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Abstract: Die zielgerichtete Therapie erworbener Wirkstoff-
resistenz stellt die grofite Herausforderung in der Behandlung
von EGFR-abhdingigem nicht-kleinzelligen Lungenkrebs
(NSCLC) dar. Hier berichten wir iiber die strukturbasierte
Entwicklung, Synthese und biologische Evaluierung einer
neuen Klasse von kovalenten EGFR-Inhibitoren, die sich
durch eine exzellente Inhibition wirkstoffresistenter, EGFR-
mutierter Zellen auszeichnet. Rontgenkristallstrukturen in
Kombination mit Bindungskinetiken fiihren zu einem tieferen
Verstindnis des Inhibitionsmechanismus in EGFR-T790M
und liefern Erkenntnisse iiber Schliisselaspekte fiir die effektive
Inhibition der kiirzlich entdeckten tertiiren EGFR-C797S-
Mutation.

Zielgerichtete Therapien haben die Behandlung von
Krebspatienten grundlegend revolutioniert, verlieren jedoch
héufig durch das Auftreten von Resistenzmutationen an Ef-
fektivitit. Die EGFR-Inhibitoren der ersten Generation,
Gefitinib und Erlotinib, erreichten objektive Ansprechraten
von 50-80 % im EGFR-abhédngigen nicht-kleinzelligen Lun-
genkarzinom (NSCLC).! Wihrend das mittlere progressi-
onsfreie Uberleben verdoppelt wurde, erfuhren iiber 80%
der Patienten innerhalb eines 18-monatigen Behandlungs-
zeitraums eine Progression des Tumors. Durch Biopsien des
resistenten Tumorgewebes wurde eine Punktmutation der
Tiirsteher-Aminosiure (T790M) aufgedeckt.”! Der Aus-
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tausch des Threonins durch ein Methionin fiihrt zur sterischen
Abstofung der Inhibitoren der ersten und zweiten Genera-
tion (Afatinib und Dacomitinib) und zu einer geringfiigig
verdanderten Bindungsgeometrie, die in einem Verlust der
inhibitorischen In-vitro- und In-vivo-Aktivitit resultiert.l”
Die dritte Generation von EGFR-Inhibitoren (WZ4002,
EGF816 (Nazartinib), AZD9291 (Osimertinib) und CO-1686
(Rociletinib)) wirkt ebenfalls kovalent und alkyliert Cys797
am Rande der ATP-Bindungstasche, wobei diese im Gegen-
satz zur zweiten Inhibitorgeneration gezielt entwickelt
wurden, um sterische Konflikte mit dem Tirsteher (Met790)
zu vermeiden (Abbildung 1a).
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Abbildung 1. a) Dritte Generation von EGFR-Inhibitoren. b) Neue Serie
kovalenter Pyrazolopyrimidine.

Eine effektive Behandlung von Patienten mit diagnosti-
zierter EGFR-T790M-Mutation mit Tyrosinkinaseinhibitoren
ist jedoch durch neue Resistenzmutationen eingeschrinkt.r
Die kiirzlich in der Kinasedomine entdeckte Resistenzmu-
tation C797S verhindert die Bildung einer kovalenten Bin-
dung der Inhibitoren der dritten Generation, wodurch diese
ihre Wirksamkeit verlieren. Dieses Problem verdeutlicht die
Notwendigkeit einer neuen Klasse an Inhibitoren, die effektiv
die wirkstoffresistenten EGFR-Varianten (L858R/T790M
und L858R/T790M/C797S) inhibiert.

Wir berichten hier iiber die strukturbasierte Entwicklung,
Synthese und biologische Evaluierung einer neuen Klasse
kovalenter Pyrazolopyrimidine mit hoher Affinitdt zum Me-
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dus der Verbindungen, sondern zeigten auch elementare EGFRM d 4 b b dd b
Aspekte auf, um die kiirzlich entdeckte C797S-Resistenz- p:%ﬁ_ ol b

