
Internationale Ausgabe: DOI: 10.1002/anie.201502142Wirkstoff-Design Hot Paper
Deutsche Ausgabe: DOI: 10.1002/ange.201502142

Kovalent-allosterische Kinase-Inhibitoren**
Jçrn Weisner, Rajesh Gontla, Leandi van der Westhuizen, Sebastian Oeck, Julia Ketzer,
Petra Janning, Andr¦ Richters, Thomas Mîhlenberg, Zhizhou Fang, Abu Taher,
Verena Jendrossek, Stephen C. Pelly, Sebastian Bauer, Willem A. L. van Otterlo und
Daniel Rauh*

Abstract: Proteinkinasen repr�sentieren wichtige Knoten-
punkte intrazellul�rer Signalwege und sind somit an vielen
physiologischen und pathologischen Prozessen beteiligt.
Konformations-abh�ngige Eigenschaften dienen hierbei der
Feinregulation ihrer enzymatischen Aktivit�t und Katalyse-
unabh�ngigen Funktionen. Die Stabilisierung definierter
Konformationen ermçglicht detaillierte Analysen solcher
Konformations-abh�ngiger Funktionen. Hier beschreiben wir
das strukturbasierte Design, die Synthese und die Charakteri-
sierung Pleckstrin-Homologie(PH)-Dom�nen-abh�ngiger
Akt-Inhibitoren, die einen neuartigen kovalent-allosterischen
Bindungsmodus aufweisen. Durch die kovalente Modifizie-
rung bestimmter Cysteine stabilisieren diese Molekîle die in-
aktive Kinasekonformation irreversibel. Ihre betr�chtliche
Inhibitorwirkung und Selektivit�t bezîglich verwandter Pro-
teinkinasen machen sie zu einem neuartigen Hilfsmittel fîr die
Erforschung chemisch-biologischer und medizinischer Frage-
stellungen.

In den letzten beiden Jahrzehnten sind Proteinkinasen zu
zentralen Zielstrukturen der modernen Wirkstoff-Forschung
geworden.[1] Es konnten kleine organische Molekîle entwi-
ckelt werden, die fehlregulierte Kinasen bei Krebs, Autoim-
mun- sowie neurodegenerativen Erkrankungen adressieren
und modulieren.[2] Trotz der generell hohen Strukturhomo-
logie innerhalb der Kinase-Familie, besonders im Fall der
ATP- und Substratbindungstasche, konnten potente und se-
lektive orthosterische Inhibitoren identifiziert werden. Zum
Beispiel sind Erlotinib und Gefitinib von der FDA zugelas-
sene ATP-kompetitive Wirkstoffe und finden Anwendung in

der Erstlinientherapie des nicht-kleinzelligen Lungenkarzi-
noms.[3] Darîber hinaus wurden allosterische Inhibitoren
entwickelt, die enzymatisch inaktive Konformationen stabi-
lisieren,[4] sowie kovalent bindende Molekîle, die weniger
konservierte, nicht-katalytische Cysteine adressieren. Fîr
beide Substanzklassen konnten verbesserte Selektivit�ten
und inhibitorische Aktivit�ten nachgewiesen werden.[5] Dies
resultiert in erhçhter Wirksamkeit und verminderten Ne-
benwirkungen bei der gezielten und personalisierten Thera-
pie von Krebspatienten.[6]

