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Abstract: Die Therapie des nichtkleinzelligen Lungenkarzi-
noms mit Inhibitoren des epidermalen Wachstumsfaktors
(EGFR) ist ein Wettstreit gegen erworbene, durch Mutationen
verursachte Resistenzen. EGFR-Inhibitoren der dritten Gene-
ration wurden gezielt dazu entwickelt, Tumorresistenzen durch
eine kovalente Bindung an Cys797 des Enzyms zu iiberwin-
den. Solche Inhibitoren sind gegen die meisten klinisch rele-
vanten EGFR-Mutanten sehr wirksam. Da aber ihre inhibi-
torische Aktivitit mafigeblich durch die kovalent-irreversible
Interaktion bestimmt wird, fithrt eine kiirzlich in Patienten
nachgewiesene dritte Mutation (C797S) zu einem drastischen
Wirkverlust dieser Arzneimittel. Nun wurde eine neue Struk-
turklasse von reversiblen und irreversiblen EGFR-Inhibitoren
entwickelt. Letztere zeichnen sich durch zusitzliche starke
nichtkovalente Bindungsmotive aus und weisen dadurch eine
hohe Potenz gegeniiber dem Cystein-mutierten L858R/T790M/
C797S-EGFR-Enzym auf.

Das nichtkleinzellige Bronchialkarzinom zdhlt nach wie vor
zu den Tumoren mit der schlechtesten Prognose und der
hochsten Mortalitiitsrate.'! Die meisten Patienten, die ent-
weder einer platinbasierten Chemotherapie oder einem
chirurgischen Eingriff unterzogen wurden, leiden unter Tu-
morrezidiven und Krankheitsprogression. Die Rezeptor-Ty-
rosinkinase EGFR (epidermaler Wachstumsfaktor), aus der
Familie der ErbB-Kinasen, wurde im vergangenen Jahrzehnt
als einer der vielversprechendsten molekularen Angriffs-
punkte in der Therapie des nichtkleinzelligen Lungenkarzi-
noms (NSCLC) identifiziert.”! Voraussetzung fiir das An-
sprechen der Patienten ist das Vorhandensein mindestens
einer so genannten aktivierenden Mutation.’! Die beiden
héufigsten Mutationen, die eine derartige Therapie ermogli-
chen, sind der einfache Aminosiduretausch L858R sowie die
Exon-19-Deletion delE746-A750.) NSCLC-Patienten mit
einem dieser Genotypen sprechen in der Regel gut auf eine
Therapie mit einem EGFR-Inhibitor der ersten Generation
an,’! wihrend Patienten, deren Tumoren ausschlieSlich den
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Wildtyp(wt)-EGFR aufweisen, kaum von einer Anti-EGF-
Therapie profitieren. Die beiden zugelassenen Aminochin-
azolin-basierten EGFR-Inhibitoren der ersten Generation,
Gefitinib und Erlotinib, zeigen ein sehr potentes und selek-
tives Inhibitionsprofil beziiglich aktivierender EGFR-Mu-
tanten. Letztlich entwickeln aber nahezu alle Patienten, die
zunichst gut auf eine Anti-EGF-Therapie ansprechen, Re-
sistenzen, denen unterschiedliche Mechanismen zugrunde
liegen.” Bei ungefihr der Hilfte der Patienten lisst sich eine
zweite Mutation feststellen, die so genannte Gatekeeper-
Mutation T790M, die fiir die beobachtete Resistenz gegen
diese EGFR-Inhibitoren verantwortlich ist.”! Mit EGFR-
Inhibitoren der dritten Generation (Rociletinib, Osimertinib
und WZ4002) kann diese Resistenz vornehmlich durch eine
kovalent-irreversible Hemmung des Enzyms mithilfe eines
Michael-Akzeptors, der an ein nicht katalytisch aktives Cys-
tein (Cys797) bindet, iiberwunden werden.”) In jiingster Zeit
wurden Studien publiziert, die bereits Resistenzentwicklun-
gen gegeniiber diesen Tyrosin-Kinase-Inhibitoren zeigen.!'")
Dabei enthiillte eine Arbeit das Auftreten einer tertidren
Punktmutation C797S bei 40% der Patienten, die mit
AZD9291 (einem mutationsselektiven zugelassenen EGFR-
Inhibitor der dritten Generation, INN: Osimertinib) behan-
delt wurden."Y! Das Fehlen der kovalenten Bindung fiihrt zu
einer deutlich verringerten inhibitorischen Aktivitit, die mit
einem Selektionsdruck und damit verbundener Resistenz-
entwicklung einhergeht. Diese Erkenntnisse lassen darauf
schlieen, dass die Entwicklung neuartiger EGFR-Inhibito-
ren, die auf neuen Strukturklassen mit einzigartigen Selekti-
vitdtsprofilen innerhalb der diversen EGFR-Mutanten ba-
sieren, notwendig ist, um die Entwicklung neuer Resistenzen
gegen EGFR-Inhibitoren der dritten Generation zu unter-
suchen und zu iiberwinden.