mutation zu adressieren. Wir fokussierten uns auf zwei As-
pekte, die wir als entscheidend fiir die Entwicklung neuer
EGFR-Inhibitoren mit Wirksamkeit gegen die T790M-Mu-
tation erachteten. Wir zielten erstens darauf ab, einen kova-
lenten Inhibitor zu entwerfen, der mit einem hinsichtlich
Geometrie und Orientierung optimierten Elektrophil zur
Alkylierung von Cys797 versehen ist. Zweitens war es unser
Ziel, eine sterische Interferenz mit dem Methionin-Tiirste-
herrest zu vermeiden und gleichzeitig dessen hydrophoben
Charakter fiir zusédtzliche lipophile Wechselwirkungen zu
nutzen, um Affinitit sowie Selektivitit fiir EGFR-T790M zu
verbessern. Wir konzentrierten uns daher auf die 4-Amino-
pyrazolopyrimidin-Struktur, da diese ein bekanntes Element
zur Bindung der Scharnierregion bietet und synthetisch gut
zuginglich ist. Wir wiéhlten als Michael-Akzeptor ein Acryl-
amid, das tiber einen 3-Piperidin-Substituenten eingebracht
wurde (Abbildung 1b), wohingegen eine Derivatisierung an
der C3-Position des Pyrazolopyrimidins erfolgte. Um mogli-
che positive Wechselwirkungen zwischen lipophilen Substi-
tuenten und Met790, bei gleichbleibendem Kontakt zur
Scharnierregion, zu untersuchen, wurde eine neue allgemeine
Syntheseroute fiir die Pyrazolopyrimidine la—c etabliert
(Abbildung S1). Wir evaluierten die inhibitorische Wirk-
samkeit der Verbindungen la—c in der wirkstoffresistenten
NSCLC-Zelllinie H1975 mit EGFR-L858R/T790M-Mutation
und der Zelllinie A431 mit EGFR-Wildtyp (Tabelle 1). Die

Tabelle 1: Inhibition des Zellwachstums (Gls,) von Referenzverbindun-
gen und Pyrazolopyrimidinen.

Verbindung Glso [um] fiir NSCLC-Zelllinien
A431(WT) H1975(L858R/T790M)
Ta 89+£5.7 0.21£0.07
1b 24+£75 0.49+0.32
Tc 3615 0.14£0.06
EGF816 39£1.4 0.27£0.07
CO-1686 1.7+0.12 0.124+0.05
AZD9291 0.67+0.23 0.02+0.01

gesamte Serie zeigte einen exzellenten inhibitorischen Effekt
auf H1975-Zellen (0.21 pm, 0.49 um, und 0.14 um fiir 1a, 1b
und 1¢) mit einer geringeren Wirkung (26-49-fach) in A431-
Zellen, was mit der in den aktivitdtsbasierten Assays beob-
achteten Mutantenselektivitit iibereinstimmt. Des Weiteren
charakterisierten wir 1a-c¢ sowie den EGFR-Inhibitor der
dritten Generation WZ4002 als Referenzverbindung in zel-
luldren Studien in A431- und H1975-Zellen in Hinblick auf
deren Einfluss auf die Phosphorylierung von EGFR und
weiterer Proteine in der nachgeschalteten Signalkaskade
(Abbildung 2 und S1).

Die Behandlung der H1975-Zellen mit 1¢ verursachte
eine deutliche dosisabhéngige Reduktion der Phosphorylie-
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Abbildung 2. Western-Blot von 1c in (a) A431 (EGFR-WT) und (b)
H1975 (L858R/T790M) Zelllinien. AuRer der Kontrolle wurden alle
Zellen mit EGF (50 ngmL ") stimuliert. Verbindung 1c reduzierte die
Phosphorylierung von EGFR und nachgeschalteter Proteine pAkt,
pMAPK und pS6 in H1975-Zellen, zeigte aber keinen signifikanten
Effekt in A431-Zellen.

rung von EGFR (Tyr1068), wohingegen der entsprechende
Effekt in den A431-Zellen nur marginal war. Diese Beob-
achtungen stimmen mit den zuvor dargestellten Ergebnissen
iiberein und stiitzen das bemerkenswerte mutantenselektive
Inhibitionsprofil von 1e.

