]
BSc5247 65 24+ 73
HO =97°
(e}
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BSch5248 94 97
-0
O
~
N
N"
BSc5253 87 55+45
c N =100 ¢
z \
N | P N>—
N"H

@Ausbeute bezogen auf die letzte Synthesestufe
bZwei Signale durch protonierte und deprotonierte Spezies in Losung

¢Zwei Signale durch Tautomerie
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Die Inhibition der Nekl -Kinaseaktivitat durch die synthetisierten Strukturen wurden durch das
Unternehmen Reaction Biologybestimmt. Als Messergebnisse sind irTabelle 9 die prozentuale

Restaktivitat bei Zugabe von 10uM Substanz angegeben, als Kontrolle dientStaurosporin .

Tabelle9: Uberblick der beReaction Biologpestimmten NekiKinaseaktivitaterder 5-Aryt7-azaindole Der clogRund der
tPSAWert wurde mittelsSMOEDberechnet Die verbleibende NekKinaseaktivitat nach Zugabe vonuM Inhibitor wurde in
dem radiometrischen PhosphorylierungsasstgtSpotvon Reaction Biologyls Duplikatbestimmt. Als Kontrollsubstanz

dient Staurosporin Die genauen Assaybedingungen sind in Kap&&0.1 beschrieben.

BSc R clogP tPSA M in | Restaktivitat
Nummer g/mol in %
BSc5243 3.23 28.68 | 194.24 62.9
DD
—
N
N
BSc5244 3.10 52.47 219.25 64.7
. X
NF | ’\}
N©H
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BSc5245 ] 2.59 57.78 | 251.29 67.2
O N
H
BSc5246 3.14 54.98 | 252.27 44.7
O N
H
BSch247 2.93 65.98 238.25 72.8
HO
A\
0 N
H
BSc5248 3.14 7450 | 239.23 785
o. .
N N\
O N
H
BSc5253 2.42 60.54 | 234.26 102.1
N
N//C \>_
N
H
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Hypothese: Das Imidazopyridingrundgerist bindet ahnlich wie die 7-Azaindole, ein kleiner

Methylsubstituent verursacht keine sterischen Kollisionen.

Das Imidazopyridin BSc5253 zeigt keine messbare Inhibition (hohe Restaktivitat). Dies
verwundert, da die Methylgruppe im Dockingexperiment keine sterische Kollision mit Tyr82
Abbildung 34 zeigt.
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Abbildung 34: Durch MOE vorgeschlagener Bindungsmodus v&85c5253an die ATEBindungsstelle. Links: Rezeptor mit
VanderWaalsOberflache (lipophil in grau, positiv in blau, negativ in rot undDéhor cyan). Rechts: Identisches
Protein/LiganderDocking aus dem Blickwinkel dergplaren Ebene des Imidazopyridins. Zusétzlich ist der Lig8t5253
mit VanderWaalsOberflache dargestellt. Die Wasserstoffbriickenbindungen des Imidazopyridins ziHidge-Region
(gelb) und zwischen dem Nitril und Lys33 sind durch gestrichelte Linieyan dargestellt.

In dem in Abbildung 34 gezeigten Dockingexperiment passt sich die Methylgruppe an das
ausgeblendete Tyr82 an (dargestellt in Abbildung 33). Eine Verschiebung gegentber der

Bindungsposition der 7-Azaindole (wie z. B. in Abbildung 32 dargestellt) ist nicht zu erkennen.

Bei dem Imidazopyridin liegt Protonierungsisomerie, auch Tautomerie, vor. Diese istinSchema
18 fur BSc5253 dargestellt.

H
//C N N //C AN N
S DR T -
N~ N N~ N
H
BSc5253 22

Schemal8: Protonierungsisomere zwischer? Klinks) und N (rechts) der ZielstruktuBSc5253

Auchwenninder Testlbsungdas’ d _j gaf c8§&8 &_j gm s | 22cstarCdomiaidrenc' R
wirde, so sind Protonierungen und Deprotonierungen sehr schnelle Reaktionen, die in der
Regel diffusionskontrolliert sind (k=10 ° M s?).12271 Das gewiinschte Tautomer kénnte durch

-,

Sknpmr ml gcpsl e8 uofpcl b bc ) sthoel gesug amgén@ridelts = _ r
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werden, um das durch die Bindung an die aktive Tasche aus dem Gleichgewicht entfernte

"pgafrgec8&8 R_srmkcp | _af xs MOEbdichaltet,ein Bool,gdasBliima i g |
wahrscheinlich dominierende Protonierung berechnet. Das Tool berechnet die Protonierung an
dem N2 Stickstoff des Imidazols, das dominierende Protonierungsisomer sollte daher das in

Schema 18 links gezeigte Isomer sein.

In der HPLC von BSc5253 sind zwei Signale zu erkennen (55% bei 5.25min und 45% bei
5.66 min) wahrend bei verschiedenen diunnschichtchromatographischen Untersuchungen (RP
und NP-DC) mit verschiedenen Laufmitteln nur ein Signal zu erkennen ist. Der pKa der
Grundstruktur 4 -Azabenzmidazol ist nicht publiziert. Lediglich fir Benzimidazol ist der pKa
mit 5.3 publiziert. 2281 Bei einem pH-Wert des HPLGLGsungsmittels von ca. 2 (Zugabe von 0.1%
TFA) ist nach der HENDERSONHASSELBALCHGleichung eine Protonierung von 99.9% und damit

nur ein Peak zu emwarten.

Im H-NMR-Spektrum ist keine Signalspaltung (Lésemittel DMSQO) durch Tautomerie zu
erkennen, dies ist bei schnellen ProtoneaUmlagerung auch nicht zu erwarten.[?2% 2301 Andere
als der Zielstruktur BSc5253 zuzuordnende Signale sind nicht zu beobachten, eine
Verunreinigung ist daher sehr unwahrscheinlich. Daher ist davon auszugehen, dass in der HPLC

die beiden Tautomere beobachtet werden.

Es ist naheliegend, dass das Basizitatsprofil des Imidazopyridins im Gegensatz zu dem von
Azaindol nicht zu der Nek1-Kinasedoméne passt odesterische Kollisionen eine starke Bindung
verhindern, die jedoch in den Dockingexperimenten nicht zu erkennen sind. Es ist zu erwarten,
dass andere (und damit quasi zwangslaufig groRere) Substituenten statt des
Methylsubstituenten den sterischen Anspruchweiter erhtéhen. Daher wird die Strukturklasse

der Imidazopyridine nicht weiterverfolgt.

Schlussfolgerung: Mdglicherweise bindet das Imidazopyridin nicht analog der 7-Azaindole

und/oder der Methylsubstituent verursacht eine sterische Kollision.
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Hypothese: Zwischen dem 7-Azaindolgrundgertst und Lys33 kann ein Phenylrest mit
zusatzlicher Funktioneller Gruppe positioniert werden. Die Funktionellen Gruppen kénnen

Wasserstoffbriickenbindungen mit Lys33 eingehen.

Ziel der synthetisierten Gruppe von Azaindolen war es, die Interaktion mit Lys33 zu optimieren,
um eine moglichst hohe Bindung zu erreichen.Im Docking zeigen vor allem das Nitril BSc5244
und das Amid BSc5245 sehr vielversprechende Bindungen und hohe DockingScores.
Interessanterweise sind diese jedoch nicht die aktivsten Verbindungen (RestaktivitatBSc5244
64.7% und BSc5244 67.2%), sondern inhibieren sogar etwas schlechter als das unsubstituierte
Phenylazaindol BSc5243 (Restaktivitat 62.9%). Dies verwundert, da diese im Gegensatz zu
dem unsubstituierten Phenylazaindol BSc5243 eine zusatzliche Wasserstoffbriickenbindung zu
Lsy33 aufbauen kdnnen ®llten, wie sie in Abbildung 32 gezeigt ist. Eine solche zusatzliche
Bindung wirde die Bindungsenthalpie signifikant erhdhen und sollte so die Restaktivtat
deutlich senken. Ob dies tatsachlich mdglich ist, kann jedoch nur mit Hilfe weiterer
Experimente, wie zum Beispiel einem Rdntgenbeugungsexperiment an einer Nekdnhibitor Co -

Kristallanalyse beurteilt werden.

Die CarbonsaureBSc5247 sollte in Losung weitgehend vollstdndig deprotoniert vorliegen (pK a-
Wert der Benzoesaure 4.2)[231 Diessollte eine starke Wechselwirkung mit Lys33 ermdglichen
Die im Vergleich zu dem unsubstituierten Phenylazaindol BSc5243 schlechtere Restaktivitat
von 72.8% spricht jedoch gegen eine direkte Wechselwirkung. Mdglicherweise ist eine indirekte
Wechselwirkung tber Wasserbriicken moglich, aber aus anderen Grinden unvorteilhaft. Zu
dieser Beobachtung passt das, dass NitroaryBSc5248 als isoelektronisches Mimetikum der

CarbonsaureBSc5247 nur ein schwacher Inhibitor der Nek1-Kinase (Restaktivitat 78.5%) ist.

Der im Docking im Mittelfeld liegende Methylester BSc5246 inhibiert im Assay am starksten.
Denkbar ist, dass durch die erhdhe Verweilzeit des Inhibitors im Enzym (im Vergleich zu sich
frei in der Losung befindlicher Inhibitor) Lys33 nucleophil angreift und ein stabiles Ami d bildet,

der Inhibitor also wie in Abbildung 35 dargestellt, kovalent bindet.
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Abbildung 35: Durch MOE vorgeschlagener Bindungsmodus v@8c5246mit kovalenter Bindung an Lys33 in der ATP

Bindungsstelle. Der Inhibitor ist griin eingefarbt, das Lysin33 in braun. Die Wasserstoffbriickenbindungen des Azaindols zu

der HingeRegion (gelb) sind durch gestrichelte Linien in cyan dargestellt.

Bei einer kovalenten Bindung wirde eine vergleichsweise lange HBricke zwischen einem Ester
und einem Amin durch eine wesentlich kiirzere Amidbindung ersetzt. Im Docking kann das
Azaindol durch die Bindung an Lys33 weniger gut an dasBackboneder Hinge-Region binden.
Die Position scheint wenig optimal zu sein, was eher gegen eine mdgliche kovalente Bindung

spricht.

Im Phosphorylierungsassay bleibt der Vorsprung zwischen den Restaktivitdten der Nitrile und
Ester auch bei sehr aktiven Inhibitoren (Kapitel 3.6.4) bestehen. Hier sollte bei kovalenten
Inhibitoren jedoch durch die deutlich starkere Bindung an die ATP-Bindetasche die on-rate
steigen, da der Inhibitor durch die starkere Bindung im statistischen Mittel langer (oder bei
irreversiblen Inhibitoren dauerhaft) gebunden ist, bzw. eine hdhere Verweildauer zeigt. Der
kovalente Inhibitor sollte in dieser Situation deutlich starker inhibieren bzw. die Restaktivitat
stark sinken. Ebenfalls gegen die These spricht, dass die freie SAurBSc5247 zwar etwas
schlechter als der MethylesterBSc5246 bindet, jedoch die Restaktivitat in einer vergleichbaren
GroRRenordnung liegt. Durch die deutlich niedrigere Carbonylreaktivitat der S&ure im Vergleich
zu dem Ester wirde der nucleophile Angriff durch das Lys33 sehr viel langsamer oder gar nicht

stattfinden, was im Falle einer kovalenten Bindung die Inhibition deutlich sinken bzw. die
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Restaktivitat der Kinase deutlich steigen lassen wirde Dies ist jedoch nicht in dem zu

erwartenden Umfang zu beobachten.

