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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 îberwin-
den. Solche Inhibitoren sind gegen die meisten klinisch rele-
vanten EGFR-Mutanten sehr wirksam. Da aber ihre inhibi-
torische Aktivit�t maßgeblich durch die kovalent-irreversible
Interaktion bestimmt wird, fîhrt eine kîrzlich 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 zus�tzliche starke
nichtkovalente Bindungsmotive aus und weisen dadurch eine
hohe Potenz gegenîber dem Cystein-mutierten L858R/T790M/
C797S-EGFR-Enzym auf.

Das nichtkleinzellige Bronchialkarzinom z�hlt nach wie vor
zu den Tumoren mit der schlechtesten Prognose und der
hçchsten Mortalit�tsrate.[1] 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.[2] Voraussetzung fîr das An-
sprechen der Patienten ist das Vorhandensein mindestens
einer so genannten aktivierenden Mutation.[3] Die beiden
h�ufigsten Mutationen, die eine derartige Therapie ermçgli-
chen, sind der einfache Aminos�uretausch L858R sowie die
Exon-19-Deletion delE746-A750.[4] NSCLC-Patienten mit
einem dieser Genotypen sprechen in der Regel gut auf eine
Therapie mit einem EGFR-Inhibitor der ersten Generation
an,[5] w�hrend Patienten, deren Tumoren ausschließlich den

Wildtyp(wt)-EGFR aufweisen, kaum von einer Anti-EGF-
Therapie profitieren.[6] Die beiden zugelassenen Aminochin-
azolin-basierten EGFR-Inhibitoren der ersten Generation,
Gefitinib und Erlotinib, zeigen ein sehr potentes und selek-
tives Inhibitionsprofil bezîglich aktivierender EGFR-Mu-
tanten. Letztlich entwickeln aber nahezu alle Patienten, die
zun�chst gut auf eine Anti-EGF-Therapie ansprechen, Re-
sistenzen, denen unterschiedliche Mechanismen zugrunde
liegen.[7] Bei ungef�hr der H�lfte der Patienten l�sst sich eine
zweite Mutation feststellen, die so genannte Gatekeeper-
Mutation T790M, die fîr die beobachtete Resistenz gegen
diese EGFR-Inhibitoren verantwortlich ist.[8] 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 (Cys 797) bindet, îberwunden werden.[9] In jîngster Zeit
wurden Studien publiziert, die bereits Resistenzentwicklun-
gen gegenîber diesen Tyrosin-Kinase-Inhibitoren zeigen.[10]

Dabei enthîllte eine Arbeit das Auftreten einer terti�ren
Punktmutation C797S bei 40 % der Patienten, die mit
AZD9291 (einem mutationsselektiven zugelassenen EGFR-
Inhibitor der dritten Generation, INN: Osimertinib) behan-
delt wurden.[11] Das Fehlen der kovalenten Bindung fîhrt zu
einer deutlich verringerten inhibitorischen Aktivit�t, die mit
einem Selektionsdruck und damit verbundener Resistenz-
entwicklung einhergeht. Diese Erkenntnisse lassen darauf
schließen, dass die Entwicklung neuartiger EGFR-Inhibito-
ren, die auf neuen Strukturklassen mit einzigartigen Selekti-
vit�tsprofilen 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 îberwinden.

