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Einleitung

Bereits vor hunderten von Jahren forschten die Alchimisten, um ein geeignetes Elixier fur die
Heilung aller Krankheiten zu finden. Gefunden wurde es jedoch bis heute noch nicht. Im
Gegenteil, durch zunehmende Forschung und das somit verstarkte Verstandnis Uber
Krankheiten und deren Ursachen steigt die Komplexibilitat der Entwicklung von
Medikamenten und somit auch die Therapie von Krankhé&iten.

Heutzutage stellen Enzym-Inhibitoren ein wichtiges Gebiet, mit rund ein Drittel aller weltweit
verkauften Medikamenten, d&r.Die Klassifizierung der Enzyme erfolgt dabei in sechs
Klassen: Oxidoreduktasen, Transferasen, Hydrolasen, Isomerasen, Lyasen und Ligasen. Eine
Untergruppe der Transferasen bilden dabei die sogenannten Kinasen. Wie sich aus dem
Namen der Untergruppe ableiten lasst, katalysieren Kinasen die Ubertragung eines
Phosphatress von Adenosintriphosphat (ATP) auf ein Substrat, dort speziell auf
Hydroxylgruppen. Aufgrund dessen werden sie auch Phosphoryltransferasen genannt. Hierbei
konnen unterschiedliche biologische Molekiile wie Proteine, Lipide oder auch Nukleotide
phosphoryliert werdel! Die groRte Gruppe der Kinasen umfasst die Klasse der
Proteinkinasen. Je nach Art der phosphorylierten Gruppe kann zwischen Serin-, Threonin und
Tyrosin-Kinasen unterschieden werden. Proteinkinasen spielen eine wesentliche Rolle in
vielen biologischen Prozessen wie Metabolismus, Transkription, Apoptose, Differenzierung
von Zellen und nehmen eine wichtige Rolle in der Funktionsweise des Nerven- und
Immunsystems sowie der Homoostase'®in.

Das menschliche Kinom umfasst 518 Proteinkinasen. Es ist unterteilt in 10 Gruppen, 143
Familien und 212 Subfamilien (Abbildung 4). Fehlregulatioen und Mutationen von
Proteinkinasen spielen eine zentrale Rolle bei humanen Krankheiten. Demnach sind die
Proteinkinasen nach den GPCR&(frotein-coupled receptoyslie zweitwichtigsten Targets

in der Arzneimittelforschun§! Im Fokus dieser Arbeit stehen zwei interessante Enzyme, die
FMS-like tyrosine kinase 3FLT3) und dieleucine-rich repeat kinase @ RRK2). Wahrend
Mutationen von FLT3 in Verbindung mit der akuten myeloischen Leukamie gebracht werden,
sind Mutationen von LRRK2 mitverantwortlich fur das Parkinson-Syndrom. Die Entwicklung
potenter und selektiver Inhibitoren ist daher ein wertvoller Ansatzpunkt zur Behandlung
dieser Krankheiten. Die Inhibition von FLT3, einer Tyrosinkinase, und LRRK2, ein Vertreter
der Serin/Threoninkinasen, stellen somit aussichtsreiche Targets in der Krebstherapie bzw.
zur Behandlung der Parkinson-Krankheit dar.
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Abbildung 1: Schematische Darstellung des menschlichen Kinoms, sowie deren wichtige
Hauptgruppen. AGCprotein kinases A, G and C groypeinhaltet PKA, PKG und PKC
Familien); CAMK: calcium/calmodulin-dependent protein kinageéK1: casein kinase ;1
CMCG: beinhaltet CDK, MAPK, GSK3, CLK Familien; STBEomologs of yeast sterile 7,
sterile 11, sterile 20 kinasg$K: tyrosine kinaseTKL: tyrosine kinase-likeln Anlehnung an
Manninget al

1 Leukamie

1.1 Krebs in Deutschland

Jeder zweite Mann (51 %) und fast jede zweite Frau (43 %) mussen derzeit davon ausgehen
im Laufe ihres Lebens an Krebs zu erkrankemies sind die alarmierenden Zahlen, die
gemeinsam von der Gesellschaft der epidemiologischen Krebsregister e.V. (GEKID) und dem
Zentrum fur Krebsregisterdaten (ZfKD) im Robert Koch-Institut erstmal fur das Jahr 2010
ermittelt worden sind. Demnach sind ZfKD-Schatzungen zufolge erstmaligB0877
Krebserkrankungen registriert worden, wobei jeder vierte Mann und jede flinfte Frau an der
Krebserkrankung verstirbt. Mit ca. 28020 Krebserkrankungen erkranken Manner haufiger

als Frauen (22400), wobei mehr als die Halfte der Krebsneuerkrankungen auf Lyngen-
Brustdrisen-, Darm- und Prostatakrebs zurlckzufihren ist (Abbildung 2). Das mittlere

Erkrankungsalter liegt bei Manner und Frauen gleichermal3en bei 69 Jahren, wols bei d




Uber 65-jahrigen Mannern die Erkrankungsraten fast doppelt so hoch sind wie die der
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Abbildung 2: Prozentualer Anteil der Tumorlokalisationen bei Krebsneuerkrankungen in
Deutschland 2016!

Mit 2,6 % bei den Mannern und 2,2 % bei den Frauen sind 2010 et®@0IMlenschen in
Deutschland an Leukamie erkrankt. Das Leukamierisiko liegt bei Kindern unter 15 Jahren bei
hohen 6 %, wobei es mit zunehmendem Alter unabhangig vom Geschlecht bei Jugendlichen
und jungeren Erwachsenen sinkt. Erst ab dem 30. Lebensjahr erhoht sich die
Wahrscheinlichkeit an Leukdmie zu erkranken kontinuierlich, jedoch tragen Manner ein
hoheres Risiko als Frau€h.Rund ein Drittel aller Krebserkrankungen bei Kindern unter

15 Jahren sind auf Leukd&mien zurlckzufihren (Abbildung 3). Die akute lymphatische
Leukdmie (ALL) stellt mit 26,3 % den groRRten Anteil dar, gefolgt von der akuten
myeloischen Leukdmie (AML) (4,4 %). Warum die Leukamien im Kindesalter so oft
auftreten ist noch unbekannt. Umwelteinflisse und ein unzureichendes ausgepragtes

Immunsystem im Sauglingsalter sind Basis einiger HypotH&sen.

Sonstige Diagnosen 5,4 %
Keimzelltumoren 3,0 %
Knochentomoren 4,4 % \ \

~

Leukamien 33,8 %

/

Nierentumoren 5,5 % ~

Weichteilsarkome 5,8 % ___

Periphere Nervenzelltumoren 7,0 % —

Lymphome 11,1 % —

\

ZNS-Tumoren 24,0 %

Abbildung 3: Prozentualer Anteil der Krebsneuerkrankungen bei Kinder in Deutschland aus
den Jahren 2003-201%.




1.1.1 Leukdmie zEntstehung, Arten und Symptome

Blut ist fir uns Menschen lebenswichtig. Es Ubernimmt verschiedene wertvolle Funktionen
von der Sauerstoffversorgung der Gewebe, den Abtransport von Kohlenstoffdioxid, den
Transport von Nahrstoffen, die Warmeregulation bis hin zur Immunabwehr durch Antikorper
und weil3e Blutkorperchen. Je nach Koérpergewicht liegt die Gesamtblutmenge bei einem
Menschen zwischen finf und sechs Lit€trDas Blut besteht aus fliissigen sowie aus festen
Bestandteilen. Letztere machen etwa 42 % aus und beinhalten die Blutkérperchen, welche aus
den roten (Erythrozyten) und den weil3en Blutkdrperchen (Leukozyten), sowie den
Blutplattchen (Thrombozyten) zusammengesetzt sind. Den restlichen Anteil mit eéta 58
macht das Blutplasma aus. Die Hamatopoese findet tiberwiegend im Knochenmdfk statt.
Taglich werden mehrere Milliarden Zellen neu gebildet, welche aus einer Gruppe von
hamatopoetischen Stammzellen ausgehen. Es konnten zwei verschiedene Typen an
hamatopoetischen Stammzellen in Mausmodellen gefunden und charakterisiert werden: die
Langzeit-Stammzellen (LT-HSOong term hematopoietic stem cglland die Kurzzeit-
Stammzellen (ST-HSGhort term hematopoietic stem cgllgvahrend LT-HSC in der Lage

sind sich stetig zu erneuern, ist diese Eigenschaft bei ST-HSC nur begrenzt foglich.
Letztere differenzieren weiter zu den sogenannten multipotenten Vorlauferzellen. Die
multipotenten Vorlauferzellen teilen sich und bilden zwei weitere Gruppen an
Vorlauferzellen: die myeloische Vorlauferzelle und die lymphatische Vorlauferzelle
(Abbildung 4)™ Aus diesen Vorlauferzellen wird durch weitere Teilung und Differenzierung
uber verschiedene Zwischenstufen die unterschiedlichen Blutkdrperchen erzeugt. Wahrend
sich aus den myeloischen Vorlauferzellen die Erythrozyten, Thrombozyten und Granulozyten
(bestimmte Art der Leukozyten) bilden, gehen aus den lymphatischen Vorlauferzellen die
naturlichen Killerzellen, sowie die B- und T-Lymphozyten hervor. Anschlie3end werden
diese aus dem Knochenmark freigesetzt und konnen ihrer entsprechenden Funktion
nachgehen.

Von einer Leukadmie wird gesprochen, wenn die Blutzusammensetzung gestort ist und die
Zellen ihre Funktionen nicht mehr erfillen kbnnen. Die Zellen teilen sich unkontrolliert und
ungehemmt (Abbildung 4). Es kann keine Differenzierung mehr stattfinden, folglich kbnnen
die Zellen ihrer eigentlichen Aufgabe nicht mehr nachgehen. 1845 beschrieb der deutsche
Arzt Rudolph Ludwig Karl Virchow erstmals das Krankheitsbild der Leuk&mie an einer
Patientin™ Er beobachtete die stark vermehrten weiB® XW]HOOHQ GLDJQRVW
%OXW?3 XQG I*KUWH OHW]WOLFK GHQ %HJULII A/HXNIPLH!
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blutbildenden Systems verstanden, wobei es zu einer starken Vermehrung der weil3en

Blutkdrperchen (Leukozyten) kommt.

O LT-HSC

ST-HSC

multipotente

'
Q
'

lymphatische myeloische
Vorlduferzelle Vorlduferzelle
akute akute
Leukémie - — Leukdmie
chronische chronische
Leukédmie Leukidmie
J

N\
~

keine Differentierung in ~ keine
Differenzierung funktionsfihige Zelltypen Differenzierung

Abbildung 4: Entstehung der Leuk&mien ausgehend von den LT-HBGg (term
hematopoietic stem cellsiber den myeloischen und lymphatischen Differenzierungsweges.
In Anlehnung an E. EleR”

Je nach Art der veranderten Vorlauferzelle und dem Krankheitsverlauf wird die Leukéamie in
unterschiedliche Klassen aufgeteilt (Abbildung 4, Tabelle 1). Wahrend die akuten Leukéamien
bereits von Beginn an lebensbedrohlich sind und innerhalb weniger Wochen bzw. Monaten
zum Tode fuhren kénnen, verlaufen die chronischen Leuk&mien schleichend tUber mehrere
Jahre. Akute Leukdmien entstehen in der Blastenphase und unterliegen einer schnellen
Selbsterneuerung der Zellen, welche durch weitere Entwicklung der entarteten
Vorlauferzellen zu chronischen Leukamien fuhfén!?# Diese verdrangen die normale
Blutbildung, wodurch entsprechende Krankheitssymptome auftreten. Die Infektionsabwehr ist
gesenkt und durch die Abnahme der roten Blutkérperchen tritt bei den betroffenen Patienten
eine Blutarmut (Anamie) adf.

Mit 28 % weltweit bzw. mit 27 % in Deutschland (im Jahr 2010) ist die akute myeloische
Leukamie die zweithaufigste auftretende Form (Tabellé®1pie Symptome fallen je nach

Art der Leukdmien unterschiedlich aus. Bei den chronischen Leukadmien verlaufen die

(U



Krankheitssymptome meist schleichend, sodass die betroffenen Patienten die Krankheit lange
nicht bemerken. Meist wird diese Art erst nach Blutuntersuchungen diagnostiziert. Anders
hingegen sieht es bei den akuten Leukamien aus. Hier sind vielfaltige Krankheitssymptome
erkennbar. Die haufigsten Kennzeichen sind neben Anédmie, Atemnot, Nasenbluten sowie
Zahnfleischbluten, vor allem eine vergrof3erte Milz und Leber, sowie Fieber und schwer
verlaufende Infekt€! Die Ursachen fir die Entstehung akuter Leuk&mien sind
unterschiedliceter Art. Die bekanntesten sind ionisierende Strahlung, Tabakkonsum,
Insektizide sowie Herbizide und auch toxische Chemikalien wie B&nZal®*"! Aber auch
genetische Ursachen scheinen eine entscheidende Rolle einzunehmen. So tritt bei Patienten
die an dem Down-Syndrom (Trisomie 21) erkrankt sind, die akute myeloische Leukamie

besonders haufig auf (Tabelle 2).

Tabelle 1: Prozentuale Verteilung der unterschiedlichen Leukamieformen in Deutschland
(2010) sowie weltweit.

Typ Anteil [%]
Deutschland (2010}’ weltweit!™”!
chronisch myeloische Leukamie (CML) 10 13
akute myeloische Leukamie (AML) 27 28
chronisch lymphatische Leukamie (CLL) 37 30
akute lymphatische Leukamie (ALL) 8 13
Sonstige (ungenau bezeichnete 18 17

Leukamieformen)

1.1.2 Diagnostik und Therapiemdoglichkeiten der AML

Ist der Verdacht einer akuten Leukdmie aufgekommen, wird der Arzt zunachst Milz, Leber
und Lymphknoten abtasten, da eine VergroRerung dieser kennzeichnend fur akute Leukamien
sind. AnschlieBend werden Blutuntersuchungen durchgefiihrt, bei der eine Anamie oder auch
ein Mangel an Blutplattchen festgestellt werden. Im Falle der akuten Leukdmie wird ebenso
eine abnormal hohe Anzahl an weiBen Blutkérperchen gefunden. Mittels
lichtmikroskopischer Untersuchungen lassen sich anschlieend die charakteristischen
leukamischen Zellen bzw. Blasten erkennen. Roétlich-violette Einschliisse in den Zellen, die
sogenannten Auer-Stabchen, sind typisch fiir eine akute myeloische Letif5tiie.eine
100%ige Gewissheit zu haben, muss zusatzlich zu den Blutuntersuchungen eine
Knochenmarkpunktion durchgefiihrt werden. Durch die Enthahme des Knochenmarks wird

bei positiv erkrankten Patienten eine erhéhte Anzahl an entarteten Vorlauferzellen gefunden




wohingegen gesunde Leukozyten bei der akuten Leukdmie kaum noch zu finden sind.
Bildgebende Verfahren wie ROntgenuntersuchungen mittels Magnetresonanztomografie
(MRT) und Computertomografie (CT) sowie der Sonografie kbnne zudem zeigen, ob die
entarteten leukamischen Zellen bereits innere Organe befallen haben.

Ist die Diagnose der akuten myeloischen Leukamie gefallen, muss eine schnelle Behandlung
erfolgen, da diese sonst binnen weniger Wochen bzw. Monaten zum Tode fihrt. Ziel der
Behandlung ist es, eine gesunde Blutbildung wieder zu gewahrleisten und die leukamischen
Zellen zu beseitigen. Ausgangspunkt hierfur ist die Behandlung mittels Chemotherapie durch
Verabreichung von Zytostatika (grieyto A=HO O Kstatik @B QKDOWHQ3 *UXQGOD.
Chemotherapie ist die Zerstorung aller Zellen, die sich schnell teilen kdnnen, wobei entartete
Zellen besonders anféllig sind. Die verwendeten Medikamente kénnen als Monotherapie oder
als Kombinationstherapie eingesetzt werden, sind meist sehr giftig und werden nach
Verabreichung tber den Blutkreislauf im gesamten Korper verteilt. Nachteil hierbei ist, dass
nicht nur leukdmische Zellen zerstort werden, sondern auch gesunde, sich schnell teilende
Zellen wie Schleimhaut- und HaarwurzelzellBrzytostatika kénnen je nach Krankheitsbild
durch weitere Therapiemoglichkeiten, wie Signalibertragungshemmern
(Tyrosinkinaseinhibitoren), therapeutische Antikdrper oder Strahlenbehandlung erganzt oder
ganzlich ersetzt werden. Die Behandlung mittels Zytostatika wird in unterschiedliche Phasen
aufgeteilt. In der ersten Phase, der Induktionschemotherapie, soll eine komplette Remission
erlangt werden. Hier sollen keine leukamischen Zellen im Blut mehr nachweisbar sein. Die
zweite Phase, Konsolidierungstherapie genannt, hat das Ubergeordnete Ziel die Remission zu
erhalten und gegebenenfalls ausstehende Leukdmiezellen zu beseitigen. In der mehrjahrige
dritten Phase, Erhaltungstherapie, werden intensivere Behandlungsmethoden eﬁﬁ‘@ebaut.