Durch Wiederholung der Experimente mit mehreren, unterschiedlich langen Inkubationszeiten
konnten hier weitere Informationen gewonnen werden. Bei kovalent bindenden Inhibitoren

ware ein Absinken der Restaktivitat mit steigender Inkubationsdauer zu erwarten, sofern die
off-rate nicht die gleiche Hohe wie die on-rate erreicht hat und ein dynamisches Gleichgewicht

entstanden ist.

Schlussfolgerung: Die Hypothese deckt sich mit der gefundenen SAR.

Fur weitere Versuche wird der Methylcarbonséureester als starkster bindender Substituent
verwendet. Um einen zweiten Substituenten mit flexibler Bindung als Alternative zu haben,
bieten sich das unsubstituerte Phenyl (BSc5243) und das Nitril an. In Tabelle 9 zeigt das
unsubstituierte Phenyl die zweitniedrigste Restaktivitét, jedoch ist die Restaktivitat des Nitrils
nur marginal hoher. Allerdings ist der logP des Nitrils niedriger und damit vermutlich auch die
Ldslichkeit hoher. Daher wird das Nitril in Kapitel 3.6 neben dem Methylcarbonséureester als

zweiter Substituent verwendet.
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Hypothese: Zwischen dem Pyrrol des Azaindolgrundgerists und dem G-Loopbefindet sich ein

unbesetztes Taschenvolumen, das Gruppen mit etwa der Grof3e eines Phenylsubstituenten
zulasst.

Auf Basis der Ergebnisse der vorangegangenen Kapitel soll die Aktivitat der Inhibitoren weiter
gesteigert werden. Im Rahmen der Idee, 3-substuierte Azaindole zu synthetisieren, wurde das

3,5-Diphenyl-7-azaindol BSc5226 von T. Neumannzur Verfigung gestellt.

Die Ergebnisse vonBSc5226 (siehe Kapitel 3.6.4) bestatigen, dass in Richtung der 3Position
ein groReres okkupierbares Volumen liegt (Abbildung 36).

Gluiz

Abbildung 36: DurchMOEvorgeschlagener Bindungsmodus v&$c5246an die ATEBindungsstelle. Der Rezeptat imit
Vander-WaalsOberflache (lipophil in grau, positiv in blau, negativ in rot unddéhor cyan) dargestellt. Der Blickwinkel ist
von dem NLobe in Richtung €obe. Zusatzlich ist der LigarBiSc5253mit VanderWaalsOberfliche dargestellt. Die
Wasserwffbriickenbindungen des Imidazopyridins zu delingeRegion (gelb) und zwischen dem Nitril und Lys33 sind
durch gestrichelte Linien in cyan dargestellt.

Schlussfolgerung: Die Hypothese wird durch die Bindung von BSc5226 gesttitzt.

Das okkupierbare Volumen liegt laut Docking zwischen dem an derHinge-Region bindenden
Azaindol und dem G-Loop welcher in Abbildung 36 durch Glyl1l und Glul2 die aktive Tasche
begrenzt. Der GLoop ist der flexibelste Teil der katalytischen Subunit und schitzt das
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gebundene Nucleotid vor dem umgebenden Solvent bzw. Wassel?®? 233 Daher, und da der G-

Loopin der Kristallanalyse 4B9D nicht aufgeldst und fur die Dockingexperimente berechnet
wurde, entspricht die Position und die Grof3e des okkupierbaren Volumens nicht unbedingt

denen in den Docking-Experimenten.

Daher soll zunachst auf Basis des InhibitorsBSc5226 und der im vorangegangenen Kapitel als
vorteilhaft erwiesenen Substitution mit einem Methylester in meta-Position kombiniert werden.
In den durchgefuhrten Dockingstudien zeigen in 3-Position mit einem Aromaten substituierte
Verbindungen haufig gute Ergebnisse. Dies lasstish zum einen durch ihr grof3esVolumen und
damit verbunden einer groRen Oberflache erklaren, was zu einem grof3en Beitrag anvVan-der-
WaalsWechselwirkungen fuhrt. Der Phenylgrundkdrper fullt die vorhandene Tasche in der
Nahe des GLoopgut passend aus und lat eine passende Langeum Kontakte zum G-Loop zu
ermoglichen, ohne sterisch zu anspruchsvoll zu sein. Auch sind aromatische Systeme rigide,
was eine entropische Strafe bei der Bindung an den Rezeptorim Vergleich zu flexiblen

Systemenreduziert.

Durch verschiedene WasserstoffbriickerAkzeptoren (Pyridin, Pyrimidin, Methoxy, usw.)
kébnnen zudem weitere H-Bricken aufgebaut werden, was die Bindungsenthalpie
voraussichtlich weiter steigert. Diese zeigen im Docking jedoch eine Drehung des Aromaten im
Vergleich zu der unsubstituierten Phenylgruppe. In diesem Rahmen sokn auch die drei
Regioisomere derortho, meta und para-Tolylgruppe untersucht werden. Zum einen sollte vor
allem die ortho-substituierte Verbindung die Loslichkeit erhohen.??! Durch den sterischen
Anspruch der Methylgruppe wird die planare Konformation energetisch unvorteilhaft. In
Kristallen liegen aromatische Systeme haufig planar aufeinander, was durch die Methylgruppe
gestort werden sollte.?2!1 Prinzipiell sind die untersuchten Azaindole durch die Planaritat auch
potentielle DNA Interkalatoren, was ebenfalls unerwiinscht ist, da DNA Interkalatoren DNA-

Schadigungen hervarufen konnen. 234

Zum Anderen soll dadurch eine Abschéatzung erméglicht werden, ob die DockingVorschlage
belastbar sind, ob z. B. ein sterischer Clash zwischet-Loopund para-Tolyl méglich ist; auch,
wie tolerant/flexibel der G -Loop der Nekl-Kinase ist ob kleinere Substituenten die Aktivitat
steigern kénnen und ob eine Substitution in meta-Position mdglich ist. Letzteres wirde z. B.
ermoglichen, Loslichkeitslinker, wie N,N-Dimethylaminoalkyl -Linker, oder kovalent bindende
Warheadszu Lys90 einzubringen aber auch generell eine weitere VergroRerung der Inhibitoren

ermoglichen.
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In einer studentischen Arbeit, die im Rahmen dieser Arbeit betreut wurde, sollten auch
flexiblere Substituenten in der 5-Position, wie N-Morpholinyl, N-Piperidinyl und N-4-
Methylpiperazinyl, synthetisiert werden (siehe digitaler Anhang Bachelorarbeit M. Walz). Auch
wurde versucht, das in Schema 19 gezeigte Nitril 23 zu synthetisieren, da das Nitril im

Dockingexperiment eine starke Wasserstoffbriicke zu Lys9 ausbildet.
N
N

X
~
N

Iz __

23

Schemal9: Strukturvorschlag eines-Gyancsubstituierten 7Azaindols23.

Da die Synthesen nicht erfolgreich abgeschlossen werden konnten, aber die Diarylazaindole in

Kapitel 3.6.4 sehr starke Inhibitoren darstellen, wurden diese Projekte nicht weiterverfolgt.
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Zunachst wurde versucht, die Darstellung der Diarylazaindole mittels OnePot Synthese nach
Schema 20 zu realisieren. Dazu wurde 5-Bromazaindol mit N-lodsuccinimid (NIS) iodiert um

5-Brom-3-iod-1H-pyrrolo[2,3 -b]pyridin zu erhalten.

w

\ //

IZ/
w

\ //
IZ ~_

12 24 BSc5334

Schema20: GeplanteOnePot Reaktior{a) 1.0 eq 5Brom1Hpyrrolo[2,3b]pyridin12,1.2 eq NBromsuccinimid, Aceton, RT,
2.5h, 72%, (JP104)(b) 1.0eq 5Brom-3-iod-1Hpyrrol[2,3b]pyridin24, 1.0 eq Boronséurellc, 0.01 eq Pd(dppf)GFDCM,
3 eq kCG, 1,4Dioxan, 830 °C, 15d, 0% (TH38durchgefiihrt vonT. Heymaniy;, (c) nicht durchgefuhrt.

Die OnePot Reaktion nach Schema 20 wurde in einer studentischen Arbeit versucht, die im

Rahmen dieser Arbeit betreut wurde (siehe digitaler Anhang Forschungspraktikumsprotokoll T.
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Heymann). Jedoch fand in der ersten Stufe bei nilden Reaktionsbedingungen (1.5d bei 80-
90 °C) zunachst keine Reaktion statt. Bei erhdhter Temperatur (140°C in der MW) fanden
umfangreiche Zersetzungen bzw. Nebenreaktionen statt so, dass kein Zwischenprodukt isoliert
werden konnte und dieser Ansatz veworfen wurde (siehe digitaler Anhang
Forschungspraktikumsprotokoll T. Heymann. Daher wurde die Synthese auf Basis der bereits

etablierten Synthese weitergefihrt.

BSc5246 z. B. BSc5251 BSc5334

Schema21: Geplante Synthese der Diarylazaindole ohne Schutzgruppe mit X= Halogen.

Dazu wird, wie in Schema 21 gezeigt, das Azaindol in Position 3 halogeniert und anschlieend

mittels SUzuKI-Kupplung aryliert.

X
aoderb
N H N N
BSc5244 BSc5249 + BSc5250

Schema22: Halogenierung vorBSc524 (a) BSc5249X=Br, 1.1eq Be, CHGJ, 1 h, RT, 54%; (bBSc5250X=Cl 1.5eq NCS,
CHC4, RH0 °C, 1d, 53%.

Die Halogenierung in der 3-Position nach Schema 22 wurde mit N-Chlorsuccinimid (NCS) oder
elementarem Brom durchgefiihrt, wobei die Verbindungen BSc5249 und BSc5250 erhalten
wurden. Eine alternative Bromierung mit N-Bromsuccinimid (NBS) wurde probeweise
durchgefuhrt. Dabei bildeten sich weniger Nebenprodukte, jedoch dauerte die Reaktion

deutlich langer (1 h vs. tber Nacht) und der Preis des Reagenzes ist deutlich héher.
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Schema23: Nitrierung vonBSc5244zuBSc5251(a) 1.05eq HNQ, konz. HSQ, 1 h, 0°C, 53%.