Basierend auf einem Selektivit�ts-Screening eines po-
tenten p38-Inhibitors 1 identifizierten wir wt-EGFR als ein
weiteres Target (Abbildung 1).[12] Aufgrund der Potenz, der
moderaten physikochemischen Parameter sowie der hohen
zellul�ren Aktivit�t gegen p38 im Vollblutassay w�hlten wir
diese als erste vielversprechende Leitstruktur. Generell
bergen Pyridinylimidazole ein erhçhtes lebertoxisches Po-
tenzial durch Cytochrom-P450-Inhibition, wenngleich diese
Eigenschaft nicht fîr die komplette Strukturklasse anzuneh-
men ist. In der Vergangenheit haben wir bereits mehrere
Inhibitoren verschiedener Kinasen (z.B. p38-Inhibitoren[13])
basierend auf diesem Grundgerîst mit geringer Hepatotoxi-
zit�t/CYP450-Interaktion entwickelt. Wir untersuchten etwa
2000 strukturell verwandte Substanzen in Hinblick auf ihre
wt-EGFR-Hemmwirkung und konnten dadurch 2 als zweite
Leitstruktur fîr weitere Optimierungen ausw�hlen. Um die
Anf�lligkeit der Inhibitoren gegen eine Cys797-Mutation zu
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minimieren, verfolgten wir einen zweigleisigen Ansatz: Wir
entwickelten einerseits nichtkovalent-reversible EGFR-
Inhibitoren, die zur �berwindung einer durch eine T790M-
Mutation verursachten Resistenz nicht auf eine kovalente
Wechselwirkung mit Cys 797 angewiesen sind, und anderer-
seits kovalent-irreversible EGFR-Inhibitoren mit zus�tzli-
cher starker nichtkovalenter Bindung zum Enzym. Die irre-
versible Bindung der letztgenannten wurde nicht vorder-
grîndig als Mittel zur �berwindung der T790M-Resistenz
angewendet, sondern vor allem zur Steigerung der Verweil-
dauer im Enzym und der Potenz. Beide Konzepte ermçg-
lichten es uns, EGFR-Inhibitoren zu synthetisieren, die im
Unterschied zu irreversiblen Inhibitoren der dritten Gene-
ration zus�tzlich eine hohe Aktivit�t gegen die L858R/
T790M/C797S-Mutante aufweisen (Schema 1).

Computergestîtztes Modellieren verschiedener Derivate
von 1 mit der T790M-Mutante des EGFR-Enzyms lieferte 1a
und 1b, die vorteilhafte Wasserstoffbrîcken zu Asn 842
(Abbildung 2A) im Computermodell zeigen. Außerdem

identifizierten wir die 3-Position des Anilinrests von 2 als
vielversprechende Stelle fîr die Positionierung eines Michael-
Akzeptors, der in der Lage ist, Cys797 (Abbildung 2B) ko-
valent zu binden. Die Einfîhrung einer zus�tzlichen Meth-
oxygruppe (2c) in Position 6 des Anilinrests dient der Ein-
schr�nkung der freien Drehbarkeit um die C-N-Bindung zum
Pyridinring, um den Michael-Akzeptor optimal r�umlich
auszurichten. Zum direkten Vergleich der rein nichtkova-
lenten Hemmeigenschaften synthetisierten wir außerdem
noch die reversiblen Analoga 2b und 2d. Docking-Posen von
1a und 2 c zeigen zweiz�hnige Wasserstoffbrîcken zu Met793
der Gelenkregion (Abbildung 2). Fîr 1a kann zus�tzlich noch
eine Wasserstoffbrîcke zwischen dem Hydroxypropylrest
und Asn 842 beobachtet werden. In diesem Computermodell
zeigt sich fîr 2 c eine intramolekulare Wasserstoffbrîcke
zwischen dem Carbonyl-O-Atom des Acrylamids und dem
Imidazol-NH (Abbildung 2B). Diese zus�tzliche Wasser-
stoffbrîcke friert den Inhibitor mçglicherweise in einer
Konformation ein, die ideal fîr die Bildung einer kovalenten
Bindung zum Cys797 geeignet ist.

Zun�chst testeten wir 1a, 1b und 2a–d auf ihre inhibito-
rischen Aktivit�ten in wt-EGFR-, L858R- und L858R/
T790M-Enzym-Assays (Tabelle 1). 1a und 1b zeigen IC50-
Werte unterhalb der Auflçsungsgrenze der Assays von 0.5 nm
gegenîber dem wt und der L858R-Mutante. Beide Verbin-
dungen haben eine etwas schw�chere Aktivit�t 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 Aktivit�t
ausschließlich auf reversibler Bindung beruht. Beide kova-
lent-irreversiblen Inhibitoren (2 a und 2c) zeigen in allen drei
Assays außerordentlich hohe Hemmaktivit�ten, die jeweils in
IC50-Werten unterhalb der Auflçsungsgrenze der Assays re-
sultieren. Das sehr potente reversible Analogon 2d, mit IC50-
Werten von 0.65, < 0.5 und 34 nm gegenîber wt, L858R bzw.
L858R/T790M, l�sst darauf schließen, dass zur �berwindung
der T790M-Resistenz die kovalente Interaktion von 2c nur
einen untergeordneten Beitrag liefert. Die Bindungseigen-

Abbildung 1. Leitstrukturen aus Screening-Daten. IC50-Werte [nm] aus
einem wt-EGFR-Enzym-Assay.