Basierend auf einem Selektivitits-Screening eines po-
tenten p38-Inhibitors 1 identifizierten wir wt-EGFR als ein
weiteres Target (Abbildung 1).!”) Aufgrund der Potenz, der
moderaten physikochemischen Parameter sowie der hohen
zelluldren Aktivitiat gegen p38 im Vollblutassay wéhlten wir
diese als erste vielversprechende Leitstruktur. Generell
bergen Pyridinylimidazole ein erhohtes lebertoxisches Po-
tenzial durch Cytochrom-P450-Inhibition, wenngleich diese
Eigenschaft nicht fiir die komplette Strukturklasse anzuneh-
men ist. In der Vergangenheit haben wir bereits mehrere
Inhibitoren verschiedener Kinasen (z.B. p38-Inhibitoren!'*!)
basierend auf diesem Grundgeriist mit geringer Hepatotoxi-
zitdt/CYP450-Interaktion entwickelt. Wir untersuchten etwa
2000 strukturell verwandte Substanzen in Hinblick auf ihre
wt-EGFR-Hemmwirkung und konnten dadurch 2 als zweite
Leitstruktur fiir weitere Optimierungen auswihlen. Um die
Anfilligkeit der Inhibitoren gegen eine Cys797-Mutation zu
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Abbildung 1. Leitstrukturen aus Screening-Daten. |Cso-Werte [nMm] aus
einem wt-EGFR-Enzym-Assay.

minimieren, verfolgten wir einen zweigleisigen Ansatz: Wir
entwickelten einerseits nichtkovalent-reversible EGFR-
Inhibitoren, die zur Uberwindung einer durch eine T790M-
Mutation verursachten Resistenz nicht auf eine kovalente
Wechselwirkung mit Cys797 angewiesen sind, und anderer-
seits kovalent-irreversible EGFR-Inhibitoren mit zusitzli-
cher starker nichtkovalenter Bindung zum Enzym. Die irre-
versible Bindung der letztgenannten wurde nicht vorder-
griindig als Mittel zur Uberwindung der T790M-Resistenz
angewendet, sondern vor allem zur Steigerung der Verweil-
dauer im Enzym und der Potenz. Beide Konzepte ermog-
lichten es uns, EGFR-Inhibitoren zu synthetisieren, die im
Unterschied zu irreversiblen Inhibitoren der dritten Gene-
ration zusidtzlich eine hohe Aktivitit gegen die L858R/
T790M/C797S-Mutante aufweisen (Schema 1).
Computergestiitztes Modellieren verschiedener Derivate
von 1 mit der T790M-Mutante des EGFR-Enzyms lieferte 1a
und 1b, die vorteilhafte Wasserstoffbriicken zu Asn842
(Abbildung 2A) im Computermodell zeigen. AuBerdem