Die Halogenierung in der 3-Position nach Schema 23 wurde mit Salpetersaure in
Schwefelsdure durchgefiihrt, wobei die Verbindung BSc5251 erhalten wurde. Eine weitere
Reduktion mit H»/Pd/C und mit SnCl , in Essigsaure wurde versucht, um einenbuilding block
fur weitere Substitutionen, wie z. B. Amiden und Aminen zur Verfligung zu haben. Diese

Reaktionen wurden aber wegen de sehr viel potenteren Diarylazaindole nicht weiterverfolgt.

Iz __

25a BSc5334

Schema24: Geplante Synthese der Diarylazaindole ohne Schutzgrupp25a.

Im Gegensatz zu der problemlosen ersterBuzuki-Kupplung, wie sie in Schema 9 dargestdlt ist,
fihrten hier mehrere Versuche mit verschiedenen Katalysatoren zu keinem Erfolg. In den
meisten Fallen entfarbte sich die initial tiefrote Loésung nach einigen Minuten und es bildete
sich ein schwarzer Niederschlag. Vermutlich ist das katalytische Blladium als fein verteiltes
Palladiumschwarz ausgefallen. Mdglicherweise koordiniert das Azaindol an Palladium und
verdrangt die Liganden. Eine Zugabe von Kupfer(ll)acetat flihrte in einer studentischen Arbeit,
die im Rahmen dieser Arbeit betreut wurde, wie auch die Verwendung von 3lodazaindol zwar
zu einer Reaktion, aber dafir zu unerwiinschten Nebenreaktionen (siehe digitaler Anhang
Forschungspraktikumsprotokoll T. Heymanr) . Daher wurde das 3-Bromazaindol wie in Schema

25 gezeigt Tosytgeschitzt.
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Schema25: Tosylschiitzung voAzaindol25a (a) 1.0eq Methyl 3(3-brom-1Hpyrrol[2,3b]pyridin5-yl)benzoat25a, 1.5eq
KOBu, 1.3eq Tosylchlorid, THF,"@CRT 1d, 79%.

Alternativ zu der in Schema 25 gezeigten Tosylschutzgruppe wurdein einer studentischen
Arbeit, die im Rahmen dieser Arbeit betreut wurde, auch die einfacher abzuspaltende
Nosylschutzgruppe (4-Nitrophenylsulfonsaure) auf der Stufe des 5-Bromazaindols ausprobiert,
diese spaltete sich jedoch bereits in der erstenSuzuki-Kupplung ab (siehe digitaler Anhang
Forschungspraktikumsprotokoll T. Heymann. Die Tosylgruppein 26a dagegen bleibt stabil und

ermoglicht die weitere Umsetzung nach Schema 26.

Br
(0]
e a
| N A\ —
(0] N/ N\
Ts
26a 27a

Schema 26: SuzuxkKupplung (a) 1.0eq Methyl 3(3-brom-1tosytlHpyrrol[2,3b]pyridinbyl)benzoat, 1.2eq
Phenylboronséure, 0.&q Pd(PBP), 1.8eq NaHC®in H.O 2M, DMF, 120°C, MW, 1h, nicht isoliert.

Die Suzukr-Kupplung liefert unter vielen Reaktionsbedingungen keinen Umsatz, kein Produkt
oder zeigt Zersetzung. In zwei studentischen Arbeiten, die im Rahmen dieser Arbeit betreut
wurden, wurden umfangreiche Versuchsreihen angelegt (siehe digitaler Anhang
Forschungspraktikumsprotokolle T. Heymam und A. Hopf). Es zeigte sich, das mit 0.1 eq
vergleichsweise viel Katalysator bendtigt wird. Des Weiteren reduziert eine Umsetzung in der
Mikrowelle die Zersetzungsprodukte im Vergleich zur geruhrten Reaktion ohne Mikrowelle.
Gleichzeitig ist die Temperatur ein kritischer Faktor. Bei 80 - 100 °C Rihren findet praktisch
kein Umsatz statt, wahrend bei 140°C in der Mikrowelle deutliche Zersetzung stattfindet.

Letztlich wurden die Reaktionen wie in Schema 26 gezeigt bei 120°C in der Mikrowelle
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durchgefuhrt. Nach kurzer Aufarbeitung wird nach Schema 27 die TosylSchutzgruppe

abgespalten.

27b BSc5366

Schema27: Abspaltung der Tosychutzgruppe (a) 1.@q Tosylat, 3.Geq TBARD 3 H,0, THF, 126C, MW, 1h, 51%
Ausbeute uber drei Stufen

Die in Schema 27 gezeigte TosytSchutzgruppenspaltung wurde bei anderen Zielverbindungen
ebenfalls mit Natronlauge versucht, diese spaltet jedoch quantitativ auch den Methylester, hat
eine langere Reaktionszeit und bildet mehr Zersetzungsprodukte. Die Umsetzung mit
Tetrabutylammoniumfluorid  lieferte  bei  niedrigen  Reaktionstemperaturen  kaum

Zersetzungsprodukte. Bei unvollstéandiger Reaktion wurde, wie bei der vorhergehendenSuzukI-
Kupplung, die Reaktionsdauer und/oder die Temperatur erhoht, was insbesondere bei den
Methylestern zu einer vermehrten Esterspaltung fiihrt. Nach wassriger Aufarbeitung und
Extraktion kann das Rohprodukt einfach und sehr ziigig mit Methanol bei 120°C in 0.5-1 h in

der Mikrowelle verestert werden.
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In Tabelle 10 sind die in Kapitel 3.6.2 hergestellten Zielverbindungen, sowie die erzielten

Ausbeuten und Reinheiten laut HPLC zusammengefasst.
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Tabelle10: Uberblick der in KapiteB.6.2 synthetisierten Zielverbindungen, deren Ausbeute und die jeweils mittels HPLC

gemessenen Reinheiten.

Verbindung | Struktur Ausbeute HPLG
[%] & Reinheit
BSc5249 Br 54 97
P X
N//C | P \
N
N"H
BSc5250 cl 53 95
P X
N//C | _ \
N
N H
BSc5251 ON 53 100
\N+ O—
P X
N//C | P \
N
N"H
BSc5347 O 44 95
P g X
N//C | P \
N
N"H
BSc5339 20 96
. g X
N//C | _ \
N
N"H
BSc5344 O 32 99
o L
- | AN N
(@] =
N
N© R
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BSc5367 47 97
BSc5363 21 96
7N
. N
NZ Bk
N
NTOH
BSc5368 Y 29 97
- X
N DR
N
NTOH
BSc5364 N 28 97
BSc5369 37 96
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Die Inhibition der Nekl -Kinaseaktivitat durch die synthetisierten Strukturen in Kapitel 3.6.3,
sowie zwei weitere Verbindungen aus vorhergehenden Progkten BSc5226 und BSc5239, die
dankenswerterweise von T. Neumann® zur Verfigung gestellt wurden, wurden durch das
Unternehmen Reaction Biologyestimmt. Als Messergebnisse sind iTabelle 11 die prozentuale
Restaktivitéat bei Zugabe von 10 uM Substanz und in Tabelle 12 die Diarylazaindole bei Zugabe

von 1 pM Substanz angegeben, als Kontro# dient jeweils Staurosporin .
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Tabellell:. Uberblick der beReaction Biologpestimmten NekiKinaseaktivitiaten der -Substituierters-aryt7-azaindole.
Der clogPund der tPSANert wurde mittelsMOEberechnet. Die verbleibende Nekinaseaktivitat nach Zugabe von 1M
Inhibitor wurde in dem radiometrischen PhosphorylierungsaddaiSpotvon Reaction Biologwyls Duplikat bestimmt. Als
Kontrollsubstanz dienStaurosporinDie genauen Assaybedingungen sind in Kap&&0.1 besdrieben.

BSc Struktur clogP | tPSA M  in | Restaktivitat
Nummer g/mol in %
BSc5249 Br 3.86 52.47 | 298.14 | >100
_ X
N//C | _ \
N
N"
BSc5250 ol 3.76 52.47 | 253.69 | >100
p X
N//C | _ \
N
N
BSc5251 O, o 3.01 98.29 | 236.69 | >100
N+
P A
Noc%
N
N"H

Hypothese: Zwischen dem Pyrrol des Azaindolgrundgerists und dem G-Loopbefindet sich ein
unbesetztes Taschenvolumen, das Gruppen mit etwa der GrofRe eines Phenylsubstituenten
zulasst. Die Halogenverbindungen BSc5249 und BSc5250 sind zu klein um zusatzliche
Bindungen aufbauen zu kdnnen, BSc5251 bildet in Dockingexperimenten Wasserstoffbriicken

aus.

Die in Tabelle 11 gezeigten Verbindungen binden deutlich schwéacher als das in 3Position
unsubstituierte BSc5244 (65% Restaktivitat, siehe Tabelle 9). Die Restaktivitdten von Uber
100% konnten auf aktivierende statt inhibierender Wirkung hindeuten. Dies misste in weiteren
Versuchen untersucht werden. Da in dieser Arbeit Inhibitoren entwickelt werden sollen, wird
dieser Aspekt nicht weiterverfolgt. Insbesondere bei VerbindungBSc5251 verwundert dies, da
die Nitrogruppe in den Docking Experimenten wie in Abbildung 37 H-Brticken zu Glyl11l und
Lys90 aufbaut.
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Abbildung 37: Durch MOE vorgeschlagener Bindungsmodus voBSc5251 an die ATHBindurgsstelle. Links:
Dreidimensionale StruktuBSc5251st griin hervorgehoben. Die Wasserstoffbriickenbindungen des Azaindols zdidge-

Region (backbone gelb eingeféarbt) und zwischen dem Phenylnitril und den katalytisch aktiven Lys33, sowie zwischen der
Nitrogruppe und den beiden Aminosduren Lys90 und Gly11 sind durch gestrichelte Linien in cyan dargestellt. Der Rezeptor
ist mit Vander-WaalsOberflache (lipophil in grau, positiv in blau, negativ in rot unddbhor cyan) dargestellt. Rechts:
Zweidimensionale Darstellung des Bindungsmodus. Blaue Kreise deuten unbesetztes Volumen in der Tasche an, an der der
Inhibitor vergréRert werden kdnmt. Wasserstoffbriickenbindungen sind als blaue und griine Pfeile dargestellt. Blaue Kreise
deuten unbesetztes Volumen in der Tasche an, an der der Inhibitor vergroert werden kénnte.

Vermutlich kdnnen die in Abbildung 37 gezeigten Wechselwirkungen nicht in dem Mal3e, wie
es im Docking-Experiment berechnet wird, ausgebildet werden. Auch ist denkbar, dass die
Rotation der Nitrogruppe eingeschréankt ist, da in planarer Ausrichtung ein konjugiertes System
mit dem Azaindol gebildet werden kann, wahrend im Docking-Experiment eine Drehung der
Nitrogruppe aus der planaren Ebene bendtigt wird, um die Wasserstoffbriickenbindungen
aufzubauen. Denkbar ist auch, dass die 8bstituenten zu viel Elektronendichte aus dem

Azaindol ziehen und so die PushPull Wechselwirkung zu der Hinge-Region gestort wird.