Um die groRtmdogliche und schnellste Wirkung zu erreichen, werden bei der Behandlung der
AML Zytostatika in Kombination eingesetzt. Das Cytosin-Arabinosid (Cytardbikurz:

araC, Abbildung 5) ist eines der effektivsten Medikamente in der Chemotherapie zur
Behandlung der AML. Es ist ein Nukleosid-Analogon des Cytosins und wird nach der
Phosphorylierung an der Stelle des naturlichen Analoges in die DNA der Zellen eingebaut
und verursacht den Zelltod. In Kombination mit einem Anthracyclin (Daunoruldgcin
Abbildung 5) wurde diese Therapie schon vor tUber 40 Jahren entwickelt und hat sich bis
heute etablieft® 2* Daunorubicin2 ist aufgrund seiner planaren Struktur ein DNA-
Interkalator. Die Transkription der DNA zur RNA und demzufolge auch die Zellteilung
werden Dblockiert. In vitro Versuche zeigten, dass die Effizienz solch eines

Kombinationstherapeutikum abhangig von der Formulierung bzw. des molaren Verhaltnisses




ist. CPX-351 ist eine liposomale Formulierung von Cytarahimd Daunorubicir in einem
molarem Verhéaltnis von 5:1, konnte die klinische Phase Il erfolgreich abschlieRen und

befindet sich nun in Phase !

HO

OH

Cytarabin 1 Daunorubicin 2

Abbildung 5: Strukturen der Zytostatika von Cytarabinund Daunorubicin2 fur die
Behandlung der AMI® 2%

1.1.3 Zytogenetische und molekulargenetische Merkmale der AML

Die Abgrenzung der AML von der akuten lymphatischen Leukdmie (ALL) ist fur die
Prognose und vor allem fiur den weiteren Verlauf der Behandlung von entscheidender
Bedeutung. Fir die Klassifizierung der AML kdnnen zwei verschiedene Systeme betrachtet
werden. In der Vergangenheit wurde die AML anhand der FAB-Klassifikattoen¢h-
American-Britishh vorgenommen. Hierbei erfolgte die Klassifizierung vor allem nach
mikroskopisch auffalligen Gesichtspunkten (zytomorphologisch). Das FAB-System wird
jedoch vermehrt durch die modernere WHO-Klassifikatitviolld Health Organization
ersetzt, die neben zytomorphologischen Kriterien auch zytogenetische und
molekulargenetische Veranderungen mit einbeZ#@hbie AML ist eine sehr heterogene
Erkrankung, wobei in den letzten Jahren eine Vielzahl an molekulargenetischen
Veranderungen gefunden wurde. ¥ Hierbei werden besonders Genmutationen oder
Fehlregulation des NPM1-Gens nugcleophosphin in 30 %, des CEBPA-Gens
(CCAAT/enhancer binding protginn 30 %, intern duplizierte Sequenzantérnal tandem
duplications ITDs) (20 %) sowie Tyrosinkinase-Mutationen (11-14 %) des FLT3-Gens,
Mutationen des TET2-Genste(-eleven translocation)2in 7% und Mutationen des
IDH1/IDH2-Gen ¢ytoplasmatic isocitrate dehydrogenase 1 and mitochondrial isocitrate

dehydrogenase)2n 15-33 % der Falle gefund&f. ¥ Dies war ausschlaggebend fir eine




Revision des WHO-Systems im Jahr 2008, mit Einbezug der gewonnenen prognostischen
Faktoren und Genmutationen (Tabelld?2}.]

Tabelle 2: WHO-Klassifikation (2008) der akuten myeloischen Leuk&fiie

AML mit 1(8;21)(922;922); RUNX1-RUNX1T1
AML mit inv(16)(p13.1q22) oder (16;16)(p13.1;q22); CBFB-MYH11
APL mit t(15;17)(q22:912); PML-RARA1

vAv'i\gléeTlitehren den AML mit £(9;11)(p22;923); MLLT3MLL
e ot AML mit t(6;9)(p23;934); DEK-NUP214
Aﬁgr?;”insc € AML mit inv(3)(q21026.2) oder t(3;3)(q21;926.2); RPN1-EVI1

AML (megakaryoblastisch) mit t(1;22)(p13;q13); RBM15-MKL1
AML mit mutiertem NPM1
AML mit mutiertem CEBPA

AML mit Myelodysplasie-assoziierten Veranderungen
Therapieassoziierte myeloide Neoplasien

AML mit minimaler Differenzierung
AML ohne Ausreifung

AML mit Ausreifung

Akute myelomonozytére Leukamie
Akute monoblastare/monozytére Leukamie
Akute erythroide Leukdmie

Akute megakaryoblastische Leukamie
Akute basophile Leukamie

Akute Panmyelosis mit Myelofibrose

AML ohne weitere
Kategorie

Myeloisches Sarkom
Myeloische Transient abnormale

Proliferationen bei Down Syndrom assoziierte myeloische Leukamie
Down-Syndrom

Blastische plasmazytoide dendritische Zell-Neoplasien

Akute undifferenzierte Leukamie

Akute Leukamie mit gemischtem Phanotyp und t(9;22)(q34;q112R-BBL1
Akute Leukamie mit gemischtem Phanotyp und (v;11qRR). -Umgruppierung
Akute Leukamie mit gemischtem Phanotyp, B/myeloid

Akute Leukamie mit gemischtem Phanotyp, T/myeloid

Naturliche-Killer-Zell lymphoblastische Leukéamie/Lymphom

Akute Leukamien mit
unklarer
Linienzugehdrigkeit

1.1.4 'DV -Klassen-ModelO3 +EHU GLH (QWZLFNOXQJ GHU /HXNIPLH

Die Charakterisierung leukéamischer Zellen bei AML-Patienten zeigte, dass diese Krankheit

auf der einen Seite kennzeichnend fur die Dysregulation von Transkriptionsfaktoren in der
normalen hé&matopoetischen Differenzierung sowie auf der anderen Seite an genetischen
Veranderung von Genen beteiligt ist, welche die Signalwege von Zellwachstum und Apoptose
beeinflussen. Basierend auf diesen Erkenntnissen, stellten Gilliland und Griffin im Jahr 2002

das A-KlassenORGHOO? IsU GLH (UNOIUXQJ XQG GDV 9HUVWIQGQLYV

Leukamie auf® Demnach ist erst durch das simultane Auftreten zweier unterschiedlicher
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Mutationen, Klasse-I- und Klasse-Mutationen, die Entwicklung einer Leukamie
insbesondere der AML wabhrscheinlich (Abbildung 6). Zusammen fiihren diese beiden
Gruppen zur Entwicklung neoplastischer Transformationen blutbildender Zellen. Klasse-I-
Mutationen sindyain-of-functionMutationen und umfassen Gene, die fur die Aktivierung der
Signaltransduktion wie Zellwachstum, Zelliberleben und Apoptosehemmung verantwortlich
sind. Neben N-RAS, K-RAS und c-KIT, zahlt vor allem das FLT3-Gen, welches das meist
mutierte Gen in der AML ist, zu dieser Grupfe.KlasseH-Mutationen, loss-of-function
Mutationen, betreffen die Transkriptionsfaktoren, wodurch es zu einer gestorten

Differenzierung der Zellen kommt. Hierzu zahlen besonders die Gene CEBPA, NMP1, MLL
und PML/RARA.

FLT3-ITD (b
FLT3-TKD Ll
o-KIT MLL ‘Fus10n
N-K-RAS PML/RARA
Proliferation & Hemmung der Storung der
Apoptose Zelldifferenzierung

Therapeutischer Ansatz: Therapeutischer Ansatz:
z.B. FL'T3-Inhibitoren z.B. ATRA

AML

Abbildung 6: 'DV -Klassen-ModeD3 GHU DNXWHQ P\HORLVFKHQ /HXN
Modell fordert das Auftreten zweier Mutationen aus den Klasse-l und Klasse-ll die
Entwi[cklu?g der AML. ATRA (Vitamin-A-Saure bzw. alknsRetinsaureall-trans-retinoic

aCid). 28, 29
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1.2 FLT3 als molekulares Target in der Tumortherapie

1.2.1 Struktur und Funktion von Proteinkinasen

Proteinkinasen regulieren eine Zahl von zellularen Prozessen wie Gentranskription,
Zellwachstum, Proliferation, Metabolismus und Zelldifferenziefdhd” Sie katalysieren die
reversible Ubertragung eings?hosphatrests des Adenosintriphosphats (ATPs) auf bestimmte
Aminosauren des Proteins (Abbildung 7). Demnach werden zwischen Serin-, Threonin- und
Tyrosinkinasen unterschieden, woloeit ca. 80% die Serin/Threonirspezifischen Kinasen

die grof3te Gruppe bilden. ATP bindet aasdktive Zentrum der Kinase, worauf nach
Bindung des Substrats dePhosphatrest des ATPs auf ein Serin-, Threonin- oder Tyrosinrest
des Substrates (ibertragen Wil In Eukaryoten sind ungefahr 30 % aller Proteine reversibel
phosphoryliert!

Substrat

Kinase
éﬁ
ATP-Bindung Substrat
Bindung
A
v-Phosphat-
Transfer
ADP-Freisetzung " Substrat-Freisetzung
7 4 .

O
Abbildung 7: Schematische Darstellung der Ubertragung ejrfeénosphatgruppe des ATPs
auf ein Substrat. In Anlehnung an Ubersaal?

Proteinkinasen sind hochflexible Enzyme mit hoher konformativer Beweglichkeit ihrer
einzelnen Elementd®” Durch die Ubertragung einer Phosphatgruppe andern sich die
elektrostatischen Eigenschaften des Proteins, wodurch konformative Umlagerungen induziert

und so neue Bindungsstellen freigegeben werden kénnen. Klassische Proteinkinasen besitzen

eine katalytische Domanmit ungefahr 250 Aminosauren, welche in zwei Untereinheiten

aufgeteilt ist. Die NWHUPLQDOH 8QWHUHLQKHLW {EatMattdikK W <EHU Z
wohingegen der groRere @fHU P L Q D O H -Hélice® gepdagt ISK(Abbildung 82 Das
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katalytisch aktive Zentrum, die ATP-Bindungstasche, liegt zwischen diesen beiden
Untereinheiten und wird auch alinge-region (Gelenk-Region) bezeichnet. Gewo6hnlich
besitzt diehinge-regioneine Aminosaure mit einem Wasserstoff-Akzeptor, welcher von zwei
Aminosauren mit Wasserstoff-Donoren  flankiert 48t. Der activation loop
(Aktivierungsschleife) beinhaltet die Aminosaurereste Serin, Threonin oder Tyrosin, welche
alle phosphoryliert werden koénnen. Sind diese Reste nicht phophoryliert, besetzt die
Aktivierungsschleife Teile der ATP-Bindungstasche. Im phosphoryliertem Zustand kommt es
zu einer Konformationsanderung, wobei die Aktivierungsschleife sich der Oberflache zuneigt
und so die ATP-Bindungsstelle freigif. ATP kann jetzt binden und die
Phosphatubertragung auf ein Substrat katalysieren. Die N-terminale Seite der
Aktivierungsschleife enthalt das hochkonservierte DFG-Motiv (D: Asparaginsaure,
F: Phenylalanin, G: Glycin). Die Asparaginsaure ist katalytisch an der Phosphattibertragung
beteiligt und bildet zusétzlich mit Lysin eine Salzbriicke. Das DFG-Motiv kann in zwei
Konformationen vorliegen: DF@r und DFGeut In der DFGeut Konformation dreht sich

die katalytisch wichtige Asparaginsaure aus der ATP-Bindungstasche, worauf die beiden

angrenzenden Aminosauren, Phenylalanin und Glycin, sich ebenfalls mitdrehen.

Glycin-reiche Schleife

N-Termimus — (glycine-rich loop, G-loop)

ATP-Bindungstasche

L \ DFG-Motiv

Aktivierungsschleife
(activation loop)

C-Termimus —

Abbildung 8: Allgemeine Struktur einer Kinase dargestellt anhand von FLT3 (PDB: 1RJB)
Dargestellt miDiscovery Studio 4 Visualizer
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Durch die Rotation des Phenylalanins wird eine grofRe hydrophobe Bindungsregion
freigegeben, welche von zentraler Bedeutung fur die Kinasefunktion und Entwicklung von
Inhibitoren ist>¥ Innerhalb der ATP-Bindungstasche befindet sich weiterhin eine Glycin-
reiche Schleifedlycine-rich loop mit dem stark konservierten GXGXXG-Motiv. Alternativ

wird dieses Motiv auch al-loop bzw. P-loop bezeichnef” Der sogenannt€atekeepeist

eine der wichtigsten und relevantesten Aminosauren in der ATP-Bindungstasche und ist fur
die Kinasefunktion essentiell. Er ist flr die richtige Positionierung des ATP-Molekiils,
welches das Substrat phophoryliert, verantwortlich. Die GréRe und das Volumen dieser
Aminosaure bestimmen den Zugang zur hydrophoben Region hinter ihr und kann somit zur

Selektivitat eines Inhibitors beitrag€f.

1.2.2 Rezeptor-Tyrosinkinasen

Die Hamatopoese ist ein streng regulierter Prozess. Ausgehend von einer kleinen, sich stetig
selbsterneuerten Zellpopulation entwickeln sich hochdifferenzierte Zellen mit spezifischen
Funktionen. Dieser Prozess wird von einer Zahl von Wachstumsfaktoren sowie Zytokinen
kontrolliert. Einige von ihnen binden an Rezeptoren, die sich in der Zellmembran befinden,
wodurch die Signalweitergabe in die Zelle erfolgen Kafin.

Proteintyrosinkinasen (PTKs) katalysieren die Ubertragung eiRissphatrests des ATPs

auf einen Tyrosinrest des Polypeptids. Zurzeit sind mehr als 90 humane PTKs bekannt,
welche sich in zwei grof3e Klassen unterteilen: Nicht-Rezeptor-Tyrosinkinasen und Rezeptor-
Tyrosinkinasen (RTKs). 58 davon codieren fir die transmembranen RTKSs, welche sich
wiederum in 20 Subfamilien unterteilen, wobei die Unterteilung anhand ihrer extrazellularen,
Liganden-bindende Domane vorgenommen wird (Abbildung®9¥ Wahrend Klasse | und
Klasse Il RTKs uUberwiegend uber eine cysteinreiche extrazellulare Domane verfiigen,
besitzen Mitglieder der FGFRilfroblast growth factor receptdr PDGFR platelet-derived
growth factor receptgrund VEGFR Yascular endothelial growth factor recepta@wische

drei und sieben Immunglobulin-dhnliche Doménen. Die RTKs der Klassen 1I-V, VII, Xl und
XIV werden im blutbildenden Gewebe exprimiert und deshalb werden die meisten von ihnen

in Verbindung mit der Entstehung der Leukamie gebrdeht’
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Klasse: I 11 111 v A\
Rezeptor-Familienname: EGFR InsulinR PDGFR FGFR VEGFR
Extrazellular O O O
| | I
Transmembran 1]

Intrazellular

IIHZ%Q
MO

EGFR INSR PDGFRa FGFR-1 VEGFR1
ERBB2 IGF-1R PDGFR8 FGFR-2 VEGFR2
ERBB3 IRR CSF-1R FGFR-3 VEGFR3
ERBB4 KIT FGFR-4

FLT3

Abbildung 9: Schematische Darstellung der RTKs aus den Klassen I-V. In Anlehnung an
Blume-Jenseet al*!

1.2.3 FLT3 zEine Klasselll -Rezeptor-Tyrosinkinase

Klasse 1l RTKs spielen eine entscheidende Rolle in der normalen, aber auch in der
abnormalen Blutbildung. Neben c-KIT, PDG&RPDGFR, CSF-1 gehort ebenso FLT3 zu
dieser Gruppe. FLI (FMS-like tyrosine kinase)3auch bekannt altem cell tyrosine kinase-

1 (STK-1) oderfetal liver tyrosine kinase @¢LT2), ist auf dem Chromosom 13q12 lokalisiert
und wurde erstmals 1991 unabhangig von zwei Gruppen beschii&tfewie alle RTKs der
Klasse Il besitzt FLT3 eine glykosylierte extrazellulare Liganden-binde Domane mit funf
Immunglobulin-ahnlichen Motiven. Eine Transmembran-Domane (TM), eine Juxtamembran-
Domane (JM) und zwei intrazellulare Tyrosinkinase-Domanen (TK1 und TK2), welche durch
ein Kinase-Insert (KI) getrennt sind, vervollstandigen die Struktur von FLT3
(Abbildung 10)****! Humanes FLT3 besteht aus 993 Aminosauren und tritt mit 134 kDa als
unglykosyliertes, mit 140 kDa als schwach glykosyliertes und mit 160 kDa als stark
glykosyliertes Protein alf? FLT3 wird vorzugsweise in unreifen hamatopoetischen
Stammzellen (CD33 exprimiert und ist entscheidend fur die normale Funktion der

Stammzellen und das Immunsystem. Aul3erdem ist es in der Placenta, der Keimdrise und
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dem Gehirn zu finden, jedoch ist hier die Funktion des FLT3-Rezeptors noch unB&k&mnt.
In abnormal hohen Konzentrationen wird FLT3 in den meisten humanen Leukamien

gefunden, vor allem in mehr als 90 % der Falle in ARAL.