Die Proteinkinase Akt ist ein Multidom�nenenzym und
hat außer der katalytisch aktiven Kinasedom�ne noch eine
regulatorische Pleckstrin-Homologie(PH)-Dom�ne. Im Zuge
der Stimulation und Aktivierung Wachstumsfaktor-abh�ngi-
ger Signalwege dient die PH-Dom�ne der Rekrutierung an
die Zellmembran, wo Akt von der Kinase PDK1 phos-
phoryliert und aktiviert wird.[7] Der PI3K/Akt-Signalweg re-
guliert einen Großteil aller zellul�ren Prozesse, zu denen auch
die so genannten „hallmarks of cancer“ gehçren.[8] Die
Fehlregulation von Akt ist deshalb oftmals mit der neoplas-
tischen Transformation gesunder Zellen sowie mit einer er-
hçhten Resistenz zahlreicher solider Tumoren gegenîber
Chemo- und Radiotherapie verbunden.[9] Wegen der zentra-
len Rolle von Akt in vielen Signalwegen und der h�ufigen
Fehlregulation in Tumoren ist diese Proteinkinase ein be-
sonders interessantes Zielmolekîl bei der Behandlung von
Krebspatienten.[8] Allosterische, PH-Dom�nen-abh�ngige
Akt-Inhibitoren weisen einen einzigartigen Bindungsmodus
auf. Liganden wie MK-2206,[10] dessen Eigenschaften und
Wirksamkeit derzeit in klinischen Studien untersucht werden,
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binden an der Grenzfl�che zwischen der PH- und der Kinase-
Dom�ne und stabilisieren dadurch die geschlossene, inaktive
Konformation von Akt (Abbildung 1).[11] Kîrzlich konnte
gezeigt werden, dass Akt îber Kinase-unabh�ngige, aber
Konformations-abh�ngige Funktionen das �berleben von
Krebszellen fçrdern kann.[12] Die chemische Modulation und
Disruption solcher Interdom�nen-Wechselwirkungen erçff-
nen eine Strategie zur Analyse von Kinasefunktionen jenseits
der enzymatischen Katalyse. Die Analyse von Kristallstruk-
turen von Akt im Komplex mit den allosterischen Inhibitoren
Akti-1/2 (PDB-Code: 3O96)[13] und 12j (PDB-Code:
4EJN)[14] offenbarte die Gegenwart von zwei nicht-katalyti-
schen Cysteinen an den Positionen 296 und 310 innerhalb der
Aktivierungsschleife (Abbildung S2 der Hintergrundinfor-
mationen). Die redoxempfindlichen Reste Cys296 und
Cys310 befinden sich dabei in r�umlicher N�he zu diesen
Inhibitoren und kçnnen mçglicherweise durch Cystein-reak-
tive, kovalente Sondenmolekîle adressiert werden.[15]

Das Ziel dieser Arbeit bestand somit aus der Entwicklung
neuartiger Akt-Inhibitoren, welche die herausragende Se-
lektivit�t PH-Dom�nen-abh�ngiger Liganden[16] mit den
pharmakologischen und therapeutischen Vorteilen irreversi-
bler Modulatoren, wie gesteigerter
Verweilzeit am Zielprotein und er-
hçhter inhibitorischer Potenz,
kombinieren.[5c] Wir berichten îber
das Design, die Synthese sowie die
biochemische und zellul�re Cha-
rakterisierung PH-Dom�nen-ab-
h�ngiger, kovalent-allosterischer
Akt-Inhibitoren (KAIs) als inno-
vative Hilfsmittel zur Analyse Ka-
talyse-unabh�ngiger Funktionen
von Akt und Proteinkinasen im
Allgemeinen.

Ausgehend von 1,6-Naphthyridinon-[17] und Imidazo-1,2-
pyridin-Grundgerîsten,[18] die bereits als Kernstrukturen al-
losterischer Akt-Inhibitoren bekannt sind, wurden zwei
Elektrophil-haltige Sondenmolekîle (1a und 2a) designt und
synthetisiert, um Cys296 und Cys310 zu adressieren (Abbil-
dung 1). Zus�tzlich wurden die reversiblen Gegenstîcke 1b
und 2b hergestellt. Alle synthetisierten Molekîle wurden
mithilfe des iFLiK-Assays (iFLiK: interface Fluorescent
Labels in Kinases),[19] der die Identifikation PH-Dom�nen-
abh�ngiger Akt-Liganden ermçglicht, auf ihre Bindungsaffi-
nit�t zu einem Fluorophor-markierten Akt1-Konstrukt ana-
lysiert (Tabelle 1 und Abbildung S2).