Schlussfolgerung: Die Hypothese wa im Bezug auf die Halogenverbindungen BSc5249 und
BSc5250 korrekt, die Nitrogruppe in  BS251 kann  wahrscheinlich  keine

Wasserstoffbriickenbindungen zu demG-Loopaufbauen.
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Im Folgenden wird die Struktur -Aktivitatsbeziehung der in Tabelle 12 gezeigten

Diarylazaindole diskutiert.

Tabellel2: Uberblick der beReaction Biologpestimmten Nek¥Kinaseaktivitaten der 3Diaryt7-azaindole. Der clogRind
der tPSAWert wurde mittels MOE berechnet. Die verbleibende Nekinaseaktivitdt nach Zugabe vonuM Inhibitor
(BSc5226und BSc523%bweichend 10uM Inhibitor) wurde in dem radiometrischen Phosphorylierungsassatspotvon
Reaction Biologwls Duplikat besthmt. Es wurde 1uM ATP verwendet und als Kontrollsubsta8taurosporinverwendet.
Die genauen Assaybedingungen sind in Kap&&0.1 beschrieben.

BSc Struktur clogP | tPSA M in | Restaktivitat
Nummer g/mol in %
BSc5226 O 490 | 28.68| 270.34 29.3
O 10 uM
| NN\ Inhibitor
—
N
N"
BSc5239 481 | 74.50| 315.33 58.7
10 uM
Inhibitor
BSc5339 492 | 48.18 | 309.37 72.83
-, \
N//C | _ \
N
N"H
BSc5347 O 442 | 48.18 | 295.35 52.27
-, \
N//C | _ \
N
N H
BSc5343 O 5.15| 50.69 | 328.37 60.95
o L
e | 2 N\
(@] —
N
N" W

99



BSc5344 4.95] 50.69 | 328.37 7.31
BSc5345 545| 50.69 | 342.40 47.93
BSC5346 435| 57.41| 32537 41.09
BSC5348 488 | 59.92| 358.40 12.42
BSc5341 350 | 63.05| 329.26 13.02
BSC5363 N 277 | 6054 296.33 74.29
7, \
NZ D
N
N"H
BSC5364 Ny 1.96 | 75.41| 330.35 5.89
0
(@) —
N
NT R
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BSc5365 O 4.38 50.96 | 342.40 46.44
o
- | N\
O 7
N
NT
BSc5366 O 3.76 59.92 | 358.40 60.90
o) O o~
- | N\
(@) —
N
NT R
BSc5367 / AN 2.55 63.05 | 329.36 -0.60
O
- | N\
(@) —
N
NT R
BSc5368 / AN 2.77 60.54 | 296.33 17.37
BSc5369 2.03 | 124.98 | 337.34 28.46

Hypothese: Zwischen dem Pyrrol des Azaindolgrundgerists und dem G-Loopbefindet sich ein
unbesetztes Taschenvolumen, das Gruppen mit etwa der Grof3e eines Phenylsubstituenten
zulasst. Es kdénnen mit dem G-Loop zusatzliche Wasserstoffbriickenbindungen aufgebaut

werden.

Die Azaindole BSc5226 und BSc5239 wurden von T. Neumannals Inhibitoren fur die Gsk-3)
und Gsk-3r -Kinase entwickelt. BSc5226 zeigt dort nur sehr geringe Inhibition von 8% (Gsk-3))
bzw. 2% (Gsk-3r) bei 1 uM Inhibitorkonzentration. ' Die beiden Inhibitoren zeigen in dem
Phosphorylierungsasay bei 10uM Inhibitorkonzentration eine Restaktivitat der Nekl -Kinase

von 29.3% bzw. 58.7%. Damit ist die Inhibition vergleichbar mit den eher Fragment-artigen
101




Inhibitoren in Tabelle 9. Im Vergleich zwischen BSc5347 mit einer 3-Cyano-Substitution und

einer Restaktivitat von 52% bei deutlich niedriger Inhibitorkonzentration von 1 UM und dem 3-
Methylcarbonsaureestersubstituierten BSc5344 mit 7.3% Restaktivitat (1 uM Inhibitor) zeigt
sich deutlich der Einfluss durch die im Docking-Experimenten berechnete zuséatzliche HBricke
zu Lys33. Aufgrund der hohen inhibitorischen Aktivitat wird BSc5344 in Kapitel 3.7 weiter
untersucht. Dies wird auch im Vergleich zwischen BSc5239 und dem zuséatzlich 3-
Methylcarbonsaureestersubstituierten BSc5369 deutlich. Wahrend BSc5239 59%
Restaktivitat bei 10 uM Inhibit orkonzentration zeigt, wurden bei 1 pM des Methylesters
BSc5369 eine Restaktivitat von 28% gemessen.Das der Effekt so drastisch ist Uberrascht
jedoch, da die in Tabelle 9 gelisteten unsubstituierten BSc5243 und das 3-Cyano-substituierten

BSc5244 noch sehr &hnlichen Restaktivitaten zeigen.

Die deutliche starkere Inhibition durch den Ester BSc5341 im Vergleich zu dem Nitril BSc5363
bleibt bestehen, wie siesich bereits bei den Fragmentartigen Inhibitoren in Tabelle 9 gezeigt
hat. Dies ist ebenfalls bei den Inhibitoren BSc5346 und BSc5348 (41% vs. 12% Regaktivitat),
BSc5341 und BSc5363 (13% vs. 74% Restaktivitat), sowie BSc5367 und BSc5368 (0% vs.
17% Restaktivitat) zu beobachten. Diese wurden einerseits deshalb mit synthetisiert und
untersucht, da unklar ist, wie gut die in den Docking-Experimenten beredneten Interaktionen
mit der Realitat Ubereinstimmen, da die 3D-Kordinaten des GLoopfast vollstdndig berechnet
sind und der G-Loopeine hohe Flexibilitdt aufweist. Durch die zusétzliche Interaktion mit dem

G-Loop konnte der Ligand im Vergleich zu den Fragmentartigen Inhibitoren von dem

i _r _jwrggaf _irgtcl Jwgll " uceecxmecl 8 ucpbecl

J _ec slIlb tmp _jjck bcqg Uglicjg bcqg ?x_gl bamj g

anderen Position der an Lys33 bindenden funktionellen Gruppe filhren. Da das Nitril hier in
den Docking-Experimenten stabilere Wechselwirkungen gezeigt hat, wurden die genannten
Diarylazaindole mit Nitrilgruppe zusatzlich getestet. Da in keinem der genannten Falle das

Nitril starker als der Ester inhibiert, scheint dies nicht zuzutreffen.

Ein weiterer limitierender Faktor fir den Projektfortschritt stellt der Mindestumsatz des
Anbieters dar, der erst bei etwa 13 Substanztestungen erreicht war. So mussterst eine gewisse
Anzahl von Zielverbindungen gesammelt werden so, dass unvorteilhafte Entwicklungen langer
verfolgt wurden als nétig. Dieser Nachteil eines kommerziellen Anbieters wurde bewusst in
Kauf genommen, da dieser mit standardisierten und validieten Methoden arbeitet. Im Falle

einer Kooperation im akademischen Umfeld konnen zu unterschiedlichen Zeitpunkten
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gemessene Ergebnisse bei einer hohen personellen Fluktuation nur eingeschrénkt verglichen

werden.

Analog des Versuchs in KapiteB.3.3 mit dem Aminopyrazol BSc5337 die entropische Strafe zu
verringern, die bei der Bindung an die aktive Tasche entsteht, wurde mit BSc5343 (ortho-
Methyl) und BSc5366 (ortho Methoxy) die gleiche Idee verfolgt. Im Idealfall zwingt die
sterische Rotationsbarriere den Inhibitor in Losung und im Festkorper aus der planaren
Konformation, wahrend die Bindung an die aktive Tasche nicht beeinflusst wird. Die in
Abbildung 38 gezeigten DockingExperimente deuten eine sterische Kollision der meta

Substituenten an, da der zusatzlich substituierte Methylrest zu einer leichten Drehung des

substituierten Aromaten fuhrt.

Abbildung 38: Durch MOE vorgeschlagener Bindungsmodus von linlBSc5344und rechts: zusétzlich orthiMethyl
substituiertes BSc5343 an die ATHBindungsstelle. Die Inhibitoren sind grin hervorgehoben. Die
Wasserstoffbriickenbindungen des Azaindols zu ddingeRegion (backbone gelb eingefarbt) und zwischen dem
Methylester und den katalytisch aktiven Lys33 sind durch gestrichelte Limigran dargestellt. Die Begrenzung der aktiven
Tasche ist durch einéanderWaalsOberflache (grau: lipophiler Bereich, rot:Bilicken Donor, blau: #Briicken Akzeptor,
cyan: optimale geometrische Position fur eindBHicke) unterlegt.

Die in Abbildung 38 gezeigte Drehung des substituierten Aromaten fithrt vermutlich zu der
deutlich schwécheren Inhibition durch BSc5343 (61% Restaktivitdt) und BSc5366 (61%
Restaktivitat) im Vergleich zu dem unsubstituierten BSc5344 (7% Restaktivitat).

Um besser abschatzen zu kdnnen, wie flexibel der @.oop ist und ob der angenommene
Bindungsmodus der Azaindole mit der Inhibition korreliert (Struktur -Aktivitats-Beziehung),
wurden durch ortho und para-Substituenten bewusst sterische Kollisionen verursacht. Dapara-
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Methyl-substuierte Nitril BSc5339 (73% Restektivitat) verliert im Vergleich zu dem

unsubstituierten Nitril BSc5347 (52% Restaktivitat) nur moderat an inhibitorischer Aktivitét.

Ein d@hnlicher Abfall wird auch in Kapitel 3.3.3 mit dem Aminopyrazol BSc5337 beobachtet,
jedoch zeigtesim Docking keine deutliche Kollision, wie sie mit BSc5339 provoziert wurde . Im

Gegensatz dazuverliert der Methylester BSc5345 (48% Restaktivitat) im Vergleich mit dem

unsubstituierten BSc5344 (7% Restaktivitat) deutlich an inhibitorischer Aktivitat . Der 1Cso
steigt von 123 nM auf ca. 1 uM um den Faktor 10. Wie in Kapitel 3.4.1 angesprochen, sindbei
maRig bindenden Verbindungen haufig mehrere Bindungsmodi moglich!??2 Eine Erklarung
konnte sein, dass beiBSc5347 mehrere Bindungsmodi existieren. Wenn ein Bindungsmodus
durch die zuséatzliche Methylgruppe weniger gut besetzt werden kann, die anderen
Bindungsmodi aber nicht oder nur wenig beeinflusst werden, wird der gemessene 1G, weniger
stark beeinflusst, als beidem stéarker bindendenBSc5344, wenn nur ein Bindungsmodus besetzt

wird.