Abbildung 10: Links: Schematische Darstellung des FLT3-Rezeptors. TM: Transmembran-
Domane; JM: Juxtamembran-Domane; TK1 und TK2: Tyrosinkinase-Doméane 1 und 2; KI:
Kinase-Insert, AS: Aktivierungsschleife. Rechts: Kristallstruktur von FLT3 (PDB: 1RJB).
Dargestellt miDiscovery Studio 4 Visualizer

2004 wurde erstmals die Kristallstruktur der autoinhibierten, unphosphorylierten Form der
TK-Doméne sowie der JM-Doméne von FLT3 geldst (Abbildund*topie Kinasedomane,

die Aktivierungsschleife und die JM-Domaéne bilden dabei die grundsétzlichen Merkmale der
autoinhibierten FLT3-Struktur. Die Kinasestruktur von FLT3 entspricht den typischen
Faltungsmustern, bestehend aus N- und C-terminaler Einheit, welche in den meisten
Proteinkinasen zu finden sind. Die N-terminale Doméne ist gepragt aus 5 verdrehten
D Q WL S D tFhliblater wadingegen de W HUPLQDOH 'RPIQH «HelitédZ LHIHQG I
aufgebaut ist. Beide Domanen sind typischerweise durch ein flexibles Polypeptid (Kinase-
Insert) miteinander verbunden, wodurch eine freie Rotationsbewegung zwischen den beiden
Einheiten zustande kommen kann. Sobald die N-terminale Einheit sich von der C-terminalen
wegdreht, befindet sich die Kinase im katalytischen inaktiven Zustand, und umd‘g’ﬂ(ehrt.
Das DFG-Motiv der Aktivierungsschleife (AS) wird von den Aminosauren D829, F830 und
G831 gebildet. Die JM-Doméne kann in drei unterschiedliche, topologische Bereiche
unterteilt werden:JM binding motif(JM-B), JM switch motif(JM-S) undJM zipperoder

linker peptide (JM-Z). JM-B (Y572-M578) wird Bindungsmotiv genannt, da es fast
vollstandig in die FLT3-Struktur eingebettet ist. Auch wenn JM-B aus lediglich sieben
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Aminosauren besteht, steht es in Kontakt mit nahezu allen strukturell wertvollen
Komponenten, die an den Aktivierungs- und Inaktivierungszyklus der zytoplasmatischen
Domane von FLT3 beteiligt sidd? JIM-S (Val579-Val592) bildet ein antiparalleles
-Faltblatt und erhalt seinen Namen dadurch, dass es zwei wichtige Tyrosinreste, Tyr589 und
Tyr591, enthalt. Deren Phosphorylierungsgrad ist in der Aktivierung und Regulation der
enzymatischen Aktivitdt des Rezeptors involviert. IM-Z (Asp593-Trp603) ist am C-Terminus
der JM-Domane lokalisiert und ist hauptsachlich mit der N-terminalen Einheit assoziiert, an
der es sich auRen entlang falfdt.Die Glycin-reiche Schleife GXGXXG wird von den
Aminosaureresten 617-622 gebildet.

1.2.4 Signalwege des FLT3-Rezeptors

Der FLT3-Signalweg scheint eine entscheidende Funktion fur die Entwicklung
hamatopoetischer Stammzellen zu Ubernehmen. Die Rezeptoren der Tyrosinkinasen werden
durch die extrazellulare Bindung eines spezifischen Liganden aktiviert und Ubermitteln
extrazellulare Signale in den zytoplasmatischen Bereich. Der Ligand fur FLT3 (FLT3-Ligand,
FL) ist ein Typ-I-Membranprotein, das zu einer kleinen Gruppe der Wachstumsfaktoren
gehort und die Proliferation sowie Differenzierung blutbildender Zellen afitedfl Drei
Isoformen des FL sind bislang bekannt. Der FL wird in den meisten Geweben wie Prostata,
Lunge, Niere, Eierstocke, Hoden und Herz, einschlie3lich den blutbildenden Organen (Milz,
Thymusdriise, Knochenmark) exprimiett.

Die Bindung des FL lost zunachst eine schnelle Konformationsanderung aus, wobei es zu
einer Homodimerisierung des membrangebundenen FLT3-Rezeptors kommt. Diese
Homodimerisierung bewirkt, dass verschiedene Tyrosinreste der zytoplasmatischen
Tyrosinkinase-Doméane  freigelegt werden. Die  anschlieRende  Auto-  bzw.
Transphosphorylierung spezifischer Tyrosinreste erfolgt innerhalb von 5-15 Minuten nach
Bindung des FL (Abbildung 1154“®! Obwohl der Signalweg nach Bindung des FL an den
FLT3-Rezeptor noch nicht vollkommen entschlisselt worden ist, ist jedoch bewiesen, dass
wenn die Kinase einmal aktiviert wurde, sie ein regelrechtes Netzwerk von Proteinen
beeinflusst. Die Bindung des Liganden aktiviert vor allem PIpKo§phatidylinositol 3-
kinas§ und RAS, was zu einer steigenden Zellproliferation sowie zu einer
Apoptosehemmung fuhf¥! Die PI3K-Aktivitat wird vermutlich durch Interaktionen

zwischen FLT3 und SHC-ProteinenSH2-containing sequence proteins sowie
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wahrscheinlich durch SHIP SH2-domain-containing inositol phosphatpseeguliert.
Aktivierte PI3K stimuliert weiterhin nachgeschaltete Proteine, hier besonders AKT/PKB
(protein kinase Bund mTOR fmammilian target of rapamycdinwelche die Transkription
und Translation wichtiger regulatorischer Gene initiiéte®

Einmal aktivierte FLT3 interagiert mit GRB3rpowth factor receptor-bound proteir) Bber

SHC und aktiviert so RAS. Die Aktivierung von RAS beeinflusst Uber verschiedene
Zwischenproteine die Aktivierung von ERKexgracellular-signal regulated kinaseund
STATS5 (signal transducter and activator of transcriptioin All diese Signalwege sind in der

Zellproliferation, Differenzierung und der Apoptose involvi&tt®®

Zellkern

S

Proliferation
Differentiation
Apoptosehemmung

Abbildung 11: Bindung des FLT3-Liganden (FL) mit anschlielRender Homodimerisierung
des Rezeptors. Durch die Aktivierung von FLT3 wird ein intrazellulares Signalnetzwerk
gestartef'® 4
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1.2.5 FLT3 und seine Rolle in der akuten myeloischen Leuké&mie

Die molekulare Pathogenese der AML ist bislang noch nicht komplett entschitissast

steht jedoch, dass in gré3er 90 % der auftretenden AML-Falle FLT3 und sein Ligand in
abnormal hohen Konzentration exprimiert witd*® *° SUDijes ist ein Indiz dafir, dass die
Aktivierung von FLT3 durch seinen Liganden eine wichtige Rolle in humanen Leukamien,
besonders in der AML einnimmt.

Des Weiteren handelt es sich bei der AML, wie bereits in Kapitel 1.1.3 erwahnt, um eine sehr
heterogene Erkrankudl: *® Vor allem Genmutationen des FLT3-Rezeptors sind in den
letzten Jahren vermehrt in den Vordergrund gertickt, da diese die meist bekannten und am
haufigsten auftretenden Gen-Abnormitéaten in der AML darstellen. Ungefahr 30 % aller AML
diagnostizierten Falle weisen Mutationen des FLT3-Gens auf, wobei die Haufigkeit der
de novoAML mit 26 % hoher ist, als in der sekundaren AML (9'%)Rund ein Drittel aller
AML-Patienten weisen drei unterschiedliche Klassen aktivierender Mutationen auf. Die erste
Klasse an Mutationen wurde erstmals 1996 von Naltaa beschriebeft? Hierbei handelt

es sich um interne Tandem-Duplikationeintgrnal tandem duplicationsITDs) in der
JM-Domane und sind in den leukamischen Blasten von ungefahr 20-23 % zul{fntfer®

1 Darauffolgend haben im Jahr 2001 zwei weitere Gruppen, unabhangig voneinander,
aktivierende Punkt-Mutationen in der TK-Doméne des Asp835- bzw. des lle83&sRest
identifiziert®> °% Diese treten weniger haufig auf und sind in rund 6-12 % der
AML-Patienten nachweisb&f: ¥ Die dritte Klasse aktivierender Mutationen wurde 2004
entschlisseft” °® Hierbei handelt es sich ebenfalls um Punktmutationen, jedoch in der
JM-Domane lokalisiert, welche mit 2 % sehr selten auftrBfbErst vergangenes Jahr, 2013,
wurde ein neuer Typ von FLT3-Mutationen in der ATP-Bindungstasche gefunden. Die
Gruppe um Opatet al identifizierte die Punktmutation Asn676Lys in der TK-Domane 1 von
FLT3 und wurde in 6 % der AML-Falle nachgewie$&r?”

ITDs bestehen aus variablen Duplikationen von Basenpaaren, welche auf den Exons 14 und
15 der JM-Domane lokalisiert siffl Die Lange variiert im Allgemeinen zwischen 3 und
mehr als 400 Basenpaaﬂé‘ﬁ. ] Dije JM-Domane der RTKs (bernimmt meistens
autoinhibitorische Funktionen, indem sie die Aktivierung der Kinase blockt und somit die
Selbst-Dimerisierung verhindert. Durch das Auftreten von ITD-Mutationen kommt es zu einer
Zerstbrung der Sekundarstruktur, was zu einer konstfgtiliganden-unabhangigen
Aktivierung der Kinase fiih#t> ®° Dieser Konformationswechsel der JM begiinstigt die

Liganden-unabhangige Homodimerisierung und demzufolge auch die Autophosphorylierung
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und Aktivierung des FLT3-Rezeptors. Folglich kommt es zu einer Zytokin-unabhangigen
Proliferation durch auslésen des Signalwegs. ITDs treten nicht nur im FLT3-Rezeptor auf,
sondern kommen ebenfalls im verwandten KIT-Rezeptor sowie in nicht-humanen Genen
vor [P

Bei der zweiten, grofReren Klasse an FLT3-Mutationen handelt es sich um Punktmutationen in
der TK-Domane des FLT3-Rezeptors, welche auf dem Exon 20 lokakgidft® Hierbei

handelt es sich um Mutationen der Aktivierungsschleife. Neben 11e836 treten vor allem
Mutationen des Asp83Restes auf. Bislang sind unterschiedliche Mutationen von Asp835
bekannt: D835Y, D835H, D835V und D835N. Anstelle der Aminosaure [1e836 werden die
Mutationen mit Methionin (I836M) und mit Asparagin (I1836N) gefunt&n>? Die
Punktmutationen beeinflussen die Stabilisierung der Aktivierungsschleife der geoéffneten
ATP-Bindungstasche, wodurch es ebenfalls zu einer Liganden-unabhangigen Aktivierung des
FLT3-Rezeptors kommt®! Punktmutationen sind weniger haufig als ITDs, jedoch sind sie
von entscheidender therapeutischer Bedeutung im Hinblick auf die Behandlung mit
Tyrosinkinase-Inhibitoren (TKIs). Einige dieser weisen Resistenzen auf und zeigen keine,
oder nur geringe Aktivitat gegeniiber den D835-Mutafifén.

In den seltensten Fallen (2 %) weisen AML-Patienten beide Mutationen, ITDs und
Punktmutationen, gleichzeitig auf, welche mit einer sehr schlechten Prognose assoziiert sind.
Bei 40 % ist diese Doppel-Mutation auf demselben Allel lokali§ig !

1.2.6 Inhibitionsarten von Proteinkinase-Inhibitoren

Eine der grof3ten Targetfamilien sind die Proteinkinasen. Verschiedene Signalwege werden
von ihnen gesteuert und versetzen Proteine vom inaktiven in den aktiven Zustand. Das Design
von Inhibitoren richtet sich zum gro3ten Teil auf eine kompetitive Inhibition, bei der das ATP
aus seiner Bindungstasche verdrangt wird. ATP ist eines der wichtigsten
Energietbertragungsmolekiile im zellularen Stoffwechsel und wird nicht nur von den
Kinasen, sondern auch von weiteren zahlreichen Cofaktoren verwendet.

Je nach Inhibition lassen sich Proteinkinaseinhibitoren in unterschiedliche Gruppen einteilen.
Die meisten der entwickelten Inhibitoren sind ATP-kompetitiv und z&hlen zu den Typ-I-
Inhibitoren. Diese imitieren die Interaktionen der Adenineinheit und binden an dessen Stelle.
Typischerweise werden dabei ein bis drei Wasserstoffbriickenbindungen imngkeregion

ausgebildet °? Die Kinase befindet sich bei der Typ-I-Inhibition im aktiven Zustand, wobei
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sich das DFG-Motiv in der DF@+Konformation befindet und die regulatorische Tasche
besetzt. DerGatekeeperkontrolliert den Zugang zu einer weiteren, zweiten hydrophoben
Bindungstasche. Da sich die Kinasen innerhalb der ATP-Bindungstasche sequenziell und
strukturell sehr ahnlich sind, ist es oft schwierig selektive Kinaseinhibitoren herzustellen.
Demnach ist ein Ansatzpunkt Inhibitoren zu entwickeln, welche Zugang zu dieser zweiten
hydrophoben Bindungstasche haben, da diese ein Zugewinn an Aktivitat und Selektivitat
darstellt®® % Jedoch kénnen Klinisch relevante Resistenzmutationen an @Gesekepper
Position auftreten und die Bindung der Inhibitoren verhinéén.

Im Gegensatz zu der Typ-I-Inhibition binden und stabilisieren Molekule des Typs Il die
inaktive DFGeut Konformation der Proteinkinase. Durch die unterschiedlichen
Positionierungen der DFG-Aminosaurenreste inaerKonformation wird eine zusatzliche
Tasche, die allosterische Bindungstasche, freigegeben. Diese allosterische Bindungstasche ist
meist hydrophober Natur und Inhibitoren des Typ-Il binden sowohl in der ATP als auch in
der allosterischen TascHé. ®! Typ-li-Inhibitoren weisen typischerweise eine hohere
zellulare Aktivitat auf, vermutlich da sie an die DieGtKonformation binden und diese eine
geringere Affinitat fur ATP aufweidt!

Allosterische Inhibitoren, welche die dritte Klasse bilden, binden ausschlieflich in eine
allosterische Bindungstasche der inaktiven Proteinkinase. Inhibitoren, die zu dieser Klasse
zahlen, weisen einen hohen Grad an Kinaseselektivitat auf, da sie mit einzigartigen Bereichen
auBerhalb der ATP-Bindungstasche der Kinase wechselwirken kBfirfafi”! Jedoch ist es
manchmal kompliziert eine genaue Unterscheidung zwischen Typ-1l und Typ-Ill Inhibitoren
zu treffen, da aufgrund der Tatsache, dass Inhibitoren, welche aulRerhalb der
ATP-Bindungstasche binden in kinetischen Experimenten ATP-kompetitive Inhibitoren
darstellen konnef§®

Typ-IV-Inhibitoren sind Molekiile, welche an einige Angstrom entfernten allosterischen
Taschen, aufRerhalb der ATP-Bindungstasche binden und imstande sind die inaktive
Konformation zu stabilisierefi® ¢

Neben der bisher erwahnten reversiblen gibt es auRerdem irreversible Inhibition. Diese Klasse
an Inhibitoren ist imstande irreversible, kovalente Bindungen mit einem Cysteinrest der ATP-
Bindungstasche einzugehen. Der Inhibitor wird hierbei mit einem elektrophilen Rest versehen
(Michael-Akzeptor), welcher schliel3lich in einer Michael-Addition eine kovalente Bindung
mit dem elektronenreichen Schwefel des Cysteins ausbilden kann. In Folge dessen blockiert
der Inhibitor irreversibel die Bindung von ATP an die Kinase, wodurch diese in einer

inaktiven Form vorliegtt®®®
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Trotz der zahlreichen Entwicklungen von Medikamenten gegentuber bestimmte Kinasen und
den dazugehoérigen hohen aufgebrachten Investitionen haben es nur eine Handvoll von
Substanzen auf den Markt geschafft. Gegenwartig sind lediglich 16 niedermolekulare
Kinaseinhibitoren von der FDAFpod and Drug Administrationfir die Krebsbehandlung
zugelassen worden (eine Auswahl ist in Abbildung 12 dargest&l). Alle diese
Verbindungen sind ATP-kompetitiv und gehoéren entweder zu den Typ-lI oder deh-Typ-
Inhibitoren. Ein reprasentatives Beispiel fir die Typ-I-Inhibition ist Sunitibieses wurde

2006 von der FDA fiur die Behandlung von gastrointestinalen Stromatumoren sowie zur
Behandlung des Nierenzellkarzinom zugelas&ef! Es zeigte sich jedoch, dass SunitiBib

eines der prominentesten Profile fir einen Multikinaseinhibitor aufwies. Das Risiko solcher,
meist unbeabsichtigt hergestellten Multikinaseinhibitoren ist, dass sie mehrere, auch
unbekannte Kinasen inhibieren, wodurch es zu einer Wirkstofftoxizitat kommen®®ann.

Erlotinib 4, Gefitinib 5, Dasatinib6, und Lapatinib/ sind ebenfalls Inhibitoren des Typ@zt.
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Abbildung 12: Auswahl der von der FDA zugelassenen Medikamente fir die
Krebsbehandlunfj®™
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Eine Erfolgsgeschichte war die Entdeckung von Imat#ibin Medikament, welches neben
Sorafenib9 und Nilotinib 10, zu den TypH-Inhibitoren zahlf®? Imatinib 8 wurde als erster
BCR-ABL (BCR: breakpoint cluster regignABL oder ABL1: Abelson Murine Leukemia

Viral Oncogene Homolod) Tyrosinkinaseinhibitor im Jahre 2001 fir die Behandlung der
chronischen myeloischen Leukamie (CML) zugelassen und bestand alle Stufen der klinischen
Phasen. Die Entwicklung solch eines Inhibitors revolutionierte die Behandlung von Krebs.
Erstmalig konnte so ein Krankheitshild selektiv behandelt werden. Ima&imikes geringe
Nebenwirkungen auf, jedoch war die Therapie nicht glnstig, sodass dieser in kirzester Zeit zu
HLQHBckhustee GHU )LUPD 1R ¥VDUNeuey wEiteta@vickelte BCR-ABL-
Inhibitoren, wie Erlotinib4 und Nilotinib 10, sind nicht nur potenter, sondern inhibieren
zudem Mutationen innerhalb der Kinasedomaéne.