Die erhaltenen Daten zeigten �hnliche Bindungsaffinit�-
ten fîr das Sondenmolekîl 1a und den Referenzinhibitor
MK-2206 [(58� 8) bzw. (69� 13) nm], wohingegen 2a eine
signifikant geringere Affinit�t fîr Akt1 aufwies
[(795� 176) nm]. Die reversiblen Analoga 1b und 2b hatten
zudem vergleichbare Dissoziationskonstanten [(62� 12) bzw.
(797� 180) nm]. Diese Befunde sind îbereinstimmend mit
der Tatsache, dass bei dem verwendeten Akt1-Protein alle
oberfl�chenexponierten Cysteine, darunter auch Cys296 und
Cys310, durch Serine ausgetauscht wurden, um eine ortsspe-

Tabelle 1: Halbmaximale inhibitorische Konzentrationen (IC50), kinakt/Ki und Dissoziationskonstanten
(Kd) von Referenzmolekílen und KAI. n.r. = keine Signal�nderung bis 100 mm.

wtAkt1 iFLiK-Akt1
(E49C/C296S/C310S/C344S)

Verbindung IC50 [nm] kinakt/Ki [mm¢1 s¢1] Kd [nm]

MK-2206 6.5�0.8 – 69�13
GSK690693 2.3�0.3 – n.r.
1a 0.2�0.1 3.29�0.40 58�8
1b 7.5�2 – 62�12
2a 372�48 0.0023�0.0003 795�176
2b 992�328 – 797�180

Abbildung 1. Schematische Strukturen von Akt in der aktiven und inaktiven Konformation. ATP-kompetitive Inhibitoren adressieren die Kinase-
Dom�ne von Akt (links). Allosterische PH-Dom�nen-abh�ngige Akt-Inhibitoren (blau) binden reversibel an die Grenzfl�che zwischen der Kinase-
und der PH-Dom�ne (Mitte). Kovalent-allosterisch PH-Dom�nen-abh�ngige Inhibitoren (grín) stabilisieren irreversibel die enzymatisch inaktive
Konformation. Chemische Strukturen von KAI 1a und 2a sowie ihrer reversiblen Analoga 1b und 2b.
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zifische Markierung mit dem Fluorophor zu ermçglichen. Zur
weiteren Charakterisierung der synthetisierten Sondenmole-
kîle wurden deren inhibitorische Potenzen in aktivit�tsba-
sierten Experimenten unter Verwendung von aktiviertem
Wildtyp-Akt1 (Tabelle 1 und Abbildung S3) und aktiviertem
DPH-Akt1 (Abbildung S4) analysiert. Hierbei zeigte 2a eine
moderate Inhibition der enzymatischen Aktivit�t von Akt im
Vergleich zu den Referenzmolekîlen MK-2206 und
GSK690693 [(372� 48) gegenîber (7� 1) bzw. (2� 1) nm].
Fîr 1a hingegen konnte eine subnanomolare halbmaximale
inhibitorische Konzentration nachgewiesen werden
[(0.2� 0).1 nm]. Die reversiblen Analoga 1b und 2b wiesen
hingegen einen 10-fach bzw. 4-fach hçheren IC50-Wert auf,
was auf einen kovalenten Bindungsmodus von 1a und 2a
schließen ließ. Zudem konnten mithilfe zeitabh�ngiger IC50-
Bestimmungen zus�tzliche Hinweise fîr eine kovalente Mo-
difizierung von Akt1 durch 1a erhalten werden (Abbil-
dung S5). Die kinetische Charakterisierung der hergestellten
Sondenmolekîle durch die Bestimmung von kinakt/Ki ver-
deutlichte die besseren Inhibitionseigenschaften von 1a ge-
genîber denen von 2a bezîglich der Bindungsaffinit�t sowie
der Bildung des kovalenten Enyzm-Ligand-Komplexes (Ta-
belle 1 und Abbildung S6). Auch ein Vergleich mit dem
Wirkstoff MK-2206, der unter anderem fîr die Behandlung
von HER2-positiven soliden Tumoren sowie akuter myelo-
ischer Leuk�mie getestet wird,[20] veranschaulichte die îber-
legenen inhibitorischen Eigenschaften von 1a.