Schema 1. Rationales, computergestítztes Konzept fír die Synthese
zweier Verbindungsserien, die von 1 und 2 abgeleitet sind.

Abbildung 2. Molecular Modeling von A) 1a und B) 2c in einer
T790M-Rçntgenkristallstruktur (PDB-Code: 2JIU) mittels A) „glide in-
duced fit“- und B) „glide covalent docking“-Plugins. Mçgliche H-Brí-
cken sind als gelb gestrichelte Linien dargestellt.
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schaften von 2 c unterscheiden sich dadurch stark von denen
der irreversiblen EGFR-Inhibitoren der dritten Generation.

Kinetische Studien ergaben Kd-Werte im einstelligen na-
nomolaren Bereich. Es ist deutlich zu erkennen, dass sich der
Kd-Wert von 2c ohne Verdînnung (dunkelgrauer Balken)
kaum von dem Kd-Wert nach 30-facher Verdînnung (hell-
grauer Balken) unterscheidet (Abbildung 3). Das reversible

Analogon 2d hingegen zeigt einen deutlich erhçhten Kd-Wert
nach Verdînnung, was eindeutig auf eine kovalente Inhibi-
tion durch 2c schließen l�sst. Ein weiteres Experiment ohne
Verdînnung mit einer Gesamtzeit von sechs Stunden bis zur
Einstellung des Gleichgewichts (siehe Hintergrundinforma-
tionen) ergab sogar 3–5-fach niedrigere Kd-Werte. Dieser
Befund l�sst auf eine langsame Bindungskinetik des Inhibi-
tors schließen, was bedeutet, dass sich nach einer Stunde kein
vollst�ndiges Gleichgewicht eingestellt hatte.

Da die potentesten Verbindungen 1 a und 2c sehr starke
reversible Bindungsprofile zeigen, wurden sie in einem

EGFR-Assay gegen die Dreifachmutante L858R/T790M/
C797S getestet (Tabelle 2). Die Referenzverbindung WZ4002
zeigt wie erwartet einen starken Verlust an Aktivit�t gegen
diese Kinase (IC50> 7 mm), da der Großteil ihrer Bindungs-
affinit�t in der Bildung einer kovalenten Bindung liegt. 1a
und 2c hingegen haben IC50-Werte im zweistellig nanomola-
ren Bereich (21 bzw. 90 nm) und gehçren 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

1a zeigt hier keine signifikante zellul�re Aktivit�t. Dennoch
ist eine leichte Selektivit�t fîr die beiden Mutationen ge-
genîber dem Wildtyp zu erkennen. Verbindung 2c 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
kîrzlich von der FDA zugelassenen Inhibitor der dritten
Generation. Darîber hinaus zeigt 2c eine hçhere Selektivit�t
(> 700-fach) fîr die doppelt mutierte Zelllinie LXFA NCl-
H1975 gegenîber der wt-Zelllinie LXFA 526.

Ein Screening gegen 410 Kinasen (siehe Hintergrundin-
formationen) best�tigte ein gutes Selektivit�tsprofil 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% Enzymrestaktivit�t) ermittelt, die eine
wichtige Rolle bei verschiedenen Krebsarten (inklusive
NSCLC) zu spielen scheint.[14]

Tabelle 1: Kinase-Inhibitor-Aktivit�ten in verschiedenen EGFR-Assays.

EGFR-IC50 [nm][a]

wt L858R L858R/T790M

1a <0.5* <0.5* 6.6�0.1
1b <0.5* <0.5* 160�61
2a <0.5* <0.5* <0.5*
2b 7.1�0.8 1.3�0.2 211�2.2
2c <0.5* <0.5* <0.5*
2d 0.65�0.01 <0.5* 34�0.2
Staurosporin 17.1 4.2 <0.5*
WZ4002 1.4�0.02 1.1�0.62 <0.5*
AZD9291 <0.5* <0.5* <0.5*

[a] Sterne zeigen IC50-Werte unterhalb der Auflçsungsgrenze des Assays
an.