Zudem zeigte 1lc einen Einfluss auf nachgeschaltete
Phosphorylierungen in der EGFR-Signalkaskade und redu-
zierte den Anteil an pAkt, pMAPK und pS6 in H1975-Zellen.
Zusitzlich bestimmten wir die inhibitorische Aktivitdt von
la—c in einem aktivitédtsbasierten Assay fiir EGFR-Wildtyp
(WT), die Aktivierungsmutante (L858R) sowie fiir die beiden
wirkstoffresistenten Mutanten (L858R/T790M und L858R/
T790M/C797S) (Tabelle 2). Die drei kovalenten Pyrazolo-
pyrimidine zeigten eine hohe Potenz gegen die EGFR-Mu-
tanten L858R und L858R/T790M mit ICs-Werten im ein-
stelligen nanomolaren Bereich, wobei der ICs,-Wert von 1c¢
(2-Naphthyl-Substituent) bemerkenswerterweise sogar im
sub-nanomolaren Bereich lag. Alle getesteten Pyrazolopyr-
imidine zeigten zusétzlich eine ausgepridgte Mutantenselek-
tivitdt mit geringerer Inhibition des Wildtyps (bis zu 31-fach).
Beachtenswert ist die hohe Potenz (88 nm) von 1¢ gegen die
zweite erworbene Resistenz EGFR-L858R/T790M/C797S.
Diese Ergebnisse weisen auf die kovalente Inhibition als
Ursache fiir die sub-nanomolare Aktivitdt hin, da die
Punktmutation des Cysteins zu einem Serin (C797S) eine
kovalente Modifikation verhindert. Irreversible Inhibitoren
verfiigen aufgrund der Fahigkeit, eine kovalente Bindung zu
bilden, iiber einzigartige Bindungseigenschaften. Im Zuge
einer vollstindigen Charakterisierung der Pyrazolopyrimi-
dine wurden deren Bindungskinetiken untersucht. Zur Be-
stimmung von Geschwindigkeit und Effizienz der Bildung
einer kovalenten Bindung von 1a—c (und der Referenzver-
bindungen) ermittelten wir die entsprechenden Kj- und ki,
Parameter fir EGFR-WT, -L858R, -L858R/T790M und
-L858R/T790M/C797S durch einen zeitaufgelosten aktivi-
titsbasierten Assay (Tabelle 2)."! Die Verbindungen 1la—c
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Tabelle 2: Halbmaximale inhibitorische Konzentration (ICs,) und kinetische Parameter K;, kinaee und kinae/K; fiir Referenzverbindungen und Pyrazolo-
pyrimidine 1a—c, in EGFR-WT, -L858R, -L858R/T790M und -L858R/T790M/C797S.
Verbindung EGFR ICso [NM] K; [nm] Kinac [Min™"] Kinact/Ki [am™'s 7]
WT 35414 25472 0.11+0.03 0.08+0.02
l1a L858R 3.8+2.38 19+3.1 0.17+0.08 0.14+£0.07
L858R/T790M 25+1.4 16+5.2 0.29+0.02 0.36+£0.09
L858R/T790M/C797S 838485 1008 £372 - -
WT 58+13 47+£5.8 0.13+0.05 0.05+0.04
b L858R 1.0£0.3 44165 0.25+0.06 0.1040.06
L858R/T790M 1.9+0.8 58+3.3 0.31+0.04 0.09+0.02
L858R/T790M/C797S 7900+3700 1068 +432 - -
WT 16+5.6 15+3.2 0.19+0.12 0.21+£0.05
Te L858R 1.1+£0.6 1.6+04 0.14+0.01 1.60£0.53
L858R/T790M <1 1.5+£0.8 0.17+0.02 3.424+1.44
L858R/T790M/C797S 88£16 49414 - -
WT 1.9+0.2 25+£7.8 0.31+0.06 0.23+£0.13
EGF816 L858R <1 10+2.7 0.22+0.02 0.38+£0.08
L858R/T790M <1 7.7+£23 0.15+0.04 0.38+0.10
L858R/T790M/C797S 196 £21 433 £151 - -
wT 2405 744+7.1 0.180.01 0.04£0.01
CO-1686 L858R 24+0.2 1.84+0.2 0.18+0.05 1.67+£0.32
L858R/T790M 3+0.6 1.7£0.1 0.29+0.05 2.954+0.66
L858R/T790M/C797S 69+13 7640 - -
WT 2+0.2 14+23 0.43+0.11 0.52+0.05
AZD9291 L858R 1405 1.6+0.3 0.30-0.01 3.240.46
L858R/T790M <1 1.5£0.1 0.33+0.06 3.754+0.39
L858R/T790M/C797S 77£22 25+9.6 - -
zeigten exzellente Bindungsaffinititen zur EGFR-Mutante  risierung der Pyrazolopyrimidine bestimmten wir die zellu-
mit Methionin-Tirsteherrest (L858R/T790M) und insgesamt  ldre Absorption von 1a und 1¢ in einem artifiziellen Mem-
keine Affinitatsverluste im Vergleich zum Wildtyp. Beson-  branpermeationsassay (PAMPA) und im Caco-2-Zellassay, in
ders 1¢ wies eine extrem hohe Affinitdt mit K;-Werten im  dem das Influx/Efflux-Verhiltnis in Caco-2-Zellen beobach-
niedrigen nanomolaren Bereich (1.5 nm) auf und hatte in  tet wird (Tabelle S1). 1a und 1¢ zeigten hohe Zellpermeation
Kombination mit der Geschwindigkeit der Bindungsbildung  bei pH 7.4 (PAMPA, Flux 66% bzw. 73%) sowie ausrei-
das beste Inhibitionsprofil der Serie beziiglich EGFR-L858R/  chende zelluldre Absorption (Verhiltnis Zellpenetration zu
T790M (kipoo! Ki=3.42 upm's '), was wiederum konform mit  Efflux: 1:1 fiir 1a und 4:1 fiir 1¢). Das Selektivitétsprofil der
den inhibitorischen Aktivititen der Verbindungen war. Au-  Pyrazolopyrimidin-Serie wurde mit der SelectScreen®-Profi-
Berdem zeigte 1c¢ eine hohe Affinitit (Ki-Wert=49 nm) fiir ~ lierung (Life Technologies) exemplarisch fiir 1a bei einer
die wirkstoffresistente EGFR-C797S-Mutante, der das Cy-  Konzentration von 1 um gegen 100 Kinasen (einschlieBlich
stein zur kovalenten Adressierung fehlt, wodurch sich die  ausgewihlter Mutanten; Abbildung S2) durchgefiihrt. Ver-
hohe Potenz von lc¢ gegen diese EGFR-Mutante erkldrt.  bindung 1a inhibierte die Kinaseaktivitit des EGFR-Wild-
Dagegen zeigen die Pyrazolopyrimidine 1a und 1b keinen  typs und Mutanten (L861Q, L858R, T790M und L858R/
signifikanten Effekt gegen EGFR-L858R/T790M/C797S mit ~ T790M) zu iiber 90 %, wihrend einige wenige andere Kina-
einer etwa 20-fach geringeren Affinitdt (K;=1008 nm bzw. sen, die ebenfalls ein zum EGFR-Cys797 korrespondierendes
1068 nm) im Vergleich zu 1¢. Jedoch haben 1a und 1b eine  Cystein aufweisen (BLK, TXK, BMX, BTK, und ErbB-4), zu
hohe Geschwindigkeit fiir die Bildung der kovalenten Bin-  etwa 80 % inhibiert wurden. So zeigte 1a ein exzellentes Se-
dung (ki) in EGFR-L85SR/T790M  (0.29 min~' bzw. lektivititsprofil, insbesondere in Bezug auf EGFR und dessen
0.31 min '), was die schwichere Bindungsaffinitit kompen-  Mutanten.
siert und deren Wirksamkeit gegen die T790M-Mutation er- Um die kovalente Bindung zu bestétigen und ein detail-
klart. Die Ergebnisse der kinetischen Untersuchungen of-  liertes Verstdndnis des Bindungsmodus in EGFR zu erhalten,
fenbaren die Grundlage fiir die starke Wirkung der Verbin- wurden 1a und 1b in der EGFR-Kinasedoméne mit der
dungen gegen EGFR-T790M und stellen die essentielle Be-  Tiirstehermutante T790M kokristallisiert. Die Kristallstruk-
deutung einer hohen Affinitdt zum Met790 heraus, um die  turen belegen deutlich die Bildung einer kovalenten Bindung
erworbene EGFR-C797S-Resistenzmutation zu adressieren.  beider Inhibitoren mit Cys797 am Rande der ATP-Bindeta-
Diese Beobachtungen bekriftigen den Wert und das Poten-  sche (Abbildung 3). Neben zwei direkten Wasserstoffbriicken
zial dieser neuen Serie. Zur pharmakokinetischen Charakte- zum Peptidriickgrat der Scharnierregion (GIn791 und
Angew. Chem. 2016, 128, 1106911073 © 2016 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim www.angewandte.de 11071
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Abbildung 3. Kristallstruktur der Pyrazolopyrimidine in Komplex mit
EGFR-T790M. Diagramme der experimentellen Elektronendichte von
EGFR-T790M-1a bei 2.5 A (PDB-Code: 5/9Z) (a) und EGFR-T790M-1b
bei 2.8 A (PDB-Code: 5)9Y) (b) Auflésung (2 F,—F.Karte konturiert bei
10). Wasserstoffbriicken des Inhibitors mit der Scharnierregion (weif3)
sind als rot gepunktete Linie dargestellt. Die Strukturelemente der N-
terminalen Subdoméne und der aC-Helix sind in weifd bzw. blau-weif3
gezeigt. Das lipophile Methylindol (1a) und der 1-Naphthylrest (1b)
an C3 des Pyrazolopyrimidins zeigen in Richtung der hydrophoben
Tasche und sind zwischen dem Methionin-Tiirsteher (M790) und der
Alkyl-Seitenkette von K745 eingeschlossen.