Die in den Docking-Experimenten nur wenig kollidieren den meta-Substituenten zeigen ein
uneinheitlicheres Bild. Der meta-Methyl substituierte Ester BSc5365 (46% Restaktivitat) ist im
Vergleich mit dem unsubstituierten BSc5344 (7% Restaktivitat) deutlich beeintrachtigt. Der
meta-Methoxy-substituierte Methylester BSc5348 (12% Restaktivitat; Abbildung 39) verliert
dagegen nur geringfligig inhibitorische Aktivitat und wurde aufgrund der hohen inhibitorischen

Aktivitat in Kapitel 3.7 weiter untersucht. Das meta-Methoxy substituierte Nitril BSc5346 (41%
Restaktivitat) ist im Vergleich zu dem unsubstituierten Nitril BSc5347 (52% Restaktivitét)

sogar signifikant aktiver.
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Abbildung 39: Durch MOE vorgeschlagener Bindungsmodus voBSc5348 an die ATHBindungsstelle. Links:
Dreidimensionale StruktuBSc5348st griin hervorgehoben. Die Wasserstoffbriickenbindungen des Azaindols zHidge-

Region (backbone gelb eingefarbt) und zwischen dem Methylester und dem katalytisch aktiven Lys33 sind durch gestrichelte
Linien in cyan daestellt. Der Rezeptor ist mitanderWaalsOberflache (lipophil in grau, positiv in blau, negativ in rot und
H-Donor cyan) dargestellt. Rechts: Zweidimensionale Darstellung des Bindungsmodus. Blaue Kreise deuten unbesetztes
Volumen in der Tasche an, aedder Inhibitor vergrof3ert werden kdnnte. Wasserstoffbriickenbindungen sind als blaue und
griine Pfeile dargestellt. Blaue Kreise deuten unbesetztes Volumen in der Tasche an, an der der Inhibitor vergré3ert werden
konnte.

Die Methoxygruppe kann prinzipiell Wasserstoffbriickenbindungen eingehen. In dem Docking
Experiment, das in Abbildung 39 gezeigt ist, wird keine Wasserstoffbriicke berechnet. Auch
sind bei dem vorgeschlagenen Bindungsmodus keine FDonatoren fiir eine solche Interaktion
naheliegend. Es ist denkbar, dass diese Uber ein Wassermolekil vermittelt wird. Es ist denkbar,

dass sich de flexible G-Loopso anpasst, dass eine solche mdglich wird.

Im Fragmentdocking, wie auch bei dem Docking von im Arbeitskreis vorhandenen Boronsauren
sind mehrfach para-Pyridyl-Substituenten mit hohen Ligandeneffizienzen (Docking-Score
geteilt durch Anzahl der nicht-Wasserstoffatome) aufgefallen. Rational entwickelte Liganden
mit meta-Pyridyl-Substituenten zeigen in DockingExperimenten ebenfalls sehr gute Ergebnisse.
Daher wurden die zwei para-Pyridyl-substituierten Verbindungen, das Nitril BSc5363 (74%
Restaktivitat) und der Methylester BSc5341 (13% Restaktivitat) synthetisiert und getestet. Der
Methylester BSc5341 wurde aufgrund der hohen inhibitorischen Aktivitat in Kapitel 3.7 weiter
untersucht. In Docking-Experimenten bilden para-Pyridine wie in Abbildung 40 gezeigt

Wasserstoffbriickenbindungen zudem Glul2 backboneaus.
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Abbildung 40: Durch MOE vorgeschlagener Bindungsmodus voBSc5341 an die ATHBindungsstelle. Links:
Dreidimensionale StruktuBSc5341st griin hervorgehoben. Die Wasserstoffbriickenbindungen des Azaindols zdidge-

Region (backbone gelb eingefarbt) und zwischen dem Methylester und dem katalytisch aktiven Lys33, sowie zwischen dem
Pyridinstickstoff und Glu12 sind durch gestricheltei¢inin cyan dargestellt. Der Rezeptor ist Mander\WaalsOberflache

(lipophil in grau, positiv in blau, negativ in rot unddtnor cyan) dargestellt. Rechts: Zweidimensionale Darstellung des
Bindungsmodus. Blaue Kreise deuten unbesetztes Volumen iffageche an, an der der Inhibitor vergroRert werden kdnnte.
Wasserstoffbriickenbindungen sind als blaue und griine Pfeile dargestellt. Blaue Kreise deuten unbesetztes Volumen in der
Tasche an, an der der Inhibitor vergrof3ert werden konnte.

Die in Abbildung 40 dargestellte, im Vergleich zu dem unsubstituiertenBSc5343in Abbildung
38, Wasserstoffbriicke steigert die Bindungsenthalpie und damit die Inhibition deutlich. Im
direkten Vergleich wird der Aromat nur geringfugig verdreht, was positiv ist, da so kein
energetisch unvorteilhafter Winkel eingenommen werden muss. Auch die Wasserstoffbriicken

zu der Hinge-Region und zu Lys33 bleiben unverandert.

Die Inhibitoren mit meta-Heteroaromaten zeigen die starkste Inhibition der Gruppe. Das neta-
Pyridyl Nitril BSc5368 (17% Restaktivitat) und der Methylester BSc5367 (0% Restaktivitat)

zeigen, wie auch das 5Pyrimidyl BSc5364 (6% Restaktivitdt) besonders niedrige
Restaktivitaten, weshdb sie in Kapitel 3.7 weiter untersucht werden. Die meta-Pyridyle zeigen
in Docking-Experimenten ein weniger eindeutiges Bild. Zwar bleibt die Position des Azaindols
(wie auch bei den anderen Diarylazaindolen) und des Methylestersubstituierten Phenyls
weitgehend unverandert, jedoch zeigt sich keine klare Praferenz, welchen Winkel der
Heteroaromat einnimmt. Die mit MOE berechneten Bindungsmodi sind in Abbildung 41

dargestellt.
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Abbildung41: DurchMOEvorgeschlagene Bindungsmodi von oben und unten liBSc5367und unten rechtsBSc5364

an die ATHBindungsstelleBSc5364und BSc5367%ind griin hervorgehoben. Der Rezeptor ist ManderWaalsOberflache
(lipophil in grau, positiv in blau, negativ intrand HDonor cyan) dargestellt. Die Wasserstoffbriickenbindungen des
Azaindols zu deHingeRegion (backbone gelb eingeféarbt) und zwischen dem Methylester und dem katalytisch aktiven
Lys33, sowie zwischen dem Pyridinstickstoff und oben links: Gly11, adshis: Glul2, unten: Lys90 sind durch gestrichelte
Linien in cyan dargestellt.

Durch die Rotation des Heteroaromaten werden vor allem 3 Positionen wiederkehrend der Liste
der Rotamere errechnet: In einem Vorschlag bindet das Pyridin mit einer Wasserstoffriicke zu
dem Gly11 backbone(Abbildung 41 A). In einem zweiten Vorschlag (Abbildung 41 B) bindet
das Pyridin Uber eine acide HBriicke in para-Position zu Glull und bildet eine H-a-
Wechselwirkung mit dem Gly11 backboneaus. In dem dritten Vorschlag (Abbildung 41 C) wird
eine starke H-Bricke zu Lys90 berechnet. Allerdings geht dies mit dem Verlust der HBriicke

zwischen Cys83 und dem Pyrrolstickstoff des Azaindols einher. Die dreiVorschlage stellen
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berechnete lokale Minima der Bindungsenthalpie dar. Welches das globale Minimumdarstellt

und warum die meta-substituierten Pyridine starkere Inhibitoren als das para-Pyridin darstellen,
kann letztlich nur Uber Experimente, wie einem Roéntgenbeugungsexperiment an einem Ligand
Proteinkristall bestimmt werden. Allerdings ist durchaus denkbar, dass in Losung alle drei Modi
populiert werden. Dementsprechend kdnnen bei solchen Kristallisationsexperimenten mehrere
Bindungsmodi gefunden werden!??? Da diese Experimente sehr aufwendig sind, kénnte eine

molekildynamische Simulation weitere Hinweise auf das globale Minimum geben.

Das 5Pyrimidyl-substituierte BSc5364 (Abbildung 41 D) bildet dagegen in fast allen
berechneten Vorschlagen starke HBricken mit Lys90 aus. Allerdings geht auch hier, wie in

Abbildung 41 Cdie H-Briicke zwischen Cys83 und dem Pyrolstickstoff des Azaindols verloren.

Schlussfolgerung: Die Dockingexperimente korrelieren sehr gut mit der gefundenen SAR. Es

kénnen zusatzliche Wasserstoffbriicken zu dem @.oop aufgebaut werden. Selbst Inhibitoren
mit sterisch wenig anspruchsvollen Subsitutionen, wie einer Methylgruppe flihren zu einer

deutlich niedrigeren Inhibition.
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Mit den 6 starksten Inhibitoren BSc5341, BSc5344, BSc5348, BSc5364, BSc5367 und
BSc5368 wurden vielversprechende Verbindungen synthetisiert, mit denen das Ziel erreicht
werden konnte, die Nek1-Kinasein vivo zu inhibieren und daraus folgend eine Sensitivierung
der Zellen gegenuber DNASchaden durch Blockade der DNAReparatur zu erreichen. In vivo-
Versuche an Zellen und ZebrabarblingEmbryonen kénnen neben demproof of conceptob die
Inhibitoren sensitivierend gegeniber DNA-Schaden sind, gleichzeitig weitere Informationen
liefern. Mangelnde Selektivitat der Inhibitoren kann zum Beispiel zu hoher Toxizitat fihren.

Die Toxizitat wiederum liefert die Information, dass die Inhibitoren zellpermeabel sind. Dies ist

besonders wichtig, da die Inhibitoren zellpermeabel sein missen, um die DNAReparatur im

Inneren der Zelle blockieren zu kénnen.

Auf der anderen Seite sind Versuche in Zellkulturen aufwendig. Daher ist es wichtig,
ungeeignete Inhibitoren moglichst frihzeitig auszusortieren, um unndétigen Verbrauch von
Ressourcen zu vermeiden. Daher werden in den folgenden Kapiteln verschiedene Eigenschafte
der Inhibitoren bestimmt und diskutiert, die fir eine erfolgreiche in vivo Testung notwendig

sind.

In den vorherigen Kapiteln wurden die Restaktivitdten bei einer besimmten Konzentration

bestimmt. Mit der Restaktivitait kann die Aussage getroffen werden, welche von zwei
Verbindungen der starkere Inhibitor ist. Die Bestimmung war zum Zeitpunkt der Messungen
mit etwa 24 US-Dollar pro Messung deutlich glnstiger, als eine wesentlich genauere
Bestimmung des IGo mit 90 US-Dollar pro Verbindung. Die Restaktivitat bei einer bestimmten
Konzentration ist aufgrund des sigmoidalen Kurvenverlaufs der Aktivitdts-Dosiskurve in ihrer
Aussagekraft allerdings eingeschréankt und besondersbei sehr hohen und niedrigen
Restaktivitdten ungenau. Der 1Go-Wert ist die Inhibitorkonzentration, bei der die

Kinaseaktivitdt um 50% reduziert ist. Daher wurde bei dem kommerziellen Anbieter Reaction
Biology zusatzlich von den 6 Verbindungen mit den niedrigsten Restaktivitaten der jeweilige

ICso-Wert gegeniiber der Nek:Kinase bestimmt, diese sind inTabelle 13 gelistet.
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Tabellel3: IGo-Werte der 6 starksten Inhibitoren. Diedé3Nerte der Inhibitoren wurde gegeniber der Nekinase in dem
radiometrischen PhosphorylierungssayHotSpotvon Reaction Biologwls Singlikat bei 10 Inhibitorkonzentrationen mit 3
fach Verdiinnung (1QuM - 0.508 nM) bestimmt. Als Kontrollsubstanz dieStaurosporinDie genauen Assaybedingungen
sind in Kapiteb.50.1 und 5.51 beschrieben.