Linker
, &7’ + H-Briickendonor

1a: R" = 3-Hydroxypropy!
1b: R' = 3-(Aminomethyl)phenyl

N cH N CH

' \>\ Sl 3 I \>\Sl 3
‘ N N [ — ‘ N N
N H N H Michael-Akzeptor
HN\@ HND/RS

RZ
2 — 2a-d
Modifikation der

2a: R? = H; R® = Acrylamid

2b: R2 = H; R® = Propionamid
2c: R? = MeO; R® = Acrylamid
2d: R? = MeO; R® = Propionamid

freien Drehbarkeit

Schema 1. Rationales, computergestiitztes Konzept fiir die Synthese
zweier Verbindungsserien, die von 1 und 2 abgeleitet sind.
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Abbildung 2. Molecular Modeling von A) Ta und B) 2c in einer
T790M-Réntgenkristallstruktur (PDB-Code: 2JIU) mittels A) ,glide in-
duced fit“- und B) ,glide covalent docking“-Plugins. Mégliche H-Brii-
cken sind als gelb gestrichelte Linien dargestellt.

identifizierten wir die 3-Position des Anilinrests von 2 als
vielversprechende Stelle fiir die Positionierung eines Michael-
Akzeptors, der in der Lage ist, Cys797 (Abbildung 2B) ko-
valent zu binden. Die Einfithrung einer zusitzlichen Meth-
oxygruppe (2¢) in Position 6 des Anilinrests dient der Ein-
schrinkung der freien Drehbarkeit um die C-N-Bindung zum
Pyridinring, um den Michael-Akzeptor optimal rdumlich
auszurichten. Zum direkten Vergleich der rein nichtkova-
lenten Hemmeigenschaften synthetisierten wir auferdem
noch die reversiblen Analoga 2b und 2d. Docking-Posen von
1aund 2 ¢ zeigen zweizdhnige Wasserstoffbriicken zu Met 793
der Gelenkregion (Abbildung 2). Fiir 1a kann zusétzlich noch
eine Wasserstoffbriicke zwischen dem Hydroxypropylrest
und Asn 842 beobachtet werden. In diesem Computermodell
zeigt sich fiir 2¢ eine intramolekulare Wasserstoffbriicke
zwischen dem Carbonyl-O-Atom des Acrylamids und dem
Imidazol-NH (Abbildung 2B). Diese zusitzliche Wasser-
stoffbriicke friert den Inhibitor moglicherweise in einer
Konformation ein, die ideal fiir die Bildung einer kovalenten
Bindung zum Cys797 geeignet ist.

Zunichst testeten wir 1a, 1b und 2a-d auf ihre inhibito-
rischen Aktivititen in wt-EGFR-, L858R- und L858R/
T790M-Enzym-Assays (Tabelle 1). 1a und 1b zeigen ICs,-
Werte unterhalb der Auflosungsgrenze der Assays von 0.5 nm
gegeniiber dem wt und der L858R-Mutante. Beide Verbin-
dungen haben eine etwas schwichere Aktivitdt von 6.6 bzw.
160 nM im L858R/T790M-Assay. Dennoch ist es uns mit 1a
gelungen, einen hoch potenten, einstellig nanomolaren
L858R/T790M-Inhibitor zu synthetisieren, dessen Aktivitit
ausschlieBlich auf reversibler Bindung beruht. Beide kova-
lent-irreversiblen Inhibitoren (2a und 2¢) zeigen in allen drei
Assays auB3erordentlich hohe Hemmaktivititen, die jeweils in
1C5-Werten unterhalb der Auflosungsgrenze der Assays re-
sultieren. Das sehr potente reversible Analogon 2d, mit ICs,-
Werten von 0.65, < 0.5 und 34 nm gegeniiber wt, L858R bzw.
L858R/T790M, lisst darauf schliefen, dass zur Uberwindung
der T790M-Resistenz die kovalente Interaktion von 2¢ nur
einen untergeordneten Beitrag liefert. Die Bindungseigen-
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Tabelle 1: Kinase-Inhibitor-Aktivititen in verschiedenen EGFR-Assays.