Fur die Behandlung von Lungenkrebs wurde kirzlich im April 2014 Ceritidityon der

FDA zugelassef”

1.2.7 Molekulare Interaktionen in biologischen Systemen

Wie wirkt Uberhaupt ein Arzneistoff? Fur die Entwicklung eines Medikamentes steht diese
Frage im Vordergrund und gilt es zu beantworten. Um seine Wirkung richtig zu entfalten
muss der Wirkstoff im Korper an ein ganz bestimmtes Zielmolekil binden.
Hauptangriffspunkt sind dabei meist Proteine, wie Enzyme oder Rezeptoren. Aber auch
Nucleinsauren (DNA, RNA) stellen Zielmolekiile fir Wirkstoffe #azwischenmolekulare
Interaktionen sind Schliusselvorgdnge und nehmen in chemischen als auch in biologischen
Erkennungsprozessen eine entscheidende Rolle ein. Um in die Bindungstasche des Proteins
zu gelangen, ist es wichtig, dass der Wirkstoff die richtige Grol3e und Gestalt aufweist. Damit
sich spezifische Wechselwirkungen zwischen dem Protein und Liganden ausbilden kdnnen,
ist es von Bedeutung, dass die Oberflacheneigenschaften beider zueinander passen. Dieses
Verstandnis ist fur das rationale Wirkstoffdesign und fur die Leitstrukturoptimierung in der
medizinischen Chemie von zentraler Bedeutung. Organische Molekile kdnnen mit ihrem
Target-Protein kovalente als auch nicht kovalente Bindungen eingehen. Im Folgenden wird
ein Uberblick tiber die nichtkovalenten Wechselwirkungen gegeben.

Wichtige Hinweise auf molekulare Interaktionen kann eine Kristallstruktur des Liganden im
Komplex mit dem Target-Protein geben. Da alle biochemischen Prozesse in Wasser

stattfinden, erfolgt demnach auch die Bindung des Liganden an sein Zielprotein in wassriger
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Umgebung. Durch Diffusion eines Liganden in die Bindungstasche des Proteins werden
einige Wassermolekile aus dieser verdrangt. Die meisten der Wassermolekile sind
austauschbar, einige jedoch stehen in unmittelbarem Kontakt zum Protein und kénnen ein
Wasserstoffbriickennetzwerk ausbilden’? Somit werden gleichzeitig neue, direkte
Wasserstoffbriicken zwischen dem Liganden und dem Protein ausgebildet und andererseits
diverse Wasserstoffbriicke gebrochen. Wasserstoffbriicken zahlen zu den elektrostatischen
Wechselwirkungen und sind zugleich die wichtigsten Interaktionen mit Bindungsenergien
von -0,2 bis -40 kcal/mol in biologischen Prozesé&d Vor allem Interaktionen zwischen

der NH- und Carbonylgruppen, sowie Interaktionen zwischen Hydroxygruppen und, Ether-
Carbonyl- und Estergruppen gebirmit einem Abstand zwischen 2,6-3,2 A d&ZL.
:DVVHUVWRIIEU*FNHQ -FistdmberRImD \&blen&IK HepatuEekannt und sind
schwacher als die klassischen Wasserstoffbriicken (Abbildung?1%).” Hierzu gehéren
N-HE XQHE'E , QW H U D NalWdeRADIthAd ledcRtEroRer zwischen 3,2-3,8 A ist. In

den stabilsten Geometrien der N‘“E X QK & ,QWHUDNWLRQHQ EHILQGHW V
bzw. Stickstoff Molekul Gber den Zentren des aromatischen Rings. Aul3erdem wurde belegt,
dass die einzahnige Bindungsgeometrie gegenuber der zwei- und dreizdhnigen bevorzugt
wird. Aufgrund der geringeren Elektronegativitat des Stickstoffs wechselwirkt dieser

V FK ZI|F K H8yskem@ aE der H-Briicken Donor des Wad5efs!

Neben den Wasserstoffbriickenbindungen nehmen Interaktionen mit Halogenen ebenfalls eine
wichtige Rolle ein. Die Starke der Halogenbricken nimmt mit zunehmender Molmasse von
Chlor Uber Brom zu lod hin zu. Organofluorverbindun-gen bilden jedoch selten
Halogenbriicken al€’! Im Gegensatz zu Fluor besitzen die schwereren Halogene einmalige
elektronische Eigenschaften, wenn sie an eine Aryl- oder elektronenziehende Gruppe
gebunden sinf? Aufgrund der Anisotropie der Elektronendichteverteilung konnen die
nichtbindenden Elektronen im aufReren Ring eine negative Ladung ausbilden. Folge dessen
entsteht ein positiver Bereich, auerhole genannt, welcher in der Lage ist, mit den freien
Elektronenpaaren der Carbonylgruppe zu wechselwifken.

Hydrophobe Wechselwirkungen, hier besonders hervorzuheben die Aren-Aren Interaktionen,
VLQG DOOJHJHQZIUWLJ LQ -ZTRyVecksehi@udgen ralai Rabhwacks tad &
Natur aus sind, nehmen sie dennoch eine essentielle Rolle bei der Faltung und thermischen
Stabilitat von Proteinen elff’ 7 "®Drei unterschiedliche Geometrien des Benzendimers sind
bekannt: die parallel verschobene, Baceto-Face Anordnung sowie die T-formigédgeto-

Face Geometrie (Abbildung 13). In Studien wurde gezeigt, dass 60 % der aromatischen

Seitenketten von Tryptophan, Tyrosin und Phenylalgh@®echselwirkungen eingehen, mit
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einer Praferenz fir die parallel verschobene und die T-férmige Anordffurig. Die
Wechselwirkungsenergie dedgeto-Face Anordnung ist beeinflussbar durch Substituenten.
So erhdhen elektronenziehende Substituenten (CNp) Nde Stabilitdt, wohingegen
Elektronendonor Substituenten, wie OH und J;NHas Dimer destabilisieren kénnen. Die

C “C Bindungsabsténde bei Arenen liegen zwischen 3,4 und 8°8 A.

o D

Wasserstof fbriicken zu aromatischen Systemen

= XN o
) <

Aren-Aren-Wechselwirkungen

Parallel verschoben T-formig Edge-to-Face Face-to-Face

R
< R\§
GHs

o O O

mogliche Geometrien der Schwefel-Aren-Interaktionen

Abbildung 13: Haufig auftretende molekulare Interaktionen in biologischen SystEfhé&h.

Eine weitere interessante Wechselwirkung in biologischen Prozessen ist die Interaktion
zwischen dem Schwefel, vor allem den Cystein- und Methionin-Seitenketten, und dem Aren.
Jedoch sollte der Ausdruck der Schwefel-Aren-Interaktion als Vereinfachung angesehen
werden, da sie in unterschiedlichen Wechselwirkungsgeometrien, W& SH6' E -C6 E
soweie C-H'S vorliegen kénnen (Abbildung 13). Die Schwefel-Aren-Interaktionen treten mit
Abstanden von 3,6-4,3 A alif: ”*

1.2.8 Small moleculezur Behandlung der AML +Stand der Forschung

Die Erkenntnis, dass die Aktivierung des FLT3-Signalwegs durch Mutationen eine zentrale
Rolle in der Pathogenese der AML einnimmt, hat die Pharmaindustrie und einige
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Forschungsgruppen dazu angetrieben potentielle Wirkstoffe fur die Behandlung der AML zu
entwickeln. Eine Option dabei ist, die Kinase und somit ihre Aktivitat msteisll molecules
(niedermolekulare Molekile) zu inhibieren. Bei den derzeit zugelassenen Wirkstoffen bzw.
Arzneimitteln handelt es sich tberwiegend small moleculesAufgrund der hohen Kosten

der Wirkstoffentwicklung und der hohen Durchfallquote potentieller Wirkstoffe in klinischen
Studien, liegt es im Interesse der Medizinalchemiker bereits vorab die Eigenschaften solcher
Wirkstoffkandidaten abzuschétzen und gegebenenfalls auch zu verbessern. Mit der von
/ILSLQVNL DXIJHWMe&id Bw HND QIPIMROQAGHQNEDUHQ :LUNVWRIIHC(
und orale Bioverfiigbarkeit beurteilt werdéf Hierzu sollten folgende Parameter erfiillt sein.

Die Verbindung sollte nicht mehr als funf Wasserstoffdonatoren und nicht mehr als 10
Wasserstoffakzeptoren enthalten. Des Weiteren sollte die molekulare Masse weniger als
500 g/mol betragen und der Verteilungskoeffizient (logP) zwischen Oktanol und Wasser
geringer als 5 sein. Bei einer Vielzahl von Wirkstoffen ist die Durchdringung der Blut-Hirn-
Schranke von entscheidender Bedeutung. Im Jahre 2010 haben Forscher deshalb eine
Multiparameter-Optimierung fiir das zentrale Nervensystébeni{ral Nervous System
Multiparameter OptimizationCNS MPO) durchgefiihrt, wobei 119 CNS-Wirkstoffe und 108
Pfizer CNS-Kandidaten untersucht worden $ifidHierbei wurden sechs fundamentale
physikochemische Parameter ermittelt und begutachtet, welche spezifisch der ADME-
Problematik Absorption Distribution, Metabolisms Excretio) angepasst sind. Die
anschlieBende Gewichtung von Lipdphi(ClogP), berechnetem Verteilungskoeffizient bei

pH 7,4 (ClogD), der molekularen Masse, ddopological polar surface aresVert (TPSA)

sowie der Anzahl an Wasserstoffdonatoren und dem basischen Zentry)rergpiglicht eine

Abschatzung der Hirngangigkeit angehender Wirkst8fte.

Derzeit gibt es eine Reihe von Inhibitoren fur FLT3, welche in unterschiedlichen
Ubersichtsartikeln beschrieben werdn?3: 46 47. 0. 53, 54, 60. 818f)ja arste Generation an
small moleculesnit FLT3-Aktivitat wurden nicht speziell als FLT3-Inhibitoren entwickelt,
sondern anfanglich gegen andere Kinasen (PDGFR, c-KIT) oder als Breitbandinhibitor.
Einige befinden sich derzeit in klinischen Studien und werden in AML-Patienten als einzelnes
Agens oder in Kombination mit der Chemotherapie bewertet.

Die ersten FLT3-Inhibitoren wurden urspriinglich fir den PDGFR-Rezeptor entwickelt und
werden durch drei Chinoxaline (AG129B, AG1296 13 und AGL204314) vertreten
(Abbildung 14). Sie weisen eineng@Wert von ungefahr 300 nM auf und erzeugtenitro
Apoptose FLT3-mutierter leukamischer Zell®” Jedoch haben sie aufgrund ihrer
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schlechten Loslichkeit und geringen Effizienz nie den Schritt in die klinischen Studien
geschafft?®!

Darauffolgend wurden einige weitere Verbindungen entdeckt, welchétro und in vivo
evaluiert worden sind. Hierzu zéhlen besonders der Polyzyklus Midostagrirder

Breitbandinhibitor Sunitinib 3, Lestaurtinib 16, Tandutinib 17 und Sorafenib 9
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Abbildung 14: FLT3-Inhibitoren der ersten Generation. Diese wurden nicht speziell far
FLT3 entwickelt, sondern gegeniiber anderen Kin&&eti!

(Abbildung 14). Der Multikinaseinhibitor Midostaurih5 ist einer der effektivsten FLT3-
Inhibitoren mit einem Ig-Wert von 10 nM und ist fir FLT3-positive Leukamiezellen
toxisch. Jedoch inhibiert er ebenso PDGFR und c-Kit im nanomolarem BEfkit.

klinischen Studien wirdl5 als Einzelpraparat und auch in Kombination mit klassischer

27



Chemotherapie untersucht. In einer klinischen Phase llb Studie wurden 60 Patienten mit wild-
Typ FLT3 AML und 35 Patienten mit mutierter FLT3 AML zufallig ausgewahlt und erhielten
Midostaturin15 in Dosen von 50-100 mg zweimal wochentli&h.Es konnte bei 71 % der
AML-Patienten mit mutierter FLT3 eine Blastenreduktion von gréf3er 50 % erhalten werden,
verglichen zu 42 % der wild-Typ AML-Patienten.

Die kombinierte Therapie von Midostauritb mit Cytarabinl und Daunorubicir? (siehe
Kapitel 1.1.2 Abbildung 5) erbrachte in der klinischen Phase Ib sehr gute ErgéBhisse.
Basierend auf diesen Ergebnissen wird zurzeit der Einfluss von Midosteutei 1TD-
positiver AML in einer internationalen Phase Il Studie an tiber 700 Patienten untersucht.

Die pharmakodynamischen und pharmakokinetischen Effekte des Multikinaseinhibitors
Sunitinib 3 wurden ebenfalls in zwei Phase | Studien untersucht und evaluiert. Es war der
erste Wirkstoff, bei dem eine anti-FLT3-Wirkung nachgewiesen werden konnte. Nach
ansteigender oraler Verabreichung von SunitBwies ein Drittel der 29 Patienten eine klare
Abnahme der FLT3-Phosphorylierung &tf.

Sorafenib 9, ebenfalls ein Multikinaseinhibitor, weist eine hodhere Aktivitdt gegentber
FLT3-ITD Mutationen (IGo=5nM) als zu der FLT3-D835Y Mutation &= 500 nM

auf® Dies zeigte sich auch in einer Phase | Studie mit 15 Pati€ftéis konnte eine
signifikante Reduktion der Blasen in allen sechs ITD-positiven AML-Patienten nachgewiesen
werden. Dem gegentber zeigte Sorafehibur moderate Aktivitat bei AML-Patienten mit
wild-Typ FLT3 (43 %) und keine bei AML-Patienten mit FLT3-TKD-Mutationen.
Vielversprechender verlauft dabei die kombinierte Therapie mit Zytost&fiken einer
kombinierten Phase I/l Studie erreichten nach einem Jahr 74 % der 51 AML-Patienten
komplette Remission. Zurzeit wird Sorafe®iln weiteren Studien untersucht.

Ebenso Lestaurtinidl6 und Tandutinibl17, Inhibitoren der PDGFR-Familie, wurden in
klinischen Studien untersucfit®” Vor allem bei Lestaurtinibl6 zeigten vorklinische
Studien eine starke FLT3-Inhibition im tiefen nanomolarem Bereich. Deshalb wird
Lestaurtinib16 derzeit in zwei klinischen Phase Ill Studien untersiréht.

Inhibitoren der zweiten Generation wurden speziell gegen FLT3 synthetisiert. Hierzu zahlen
beispielsweise das Indazolderivat KW-2449 das Bisindolylmethanoh9, der Makrozyklus
SB151820, Quizartinib21 und der erst im April diesen Jahres verdffentlichte Wirkstoff
G-74922 (Abbildung 15).

Wahrend KW-2449.8 und Mahboobi 98.9 weniger selektiv sind, weisen die drei weiteren
Inhibitoren eine sehr gute Kinaseselektivitit gegeniiber FLT3®%Z3H Vor allem
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Quizartinib21 wurde als ein einmaliger potenter und selektiver FLT3-Inhibitor
charakterisier!®® Quizartinib ist ein Typi#-Inhibitor und weist niedrige nanomolare
Aktivitat in biochemischen und zellularen Assays &lit.Besonders gegeniiber verwandten
Kinasen wie KIT, PDGFR, RET und CSF1R weist Quizartidibeine Uber 10-fach hdhere
Selektivitat fur FLT3 auf. Das Potential von Quizartirfh wurde bereits in klinischen
Studien untersucht. Anders als die erste Generation an FLT3-Inhibitoren zeigte Qui2artinib

in der klinischen Phase | und Il erste sehr gute Ergebnisse in der MonotHéfafieSo
erlangten 45 % der AML-Patienten eine komplette Remission. Nach einem Ruckfall binnen
weniger Monate konnten allerdings neue Mutationen in den AML-Blasten nachgewiesen
werden’®? Hierzu zahlen Mutationen deGatekeepeRestes F691 sowie Mutationen
innerhalb der Aktivierungsschleife (D835 und Y842). Die molekulare Analyse zeigte, dass 8
Patienten, welche die Mutationen trugen, Resistenzen gegenuber Quiza2tnib
entwickelterf}?’]
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Abbildung 15: FLT3-Inhibitoren der zweiten Generation, welche speziell fur FLT3
entwickelt worden sind.

Durch das Problem, dass diese sekundaren Mutationen Resistenzen gegenuber Wirkstoffen
verleihen kdnnen, missen neue Varianten an FLT3-Inhibitoren gefunden werden, welche
aktiv bezuglich dieser Mutanten sind. Der kirzlich publizierte FLT3-Inhibitor GZ248eist

potente Inhibition gegeniiber FLT3-Mutationen auf (Abbildung 15, Tabelf8'8}5-74922

zeigt auf3erdem eine hohe Kinaseselektivitdt und ist mit biochemiscighVétten von
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0,4 nM (wild-Typ-FLT3) und 0,6 nM (FLT3-D835Y) aul3erordentlich potent. Der Vergleich
der zellularen Aktivitaten von G-7492, Midostaurin15, Quizartinib21 und Sorafenil®

verdeutlicht, dass einzig G-7422 starke Aktivitdt gegenuiber den Mutanten aufweist
(Tabelle 3). Wahrend Sorafenébinaktiv ist, ist bei Midostaurirl5 und Quizartinib21 ein

signifikanter Abfall der Aktivitat gegeniiber einzelner Mutanten zu beobafiten.