Met793) sorgt die 3-Piperidinyl-N-Acrylamid-Struktur fiir
eine optimale Bindungsgeometrie zu Cys797. Die 4-substitu-
ierte Aminofunktion bildet eine Wasserstoffbriicke mit dem
Carbonyl-Rest im Peptidriickgrat von GIn791. Das Stick-
stoffatom N6 des Pyrazolopyrimidins fungiert als Wasser-
stoffbriickendonor und stellt den Kontakt zum Peptidriick-
grat von Met793 her. Die Komplexstruktur mit 1a weist be-
merkenswerterweise eine direkte Wechselwirkung des Me-
thylindols mit Met790 sowie der benachbarten Alkyl-Seiten-
kette des konservierten, katalytischen Lys745 auf. Die
erhohte Affinitdt von 1a zu EGFR-T790M gegeniiber dem
Wildtyp konnte auf die lipophile Wechselwirkung des Me-
thylindols mit Met790 und Lys745 zuriickzufiihren sein. Die
Naphthyl-Gruppe von 1b nimmt erstaunlicherweise eine
identische Orientierung zu Met790 und Lys745 ein und liefert
so ebenfalls vorteilhafte lipophile Wechselwirkungen. Diese
strukturellen Beobachtungen erbringen eine schliissige Er-
klarung fiir die hohe Potenz der Pyrazolopyrimidine gegen
die T790M-Mutanten und stiitzen unsere Schlussfolgerung,
dass die gezielte Adressierung des hydrophoben Bereichs,
einschlieflich Met790, mit lipophilen Substituenten einen
starken FEinfluss auf die Affinitdt und Mutantenselektivitét
haben kann, da Wechselwirkungen mit dem polaren Thr790
im EGFR-WT nicht begiinstigt sind. Lipophile Substituenten
an C3 der Pyrazolopyrimidine sind unverzichtbar fiir eine
gesteigerte Mutantenselektivitit, sofern diese nicht mit dem
raumfordernden Tiirsteher Met790 interferieren. Massen-
spektren von EGFR-T790M nach Behandlung mit 1a und 1b
belegten zusitzlich die kovalente Bindung durch eine ein-
deutige Massenzunahme des EGFR-Inhibitor-Komplexes um
401 Da und 398 Da im Vergleich zu einer mit DMSO be-
handelten Kontrolle (Abbildung S3). Diese Beobachtungen
und eine weitere Analyse iiber Tandem-Massenspektrometrie
belegten die konsistente Bildung eines EGFR-Inhibitor-
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Komplexes in einem 1:1-Verhéltnis durch eine einzelne und
spezifische Alkylierung des Cys797 (Abbildung S4 und S5).