EGFR-ICgo [nm]*?

wt L858R L858R/T790M

Ta <0.5* <0.5* 6.6+0.1
1b <0.5%* <0.5* 160461

2a <0.5% <0.5% <0.5%

2b 7.1+0.8 1.3+0.2 211422

2c <0.5% <0.5% <0.5%

2d 0.65+0.01 <0.5% 344+0.2
Staurosporin 17.1 4.2 <0.5*
WZz4002 1.4+0.02 1.1+£0.62 <0.5%*
AZD9291 <0.5% <0.5% <0.5%

[a] Sterne zeigen ICsy-Werte unterhalb der Auflésungsgrenze des Assays
an.

schaften von 2 ¢ unterscheiden sich dadurch stark von denen
der irreversiblen EGFR-Inhibitoren der dritten Generation.

Kinetische Studien ergaben K;-Werte im einstelligen na-
nomolaren Bereich. Es ist deutlich zu erkennen, dass sich der
KgWert von 2¢ ohne Verdiinnung (dunkelgrauer Balken)
kaum von dem Kj-Wert nach 30-facher Verdiinnung (hell-
grauer Balken) unterscheidet (Abbildung 3). Das reversible
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Tabelle 2: Kinase-Inhibition (Einfachbestimmung) der EGFR-Dreifach-
mutante.

EGFR-ICs [nM]
L858R/T790M/C797S

Ta 21

1b 336

2c 90

2d 167

Staurosporin 1

WZ4002 7294

EGFR-Assay gegen die Dreifachmutante L858R/T790M/
C797S getestet (Tabelle 2). Die Referenzverbindung WZ4002
zeigt wie erwartet einen starken Verlust an Aktivitdt gegen
diese Kinase (IC5,>7 um), da der Grofteil ihrer Bindungs-
affinitdt in der Bildung einer kovalenten Bindung liegt. 1a
und 2c¢ hingegen haben ICs;-Werte im zweistellig nanomola-
ren Bereich (21 bzw. 90 nm) und gehoren somit zu einer neuen
Generation von mutationspezifischen EGFR-Inhibitoren mit
starken reversiblen Bindungseigenschaften, welche die Mu-
tation des Cysteins wesentlich besser zu tolerieren scheinen
als klassische irreversible Inhibitoren der dritten Generation.

Die Proliferationshemmung unserer beiden potentesten
Verbindungen wurde in vitro in einer Auswahl an tumorre-
levanten Zelllinien mit EGFR-Mutationen im Vergleich zum
aktuellen ,,Goldstandard“ getestet (Tabelle 3). Verbindung

Tabelle 3: Inhibitoraktivitit von 2c in verschiedenen klinisch relevanten
Zelllinien.

NSCLC-Zelllinien-1Csq [1tM]

LXFA 526 LXFA PC-9 LXFA NCI-H1975
wt Exon19del L858R/T790M
Ta 3.568 1.050 2.488
2c 14.034 0.005 0.018
Gefitinib 12.838 0.037 12.672
WZ4002 5.847 0.138 0.056
AZD9291 2.976 0.019 0.011
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Abbildung 3. Bindungskinetiken von 2c und 2d (scanKINETIC).
K-Werte mit 300-nm-Angabe sind in Wirklichkeit > 300 nwm.

Analogon 2d hingegen zeigt einen deutlich erhohten K -Wert
nach Verdiinnung, was eindeutig auf eine kovalente Inhibi-
tion durch 2c¢ schlieen lésst. Ein weiteres Experiment ohne
Verdiinnung mit einer Gesamtzeit von sechs Stunden bis zur
Einstellung des Gleichgewichts (siehe Hintergrundinforma-
tionen) ergab sogar 3-5-fach niedrigere K -Werte. Dieser
Befund ldsst auf eine langsame Bindungskinetik des Inhibi-
tors schlieBen, was bedeutet, dass sich nach einer Stunde kein
vollstdndiges Gleichgewicht eingestellt hatte.