Verbindung ICs0 in NM
BSc5341 140
BSc5344 123
BSc5348 166
BSc5364 62.5
BSc5367 115
BSc5368 129
Staurosporin | 9.1-16.92

aJber 4 Experimente

Anhand der ICso-Werte wird deutlich, wie potent die synthetisierten Verbindungen sind. Die
Inhibition durch BSc5367 kann mit zu Therapiezwecken zugelassenen Kinaseinhibitoren, wie
zum Beispiel Sorafenib (Raf-1 ICso=6 nM und Braf ICso= 22 nM)[23] oder Sunitinib (Pdgfry

ICs0= 8 nM)[2%6 verglichen werden.

Der Startpunkt fir die Entwicklung der 7 -Azaindole, die mit Nek1 co-kristallisierte Verbindung
CK7, ist bei 1 uM mit einer Restaktivitat von 28% getestet worden (Tabelle 2), wahrend das in
Tabelle 12 und Tabelle 13 gelistete BSc5348 eine Restaktivitat von 12.4% zeigt. Daher ist
davon auszugehen, dass der I16-Wert von CK7 unter 1 uM und Uber 166 nM liegt. Um eine
Abschatzung vorzunehmen, kann unter der Annahme, dass der HilSlope von CK7 in einem
ahnlichen Bereich wie von den 6 getesteten Verbindungen liegt ¢€0.98 bis -1.22), mit der HiLL-
Gleichung (Gleichung 1) ein ICso von 387-465 uM berechnet werden. Alle 6 Verbindungen sind

deutlich starkere Inhibitoren.

Gleichungl: HillGleichung zu Berechnung des Anted der mit Inhibitor besetzten Enzyme (hier der Ndkihase). [L] ist
die Konzentration des Liganden (hier Inhibitor) ung dde Dissoziationskonstante (hier derstNert) 237

In einer auf diese Arbeit ankniipfenden Arbeit von G. Baumann®! wurden von Drewry et al[?0
abgeleitete 4-substituierte 7-Azaindole entwickelt. Von den 17 publizierten Verbindungen

zeigen 10 Verbindungen einstellig mikromolare 1Cso-Werte, der beste Inhibitor zeigt einen ICso
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von 330 nM, wobei die Bestimmungen bei Knatp= 60 pM durchgefihrt wurden, statt wie in

dieser Arbeit mit 10 pM.!*8% Daher ist davon auszugehen, dass die inTabelle 13 aufgelisteten
Verbindungen neben Staurosporin  und Tamatinib die starksten bekannten (und
veroffentlichten) Nek1 -Inhibitoren sind. [200. 238-241]

Um abschatzen zu kdnnen, wie selektiv die Inhibitoren sind, wurden 5 aus den 518 im humanen
Genom identifizierten Kinasen ausgewahit!*®¥ Zum einen bietet sich Cdk2 an, da die
Startverbindung CK7 ein Cdk2/9 Inhibitor ist, sowie Nek5, da es das nachste Homolog von
Nek1 ist.['8 2161 Chk1l und Weel wurden als Vetreter von Kinasen ausgewahlt, die in die
Checkpointkontrolle involviert sind. [242 2431 Kdr/Vegfr2 wurde in einer studentischen Arbeit, die

im Rahmen dieser Arbeit betreut wurde, mittels Ahnlichkeitssuche der aktiven Tasche in der

Datenbank UniProt ermittelt. [244

Tabelle 14: Selektivitatspanel von 5 ausgewahlten Kinasen und Nekl als Vergleich. Die Restaktivititen der
Inhibitoren wurde in dem radiometrischen PhosphorylierungsassayHotSpot von ReactionBiology als Duplikat bei

10 uM ATP-Konzentration bestimmt. Die genauen Assaybedingungen sind in Kapiteb.50.1 beschrieben.

Verbindung Restaktivitat in %
Kinase BSc5341|BSc5344BSc534¢{BSc5364BSc5361BSc536¢
Cdk2/cycE 1.8 23.5 19.3 22.3 1.6 2.9
Chk1 85.00 >100] >100 73.8 48.5 69.6
Kdr/Vegfr2 79.4 97.2 94.1 61.3 34.3 35.0
Nek1 12.4 7.3 13.0 5.9 -0.6 17.4
Nek5 58.5 78.7 90.0 23.3 10.4 27.9
Weel 78.9 82.9/ >100 76.2 82.1 83.4

Die untersuchten Inhibitoren zeigen eine sehr gute Selektivitat gegeniberKdr/Vegfr2, Chkl
und Weel. Nur BSc5367 und BSc5368 zeigen gegeniiber Kdr/Vegfr2 méaRige Selektivitat.
Erfreulicherweise zeigen die Inhibitoren BSc5341, BSc5344 und BSc5348 sehr gute
Sdektivitat gegentiber Nek5, nur bei den Inhibitoren BSc5364, BSc5367 und BSc5368 ist die
Selektivitdt maRig ausgepragt. Keine oder nur sehr geringe Selektivitit zeigen die
Verbindungen gegeniber Cdk2, welche im Fall vonBSc5341 und BSc5368 sogar starker
inhibiert wird, als Nekl. Daher muss in folgenden Experimenten darauf geachtet weden, ob

beobachtete Ergebnisse auch durch die Inhibition von Cdk2 erklart werden kénnte.
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Mittels ShakeFlaskMethode wurden die logP-Werte der meisten Inhibitoren dieser Arbeit
bestimmt. Die Ergebnisse sind inTabelle 21 zusammengefasst. Alle Verbindungerderen logP-
Wert bestimmt werden konnte, zeigen einen logRWert von unter 5. Dies ist sehr vorteilhaft, da
von Lipinski et al. gezeigt und in der Rule of fiveformuliert wurde, das Verbindungen mit logP -
Werten Uber 5 haufig nicht zu erfolgreichen Pharmazeutika entwickelt werden.[?°”] Auch die
weiteren Regeln der Rule of five der Zahl der WasserstoffbriickenDonatoren (<5),

WasserstoffbriickenAkzeptoren (<10) und das Molekulgewicht (<500 g/mol) wird von keiner

der Verbindungen verletzt.

Von Verbindungen, deren logRWert nicht bestimmt wer den konnte, liegt der berechnete clogR
Wert unter oder nur leicht Gber 5. Ausgenommen davon sind die Verbindungen BSc5345 und
BS5287, welche synthetisiert wurden, um bessere Aussagen lber die SAR und das verflighare
Volumen in der aktiven Tasche machen zukdénnen. In Abbildung 42 und Abbildung 43 sind
die Restaktivitaten in Abhangigkeit des mit MOE berechneten clogRWerts und in Abbildung

44 in Abhangigkeit der gemessenen logPWerte aufgetragen.
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Abbildung42: Korrelation zwischen der in dem radiometrischen PhosphorylierungsassaReaction Biologypestimmten
Restaktivitat der auf dem-AzaindolGrundgeriist basierenden Inhibitoren gegeniiber der Né&litase und demmit MOE
berechneten clogfivert.
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Abbildung43: Korrelation zwischen der in dem radiometrischen PhosphorylierungsassaRRe&action Biologypestimmten
Restaktivitat bei 1M Inhibitorkonzentration der auf dem Aminopyraz8rundgerust basierenden Inhibitoren gegeniber
der NekIKinase und den miMOEberechneten clogRVert.
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Abbildung44: Korrelation zwischen denidem radiometrischen Phosphorylierungsassay Reaction Biologpestimmten
Restaktivitdt JuM Inhibitorkonzentration der auf dem -AzaindolGrundgerist basierenden Inhibitoren gegeniiber der
NeklKinase und den gemessenen lcgerte.
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Wie in Abbildung 42, Abbildung 43 und in Abbildung 44 zu erkennen ist, besteht keine oder

nur eine vernachlassigbare Korrdéation zwischen der Restaktivitat und den logP-Werten der auf

dem 7-Azaindol basierendenInhibitoren.
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In Abbildung 45 und Abbildung 46 wird der Zusammenhang zwischen der Restaktivitat und

dem Molekllgewicht dargestellt.
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Abbildung45: Korrelation zwischen der in dem radiometrischen Phosphoryligsassay voiiReaction Biologpestimmten
Restaktivitdt JuM Inhibitorkonzentration der auf dem -AzaindolGrundgerist basierenden Inhibitoren gegeniiber der
NeklKinase und dem Molekilgewicht.
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Abbildung46: Korrelation zwischemler in dem radiometrischen PhosphorylierungsassayReaction Biologypestimmten
Restaktivitat 1uM Inhibitorkonzentration der auf dem Aminopyraz@irundgerist basierenden Inhibitoren gegeniber der
NeklKinase und dem Molekilgewicht.

Auch in Abbildung 45 und Abbildung 46 ist keine oder nur eine sehr geringe Korrelation
zwischen der Restaktivitat und dem Molekilgewicht zu erkennen. Dies ist positiv, da die Gefahr
besteht, in der Entwicklung immer weiter die Gro3e (Molekilgewicht) von Inhibitoren zu
steigern, ohne im gleichen Maf3 weitere spezifische Wechselwirkungen aufzubauen. Dies geht
mit steigendem logP-Werten und damit der Ausbildung unspezifischer Van-derWaals

Wechselwirkungen einher.
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In Abbildung 47 und Abbildung 48 ist der Zusammenhang zwischen der Restaktivitat und der

mit MOE berechneten polaren Oberflache tPSA der vielversprechendsten Inhibitoren

aufgetragen.
1
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Abbildung47: Korrelation zwischen der in dem radiometrischen PhosphorylierungsassaReaction Biologpestimmten
Restaktivitat JuM Inhibitorkonzentration der auf dem -AzaindolGrundgerist basierenden Inhibitoren gegeniiber der
NekIKinase und der miMOEberechneten tPSA.
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Abbildung48 Korrelation zwischen der in dem radiormschen Phosphorylierungsassay Weeaction Biologypestimmten
Restaktivitat JuM Inhibitorkonzentration der auf dem Aminopyraz@rundgerist basierenden Inhibitoren gegenuber der
NekIKinase und der miMOEberechneten tPSA.