Zusammenfassend haben wir eine neue Klasse von mu-
tantenselektiven kovalenten EGFR-Inhibitoren entwickelt,
die sich durch einen exzellenten inhibitorischen Effekt auf die
wirkstoffresistente Zelllinie H1975 auszeichnet und grofies
Potenzial bei der gezielten Adressierung der neu erworbenen
Resistenzmutation C797S in EGFR hat. Weitere Entwick-
lungen dieser Inhibitoren bieten eine einzigartige Moglich-
keit, samtliche in der Klinik relevante onkogene Mutanten
von EGFR mit ein und demselben Wirkstoff zu behandeln.
Rontgenstrukturanalysen der Inhibitoren in Komplex mit
EGFR-T790M in Kombination mit Kinetik-Experimenten
aller klinisch relevanten EGFR-Mutanten fiihrten zu einem
tieferen Verstdndnis der Inhibition von wirkstoffresistentem
EGFR und lieferten Schliisselaspekte fiir die spezifische
Adressierung von EGFR-C797S. Die Entdeckung dieser
Klasse von Inhibitoren konnte die Entwicklung einer vierten
Generation von EGFR-Inhibitoren fordern, die gezielt die
erworbenen Resistenzen T790M und C797S adressieren, und
einen weiteren Durchbruch in der Behandlung von EGFR-
abhidngigen NSCLC-Patienten mit erworbener Wirkstoff-
resistenz ermoglichen.
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