Tabelle 3: Vergleich der Aktivitdten unterschiedlicher FLT3-Inhibitoren im zellularen
Assay[_lol, 107]

Ba/F3-Zellen mit FLT3 Mutationen IC s, [NM]
Verbindung  wt ITD ITD/N676D ITD/F691L ITD/D835Y D835Y D835Y/N676D

G-749 6 12 21 38 - 3 2
Quizartinib 9 4 36 194 85 52 150
Midostaurin 29 22 129 16 - 11 17
Sorafenib - 2 - 2316 2081

Weitere Studien beschreiben einige dieser neuen FLT3-Inhibitoren, welche Aktivitat
gegenuber den FLT3-Mutationen aufweisen. Hierzu zahlen besonders Arbeiten zu SAR-
302503 1% ponatinilf 3 Crenolanib***® und PLX339%" 1!
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2 Die Parkinson-Erkrankung

2.1 EinfGhrung und Geschichte

Muhammed Ali &lias Cassius Clay) entziindete 1996 zitternd die Olympische Fackel in
Atlanta. Ein Zeichen der Willensstarke, aber auch zeigte es den Verfall des einst vor Energie

strotzenden Boxers. Cassius Clay litt bereits seit Jahren an der Parkinson-K#&ikheit.

Im Jahre 1817 beschrieb James Parkinson (1755- LQ VHLQHU OR@ERsAY@nS KL H
the Shaking Palsy HLQH $E KD Q GOsXlitlell&Bniubg) @rstmals Symptome der
Parkinson-Krankheit, die er bei sechs seiner Patienten beobdtfitettn dieser
wissenschatftlichen Abhandlung beschrieb James Parkinson pdialysis agitans
(Schuttellahmung) als klinisch definiertes Krankheitsbild mit den Kardinalsyndromen
Ruhezittern (Tremor), Bewegungsverlangsamung (Bradykinesie) und Gleichgewichtsstdérung
(posturale Instabilitat). Jedoch lag er hierbei nicht ganz richtig. Bei der Parkinson-Erkrankung
handelt es sich weder um eine Lahmung, noch wird sie in allen Fallen von einem Schiitteln
begleitet!’® Dessen ungeachtet wurde die Krankheit spater nach ihm benannt. Erst der
franzésische Neurologe Jean-Martin Charcot (1825-1893) erkannte die Wichtigkeit der
Erstbeschreibung von James Parkinson und sprach als Erster von Morbus Parkinson und
fihrte die Muskelstarre (Rigor) als viertes Kardinalsyndrom&thDemnach ist Morbus
Parkinson die haufigste motorische und die zweithaufigste neurodegenerative Erkrankung
nach der Alzheimer-Demefkz? 1%

Der biochemische Hintergrund der Parkinson-Krankheit wurde in den friihen 60er Jahren des
20. Jahrhunderts aufgeklart. Forschergruppen erkannten den Mangel des Botenstoffes
Dopamin im Gehirn von Parkinson-Patienten, welcher fir die motorischen Defizite

1251 Dje Ursache der Pathomechanismen dieser

verantwortlich gemacht wird®*
neurodegenerativen Erkrankung sind, ca. 200 Jahre nach der Erstbeschreibung der Parkinson-
Krankheit, bislang noch unzureichend. Derzeit gibt es noch keine Heilung, lediglich
symptomlindernde Medikamente ersetzen im Gehirn den fehlenden Botenstoff Dopamin,
kénnen aber die Nervenzellen nicht vor ihrem Absterben bewdfiten.

Die Formen der Parkinson-Krankheiten werden nach ihren Ursachen unterschieden
(Abbildung 16). Bekannt ist, dass die Erkrankung sowohl sporadisch als und auch familiar
gehauft auftreten kann. Mit Abstand das haufigste Parkinson-Syndrom stellt der primare,
sporadische Morbus-Parkinson (auch idiopathisches Parkinson-Syndrom, IPS), ohne bekannte

Ursache, mit bis zu 90 % der Falle #af Liegt indes eine bestimmte &uRere Ursache wie
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das Auslésen durch Medikamente oder Tumore vor, wird von einem sekundaren oder
symptomatischen Parkinson-Syndrom gesprochen. Familidr bedingter Parkinson tritt in

5-10 % der Falle auf, wobei dieser genetisch vererbt iffd.

idiopathisches familidir, genetisch
Parkinson- bedingtes Parkinson-
Syndrom Syndrom

\ /

Das Parkinson-Syndrom

/ \

sekundiires Parkinson- atypisches Parkinson-
Syndrom Syndrom

Abbildung 16: Die vier unterschiedlichen Arten des Parkinson-Syndroms. Das IPS, auch
Morbus-Parkinson genannt, ist mit ca. 90 % das haufigste aller Parkinson-SyHdfome.

In Deutschland tritt der Morbus Parkinson mit einer Pravalenz von 100-200 Félle pro 100 000
Einwohnern auf?® Mit zunehmenden Alter steigt die Anzahl der Neuerkrankungen auf
1-2 % der Uber 60-Jahrigen und auf 4 % der tber 80-Jahrig&l¥ an.

2.2 Die Atiologie von Morbus Parkinson

Wahrend das sekundare bzw. symptomatische Parkinson-Syndrom durch unterschiedliche
Ursachen ausgel6st wird, ist jedoch nach wie vor ungeklart wie und warum die idiopathische
Form des Parkinson-Syndroms, der Morbus Parkinson, auftritt. Eines der grof3ten Risiken
scheint das immer hoher werdende Lebensalter zu spielen. Auf3erdem wird angenommen, dass
oxidativer Stress, mitochondriale Dysfunktion und Pestizide wie Rotenon und Paraquat eine
Rolle bei der Entstehung von Morbus Parkinson einnehtiel? Der Beweis, dass
Neurotoxine Parkinson-Syndrome auslésen, wurde 1983 erbrithtangston et al
berichteten in den 80er Jahren in Kalifornien Uber eine Gruppe heroinabhangiger
Jugendlicher, welche nach Injektion einer synthetisch hergestellten Ersatzdroge die
Symptome der Parkinson-Krankheit, vor allem die der Bewegungsunfahigkeit, aufzeigten.
Die chemische Analyse zeigte, dass Verunreinigungen von MEBTR-Methyl-4-phenyl-
1,2,3,6-tetrahydropyridin) Ursache fiir die Entstehung der Krankheit war, wobei es zu der
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Zerstorung dopaminerger Zellen im Gehirn kommt (Abbildung 17). Heutzutage wird MPTP
23 in der Forschung eingesetzt, um die Parkinson-Erkrankung in Tierversuchen an Mausen,

Raten oder Primaten weiter zu untersuchen und zu verstétiel

N

23 MPTP

Abbildung 17: Verunreinigungen von MPTR3 in synthetisch hergestelltem Heroin I6sten
1983 Symptome der Parkinson-Krankheit &,

2.2.1 Neuropathologie der Parkinson-Erkrankung

Morbus Parkinson gehort zu den neurodegenerativen Erkrankungen, wobei es zum Absterben
von Nervenzellen in Gehirnregionen erkrankter Patienten kommt. Die Gehirnregion, die bei
Morbus Parkinson am stérksten betroffen ist, befindet sich im Mittelhirn undSuivdtantia

nigra pars compacta 6 1SF YRQ ODW AVFKzDUJF Bek gaswide 3  Jt
Menschen produzieren die Nervenzellen Dopamin und senden es Uber ihre Fortsatze an das
Corpus Striatum YRQ ODW AG6WUHLIHQN|USHU? ZR HV ZLHC
neuropathologisches Merkmal des Morbus-Parkinsons ist der Verlust dieser dopaminerger
Neuronen der SNpc. D&triatumgehort zu den Basalganglien, welche eine entscheidende
Rolle bei der Initierung und Aufrechterhaltung von Bewegungen spiéféer Verlust an
Dopamin fihrt demnach zu Stérungen in den Basalganglien was letztendlich zu motorischen
und kognitiven Einschrankungen fiihrt. Die Anzahl an sterbenden dopaminergen Neuronen ist
nicht genau bekannt, jedoch wird jahrlich von einem kontinuierlichen Verlust von ungefahr
10 % ausgegangéf™ Die Kardinalsymptome der Parkinson-Krankheit manifestieren sich
erst dann, wenn bereits 60-70 % dopaminerger Neuronen in der SNpc ihre Funktion
eingestellt haben bzw. abgestorben §ifidiDer Verlust an dopaminergen Neuronen lasst sich
post mortemoft schon mit bloRem Auge erkennen, da diese einen hohen Gehalt des
dunkelgefarbten Pigments Neuromelanin aufweisen. Durch die im Laufe der Jahre zu Grunde
gehenden Neuronen verschwindet die Dunkelfarbung und der Hirnstamm wirkt¥lass.

Ein zweites neuropathologisches Merkmal der Parkinson-Krankheit ist in Form von
Proteinablagerungen in den noch intakten Neuronen der SNpc zu finden. Proteinablagerungen
sind in der Regel verbunden mit verminderter Ldslichkeit und/oder steigender Aggregation
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der involvierten Proteine und sind in vielen neurodegenerativen Krankheiten
allgegenwartig**®! Im Falle der Parkinson-Krankheit sind die charakteristischen
Proteinablagerungen in Form von zytoplasmatischen Einschlusskérperchen, den sogenannten
Lewy bodies(LB) bzw. Lewy neurites(LN) zu finden und wurden 1912 erstmals vom
Neurologen Friedoh Lewy in Verbindung mit der Krankheit gebracht (Abbildung 4&)24°!

LB und LN sind Uberwiegend aus einem kleinen, prasynaptischen Protein, genannt
a-Synuclein (SNCA), aufgebalit® Die Bedeutung der LB bzw. die Funktion von SNCA ist
jedoch noch unklar. LB kénnen ebenfalls in Gehirnen gesunder Patienten sowie in Gehirnen
von Patienten mit anderen neurodegenerativen Krankheiten wie die Alzheimer-Demenz oder

die Lewy bodieDemenz, welche keine Parkinson-Syndrome hervorrufen, aufttéten.

Abbildung 18: Immunhistologische Farbung venSynuclein. Links: intrazytoplasmatische
Lewy-bodiesn der immunhistologischen Farbung mit Fuchsinrot. Redldsry neuritesm
Mittelhirn in der immunhistologischen Farbung mit Fuchsinrot. Mit freundlicher
Genehmigung von Dr. med. Roland Heyny-von Haussen (Klinikum Darmstadt).

2.2.2 Gegenwartige Behandlung der Parkinson-Krankheit

Die Therapie der Parkinson-Krankheit beruht neben der Sprachtherapie, Ergotherapie und
psychischer Begleitung der Patienten vor allem auf der medikamentésen
Kombinationstherapie. Bislang werden sechs Stoffklassen (L-Dopa, Dopamin-Antagonisten
MAO-B-Hemmer, Amantadin, Anticholinergika und COMT-Hemmer) fir die Behandlung

eingesetzt (Abbildung 193?547 148l
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Seitdem Anfang der 60er der Mangel des Neurotransmitters Dogahim Gehirnen von
Parkinson-Patienten festgestellt wurde, legte dies den Grundstein fir die erste effektive
Behandlung der Erkrankung. Es schien plausibel, dem Korper das fehlende D@famin
mittels medikamentéser Behandlung wieder zuzufiihren. Aufgrund der Blut-Hirn-Schranke,
zeigten erste Behandlungsversuche mit Dopdikeine Wirkung, da DopamiR4 nicht in

der Lage war, diese zu Uberwinden. Die Entwicklung von Levodopa, kurz L-CXBPAt

eine Vorstufe des Dopamiri®l. Es konnte die Blut-Hirn-Schranke tberwinden und wurde
schnell im Gehirn zu Dopami®4 umgewandelt (Abbildung 39**® Unter physiologischen
Bedingungen wird L-DOPA25 aus Tyrosin gewonnen, welches anschlielend durch die
Katalyse einer Decarboxylase in Dopan#d umgewandelt wird. Da sich aufRerhalb des
zentralen Nervensystems ebenfalls Decarboxylasen befinden, wird L-D@®AN
Kombination mit Decarboxylasehemmern oder mit COMT-Hemmern (Catechol-O-
Methyltransferase) verabreicht. So kann sichergestellt werden, dass L-P®éht schon
aullerhalb des Gehirns in Dopan#d oder in unerwinschte Nebenprodukte umgewandelt
wird. Ein effektiver Decarboxylasehemmer ist Carbid@ga welches in Kombination mit
L-DOPA eines der effektivsten Medikamente zur Behandlung der Parkinson-Krankheit
darstellt™®® 147 Jedoch fiihrt es in hoheren Dosen zu Wirkungsschwankungen und zu
Dyskinesien (Stérung der Beweguhtj}! Derzeitige Hemmstoffe fir COMT sind Tolcapon

27 und Entacapor28.*°% 5 Auch hier wird durch Kombination mit L-DOPA eine deutliche
Verminderung von Wirkungsschwankungen erzielt.

Selegilin 29 und Rasagilin30 gehodren zu der Gruppe der Monoaminooxidase-B-Hemmer
(MAO-B-Hemmer)™*®' Das Wirkprinzip von MAO-B beruht auf den Abbau von
freigesetzten Dopamin24 im Gehirn. Wird dieses Enzym gehemmt, erfolgt der
Dopaminabbau langsamer, wodurch dessen Wirkung verlanget-{ird.

Medikamente der Gruppe der Dopaminantagonisten wie Pramif&adimen die Funktion

bzw. die Wirkung von Dopami@4 im Gehirn nach. Sie ersetzen die fehlende Funktion des
Dopamins24 und kénnen Symptome der Parkinson-Krankheit beeinflUsSet?!

Amantadin32 wird selten fur die Behandlung von Patienten genommen, da klinische Studien

gezeigt haben, dass es nur zu einer moderaten Verbesserung der Symptom@zf@ommt.
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2.2.3 Genetisch bedingtes Parkinson-Syndrom

Wenngleich die Mehrzahl der Parkinson-Erkrankungen sporadischer Natur sind, sifd 5-10
der Falle genetisch bedingt und zahlen somit zu der familidren Form des
Parkinson-Syndron&®? Durch die Untersuchung unterschiedlicher Familien konnten
Wissenschatftler verschiedene Gene identifizieren, welche mit der Krankheit in Verbindung
gebracht worden sind. Bislang sind 18 spezifische, chromosomale Regionen (PARK)
beschrieben, wobei ebenso die Mehrheit der korrespondierenden Gene zu den PARK-LoKki
identifiziert worden ist (Tabelle 4%°% %3 Die meisten der Gene kénnen dabei autosomal
dominart bzw. autosomal rezessiv vererbt werden. Mutationen in sechs dieser Gene wurden
bislang als eindeutige Ursache der Parkinson-Erkrankung angesehen und sind zusammen fur
30 % der familiaren Falle sowie fur 3-5% der sporadischen Falle verantwortlich
(Abbildung 20)1** % Diese Entdeckung der monogenen Formen der Parkinson-Krankheit in
den letzten 20 Jahren ertffnete fir Wissenschaftler neue Moglichkeiten den Ursachen der
Krankheit sowie deren moglichen Therapie auf den Weg zu gehen.

Tabelle 4: Identifizierte Gene der Parkinson-Krankheit, welche in Verbindung mit der
familiaren Form gebracht werd€n? >3 AD: autosomal dominant; AR: autosomal-rezessiv.

PARK-Lokus = Chromosom Gen Funktion Erbgang

PARK1 & 4 4921 alpha-synuclein (SRA) Bestandteil det.ewy bodies AD
PARK2 602527 Parkin E3 Ubiquitin Protein-Ligase AR
PARK3 2p13 Unbekannt Unbekannt AD
PARKS5 4pl4 UCHL1 Ubiquitin C-terminale Hydrolase AD
PARKG6 1p3536 PINK1 Mitochondriale Kinase AR
PARK?7 1p36 DJ1 Antioxidation AR
PARKS 1212 LRRK2 Kinase, GTPase AD
PARK9 1p36 ATP13A2 Kation-transportierende ATPase AR
PARK10 1p32 Unbekannt Unbekannt AD
PARK11 203637 GIGYF2 Unbekannt AD
PARK12 Xg21-25 Unbekannt Unbekannt X Chromosom
PARK13 2p13 HTRA2 Serin-Protease Unbekannt
PARK14 22013.1 PLA2G6 Phospholipasen A2 AR
PARK15 2291243 FBXO7 E3 Ubiquitin Protein-Ligase AR
PARK16 1932 Unbekannt Unbekannt Unbekannt
PARK17 16911.2 VPS35 Unbekannt AD
PARK18 3g927.1 EIF4G1 Unbekannt AD
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Zu den Genen, in denen Mutationen verantwortlich fén drblich bedingten Parkinson
gemacht werden, zahlen Parkin, PINKthgsphatase and tensin homolog (PTEN)-induced
putative kinase Y1 DJ-1, SNCA sowie LRRK2€ucine-rich repeat kinase) 2Abbildung 20).