In Abbildung 47 und Abbildung 48 ist eine niedrige Korrelation zwischen der Summe aller
polaren Oberflachen (tPSA) im Inhibitor und der Restaktivitdit zu erkennen. Dies ist
naheliegend, da in dieser Arbeit versucht wurde, durch Docking-Experimente unterstitzt, die
Inhibitoren mit rationalem Design, also vor allem dem zielgerichteten Aufbauen von neuen
Wasserstoffbriicken zu entwickeln. Zuséatzliche Heteroatome steigern den tPSA und senken
damit bei gleichbleibender MolekillgroRe den logP-Wert. Dadurch steigt in der Regel die
Loslichkeit an, aber die zusatzlichen Heteroatome bilden nicht in allen Fallen
Wasserstoffbrickenbindungen in der Nek1Kinase aus. Dies ist auch inAbbildung 49 zu

beobachten.
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Mittels ShakeFlaskMethode wurde die Ldslichkeit der 6 Verbindungen in E3-Medium fir
Experimente an Zebrabarbling-Embryonen bestimmt (Tabelle 18). Aufgrund der geringen
Loslichkeit wurde ebenfalls eine Mischung aus E3Medium 1:1 verdinnt mit VE-Wassr
getestet. Dabei fallt auf, dass die Loslichkeit in E3Medium und der berechnete clogRWert
(logP-Werte von BSc5344 und BSc5348 konnten nicht bestimmt werden) miteinander
korrelieren. Dies ist in Abbildung 49 dargestellt.
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Abbildung 49: Korrelation zwischen der Ldslichkeit der Inhibitoren bei°®6in EaMedium und dem berechneten clogP
Wert. Die Loslichkeit voiBSc5344in E3Medium konnte nicht bestimmt werden, daher fehlt dieser Messpunkt in der
Abbildung.

Die in Abbildung 49 gezeigte Korrelation ist naheliegend, da die Inhibitoren sehr &hnlich
aufgebaut sind und sich vor allem durch die Anzahl und Art der Wasserstoffbrickenakzeptore
unterscheiden. Zusatzliche Wasserstoffbriickenakzeptoren bedeuten in wassriger Losung mehr
Interaktionsmoglichleiten und damit auch eine hohere Ldsungsenthalpie. Aufgrund der
niedrigen Loslichkeit konnte in dem toxikologischen Zebrabarbling-Embryonenassayin Kapitel

3.8.4 nur eine niedrige Konzentration verwendet werden. Die Ldslichkeit der Verbindungen
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kann durch Einfiihren von mehr Heteroaromaten gestigert werden. Dies ist allerdings nur dann

sinnvoll, wenn diese zusatzliche Wasserstoffbriicken in der aktiven Tasche der NekXKinase
aufbauen koénnen, da diese unter Umstdnden in anderen Enzymen zu zusatzlichen
Interaktionen fiihren, was die Selektivitat negativ beeinflussen kann. Eine weitere Steigerung
der Loslichkeit kénnte auch durch die Verwendung von sogenannten Ldslichkeitslinkern
erreicht werden. Ein solches Beispiel ist derN,N-Dimethylaminoethyl -Linker. Der Linker kann
als Trialkylamin leicht ionisiert werden so, dass ein Salz erzeugt werden kann. Ein
naheliegender Versuch wére es, den Methylether von BSc5348 durch die
N,N-Dimethylaminoethyl -Gruppe zu ersetzen, da diese Gruppe wahrscheinlich wie in
Abbildung 39 gezeigt aus der aktiven Tasche in das Solvesnzeigt und so die Interaktionen
innerhalb der aktiven Tasche nicht beeinflussen sollte. Inwiewdt diese Strategie auf die
Pyridine und das Pyrimidin anwendbar ist, muss in weiteren Docking-Experimenten geklart
werden. Weitere Heteroatome, zum Beispiel in dem Phenylring, der in DockingExperimenten
zwischen dem Gatekeeper und dem katalytisch aktivenLys33 positioniert ist, kann den logP-

Wert senken und vermutlich auch die Ldslichkeit verbessern.

Eine weitere Korrelation ist zwischen der Ldslichkeit in E3-Medium und dem Schmelzpunkt der

Inhibitoren zu erkennen, welche in Abbildung 50 dargestellt ist.

120



100
® BSc5364
s 10
3
< y= 0,0013€0%09%« e
g RE=02745 e ® BSc5368
S | e
T e ® BSc5341
O e
= e
1 ® BSc5348 ...
"""""" ® BSc5367
0,1
190 200 210 220 230 240 250 260 270 280

Schmelzpunkt ifiC

Abbildung 50: Korrelation zwischen der Loslichkeit der Inhibitoren bei°@6in E3Viedium bzw. EMedium 1:1 mit VE
Wasserverdinnt und dem bestimmten Schmelzpunkt. Die Léslichkeit B8t5344in E3Medium konnte nicht bestimmt
werden, daher fehlt dieser Messpunkt in der Abbildung.

Uberraschend ist die steigende Loslichkeit bei steigender Schmelztemperatur. Zunéchst ist zu
erwarten, dass planare aromatische Systeme in Kristallen tbereinanderstapeln. Wenn die
Stapelung durch Modifikationen des Grundgerists beeintrachtigt wird, kdnnen die Molekile
nicht mehr so gut stapeln, die Kristallisationsenthalpie sinkt und die Loslichkeit erhoht sich.[221
Im konkreten Fall hat nur BSc5348 mit der metaMethoxygruppe im weitesten Sinne eine

Substitution, die rotationshindernd sein kénnte ( Tabelle 15).
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Tabellel5: Zusammenfassung der Loslichkeiten inMt&dium bei 26°C und des Schmelzpunkts der 6 starksten Inhibitoren.

X
=

Sofern nicht abweichend genannt gilt X, Y, Z = C urfd=RH.

Verbindung 'Ldslichkeit in E3-Medium 'Schmelzpunkt R? R?, X,Y,Z
in uM in°C

BSc5368 3.5 272 | CN X=N
BSc5367 0.6 229 | COOMe X=N
BSc5364 15.8 263 | COOMe Z, X=N
BSc5348 1.0 198 | COOMe R? = OMe
BSc5344 ND? 213 | COOMe RZ=H
BSc5341 2.0 245| COOMe Y=N

@Konzentration unterhalb der Bestimmungsgrenze

Es ist naheliegend, dass in der sehr kleinen betrachteten Gruppe von Verbindungen durch die
weitgehende Abwesenheit von Substituenten, die ein Stapeln behindern, vor allem die Zahl der
ausbildbaren Wasserstoffbriickenbindungen den Schmelzpunkt bestimmen. Mizwei zusatzlich
mdglichen Wasserstoffbriickenbindungen hat BSc5364 gegeniiber BSc5344 einen deutlich
hoheren Schmelzpunkt aber auch eine deutlich hhere LoslichkeitBSc5348 wiederum hat den
niedrigsten Schmelzpunkt, aber auch eine sehr niedrigeLdslichkeit. Daher wird vermutet, dass

die gefundene Korrelation ein Artefakt der gewahlten Verbindungen darstellt.
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Um sicherzustellen, dass diein vivo Tests nicht durch Zersetzung der Inhibitoren in Losung
verfalscht werden, wurde die Stabilitat der Verbindungen ahnlich der Bedingungen gemessen
in den die Tests durchgefiihrt werden sollen. Dazu wurden die 6 starksten Inhibitoren in DMSO
gelést und zu E3Medium pipettiert und bei 37 °C geschwenkt. Die normierte

Inhibitorkonzentration tiber 96 h istin Abbildung 51 dargestellt.
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Abbildung51: Stabilitatsassay der 6 starksten Inhibitoren. Die ifMERIium mit 0.2% DMSO geldsten Inhibitoren wurden
bei 37°C geschwenkt und die verbleibende Inhibitorkonzentration zu den Zeitpunktén ®h, 12 h, 24 h, 48 h und 96h
mittels DABHPLC bestimmDie Konzentrationen sind auf B normiert.

Das Nitril BSc5268 zeigt mit 97% Uber 96 h fast keine Zersetzung in Lésung. Die Ubrigen
Verbindungen zeigen nach 96h zwischen 80% und 87% verbleibenden Inhibitor. Es ist
naheliegend, dass der Methylester in der wassrigen Umgebung hydrolysiert. Das in der Losung
enthaltene DMSO verursacht in den Chromatogrammen kurz nach der Injektion einen hohen
und breiten Peak. An dieser Stelle ist eine wahrscheinlich gebildete Carbonséure zu erwarten.
Die hohe Stabilitéat der Inhibitoren lasst vermuten, dass die in vivo Messungen innerhab der
knapp Uber 4 Tage (Versuche missen spatestens 5 Tage nach deBefruchten der Eier (5 dpf)
abgebrochen sein) nicht durch medienbedingte Zersetzung beeinflusst werden, zumal das
toxikologische Zebrabarblingassay bei 26°C statt der 37°C in diesem Assy durchgefihrt
wurde. Das Assay schlie3t jedoch nicht aus, dass die Zebrabarblinge oder in der Losung

enthaltene Mikroorganismen, wie z. B. Algen, Bakterien oder Pilze, die Inhibitoren durch
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Verstoffwechselung abbauen. Um dies mit Sicherheit ausschlielRenzkénnen, missten aus dem

Medium regelmaRig Proben entnommen und analysiert werden. Da in dem Medium
Schwebstoffe, wie z. B. Eihillen, Biofilme und Algen enthalten sind, muisste zuvor eine
gewissenhafte Probenvorbereitung durchgefiihrt werden, damit die HPLGAnlage und
insbesondere die HPLESaule nicht verstopft oder anderweitig einen Schaden nimmt![?49 Eine
solche Probenaufbereitung, wie zum Beispiel durch Filtration, muss zuvor fur jede Verbindung
validiert werden. Die Inhibitoren kénnen z. B. durch Adsorption an hochporése
Filtermaterialien anhaften oder durch Matrixeffekte eine Wiederfindungsrate von unter 100%
verursachen, was die Aussage zu der tatsachlich vorhandenen Inhibitorkonzentration
verfalscht?*! Analog zu dem Stabilititsassay in E3Medium fur das toxikologische
Zebrabarblingassay wurde fur Versuche in humanen Zellen die Stabilitat in DMEM-Medium

bestimmt. Die Ergebnisse sind inAbbildung 52 gezeigt.
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Abbildung 52: Stabilitdtsassay der 6 starksten Inhibitoren. Die in DM&&tlium mit 0.2% DMSO geldsten Inhibitoren
wurden bei 37°C geschwenkt und die verbleibende Inhibitorkonzentration zu den Zeitpunkten®h, 12 h, 24 h und 48h
mittels DADHPLC bestimmt. Die Kaentrationen sind auf G normiert.