Da die potentesten Verbindungen 1a und 2c¢ sehr starke
reversible Bindungsprofile zeigen, wurden sie in einem
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1a zeigt hier keine signifikante zelluldre Aktivitit. Dennoch
ist eine leichte Selektivitit fiir die beiden Mutationen ge-
geniiber dem Wildtyp zu erkennen. Verbindung 2 ¢ ist ein sehr
potenter Inhibitor der klinisch bedeutenden Zelllinien H1975
(18 nm) und LXFA PC-9 (5 nm); diese Werte sind vergleich-
bar mit denen von AZD9291, dem bisher potentesten und
kiirzlich von der FDA zugelassenen Inhibitor der dritten
Generation. Dartiber hinaus zeigt 2 ¢ eine hohere Selektivitat
(>700-fach) fiir die doppelt mutierte Zelllinie LXFA NCI-
H1975 gegeniiber der wt-Zelllinie LXFA 526.

Ein Screening gegen 410 Kinasen (siehe Hintergrundin-
formationen) bestiitigte ein gutes Selektivititsprofil mit
einem Selectivity Score von 0.039 und eine hohe Wirksamkeit
gegen weitere klinisch relevante EGFR-Mutationen (Tabel-
le 4). Als interessantes Off-Target wurde die Tyrosin-Kinase
BRK/PTK6 (2% Enzymrestaktivitdt) ermittelt, die eine
wichtige Rolle bei verschiedenen Krebsarten (inklusive
NSCLC) zu spielen scheint.!!
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Tabelle 4: Inhibitor-Aktivitdt von 2c gegen weitere klinisch relevante
EGFR-Mutanten.

Restaktivitat in %

2c [200 nm]
EGF-R d746-750 7
EGF-R d747-749/A750P 7
EGF-R d747-752/P753S 5
EGF-R d752-759 9
EGF-R G719C 3
EGF-R G719S 7
EGF-R L861Q 4
EGF-R T790M 5

Die Verbindungen 1a und 1b wurden mithilfe einer von
Selig et al. optimierten Stille-Kupplung fiir Imidazole herge-
stellt (Abbildung 4)."” Eine Radziszewski-Imidazolsynthese
lieferte die Zwischenstufen 3a und 3b. Das Nitril 3b wurde
zum Amin reduziert und anschlieBend dreifach Boc-geschiitzt
(4b). Die geschiitzten Imidazole wurden unter Einsatz von
nBuLi und Sn(Bu);Cl stannyliert. Stille-Kreuzkupplungen
mit dem zuvor synthetisierten 4-Chlor-1-(methoxymethyl)-2-
phenyl-1H-pyrrolo[2,3-b]pyridin in Dioxan mit einer 1:3-Mi-
schung aus Pd(OAc),/XPhos unter Riickfluss ergaben 5a und
5b. Die Entschiitzung der Kupplungsprodukte in einem HCl/
MeOH-Gemisch unter Riickfluss fiithrte zu den Endproduk-
ten 1a und 1b.

Die modulare Herstellung von 2a-d ermoglichte die
Derivatisierung im letzten Schritt vor der Entschiitzung
(Abbildung 5). Kommerziell erhiltliches 4-Fluoracetophenon
wurde in o-Stellung bromiert (6) und mit S-Methylthiopseu-
doharnstoff cyclisiert und ergab das Imidazol 7 in moderaten

Zuschriften

Ausbeuten. Die nachfolgende SEM-Schiitzung des deproto-
nierten Imidazols lieferte eine 60:40-Mischung der Regio-
isomere. Das sterisch bevorzugte Isomer 8 wurde durch Er-
hitzen des Gemischs in MeCN mit katalytischen Mengen
SEM-CI hergestellt.” Die elektrophile Bromierung des ge-
schiitzten Imidazols konnte unter kontrollierten Bedingun-
gen und in hohen Ausbeuten in MeCN mit NBS erreicht
werden. Durch die Optimierung der Suzuki-Kupplung aus-
gehend von 9 (portionsweise Zugabe des Boronsiureesters)
konnte die Proto-Deborylierung minimiert und eine ausge-
zeichnete Ausbeute von 10 erhalten werden. Die Desacylie-
rung von 10 wurde unter basischen Bedingungen und unter
erhohter Temperatur durchgefiihrt. Eine vor kurzem opti-
mierte Buchwald-Aminierung fiir die Synthese verschiedener
JNK3/p38-Inhibitoren'® ergab ausgehend vom desacylierten
Amin 11 und den jeweiligen Bromanilinen die Verbindungen
12a-d in guten bis sehr guten Ausbeuten. Durch eine SEM-
Entschiitzung unter milden Bedingungen (TFA in DCM bei
Raumtemperatur) konnten die Endprodukte 2a—d hergestellt
werden.