Abbildung 3. Bindungskinetiken von 2c und 2d (scanKINETIC).
Kd-Werte mit 300-nm-Angabe sind in Wirklichkeit >300 nm.

Tabelle 2: Kinase-Inhibition (Einfachbestimmung) der EGFR-Dreifach-
mutante.

EGFR-IC50 [nm]
L858R/T790M/C797S

1a 21
1b 336
2c 90
2d 167
Staurosporin 1
WZ4002 7294

Tabelle 3: Inhibitoraktivit�t von 2c in verschiedenen klinisch relevanten
Zelllinien.

NSCLC-Zelllinien-IC50 [mm]
LXFA 526
wt

LXFA PC-9
Exon19del

LXFA NCl-H1975
L858R/T790M

1a 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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Die Verbindungen 1a und 1b wurden mithilfe einer von
Selig et al. optimierten Stille-Kupplung fîr Imidazole herge-
stellt (Abbildung 4).[12] Eine Radziszewski-Imidazolsynthese
lieferte die Zwischenstufen 3a und 3b. Das Nitril 3b wurde
zum Amin reduziert und anschließend dreifach Boc-geschîtzt
(4b). Die geschîtzten Imidazole wurden unter Einsatz von
nBuLi und Sn(Bu)3Cl 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)2/XPhos unter Rîckfluss ergaben 5a und
5b. Die Entschîtzung der Kupplungsprodukte in einem HCl/
MeOH-Gemisch unter Rîckfluss fîhrte zu den Endproduk-
ten 1 a und 1b.

Die modulare Herstellung von 2a–d ermçglichte die
Derivatisierung im letzten Schritt vor der Entschîtzung
(Abbildung 5). Kommerziell erh�ltliches 4-Fluoracetophenon
wurde in a-Stellung bromiert (6) und mit S-Methylthiopseu-
doharnstoff cyclisiert und ergab das Imidazol 7 in moderaten

Ausbeuten. Die nachfolgende SEM-Schîtzung 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-Cl hergestellt.[15] Die elektrophile Bromierung des ge-
schîtzten 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 Borons�ureesters)
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
erhçhter Temperatur durchgefîhrt. Eine vor kurzem opti-
mierte Buchwald-Aminierung fîr die Synthese verschiedener
JNK3/p38-Inhibitoren[16] ergab ausgehend vom desacylierten
Amin 11 und den jeweiligen Bromanilinen die Verbindungen
12a–d in guten bis sehr guten Ausbeuten. Durch eine SEM-
Entschîtzung 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 (IC50-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. Außerdem ist diese Ver-
bindung ein potenter Inhibitor der kîrzlich 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 IC50-Werten im pm Be-
reich (Enzym-Assay), der ebenso potent wie Osimertinib,
aber im Vergleich dazu sogar Wildtyp-selektiver in klinisch

Tabelle 4: Inhibitor-Aktivit�t von 2c gegen weitere klinisch relevante
EGFR-Mutanten.

Restaktivit�t 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

Abbildung 4. Synthese von 1a und 1b. Boc= tert-Butoxycarbonyl, DMAP=4-(Dimethylamino)pyridin, MOM= Methoxymethyl,
TIPS= Triisopropylsilyl.
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relevanten Zelllinien ist. Zus�tzlich tr�gt 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 Wirkst�rke der
Verbindung nicht ausschließlich von dieser Wechselwirkung
abh�ngt. Die besonderen Eigenschaften dieser neuen Ver-
bindungen machen sie zu Leitstrukturen fîr die Entwicklung
hochpotenter mutationspezifischer L858R/T790M/C797S-
Inhibitoren.
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Abbildung 5. Synthese von 2a–d. DCM=Dichlormethan, NBS =N-Bromsuccinimid, SEM = 2-(Trimethylsilyl)ethoxymethyl, TFA = Trifluoressigs�u-
re.
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