Die wohl meist bekannte Mutation, G2019S, ist in LRRK2 zu finden und tragt zu 5-10 % zur
erblich bedingten Form sowie 0,5-2 % zur sporadischen Forf®bér® In den folgenden
Kapiteln wird ndher auf SNCA und vor allem auf LRRK2 eingegangen.

early-onset PD (~15 %) late-onset PD (~85 %)
Altersverteilung
<20 = 60 Jahre

Wahrscheinlichkeit einer
monogenetischen Ursache

familiares idiopathisches
Parkinson-Syndrom Parkinson-Syndrom
Parkin  (~10-20 %) LRRK2 (~2%)
PINKI (~2-7 %)
DI-1 (~1-2 %) Parkin
LRRK2 (~5-10 %) PINK] + sehr selten
SNCA  (<0.5 %) DJ-1

Abbildung 20: Haufigkeit des familiaren Parkinson-Syndroms im Vergleich zum
idiopathischen Parkinson-Syndrom. In Anlehnung an Kégial*>*

2.3 a-Synuclein und dessen Rolle in der Parkinson-Krankheit

SNCA war das erste Gen, bei dem 1996 Mutationen definitiv in Verbindung mit dem
familiaren Parkinson-Syndrom gebracht worden Sitfli. Derzeit sind drei pathogene
Punktmutationen, A30P, E46K und A53T, bekdfitt!®® zusatzlich wurden bislang
insgesamt 17 chromosomale Duplikationen entlang des SNCA-Gens entdeckt, von denen 13
dem familiaren und 4 dem idiopathischen Parkinson-Syndrom zugeordnet wurden
konnten®! Triplikationen des SNCA-Gens wurden in drei unabhangigen Familien
gefunderi!>9-261

a-Synuclein ist ein hoch l6sliches, nativ ungefaltetes, extrem hitzeresistentes, kleines acides

Protein (14 kDa}**? Die Struktur vona-Synuclein kann in drei individuelle Abschnitte
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untergliedert werden. Die hochkonservierte N-terminale Doméne (Reste 1-65) beinhaltet
sieben unvollstandige Sequenzwiederholungen, jede 11 Aminosauren lang, welche
Variationen der Reste KTEGV aufwelst *2 Alle drei Punktmutationen befinden sich
innerhalb dieser Doméane. Da aber die normale Funktion des SNCA-Gens noch unklar ist, ist
es auch schwer zu sagen, welchen Einfluss die Mutationen auf dessen Funktion &tfsuben.
Im Zentrum des 140 Aminosauren kleinen Proteins (Reste 66-95) liegt die hydrophobe NAC-
Region @on-amyloid component Diese steht im Verdacht fir den Aggregationsprozess
verantwortlich zu sein, da sie auRert hydrophob und somit hoch amyloidoger*4lirkt.
Besonders die Aminosauren 71-82 nehmen eine entscheidende Rolle bezuglich der
Aggregationsbildung zu Fibrillen eltf® Die C-terminale Domane (Reste 96-140) besteht
Uberwiegend aus aciden Aminosauren und ist deshalb stark negativ geladen. Diese wirkt
aggregationsinhibierend auf die NAC-Domane.

Die Funktion vona-Synuclein ist noch nicht erforscht worden. Bekannt ist jedoch, dass
fibrillares a-Synuclein Hauptbestandteil deewy bodiesist. Seit dieser Entdeckung stellt

sich die Frage, ob diese proteinhaltigen Einschlisse selbst toxisch sind, oder ob diese nur da
Endresultat eines neuroprotektiven Mechanismus darstéiferEs werden heutzutage
unterschiedliche Mechanismen zur Fibrillenbildung diskutlé®. Es wird jedoch
angenommen, dass die drei Punktmutationen A30P, E46K und A53T von SNCA die Bildung
von stabilenp-Faltblatter fordern und somit die Bildung von Oligomeren und Fibrillen
begiinstigeft*> %% Die Aggregation vom Monomer bis zur Fibrille verlauft dabei
schrittweise Uber die Dimerisierung partiell gefalteter Monomere und Uber die I6slichen
toxischen Oligomere (Abbildung 2§24

l6sliche, toxische unldsliche
Oligomere Fibrillen/Aggregate

a-Synuclein mutierte, Zelltod
monomer, random coil fehgefaltete Proteine - Lewy bodies

Lysosomen
proteasomaler
Phagosomen
Abbau
Autophagozytose

Abbildung 21: Schematische Darstellung derSynuclein Aggregation nach Recclaaal
und Irwinet all*6% 164
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2.4 LRRK2 als therapeutisches Target zur Behandlung der Parkinson-Krankheit
2.4.1 Nomenklatur, Struktur und Mutationen von LRRK2

2002 identifizierte die Gruppe von Funayagtaal in einer japanischen Familie einen neuen
Gen-Lokus auf Chromosom 12 (12pl11.2-q13.1), welcher als Ursache fur autosomal
dominantes Parkinson-Syndrom angesehen Wifdin den Folgejahren gelang es zwei
Forschergruppen gleichzeitig das Gen LRRK2 zu identifizieren und Mutationen mit der
Erkrankung in Zusammenhang zu bring&f. **”) Mutationen in LRRK2 sind derzeit die
haufigste genetische Ursache fir tite-onsetParkinson-Syndrofi®® Das Protein LRRK?2
ZLUG DXFK DOV 'DUGDULQ EH]HLFKQHWdaitt®dgkeH Y EN\OLHFLKWYHRAQ  (
und Zittern bedeutet. 51 Exons codieren fur ein 2527 Aminoséuren grof3es Protein mit einem
Molekulargewicht von ca. 280 kB¥® % Es wird tiberwiegend in Organen (Lunge und
Niere), Geweben und im Gehirn exprimieff: 1" Die physiologische Funktion von LRRK2
erstreckt sich Uber die Kontrolle und Aufrechterhaltung der Lange von Neuriten durch
Interaktionen mit Rab5a, die Kontrolle der Proteintranslation durch Phosphorylierung von 4E-
% 3 VRZLH ,QWHUDNWQG&QHUWner? LWwelche sich zu Mikrotubuli
zusammenlagefi®® Sequenz-Analysen belegten, dass LRRK2 aus verschiedenen
unabhangigen Doméanen aufgebaut ist. Hierzu gehéren Ankyrin-Wiederholungseinheiten, eine
leucine-rich repeaDomane (LRR-Doméne), eine ROB&s of complgxGTPase-Domane,
gefolgt von einer COR-DoméaneC{terminal of Ras einer Kinase-Domé&ne und einer
C-terminalen WD40-Einheit (Abbildung 28)°

Nachdem PARKS8 2002 zum ersten Mal beschrieben und 2004 Mutationen im LRRK2-Gen
identifiziert worden sind, steigt die Anzahl der verdffentlichten Sequenzvarianten in LRRK2
stetig an. Derzeit sind mehr als 40 LRRK2-Mutationen bekannt, von denen funf als pathogen
geltent*”* 7% Diese pathogenen Mutationen konzentrieren sich auf die ROC-, COR- und
Kinase-Domane. Dabei besitzt die ROC-Doméane einen Aminosaurerest, an denen multiple
Mutationen R1141H, R1141G und R1141C zu finden sind. Die beiden Letzteren gelten als
pathogen. Die COR-Doméne enthalt eine Mutation an Position Y1699C und die Kinase-
Doméne besitzt zwei benachbarte Mutationen an den Stellen G2019S sowie [{12820T.
Besonderes Interesse qilt dabei der G2019S-Mutation, welche in beiden Fallen, dem
familidaren und dem sporadischen Parkinson, zu finden ist. Viele Studien haben gezeigt, dass

LRRK2-Mutationen zwischen 5-13 % bei familiaren und zwischen 1-5 % bei sporadischen
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Abbildung 22: Schematische lllustration von LRRK2. Domanen: AN#&hKyrin-repeat-
domair), LRR (eucine-rich repeat domajn ROC Ras of complex(GTPase)), COR
(C-terminal of Rag am C-terminalen Ende befindet sich eine WD40-Einheit. Die meist
bekanntesten pathogenen Mutationen sind unterhalb der Struktur gezeigt. Mutationen von
R1441 sowie Y1699 erniedrigen die GTPase-Aktivitat, wohingegen G2019S die Kinase-
Aktvitat erhoht. Dies fuhrt dazu, dass die Kinase-Doméane die ROC-Doméne phosphoyliert,
obwohl diesn vivo noch nicht bestatigt wurde. In Anlehnung an M. Cookdh.

Parkinson auftreteh’” Vom groRerem Interesse ist jedoch die Pravalenz der
G2019S-Mutation. Sie ist sehr selten in Asien, Sudafrika und einigen europdaischen Landern
wie Polen, Griechenland und Deutschland zu finden. Jedoch tritt sie gehauft in einigen
ethnischen Gruppen auf. So tragt die G2019S-Mutation mit 13-41 % des sporadischen und
mit 30-37 % des familiaren Parkinson-Syndroms bei Patienten mit jadischer oder arabischer
Herkunft beit!™

2.4.2 LRRK2 und dessen Rolle in der Parkinson-Krankheit

Der pathogene Mechanismus der Parkinson-Krankheit, verursacht durch LRRK2-Mutationen,
ist noch ungewiss und nicht verstand&. Ebenso ist die physiologische Funktion von
LRRK2 noch nicht genau verstanden. Die Gegenwart einer ROC/GTPase sowie einer

Kinase-Domane lasst jedoch vermuten, dass LRRK2 eine wichtige Rolle in intrazellularen
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Signalprozessen einnimit® Es wird postuliert, dass LRRK2 vorzugsweise eine dimere
Konformation einnimmt"™! Hierdurch sind die unterschiedlichen Domanen, welche die
pathogenen Mutationen beinhalten, in der Lage untereinander zu kommunizieren und zu
interagiered**® Aufgrund der Dimerisierung wird angenommen, dass LRRK2 seine eigene
Aktivitat reguliert. In vitro Studien belegten, dass Mutationen (R1141H, R1141G und
R1141C) in der ROC/GTPase sowie eine Mutation (Y1699C) in der COR-Doméne die
GTPase-Aktivitat verringern, aber nicht die Kinase-Aktivitat steigern (Abbildung 22)’®

Im Gegensatz dazu agiert die G2019S-Mutation in der Kinase-Domane algaéiref-
functionMutation, indem sie die Kinase-Aktivitat im Vergleich zum wild-Typ erHtHt"”
Erkenntnisse bezlglich Modeling zeigten, dass die Glycin zu Serin Substitution LRRK2 dazu
zwingen, in der konstitutiv aktiven Form zu bleiben. Dies hat zur Folge, dass die katalytische
Seite zuganglich bleibt, was zur erhéhten Kinase-Aktivitat f&iHtti2020T, eine weitere
klinisch relevante Mutation, liegt ebenfalls innerhalb der Kinase-Doméne. Jedoch gibt es hier

unterschiedliche Angaben, ob diese die Kinase-Aktivitat erhoht oder5€hkt.

2.4.3 Inhibitoren zur Behandlung der Parkinson-Krankheit +Stand der Forschung

Die Identifizierung involvierter Gene in der Parkinson-Krankheit und das vermehrte
Verstandnis uber dessen Funktionen bietet Forschern potentielle Targets zur Behandlung
dieser Krankheit. Von diesen Genen hat sich LRRK2 in den letzten Jahren als ein sehr
attraktives therapeutisches Target herauskristalli&i€t.LRRK2 ist 2004 zuerst in
Verbindung mit dem familiaren Parkinson-Syndrom gebracht wdttéie Bedeutung von
LRRK2 wurde 2011 weiter bestatigt, indem es ebenfalls als Risikofaktor fir das sporadische
Parkinson-Syndrom angesehen wutd® Beweise, die diese Tatsache unterstiitzen, liegen in
der Entdeckung der G2019S-Mutation, welche in der Aktivierungsschleife liegt und die
Kinase-Aktivitat steigert. Eine Uberexpression dieser Mutante ist toxischitro und

in vivo*"®

Seitdem die in der Kinase-Domane liegende G2019S-Mutation in Zusammenhang mit der
Neurotoxizitdt und dem Parkinsonsyndrom gebracht wurde, ist die Entwicklung von Kinase-
Inhibitoren in den letzten Jahren rasant angewachsen. Die ersten publizierten LRRK2-
Inhibitoren wurden durclscreeningvon Substanz-Bibliotheken gefunden. Erste Patente
wurden 2006 eingereicht. Dengt al verschaffte einen Uberblick tber die bislang
zuganglichen Patente mit dem Fokus der LRRK2-InhibiichSo wurden von 2006-2011
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15 Patente vorgelegt. Ende 2013, zwei Jahre spater, hat sich die Anzahl der Patente mit 31
mehr als verdoppelt’® Dieses neue groRe Feld der LRRK2-Inhibition spiegelt sich auch in
den bislang mit mehr als 25 erschienenen Publikationen unterschiedlicher industrieller und
akademischer Arbeitsgruppen wieder.

In diesem Kapitel wird nur ein kleiner Uberblick Glserall moleculesfir die therapeutische
Behandlung der Parkinson-Krankheit mit dem Fokus auf Selektivitit und gute
pharmakologische Eigenschaften gegeben. Einen weiteren Uberblick tiber bekannte LRRK2-
Inhibitoren sind in dem kumulativen Teil der Arbeit zu finden.

Eine der bislang vielversprechendsten Leitstrukturen fir die LRRK2-Inhibition stellen die
Aminopyrimidine dar (Abbildung 23). LRRKEN-1 33 war der erste selektive und potente
Inhibitor, der eigens fur LRRK2 synthetisiert wurde. Mit biochemischef-\'erten von

13 nM und 6 nM gegeniuber dem wild-Typ und der G2019S-Mutante ist er ein dufRert potenter
Inhibitor (Tabelle 5). Jedoch wies er eine rund 400-fache Resistenz gegenuber der
LRRK2[A2016T]-Mutation sowie der LRRK2[A2016T + G2019S]-Mutation &tf. Die
Selektivitat von LRRK2N-1 33 wurde in einem Selektivitdts-Panel aus 442 Kinasen
ermittelt. Lediglich 12 weitere Kinasen wurden signifikant bei einer Konzentration von
10 uM inhibiert*#%

TAE68434 und HG-10-102-085 wurden in den darauffolgenden Monaten entwick&it

Beide weisen eine ahnliche Aktivitat gegeniber dem wild-Typ und der G2019S-Mutante auf
(Tabelle 5). Im Gegensatz zu LRKKR-1 33 inhibieren beide Inhibitorer84 und 35, die

Cl
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33 LRRK2-IN-1 34 TAE584 35 HG-10-102-01

Abbildung 23: Selektive, hochpotente LRRK2-Aminopyrimidin-Inhibitorgff:8?
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LRRK2[A2016T]-Mutante sowie die LRRK2[A2016T + G2019S]-Mutation im niedrigen
nanomolarem Bereich. In einem Kinase-Panel gegentber 442 Kinasen zeigte sich, dass

TAE684 34 ein potenter Inhibitor mehrerer Kinasen und weniger selektiv als LRRKR33

ist*®2 HG-10-102-0135 hingegen ist besonders selektiv. In einem Panel, bestehend aus 138
Kinasen, wurden nur zwei weitere Kinasen inhibf®&H. Alle drei Inhibitoren weisen
ebenfalls erste gute pharmakologische Eigenschaften auf (Tabelle 5). Auffallend ist, dass
HG-10-102-0135 eine sehr geringe Plasma-Halbwertszeit von 0,13 h aufweist. Im Vergleich
dazu hat TAE68484 eine Plasma-Halbwertszeit von 11,3 h. Jedoch zeigte HG-10-1832-01
sehr gute pharmakologische Eigenschaften beziglich der Hirnpenetration und der
Dephosphorylierung von Ser910 und Ser935 in Geweben wie Niere, Milz und &&hirn.

Tabelle 5: Vergleich der LRRK2-Inhibtoren bezlglich deren Aktivitaten gegeniber dem

\l/\éiz}]d-Typ, gegeniiber Mutationen und ausgewéhlten pharmakokinetischen Eigenstffaften.

IC 50 [NM] Maus-Pharmakokinetik
verbindung A T [RRK2- LRRKZ- LRRK2- Bioverflgbarkeit twalh]
LRRK2 G2019S A2016T  A2016T+G2019S (F)[%] L2
LRRK2-IN-1 13 6,0 2450 3080 49 45
TAE684 7.8 6,1 63,3 21,9 83 11,3
HG-10-102-01 20,3 3,2 153,7 95,9 67 0,13

Neben den Aminopyrimidinen wurden weitere Stoffklassen wie Arylbenzylamide oder
Cyancinnoline als potente und selektive LRRK2-Inhibitoren entwickelt (Abbildung 24).
GSK2578215A36 ist ein Vertreter der Arylbenzylamide. Mit 4&Werten von 11 nM und

9 nM gegentber dem wild-Typ und der G2019S-Mutante von LRRK2 ist er ebenfalls ein
auBerst potenter Inhibitéf¥! Jedoch weist dieser eine 8-fach reduzierte Aktivitat gegeniiber
der LRRK2[A2016T]-Mutation auf. In einem Kinase-Panel zeigte GSK2578236GA&ine

sehr gute Selektivitat. Aus 460 Kinasen wurden lediglich drei weitere bei einer Konzentration
von 10 uM inhibiert!&?

Ahnliche Aktivititen sind fur das Cinnolin-Deriva@87 ermittelt wurden, das sehr gute
Aktivitdten gegeniber dem wild-Typ und der G2019S-Mutante von LRRK2 mjW@rten

von 7 bzw. 5 nM zeigt. Die Profilierung in einem Panel, bestehend aus 40 Kinasen zeigte gute
Selektivitat. Nur vier weitere Kinasen neben LRRK2 wurden bei einer Konzentration von

1 uM inhibiert!*84
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Abbildung 24: LRRK2-Inhibitoren der Stoffklassen der Arylbenzylami@® und der
Cyancinnoline37.118% 184

Aufgrund des noch sehr neuen Themengebietes der LRRK2-Inhibition ist es bisher noch nicht
gelungen, den idealen LRRK2-Inhibitor herzustellen. Deshalb muss das Interesse weiter darin

bestehen Verbindungen zu finden, welche aktiv, selektiv und hirngéngig sind.