Es ist uns gelungen, einen sehr potenten, reversiblen
EGFR-L858R/T790M-Inhibitor (ICs,-Wert im einstellig na-
nomolaren Bereich) zu entwickeln, der nicht auf eine kova-
lente Bindung angewiesen ist, um eine starke Bindung im
katalytischen Zentrum zu bilden. Auflerdem ist diese Ver-
bindung ein potenter Inhibitor der kiirzlich entdeckten
Dreifachmutante, die bei Patienten nach Behandlung mit
Inhibitoren der dritten Generation wie Osimertinib nachge-
wiesen wurde. Des Weiteren entwickelten wir einen irrever-
siblen L858R/T790M-Inhibitor mit 1Cs;-Werten im pm Be-
reich (Enzym-Assay), der ebenso potent wie Osimertinib,
aber im Vergleich dazu sogar Wildtyp-selektiver in klinisch

F
o] o  NHsOAc MeOH, N 3a: NaH, MOMCI, THF, OoTIPS
0. RT, 51-56 % 0°C—RT, 41 % N
ﬁ*@wkw;» [ YR TERRAE N
H N
F H N
MOM
3a: R' = 3-((Triisopropylsilyl)oxy)propyl 4a
3b: R" = 3-Cyanpheny!
3b: LiAIH,, THF, Boc
0°C—RT, 80 % F Boc—N
F H,N Boc,0, DMAP, THF, N
RT, 81% I
SR
N N
[N Boc
H 4b
F F
a) n;38ul.ci, _S:_\(’?wsC'- THF, O HCI/MeOH, N
-78° Ruckfluss, 76-98 %
4a,4b S—R! . S—R!
a, b o —o L B
I H
| N ,\} _ N 1a: R' = 3-Hydroxypropyl
NN N / 1b: R = 3-(Aminomethyl)pheny!
MOM MOM

, Pd(OAc),/X-Phos, Dioxan,
Ruckfluss, 66-94 %

5a: R" = 3-((Triisopropylsilyl)oxy)proypl; R = MOM

5b: R'= 3-(((tert-Butoxycarbonyl)amino)methyl)phenyl; R = Boc

Abbildung 4. Synthese von 1a und 1b. Boc = tert-Butoxycarbonyl, DMAP = 4-(Dimethylamino) pyridin, MOM = Methoxymethyl,

TIPS =Triisopropylsilyl.
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2a: R' = H; R2 = Acrylamid

2b: R" = H; RZ = Propionamid
2¢: R' = MeO; R? = Acrylamid
2d: R" = MeO; R? = Propionamid

Abbildung 5. Synthese von 2a—d. DCM = Dichlormethan, NBS = N-Bromsuccinimid, SEM = 2-(Trimethylsilyl)ethoxymethyl, TFA=Trifluoressigsau-

re.

relevanten Zelllinien ist. Zusétzlich tragt die Verbindung eine
starke reversible Bindungskomponente und hemmt die
EGFR-Dreifachmutante im niedrigen nanomolaren Bereich.
Wir konnten zeigen, dass die Bildung einer kovalenten Bin-
dung die Potenz und Verweildauer eines Inhibitors im Ziel-
enzym verbessern kann, wohingegen die Wirkstiarke der
Verbindung nicht ausschlieBlich von dieser Wechselwirkung
abhingt. Die besonderen Eigenschaften dieser neuen Ver-
bindungen machen sie zu Leitstrukturen fiir die Entwicklung
hochpotenter mutationspezifischer L858R/T790M/C797S-
Inhibitoren.
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