Fîr die weitere Untersuchung des Bindungsmodus von 1a
und 2a wurden ESI-MS-basierte Experimente durchgefîhrt.
Hierbei konnten Verschiebungen in den dekonvolutierten
Massenspektren fîr rekombinantes Wildtyp-Akt1 beobachtet
werden, das zuvor mit 1a oder 2a inkubiert worden war. Die
detektierten Massenzunahmen (587 bzw. 572 Da) entspra-
chen den jeweils einfach modifizierten Akt1-Konstrukten
verglichen mit DMSO-behandeltem Akt1 (Abbildung 2).
Auch diese Ergebnisse ließen auf einen kovalenten Bin-
dungsmodus schließen, der wegen der Resultate der aktivi-
t�tsbasierten Studien (Tabelle 1) bereits erwartet worden war.

Durch ESI-MS/MS-Analysen von Akt1, das zuvor mit 1a
oder 2a behandelt und anschließend tryptisch verdaut
worden war, konnten die designierten Cysteine an den Posi-
tion 296 und 310 als modifizierte Reste identifiziert werden
(Abbildung S7). Hierbei wurden Peptidfragmente detektiert,
welche die jeweiligen Cysteine 296 und 310 inklusive des je-
weiligen Molekîls enthielten. Die erhaltenen Ergebnisse
verdeutlichten, dass keine Pr�ferenz der Sondenmolekîle fîr
eines der beiden Cysteine vorhanden ist, woraus auf eine
generelle kovalente Adressierbarkeit dieser beiden Reste
geschlossen wurde (Abbildung S7).

Im n�chsten Schritt wurde die Selektivit�t von Sonden-
molekîl 1a fîr Akt1 gegenîber Proteinkinasen mit �hnlichen
Charakteristika analysiert. Dazu wurden insbesondere
a) Kinasen der AGC-Familie, b) Kinasen mit einer PH-
Dom�ne und c) Kinasen mit Cysteinen innerhalb der Akti-
vierungsschleife ausgew�hlt. Eine Auswahl von 100 Protein-
kinasen wurde anschließend mithilfe des SelectScreen Kinase
Profiling Service von LifeTechnologies charakterisiert (Ta-
belle S1).

Von den ausgew�hlten Kinasen zeigten lediglich die Akt-
Isoformen 1–3 eine signifikante Inhibition (> 80%) bei einer
Konzentration von 1 a von 1 mm (Tabelle S1). Die vierthçchste
Inhibition (37%) wurde fîr MAP4K5 erzielt, die keine der
drei oben genannten Kriterien erfîllt, jedoch bei der Selek-
tivit�tsanalyse eines substratkompetitiven, Phenylalanin-ba-
sierten Akt-Inhibitors ebenfalls eine moderate Inhibition
aufwies.[21] Darîber hinaus zeigten die Ergebnisse fîr PKCq

(35 % Inhibition), MAPKAPK2 (30 %) und MELK (30%)
sowie 43 weitere Kinasen (< 30%), dass analoge Cysteine
innerhalb der Aktivierungsschleife keine unspezifische Inhi-
bition durch 1a hervorrufen. Die vorliegenden Resultate
untermauern somit die herausragende Selektivit�t von 1a fîr
Akt-Isoformen gegenîber sequenziell und strukturell �hnli-
chen Kinasen.

Zur weiteren Charakterisierung von 1a wurden zellul�re
Studien mit Prostatakrebs- (PC3), Brustkrebs- (BT474) und
gastrointestinalen Stromatumorzellen (GIST-T1) durchge-
fîhrt. Diese Zelllinien weisen genetische L�sionen im PI3K/
Akt-Signalweg auf (PC3: PTEN-/-; BT474: PI3K mut,
HER2 + ; GIST-T1: c-KIT mut), die in unterschiedlichen
Konzentrationen von phospho-Akt unter basalen Bedingun-
gen resultieren. Diese Modellsysteme wurden fîr Western-
Blot-Analysen verwendet, um die Zellpermeabilit�t von 1a
sowie dessen Wirkung auf die Phosphorylierung von Akt1
und nachgeschalteten Substraten wie GSK3b zu untersuchen.
Die Zugabe von MK-2206 als Referenzinhibitor und von 1a
fîhrte zur dosisabh�ngigen Dephosphorylierung von Akt1 an
Thr308 sowie Ser473 in PC3- und BT474-Zellen; diese Be-
funde stimmten mit der gesteigerten Dephosphorylierung von
GSK3b als Substrat von Akt1 îberein (Abbildung S8).