45



3 Aufgabenstellung und Zielsetzung der Arbeit

Proteinkinasen sind die zweitwichtigsten Targets in der Arzneimittelforscflurije
Entwicklung von potenten und selektiven Inhibitoren ist daher ein wertvoller Ansatzpunkt zur
Behandlung von Krankheiten. Die medizinische Chemie knupft an diesen Punkt an und
versucht gezielt Leitstrukturen zu finden. Mit Hilfe voim silico Design werden

Leitstrukturen oftmals optimiert, um so Wirkstoffe fir die gezielte Therapie zu entwickeln.

Die Behandlung der akuten myeloischen Leukamie beruht derzeit ausschlie3lich auf der
Chemotherapie durch Verabreichung von Zytostatika, da die molekulare Pathogenese der
AML bislang noch nicht komplett entschliisselt{&t.In den letzten Jahren sind vermehrt
Genmutationen des FLT3-Rezeptors in den Vordergrund getreten. Ungefahr 30 % aller AML
diagnostizierten Falle weisen Mutationen dieses Gen&°hiifinige potentielle Wirkstoffe

befinden sich derzeit in klinischen Studien und haben erste sehr gute Ergebnisse gezeigt.

Die gezielte Behandlung der Parkinson-Krankheit mittels Kinase-Inhibitoren ist noch ein sehr
neues Gebiet. Seitdem 2004 die in der LRRK2 Kinase-Doméne liegende G2019S-Mutation in
Zusammenhang mit der Neurotoxizitdt und dem Parkinsonsyndrom gebracht wurde, ist
LRRK2 ein wichtiges therapeutisches Target fur akademische und industrielle Gruppe

geworden.

Im Fokus der vorliegenden Dissertation stehen deshalb das Design und die Synthese
potentieller, selektiver ATP-kompetitiver FLT3- und LRRK2-Inhibitoren. Mit Hilfe von

in silico Design sollen potentielle Wechselwirkungen der Liganden mit den Proteinen erkannt
und so die Struktur-Aktivitats-Beziehung von Indolinon- sowie Chinoxalin-Derivaten
untersucht werden. Die erfolgreich hergestellten Verbindungen sollen anschlie3atrd

und in einem invivo Zebrafisch-Embryo-Toxizitats-Assay untersucht werden. Durch
phanotypische Veranderungen der Zebrafische sollen so Ruckschlisse auf die Toxizitat
ausgewahlter Verbindungen geschlossen werden. Um einen Uberblick tber die bislang
publizierten LRRK2-Inhibitoren zu ermdglichen, sollen zunéchst zuriickliegende Daten

aufgearbeitet, zusammengefasst und evaluiert werden.
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4  Kumulativer Teil der Arbeit

4.1 Modifikation einer Inhibitorleitstruktur weg von der y-Sekretase und hin zu der
FLT3 Inhibition

Der Inhalt dieses Kapitels wurde bereits verdffentlitht.

Autoren: Ghislaine Marlyse Okala Amombo, Thomas Kramer, Fabio Lo Monte, Stefan
Goring, Matthias Fach, Steven Smith, Stephanie Kolb, Robert Schubenel,
Karlheinz Baumann, Boris Schmidt.

Titel: AORGLILFDWLRQ RI bit® Bhit® the ifMdRiXVrdopdecretase
to FLT- ~

Journal: Bioorganic & Medicinal Chemistry Letters.

DOI: 10.1016/j.bmcl.2012.10.016.

Mit freundlicher Genehmigung vdalsevier

Zusammenfassung:

Die akute myeloische Leukamie ist eine bosartige Erkrankung des blutbildenden Sy#tems
einer Langzeituberlebensdauer von 25-70 % bei Patienten unter 60 Jahren. Vor allem
Genmutationen des FLT3-Rezeptors sind in den letzten Jahren vermehrt in den Vordergrund
gerickt, da diese die meist bekannten und am haufigsten auftretenden Gen-Abnormitaten in
der AML darstellen. Rund ein Drittel aller AML-Patienten weist zwei unterschiedliche
Klassen aktivierender Mutationen auf. Die meistbekannten Mutationen mit rund 23 % stellen
die interne Tandem-Duplikationen in der Juxtamembran-Doméne dar. Die zweite Klasse
aktivierender Mutationen sind Punktmutationen innerhalb der Tyrosinkinase-Domane.
Deshalb stellt FLT3 ein interessantes Target zur Behandlung der AML dar. Derzeit werden
bereits einige FLT3-Inhibitoren unterschiedlicher Strukturklassen in praklinischen Studien
evaluiert und weisen erste Erfolge auf.

Basierend auf dem Indolinon-Grundgerist wurde in vorangegangenen Arbeiten Inhibitoren
der dual spezifischen CKiGekretase synthetisiert. Von zwei Indolinon-Derivaten wurde ein
Selektivitats-Panel bestimmt, wobei diese eine Aktivitat gegenuber FLT3 aufwiesen. Mit dem
Ziel die Aktivitat gegentber FLT3 zu verbessern und gegenuberyB=kretase zu
vermindern, wurden mit Hilfe der Struktur-Aktivitdts-Beziehung unterschiedliche

Verbindungen hergestellt, welche eine Aktivitat bezuglich FLT3 im tiefen nanomolarem
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Bereich aufwiesen. Die gegeniber ge®ekretase selektivsten FLT3-Inhibitoren wafdh
sowie16n. Der potenteste Inhibitdt6e wies einen Ig-Wert von 4.1 nM auf. Dieser wurde
anschlieBend in einem Kinase-Panel sowie in einem Zebrafisch-Toxizitats-Assay evaluiert.
Neben FLT3 wurden nur zwei weitere Kinasen (HGK und JAK3) signifikant inhibiert. Der
Zebrafisch-Toxizitats-Assay wies keinerlei Sterblichkeit noch phanotypische Veranderungen
auf. Anschliel3ende Docking-Studien in die ATP-Bindungstasche von FLT3 zeigten mogliche
Interaktionen mit den Aminosauren Lys644, Met665, Phe691 und Phe830 auf.

Eigener Beitrag zu dieser Arbeit:

Der synthetische Beitrag lag in den Verbindungen BSc3944 (1), BSc4540 (16a), BSc4541
(16b), BSc4534 (16c), BSc4538 (16d), BSc4657 (16e), BSc4536 (16i), BSc4537 (16)),
BSc4539 (16k), BSc4654 (16l), BSc4655 (16m), BSc4661 (16n), BSc4685 (160), BSc4533
(16p), BSc4532 (16q), BSc4535 (16r), BSc4682 (16z). In Klammer die Verbindungsnummern
in der Publikation.

Des Weiteren wurden das molekulare Docking sowie der Zebrafisch-Toxizitats-Assay von
mir durchgefuhrt.
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4.2 Computer unterstutztes Design, Synthese und biologische Evaluation von
Chinoxalinbisarylharnstoffen als FLT3 Inhibitoren

Der Inhalt dieses Kapitels wird voraussichtlich im November 2014 bei der Fachzeitschrift
Bioorganic & Medicinal Chemistry Letteraur Publikation eingereicht. Es handelt sich um

eine Rohfassung.

Autoren: Stefan Gaoring*, Dennis Bensinger*, Eva Christine Naumann, Boris Schmidt.
Titel: Komputer-guided design, synthesis and biological evaluation of
TXLQR[DOLQHELVDU\OXUHDV DV )/7 LQKLELWRUV’

Zusammenfassung:

Die akute myeloische Leukamie ist eine bosartige Erkrankung des blutbildenden Systems,
welche durch unkontrollierte Ausbreitung von Zellen innerhalb des Knochenmarks
gekennzeichnet ist. Die funf Jahres Uberlebensrate liegt fur Patienten unter 60edalure b

40 %. FLT3 ist das meist bekannte mutierte Gen in der AML und es wurde gezeigt, dass es
eine entscheidende Rolle in der Entwicklung und dem Wachstum blutbildender sowie
nichtblutbildender Zellen einnimmt. Zwei groRe Klassen aktivierender Mutationen in FLT3
sind bislang beschrieben worden. FLT3 interne Tandem-Duplikationen in der Juxtamembran-
Domane werden in rund 23 % der AML-Patienten gefunden. Mit 7 % stellen die
Punktmutationen an den Aminosaureresten D835 und 1836 die zweite Klasse aktivierender
Mutationen dar.

Basierend auf den ersten publizierten FLT3-Chinoxalininhibitor AG1295 wurde ein
Pharmakophormodell entwickelt, welches als Templat fur den Zugang neuer FLT3-
Inhibitoren dienen sollte. Mit Hilfe diesem wurde eareeningeiner Substanz-Datenbank
durchgefuhrt, welches durch weitere virtuedlereeningszu Chinoxalin-basierenden FLT3-
Inhibitoren fuhrte. Das computergestiitzte Modell wurde unter Verwendung der Software
MOE erstellt. Zur Evaluation dieses Modells wurden 15 Chinoxalin-Derivate synthetisiert
und anschlief3end biologisch getestet. Die aktivsten Verbindungen wiesen gn@velCim
zweistelligen nanomolarem Bereich auf. Eine Verbindung wurde auf3erdem in einem

Zebrafisch-Toxizitats-Assay untersucht.
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Eigener Beitrag zu dieser Arbeit:

Der synthetische Beitrag lag in den Verbindungen BSc5110 (12a), BSc5162 (12c), BSc5163

(12e), BSc5164 (12f), BSc5144 (12h), BSc5145 (12g), BSc5143 (12I). In Klammer die
Verbindungsnummern in der Publikation.
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4.3 Small moleculeKinase-Inhibitoren fiir LRRK2 und ihre Anwendung in Modellen
der Parkinson-Krankheit

Der Inhalt dieses Kapitels wurde bereits veroffentlitit.

Autoren: Thomas Kramer, Fabio Lo Monte, Stefan Goring, Ghislaine Marlyse Okala
Amombo, Boris Schmidt.

Titel: Amall Molecule Kinase Inhibitors for LRRK2 and their Application to
SDUNLQVRQTYV 'LVHDVH ORGHOV”’

Journal: ACS Chemical Neuroscience.

DOI: 10.1021/cn200117;.

Mit freundlicher Genehmigung volamerican Chemical SociefACS).

Zusammenfassung:

Die Parkinson-Krankheit ist nach der Alzheimer-Krankheit die zweithdufigste
neurodegenerative Erkrankung. Unterschiedliche Genmutationen konnten bereits in
Verbindung mit dieser Krankheit gebracht werden. Mutationen des Gens PARKS8, welches flr
LRRK2 codiert, stellen die héaufigste Ursache fir das sporadische und fir das familiare
Parkinson-Syndrom dar. LRRK2 ist aus mehreren Doméanen aufgebaut und bildet einen
grol3en Proteinkomplex. Mutationen konnten bereits in allen Domanen identifiziert werden. In
der Kinase-Domane befindet sich die am haufigsten vorkommende GRQi@8en. Sie ist

fur die gesteigerte Kinase-Aktivitat verantwortlich.

Zurzeit stehen nur sehr wenigevitro undin vivo Daten beziglich LRRK2 zur Verfligung,

da es erst seit geraumer Zeit im Fokus akademischer und industrieller Gruppen steht. Dieser
Ubersichtsartikel befasst sich mit den bereits publizierten ATP-kompetitiven
Kinaseinhibitoren und gibt einen Uberblick tber die bislang identifizierten Mutationen in
LRRK2 wieder. Einige Inhibitoren weisen Aktivitdten im nanomolarem Bereich auf und
konnten ihre Selektivitat in Kinase-Paneln unter Beweis stellen. Jedoch bleibt der limitierende
Faktor der Hirngangigkeit, den es zu Uberwinden gilt. AufRerdem werden bestehende
Tiermodelle vorgestellt und das Potential von LRRK2 als potentielles Target zur Behandlung
der Parkinson-Krankheit kritisch diskutiert.
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4.4 LRRK2 Kinase-Inhibitoren als neue Medikamente fiir die Parkinson-Krankheit?

Der Inhalt dieses Kapitels wurde bereits versffentlitit.

Autoren: Sandra Schulz*, Stefan Goéring*, Boris Schmidt, Carsten Hopf.

Titel: A/55. .LQDVH ,QKLELWRUV DV 1HZ 'UXJV IRU 3DUNLQ\
Journal: RSC Drug Discovery Series.

DOI: 10.1039/9781849737357-00266.

Mit freundlicher Genehmigung vorhe Royal Society of Chemis{RSC).

Zusammenfassung:

Die Parkinson-Krankheit ist eine altersabhangige, verheerende und neurodegenerative
Erkrankung. Sie ist durch den Verlust dopaminerger Neuronen iSuestantia nigra pars
compacta und durch Proteinablagerungen in Form von zytoplasmatischen
Einschlusskorperchen, sogenannteawy bodiesbzw. Lewy neuritescharakterisiert. Die
Symptome umfassen motorische und kognitive Stdérungen wie Tremor, Bradykinese,
posturale Instabilitat und Rigor. Derzeit gibt es noch keine Heilung, da der pathogene
Mechanismus dieser Krankheit noch nicht vollommen entschlisselt ist. Seitdem die in der
Kinase-Domane liegende G2019S-Mutation in Zusammenhang mit der Neurotoxizitat und
dem Parkinsonsyndrom gebracht wurde, ist LRRK2 ein wichtiges therapeutisches Target
geworden.

Dieses Kapitel gibt Einblicke in den derzeitigen Stand der Inhibition von LRRK2 mittels
ATP-kompetitiven Kinase-Inhibitoren. Es werden dabei medizinalchemische Erfolge
bezuglich nicht-selektiver und selektiver Inhibition sowie Beispiele aus Patenten naher
beleuchtet. Ferner werden erste pharmakokinetische und pharmakodynamische Eigenschaften
von LRRK2-Inhibitoren wiedergegeben.

Seit der Entdeckung von LRRK2 im Jahre 2004 ist es bis heute noch nicht gelungen das
Protein vollstandig kristallographisch darzustellen. Ein Homoldpelell der Kinase-
Doméane von LRRK2 gibt Einsichten in die ATP-Bindungstasche. Relevante Aminosauren
werden fur die Interaktion potentieller LRRK2-Inhibitoren naher beleuchtet.

Da LRRK2 auch auRRerhalb des Gehirns in Geweben wie Herz und Nieren exprimiert wird

wird dessen Rolle aul3erhalb hinterfragt und kritisch diskutiert.
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4.5 Indolinon-basierende LRRK2-Kinase-Inhibitoren mit einer wichtigen
Wasserstoffbricke

Der Inhalt dieses Kapitels wurde bereits veroffentlicht.

Autoren: Stefan Gdring, Jean-Marc Taymans, Veerle Baekelandt, Boris Schmidt.

Titel: A, QGROLQRQH EDVHG /55. NLQDVH LQKLELWRUYV Z
Journal: Bioorganic & Medicinal Chemistry Letters.

DOI: 10.1016/j.bmcl.2014.08.049.

Mit freundlicher Genehmigung vdglsevier

Zusammenfassung:

Die Parkinson-Krankheit ist nach der Alzheimer-Krankheit die zweithaufigste
neurodegenerative Erkrankung. Sie ist Kklinisch durch eine Zahl von Symptomen
gekennzeichnet wie Tremor, Bradykinese, posturale Instabilitat und Rigor gekennzeichnet.
Spezifische neuropathologische Kennzeichen sind der Verlust dompaminerger Zellen in der
Substantia nigra pars compactsowie die Formation intrazellularer Fibrillen urawy
bodiesin den tberlebenden Neuronen.

Die leucine-rich-repeat kinase ALRRK2) ist ein multidom&nen-Komplex, bestehend aus
2527 Aminosauren. Mindestens finf Mutationen (R1441C, R1441G, Y1699C, G2019S,
12020T) stehen derzeit unter Verdacht der Pathogenitat und sind im katalytischen Zentrum
von LRRK2 lokalisiert. Konvergierende Studien belegen, dass die Inhibition der LRRK2-
Kinase ein wichtiges therapeutisches Konzept fur die Behandlung der Parkinson-Krankheit
darstellt. Die G2019S-Mutation in der Kinase-Doméne erhoht die Kinase-Aktivitat um das 2-
3-fache. Aufgrund dessen konnte die Entwicklung potenter und selektiver Kinase-Inhibitoren
eine wichtige Strategie fur die Behandlung darstellen.

Vorarbeiten zu FLT3 fuhrten zu einem hochselektiven und potenten FLT3-Inhibitor mit
einem IGo-Wert von 4,1 nM. Aufgrund dessen struktureller Ahnlichkeit zu den bekannten
LRRK2-Inhibitoren GW5047 und Sunitinib fokussierten wir unser Interesse auf die LRRK2-
Inhibition. Es konnten durch Analyse der Struktur-Aktivitats-Beziehungen eine Reihe von
potenten Indolinon-basierenden LRRK2-Inhibitoren entwickelt werden. Die drei
vielversprechendsten Inhibitoretba 20b und 26d weisen einen lgg-Wert von 15 nM,

31 nM bzw. 46 nM auf. Dockingstudien vdbb in die ATP-Bindungstasche zeigten eine
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essentielle Wasserstoffbriicke der 4-Hydroxyl-Einheit mit den Aminoséuren E1920 sowie
D2017. Die Synthese vaztb lieferte den Beweis daftir. Der Vergleich der Aktivitdten zeigte
eine starke Abnahme von 0,015 uM auf groBer 10 uM. Zusétzlich wurde die Aktivitat
gegenuber der LRRK2-G2019S-Mutation vbbb bestimmt. Diese lag mit 10 nM im selben
Bereich wie fur den wild-Typ. Die Bestimmung der Selektivitat ¥6b wurde gegeniber 46
humanen Kinasen untersucht. Lediglich zwei weitere Kinasen wurden bei einer Konzentration
von 1 uM signifikant inhibiert. Das Zebrafisch-Toxizitats-Assay zeigte, da&ds keine

signifikante Toxizitat unterhalb von 10 uM aufwies.