Wie in Abbildung 52 gezeigt, ist nach 48h (mit Ausnahme von BSc5364) von allen Inhibitoren
noch mindestens 86% derUrsprungskonzentration vorhanden. Von BSc5364 sind noch 72%
der Ursprungskonzentration vorhanden. In DMEM-Zellkulturmedium ist durch das enthaltene
Serum eine komplexe Mischung an Inhaltsstoffen und Enzymen enthalten*¢! Daher ist ein
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schnellerer Abbau, als in E3Medium zu erwarten. Da Zellkulturmedien Ub licherweise nach 1

bis 3 Tagen gewechseltwerden!?¥], ist zu vermuten, dass diein vivo Messungen nicht durch

medienbedingte Zersetzung beeinflusst werden.
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Da die DNA-Reparatur durch die Nekl-Kinase innerhalb des Zellkerns stattfindet, muss einin
vivo wirkender Inhibitor zellgangig sein. Fur die 6 starksten Inhibitoren wurde mit dem
Berechnungstool PreADMETeine Zellpermeablitat von 20 -33 nmol/s berechnet.[?*8 Fir die
beiden Inhibitoren BSc5367 (potentester Inhibitor) und BSc5364 (niedrigste berechnete
Zellpermeabilitat) wurde die Zellpermeabilitdt in Caco -2-Zellen bei dem kommerziellen
Anbieter Eurofins Panlabmit Hilfe des ADMETox: In Vitro Absorption Assaybestimmt. Die
Ergebnisse sind inTabelle 16 zusammengefasst.

Tabellel6: BeiEurofins PanlatlgemesseneZellpermeabilitdten bei iM Inhibitorkonzentration und 37C. Die Messung
wurde an Cace? Zellen in apikdbasaler und basaipikaler Richtung als Duplikat gemesdéfil

Verbindung A-B Permeabilitat A-B Permeabilitdit  |B-A Permeabilitat B-A Permeabilitat
pH 6.5/7.4 in 10 -5 cm/s Wiederfindungsrate pH 7.4/6.5 in 106 cm/s Wiederfindungsrate

BSc5364 [0.37 1.5% 0.21 41.1%

BSc5367 [0.13 0.4% 0.04 29.6%

Die in Tabelle 16 gezeigten Zellpermeabilitdten sind im Vergleich zu zugelassenen
Medikamenten niedrig, welche ublicherweise eine Zellpermeabilitdt von 0.1-100 cm/s
aufweisen, aber innerhalb der Spannweite!?®® Sehr auffallig sind die auRerst niedrigen
Wiederfindungsraten. Zur Bestimmung der  Wiederfindungsrate  wird die
Inhibitorkonzentration in dem Medium auf apikaler und basaler Seite der Messzelle bestimmt,
mit dem Medienvolumen multipliz iert und mit der eingesetzten Inhibitordosis in Bezug gesetzt.
Dementsprechend muss nicht detektierter Inhibitor an Messzellwandungen adsorbiert oder in
den Cace2 Zellen akkumuliert oder verstoffwechselt worden sein. Niedrige
Wiederfindungsraten korrelier en mit signifikant zu niedrig bestimmten Zellpermeabilitdten, da
die effektive Konzentration im Medium abgesenkt wird.?°!l Es ist daher davon auszugehen,
dass die tatsachliche Zellpermeabilitat deutlich hoéher liegt und in vivo Experimente nicht oder

nur bedingt durch die niedrige Zellpermeabilitat beeintréachtigt werden.
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Um zu vermeiden, dass in aufwandigenin vivo Experimenten Verbindungen mit hoher Toxizitat
eingesetzt werden, die die Zellen absterben lassen, ohne das verwertbare Ergebnisse gewonnen
werden kénnen, wurden die 6 starksten Inhibitoren auf ihre allgemeine Toxizitat untersucht.
Dazu wurden zu Zebrabéarbling-Embryonen 6 Stunden nach der Befruchtung 6 hpf) E3-
Medium mit 0.1 uM, 0.5 uM oder 1.0 uM Inhibitor und 0.2% DMSO als Ldsungsvermittler
gegeben. Nach Inkubation bei 26°C wurden alle 24 h das Uberleben anhaml des Herzschlags
bzw. Tribung des Eis geprift. Da abgestorbene Eier, Eihiillen und Embryonen ein N&hrstoff fur

Mikroorganismen darstellen, wurden sie jeweils entfernt. Als Kontrollgruppe wurde E3-Medium

mit 0.2% DMSO und als zweite Kontrollgruppe nur E3-Medium verwendet.

Abbildung 53: Zebrabéarblingembryonen Toxizitatsassay (UM bis 1.0uM). Links: Gruppe mit 1.0M BSc5367nach
120 hpf. Rechts: Kontrollgruppe mit 0.2% DMSO in-E&dium nach 120hpf.

Bei keinem der Inhibitoren konnte eine signifikante Toxizitat festgestellt werden (Abbildung
67 und Tabelle 28) Lediglich bei 1.0 uM BSc5344 und BSc5348 sind mit jeweils 87% leicht
verminderte Uberlebensraten zu beobachten. Im Rahmen der Nachzucht schwankten die
Uberlebensraten stark. Haufig tiberlebten etwa 50 bis 80% der Embryonen, Uberlebensraten
unter 30% traten gelegentlich auf. Daher ist die Uberlebensrate der Gruppe E3Medium mit
0.2% DMSO von 100% sehr hoch aber nicht uniiblich, wahrend die E3Medium Kontrollgruppe

nur zu 93% Uberlebte. Wie im Kapitel 3.8.3 diskutiert, ist davon auszugehen, dass die
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Inhibitoren zellgangig sind, daher ist nicht von einer hohen Toxizitdt der Inhibitoren

auszugehen.
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Die im folgenden gezeigten Ergebnissewurden von G. Baumannund Y .-H. Shih generiert und

gemeinsamin Pilakowski et al.veroffentlicht. [252

Auf dieser Basis wurdeim Rahmen dieser Arbeit neben der Ldslichkeit in E3Medium auch die
Ldslichkeit in E3-Medium mit 0.2% DMSO gemessen (Kapitel 3.8.1). Mit diesen deutlich
hoheren Ldslichkeiten haben G. Baumann und Y.-H. Shih die Toxizitdt der Verbindungen
BSc5341 und BSc5367 bei hbheren Konzentrationen untersucht, um die maximal tolerierbare
Dosis fur Zebrabarbling-Embryonen zu bestimmen, die Ergebnisse sind inAbbildung 54 und
Abbildung 55 dargestellt.[25?]
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Abbildung 54: ZebrabérblingEmbryonen Toxizitatsassay (0.QM bis 2.5uM) fir die VerbindungerCK7 (oben rechts),
BSc5367oben links) undBSc5341(unten links, unten rechts mit gekirzterAchse). Als Kontrollgruppe wurde B8edium
mit 0.2% DMSO und eine weitere Komitgruppe mit EaMedium verwendet. Die Experimente wurden v@ Baumann
und Y -H. Shihals Triplikat mit je 15 Embryonen als Triplikat durchgefiihrt. Abbildung tbernommeiPaaisowski et al?>3
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2.5 uM 1.5 uM 0.5 uM 0.1 uM 0.05 uM 0.01 uM
(BSc5367)  (BSc5367) (BSc5367)  (BSc5367) (BSc5367)  (BSc5367)

2.5uM 1.5 M 0.5 uM 0.1 uM 0.05 uM 0.01 uM
(BSc5341) (BSc5341) (BSc5341) (BSc5341) (BSc5341) (BSc5341)

Abbildung55: Mikroskopieaufnahmen der Zebrabarblifgmbryonen des Toxizitatsassays nacth96kubation mit 0.01uM
h 2.5 uM oben: BSc5367und unten: BSc5341 Das Experiment wurden vo6. Baumannund Y.-H. Shihdurchgefiihrt.
Abbildung gekiirzt ibernommen auBilakowskiet al.[252

Wie in Abbildung 54 oben rechts dargestellt ist, fuhrt eine Konzentration von 1.5 uM BSc5367
zu einer 100%igen Lethalitat bei Zebrabarbling-Embryonen, wogegen in Abbildung 54 unten
dargestellt ist, dasBSc5341 bis 2.5 uM vertraglich ist. Dies ist naheliegend, daBSc5367 einen
ICso gegeniiberder Nek1-Kinase von 11.5nM zeigt (Faktor LD1o/IC 50 = 130), wéahrend der 1Cso
von BSc5341 140 nM betragt. G. Baumann und Y:-H. Shih haben keine Phé&notypen bei der
Inkubation mit BSc5341 oder BSc5367 beobachtet!25?
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Die im folgenden gezeigten Ergebnissewurden von G. Baumannund Y -H. Shih generiert und

gemeinsamin Pilakowski et al.veroffentlicht. [252

Mit den in Kapitel 3.8.4 bestimmten, maximal vertraglichen Konzentrationen haben G.
Baumann und Y.-H. Shih weiterfihrende Experimente mit Zebrabarbling-Embryonen
durchgefiihrt.[?°2 Dazu wurden analog Baumann et al Zebrabarbling-Embryonen mit Inhibitor
und dem fluoreszenten Farbstoff PT-Yellow inkubiert, die Embryonen fixiert und mittels
Fluoreszenzmikroskop untersucht!*¢®! Die Ergebnisse wurden inPilakowski et al.veroffentlicht
und sind in Abbildung 56 dargestellt.[25?
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Control  (ji) 0.1 pM CK7 (1)

0.5 UM BSc5367 (3n)  (iv) 2.5 uM BSc5341 (3i)

Abbildung 56: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahme von fluoreszenzgeféarbten Zebrab&®tamgmnieren nach
Inkubation mit Inhibitor. (A) Schematische Darstellung des Versuchsablaufs mit Embryoselektion, Inkubation mit Inhibitor
und Farbstoff, sowie Ergebniserfassung. @pjektion der maximalen Fluoreszenzintensitat. (B, i) Negativkontrolle 0.2%
DMSO, (B, ii) 0.uM CK7(B, iii) 0.5uM BSc5367und (B, iv) 2.51M BSc5341(C) Schematische Darstellung der Stammniere

in einem entwickelnden Zebrabarblidgmbryo (28 Somiten}$9 Die in (B) vergroRert dargestellte Region ist mit einem
gestrichelten Quadrat hervorgehoberbkirzungen: AU arbitrary unit C, Cloaca CS,corpuscles ofStannius DE,distal

early tubule DL,distal late tubule N, neck region P,Podocytes of the glomerulyPCTProximal convoluted tubutePD,
Pronephric dugtPSTProximal straight tubulePTU, Nohenylthiourea Abbildung Gibernommen au®ilakowski et 4254

G. Baumannund Y .-H. Shih konnten zeigen, dass im Vergleich zu der Kontrolle (Abbildung 56
B,i) bei Inkubation mit den Nek1 -Inhibitoren CK7 (0.1 uM) und BSc5367 (0.5 uM) (Abbildung
Abbildung 56 B, iii eine geringe Vergrol3erung des Stammnierenvolumens zu beobachten ist.
Bei Inkubation mit 2.5 uM BSc5341 ist in Abbildung 56 B, vi eine starke Erhdhung der

Fluoreszenz und eine deutliche VolumenvergroRerung der Stammniere zu beobachten.
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