Abbildung 2. a) Dekonvolutierte Massenspektren von Akt1, das mit
DMSO (oben), 1a (Mitte) und 2a (unten) inkubiert wurde. Massendif-
ferenzen im Vergleich zur DMSO-behandelten Kontrolle sind darge-
stellt als D-Werte und demonstrieren die kovalente Modifikation von
Akt1 mit 1a und 2a. b) Kinomdendrogramm von 1a. Bei einer Konzen-
tration von 1a von 1 mm zeigten nur Akt1, Akt2 und Akt3 eine signifi-
kante Inhibition (98, 96 bzw. 83%), wohingegen die restlichen 97 Kina-
sen weniger als 40% inhibiert wurden. Die Profilierungsstudien
wurden mithilfe des SelectScreen Profiling Service von LifeTechnolo-
gies durchgefíhrt. Das Kinomdendrogramm wurde adaptiert von
Kinome Render,[22] und die Abbildung wurde unter Einverst�ndnis von
Cell Signaling Technology, Inc. (http://www.cellsignal.com) reprodu-
ziert.
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Die Selektivit�t von 1a fîr Akt1 wurde zudem in GIST-
T1-Zellen demonstriert, wobei onkogene Proteinkinasen wie
c-KIT und Erk1/2 nicht von unserem Sondenmolekîl adres-
siert wurden (Abbildung 3). Aus diesen Beobachtungen
wurde geschlossen, dass 1a als zellpermeabler, selektiver
Modulator von Akt in verschiedenen Krebszelllinien ver-
wendet werden kann. Hierzu z�hlen beispielsweise die An-
wendung als molekulare Sonde in chemisch-biologischen
Studien sowie die Weiterentwicklung als irreversibles
Krebstherapeutikum.

Wir haben hier das rationale Design, die Synthese und die
Charakterisierung neuartiger allosterischer Inhibitoren be-
schrieben, die Cys296 und Cys310 in der Proteinkinase Akt
irreversibel modifizieren. Die kovalente Modulation von
Akt1 durch die hier vorgestellten Inhibitoren wurde mithilfe
der Massenspektrometrie nachgewiesen, wobei stets einfach
modifizierte Spezies detektiert wurden.

Zus�tzlich zu vielversprechenden biochemischen Eigen-
schaften wie inhibitorischer Potenz und Selektivit�t bezîglich
verwandter Proteinkinasen konnten auch relevante Effekte in
zellul�ren Studien erzielt werden, die vergleichbar mit denen
fîr den Referenzinhibitor MK-2206 sind. Weiterhin konnte
demonstriert werden, dass die kovalente Adressierung von
nicht-katalytischen Cysteinen in Akt mit strukturell unter-
schiedlichen Molekîlen realisierbar ist. Diese funktionellen
Sonden kçnnen fîr die Modulation von Akt in investigativen
Studien der chemischen Biologie und Systembiologie von
Bedeutung sein. Dieser Machbarkeitsnachweis veranschau-
licht das enorme Potenzial der hier vorgestellten kovalent-
allosterischen Inhibitoren (KAIs) in der gezielten und per-

sonalisierten Therapie von Krebspatienten, bei denen die
�beraktivierung von Akt in pathologischen Prozessen von
Bedeutung ist. Darîber hinaus unterstreicht diese Arbeit die
entscheidende Bedeutung der Identifizierung, der Charakte-
risierung sowie des Verst�ndnisses fundamentaler molekula-
rer Mechanismen, die die Entwicklung von Krebs induzieren,
regulieren und kontrollieren.

Stichwçrter: Interdom�nen-Interaktionen · Krebs ·
Medizinische Chemie · Tumortherapeutika · Wirkstoff-Design
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