Eigener Beitrag zu dieser Arbeit:
Der synthetische Beitrag lag in allen Verbindungen. Des Weiteren wurden das melekular

Docking sowie das Zebrafisch-Toxizitats-Assay von mir durchgefihrt.
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4.6  Zusatzlich bearbeitete Themen neben dem Schwerpunkt der FLT3- und LRRK2
Inhibition

4.6.1 Membran-verankerte -Sekretase Modulatoren mit Terpen abgeleiteten Resten

Der Inhalt dieses Kapitels wurde bereits veroffentlith

Autoren: Eva Christine Naumann*, Stefan Goring*, Isabella Ogorek, Sascha Weggen,
Boris Schmidt.

Titel: AOHPEUDQH Dspé&a&erhagulators with terpe@eHULYHG PRLHWL

Journal: Bioorganic & Medicinal Chemistry Letters.

DOI: 10.1016/j.bmcl.2013.04.070.

Mit freundlicher Genehmigung vdalsevier

Zusammenfassung:
Die Alzheimer-Krankheit ist die meist bekannteste, fortschreitende und derzeit irreversible
Form der Demenz. Charakteristische neuropathologische Merkmale sind zwei verschiedene
Arten von Proteinablagerungen. Bei den betroffenen Patienten bilden sich intrazellulare,
neurofibrillare Bundel feurofibrillary tangles,NFTs) und extrazellulare, amyloide Plaques.
Durch den Abbau eines membranstéandigen, amyloiden Vorlauferproteins APP durch die
-Sekretase und im Folgenden durch diSekretase werden Plaques in unterschiedlichen
ITQIJHQ YRQ XQG $PLQRV] KtUddlsgi dad WeitauBd YoxisGher®
Plaque, da es durch den héheren Anteil an Aminosauren schneller zur Aggregation neigt und
sich so frihzeitig Oligomere ausbilden kdnnen. Eine vielversprechende Strategie fur die
Behandlung der Alzheimer-Demenz ist deshalb die Modulation-8ekretase.
In vorrangegangenen Studien konnte gezeigt werden, dass die Gegenwart eines lipophilen
Restes sowie einer Saurefunktion am Carprofen-Grundgerist mdglicherweise entscheidend
fur die Modulation der-Sekretase ist. Motivierend durch diese Ergebnisse synthetisierten wir
neue Carprofen- bzw. Tocopherol-basierende Derivate mit Terpen-Einheiten, um die
Modulation der -Sekretase zu verbessern. Es konnten verschiedene Substanzen hergestellt
werden, welche inhibitorische Aktivitdten zwischen 4 uM und 57 uM aufwiesen. Da die
Verbindungen einen amphiphilen Charakter, aufgrund der Saurefunktion und des langen
hydrophoben Restes, aufwiesen, musste die Bildung von Mizellen ausgeschlossen werden.

Experimente zur dynamischen Lichtstreuung wurden durchgefiihrt, um die Formation von
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Mizellen oder Aggregaten im relevanten Konzentrationsbereich von 5-100 uM
auszuschliel3en.

Eigener Beitrag zu dieser Arbeit:

Der synthetische Beitrag lag in den Verbindungen BSc4099 (5a), BSc4118 (5b). In Klammer
die Verbindungsnummern in der Publikation.

Des Weiteren wurden Experimente zur dynamischen Lichtstreuung von mir durchgefihrt.
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5 Zusammenfassung und Ausblick

5.1 Zusammenfassung

Die vorliegende Arbeit beschreibt die erfolgreiche Entwicklung hochaktiver sowie selektiver
Wirkstoffe derfms-like tyrosine kinase @nd dereucin-rich repeat kinase 2ur Behandlung

der akuten myelischen Leukamie bzw. der Parkinson-Krankheit.

Durch die etablierte Knoevenagel-Kondensation konnten ausgehend von der Leit&8uktur
schnell und effizient eine Reihe von Indolinon-Derivaten als FLT3-Inhibitoren synthetisiert
und optimiert werden. Der Grol3teil dieser Verbindungen zeigte eine Aktivitdt gegenuber
FLT3 im niedriegen nanomolarem Bereich (Abbildung 25). Der potenteste Ini8Sitwres

einen 1Gg-Wert von 4,1 nM auf. Seine Selektivitat wurde in einem KiraseeningAnhand

Oy o :
cl / cl / cl /
(0] (0] (0]
N N N
H H H
39 39 40
100 % FLT3-Inhibition bei 10 uM 96 % FLT3-Inhibition bei 10 uM 87 % FLT3-Inhibition bei 10 uM
IC5p=4,1 nM ICs5o= 14 M IC50=17 nM

Abbildung 25: Aus der Leitstruktur38 wurden verschiedene Indolinon-basierender FLT3-
Inhibitoren synthetisiert.

von 50 humanen Kinasen untersucht. Verbind@Agwies eine gute Selektivitat bei einer

Konzentration von 1 uM gegeniber FLT3 auf, lediglich zwei weitere Kinasen wurden
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signifikant inhibiert. Der Zebrafisch-Toxizitats-Assay wies keinerlei Sterblichkeit noch
phanotypische Verénderungen bei 5 pM auf.

Die durch die Indolinonderivatisierung gewonnenen Erkenntnisse der Wechselwirkungen in
der ATP-Bindungstasche von FLT3 stellten einen neuen Ansatzpunkt fir die Entwicklung
von Chinoxalinbisarylharnstoffen als FLT3-Inhibitoren dar.

Basierend auf den ersten publizierten FLT3-Chinoxalininhibitor AG1295 wurde ein
Pharmakophormodell entwickelt, welches als Templat fur den Zugang neuer FLT3-
Inhibitoren dienen sollte. Diese Strategie diente im Folgenden der Synthese neuer
Verbindungen, welche das Chinoxalin-Grundgerist aufwiesen. Es gelang die Herstellung
unterschiedlicher Derivate, welche Aktivitaten im nanomolarem Bereich aufweisen konnten
(Abbildung 26).

H H
N N
LA ¢
~ —
N
41

N

42

Abbildung 26: Ubersicht ausgewahlter FLT3-Inhibitorn basierend auf dem Chinoxalin-
Grundgerist.

In einem zweiten Teilprojekt zur Inhibition von LRRK2 wurden zunachst zurtckliegende
Daten aufgearbeitet und zusammengefasst. So konnte ein Uberblick Uber die bislang
publiziertenin vitro undin vivo Daten bezlglich LRRK2 gewonnen werden. Mit Hilfe eines
Homologie-Modells der Kinase-Domane konnten erste Einblicke Uber Liganden und deren
Wechselwirkungen visualisiert werden.

Das Grundgerust der Indolinone wurde auch fir die Inhibition von LRRK2 aufgegriffen.
Aufgrund struktureller Ahnlichkeit zu literaturbekannten LRRK2-Inhibitoren konnten durch
Struktur-Aktivitats-Beziehungen potente und selektive Inhibitoren hergestellt werden. Die
in vitro Daten haben belegt, dass es sich hierbei um hochaffine Inhibitoren mit Aktivitaten im
zweistelligen nanomolarem Bereich handelt. Bei zwei der aussichtreichsten Verbindiligen,
und 44, wurde zusatzlich zum wild-Typ auch die Aktivitat gegeniber der G2019S-Mutante
bestimmt, da diese Mutante die haufigste krankheitsverursachende Mutation darstellt
(Abbildung 27).
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Br Br
;@ ;Q/
OH (e}
Cl / Cl / Br
(e (e}
N N

H H
43 44 45
ICs (wild-Typ) = 15 nM ICsq (wild-Typ) = 46 nM ICs, (wild-Typ) > 10000 nM
IC5o (LRRK2-G2019S) = 10 nM IC5o (LRRK2-G2019S) = 64 nM

Abbildung 27: Erzieltes Ergebnis bezlglich der Inhibition von LRRK2.

Zusatzlich konnte durch Docking-Simulationen in der ATP-Bindungstasche von Verbindung
43 eine wichtige Wasserstoffbriicke nachgewiesen werden, welche fur die Aktivitat
ausschlaggebend ist (Vergleich Verbinddi3gund45 in Abbildung 27). Die Bestimmung der
Selektivitat von43 wurde gegenuber 46 humanen Kinasen untersucht. Nur zwei weitere
Kinasen wurden bei einer Konzentration von 1 uM inhibiert. Die LRRK2-Inhibité8xmnd

44 wurden ebenfalls in einem Zebrafisch-Toxizitats-Assay evaluiert und zeigten keine
toxischen Effekte unterhalb von 10 pM.

Im Rahmen eines weiteren Projektes konnten Modulatoren e®ekretase fur die
Behandlung der Alzheimer-Demenz hergestellt werden. Es konnten verschiedene Substanzen

erhalten werden, welche Aktivitaten zwischen 4 uM und 57 uM aufwiesen.

5.2 Ausblick

Die erhaltenen und vorgestellten Ergebnisse bieten Ansatzpunkte flr neue Arbeitshypothesen,
welche in der Zukunft als Grundlage dienen kénnen.

Im Bereich der Wirkstoffforschung ist die Uberwindung der Blut-Hirn-Schranke ein Problem
vieler Substanzen. Aufgrund dessen sollte der Focus auf die Verbesserung der
pharmakologischen Eigenschaften gelegt werden. Ein Parameter ist dabei der clogP-Wert,
ZHOFKHU QeBKivGHVUOAMLQHU DOV VHLQ VROOWH

Erste Versuche die Loslichkeit des Indolinon-basierten FLT3-Inhib&@durch Einfihrung

von Stickstoffatomen im Indol- bzw. in dem Phenylring zu erhdhen, wurden mit Einbul3en
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beziglich der Aktivitat beobachtet. Deshalb sollte im Folgenden von der Synthese weitere
Indolderivate als FLT3-Inhibitoren abgesehen werden.

Die Synthese der Harnstoffderivate mit dem enthaltenen Chinoxalin-Motiv hingegen ist sehr
vielversprechend. Eine Vielzahl der hergestellten Chinoxalin-Derivate weisen eine clogP um
den Bereich von 5 auf und sind somit grenzwertig. Mdglichkeiten zur Erh6hung der

Loslichkeit bestehen durch Einfihrung von Stickstoffgruppen in den Phenylring bzw. durch

Substitution einer Methylgruppe (Abbildung 28).

NN NN
T R \[( R
\N/\ j@[N\ (@) j@[N\ (@)

NN
_ .
7 R
N N (@)
N N
JO®
N

Abbildung 28: Optionen zur Erhdhung der Loslichkeit aktueller Verbindungen.

Um jedoch ein genaueres Verstandnis fur die Lage bzw. lUber die Wechselwirkungen der
Inhibitoren in der ATP-Bindungstasche von FLT3 zu erhalten, wird in Kollaboration mit der
Universitat Frankfurt der FLT3-Inhibit®9 mit der Kinase-Domane von FLT3 co-kristalliert.
Nach Erhalt dieser Daten konnen anschlieRend gezielte Anderung bzw. eine gezielte Struktur-

Aktivitats-Beziehungen vorgenommen werden.

Im Falle der LRRK2-Inhibition ist es sehr aussichtsreich Stickstoffgruppen in den Indolring
einzuflgen, um so die Loslichkeit zu erhdhen (Abbildung 29). Die so erhaltenen Azaindole
sind wesentlich hydrophiler. Des Weiteren kdnnten auch Substitutionen an der 4ten Position
des Indolrings durchgefuhrt werden. Durch Untersuchung der Struktur-Aktivitats-Beziehung
der Indolinone als LRRK2-Inhibitoren wurde gezeigt, dass das Proton an der Hydroxylgruppe
essentiell fir die Aktivitat ist. Durch Variation der Hydroxylgruppe kann der Einfluss

unterschiedlicher Reste auf die LRRK2-Aktivitat untersucht werden.
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R = NH,, CH,, SH

Br
N/
OH OH cl !
N H / ©
- Br Br N
'ﬂ h 0 Y 0] H
N. A\ o) N
N
H H

Abbildung 29: Moglichkeit der Erhéhung der Ldslichkeit durch die Einfihrung von
Stickstoffatomen.
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7 Anhang

7.1 Abbildungsverzeichnis

Abbildung 1: Schematische Darstellung des menschlichen Kinoms, sowie deren wichtige
Hauptgruppen. AGQorotein kinases A, G and C grodpeinhaltet PKA, PKG und PKC
Familien); CAMK: calcium/calmodulin-dependent protein kina€&1: casein kinase;1
CMCG: beinhaltet CDK, MAPK, GSK3, CLK Familien; STBEomologs of yeast sterile
7, sterile 11, sterile 20 kinaseBK: tyrosine kinasgTKL: tyrosine kinase-likeln
Anlehnung an Manningt all® ..o 2

Abbildung 2: Prozentualer Anteil der Tumorlokalisationen bei Krebsneuerkrankungen in

Abbildung 3: Prozentualer Anteil der Krebsneuerkrankungen bei Kinder in Deutschland aus
den Jahren 2003-2012..........c.coiiiieiiee e 3

Abbildung 4: Entstehung der Leukdmien ausgehend von den LT-H8@ {erm
hematopoietic stem cejlgber den myeloischen und lymphatischen
Differenzierungsweges. In Anlehnung an E. Bf8H.........c.oooveeeieeeeeeeeeeeeeeeee, 5

Abbildung 5: Strukturen der Zytostatika von Cytaraldimnd Daunorubicir? fur die
Behandiung der AMIES 20 e, 9

Abbildung 6: 'DV -Klassen-Modelf GHU DNXWHQ P\HORLVFKHQ /HXNIPL
Modell fordert das Auftreten zweier Mutationen aus den Klasse-I und Klasse-Il die
Entwicklung der AML. ATRA (Vitamin-A-Saure bzw. alknsRetinsaureall-trans-

FetiNOIC ACID. 22 29 ...t 11

Abbildung 7: Schematische Darstellung der Ubertragung eikRitosphatgruppe des ATPs
auf ein Substrat. In Anlehnung an Ubersaal® ..o, 12

Abbildung 8: Allgemeine Struktur einer Kinase dargestellt anhand von FLT3 (PDB: 1RJB).
Dargestellt miDiscovery Studio 4 VISUBLIZEL.............coooiiiiiiiiiiiiee e 13

Abbildung 9: Schematische Darstellung der RTKs aus den Klassen I-V. In Anlehnung an
BIUME-JENSERE AL ...ttt ettt 15

Abbildung 10: Links: Schematische Darstellung des FLT3-Rezeptors. TM: Transmembran-
Domane; JM: Juxtamembran-Domane; TK1 und TK2: Tyrosinkinase-Doméne 1 und 2;
Kl: Kinase-Insert, AS: Aktivierungsschleife. Rechts: Kristallstruktur von FLT3 (PDB:
1RJB). Dargestellt miDiscovery Studio 4 VisualiZer............c.oovvveeiiiiiiiiiiiiiiee e, 16

Abbildung 11: Bindung des FLT3-Liganden (FL) mit anschlieRender Homodimerisierung
des Rezeptors. Durch die Aktivierung von FLT3 wird ein intrazellulares Signalnetzwerk
GESHAIEE S 0 ettt 18

Abbildung 12: Auswahl der von der FDA zugelassenen Medikamente fur die
KrebshehandIunBB 0. . ..., 22
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Abbildung 13: Haufig auftretende molekulare Interaktionen in biologischen SystEfé&h.

Abbildung 15: FLT3-Inhibitoren der zweiten Generation, welche speziell fur FLT3
eNtWICKEIt WOIrdEN SINA. ........oiiiiiiiii e 29

Abbildung 16: Die vier unterschiedlichen Arten des Parkinson-Syndroms. Das IPS, auch
Morbus-Parkinson genannt, ist mit ca. 90 % das haufigste aller Parkinson-SyHdfome.
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Symptome der Parkinson-Krankheit &l18..................c.coooviviiiiiceicc e 33

Abbildung 18: Immunhistologische Farbung vonSynuclein. Links: intrazytoplasmatische
Lewy-bodiesn der immunhistologischen Farbung mit Fuchsinrot. Retletsy neurites
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Genehmigung von Dr. med. Roland Heyny-von Haussen (Klinikum Darmstadt). .......... 34

Abbildung 19: Auswahl der zurzeit angewendeten Medikamente zur Behandlung der

Abbildung 20: Haufigkeit des familidren Parkinson-Syndroms im Vergleich zum
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idiopathischen Parkinson-Syndrom. In Anlehnung an Kéeial ™™ ............................ 38
Abbildung 21: Schematische Darstellung deiSynuclein Aggregation nach Reccletal
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Abbildung 22: Schematische lllustration von LRRK2. Domanen: ANIKKyrin-repeat-
domair), LRR (eucine-rich repeat doma)pROC Ras of compleXGTPase)), COR
(C-terminal of Ras am C-terminalen Ende befindet sich eine WD40-Einheit. Die meist
bekanntesten pathogenen Mutationen sind unterhalb der Struktur gezeigt. Mutationen von
R1441 sowie Y1699 erniedrigen die GTPase-Aktivitat, wohingegen G2019S die Kinase-
Aktvitat erhoht. Dies fuhrt dazu, dass die Kinase-Domane die ROC-Domane
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COOKSOME 3 ettt 41
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