GDCh

Gih Aufsiitze Angydte .
. ] Deutsche Ausgabe: DOI: 10.1002/ange.201601091
Inte:nationalegAusgabe: DOI: 10.1002§anige.201 601091
Zielgerichtete kovalente Inhibitoren fur das Wirkstoff-
design

Thomas A. Baillie*

Stichwérter:

Kovalente Wirkstoffe -
Elektrophile - Inhibitoren -
Proteinmodifikationen - (
Wirkstoffdesign 60

An
8 Chemie

13606 www.angewandte.de

© 2016 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim Angew. Chem. 2016, 128, 13606 —13619


http://dx.doi.org/10.1002/anie.201601091
http://dx.doi.org/10.1002/ange.201601091
http://orcid.org/0000-0001-8629-4801
http://orcid.org/0000-0001-8629-4801
http://www.angewandte.de

GDCh
~~

Aufsitze
Abweichend vom iiblichen Arzneimittelwirkmechanismus einer re-
versiblen, nichtkovalenten Wechselwirkung eines Liganden mit seinem
biologischen Zielmolekiil wird ein zielgerichteter kovalenter Inhibitor
(TCI) so entwickelt, dass nach einer anfinglichen reversiblen Asso-
ziation eine kovalente Bindung zwischen einem Elektrophil auf dem
Liganden und einem nucleophilen Zentrum auf dem Protein gekniipft
wird. Obwohl diese Methode einige potenzielle Vorteile bietet (hohe
Wirksamkeit, verlingerte Wirkung), haben Bedenken wegen mogli-
cher toxikologischer Folgen durch Proteinhaptenisierung die Ent-
wicklung des TCI-Konzepts aufgehalten. Neue Ansitze zur Verrin-
gerung des Risikos ernster ungiinstiger Reaktionen regten das Interesse
an diesem Gebiet an und fiihrten zur Vertriebsgenehmigung fiir eine
erste Serie von TClIs. Der Zugang iiber kovalente Inhibitoren wird
daher rasch als niitzliches Mittel in der Arzneimittelforschung ak-
zeptiert werden und grofien Einfluss auf das Design von Enzyminhi-
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1. Einfiihrung

Der Begriff ,,zielgerichteter kovalenter Inhibitor* (,,tar-
geted covalent inhibitor”, TCI) bezieht sich auf eine Ver-
bindung, die entwickelt wurde, um kovalent an ein be-
stimmtes Zielmolekiil zu binden und dessen biologische
Funktion zu unterdriicken. Diese Methode zur Wirkstoffsu-
che, die weitgehende Unterstiitzung durch die Bioinformatik
erfordert, tibernimmt die Prinzipien des strukturbasierten
Wirkstoffdesigns und unterscheidet sich von anderen phar-
makologischen Mechanismen, bei denen ein kovalentes
Addukt mit Proteinen gebildet wird, z. B. den Mechanismus-
basierten (,,Suizid-Substrat“-)Inhibitoren, die eine Aktivie-
rung durch das Zielenzym benétigen."! Der Vorgang, durch
den TCIs die ,,Protein-Stummschaltung” erreichen, beruht
auf zwei verwandten, aber getrennten Schritten: Im ersten
Schritt erfolgt eine reversible Assoziation des Inhibitors (ein
hochaffiner Ligand) mit seinem biologischen Ziel in der
Weise, dass eine schwache elektrophile Funktionalitit (,,Ge-
fechtskopf*, ,warhead*) auf dem Liganden nahe an einen
geeignet positionierten nucleophilen Rest des Proteins ge-
bracht wird (gewohnlich, aber nicht immer, eine Cysteinyl-
SH-Gruppe). Im zweiten Schritt findet eine spontane Reak-
tion zwischen den beteiligten funktionellen Gruppen auf dem
Liganden und dem Protein statt und liefert das kovalent
modifizierte, inaktivierte Protein. Die Wirkung eines TCI
kann durch den in Gleichung (1) gezeigten allgemeinen Me-
chanismus beschrieben werden, wobei K; die Bindungskon-
stante fiir die nichtkovalente Bindung (die Affinitédt des Li-
ganden zum Enzym) und k;,,., die Geschwindigkeitskonstante
fiir die Enzyminaktivierung bezeichnen.[!!
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Zur Adduktbildung konnen viele

chemische Reaktionen herangezogen

werden, wobei einige zu Produkten fithren, deren Bildung auf
der biologischen Zeitskala vermutlich reversibel ist (z.B.
Acylierungen, Bildung von Thioimidaten, Halbketalen oder
Disulfiden), wihrend andere die Proteine eher irreversibel
inaktivieren (z.B. Alkylierungen, Michael-Additionen).*?!
Daher kann durch sorgfiltige Planung der Ligandstruktur
und verniinftige Wahl der reagierenden Funktionalitdten auf
Ligand und Protein beim TCI-Ansatz ein hohes Maf3 an Se-
lektivitit erreicht werden, zusammen mit Faktoren wie Re-
versibilitét, die zur Wirkungsdauer des Inhibitors beitragen.
Wie in Abschnitt 3 diskutiert wird, ist fiir ein erfolgreiches
TCI-Design die Selektivitit von entscheidender Bedeutung.™
Aus dem TCI-Ansatz ergeben sich zahlreiche Vorteile,
wie hohe Wirksamkeit (durch vollstindige Blockade der
Zielstruktur),”! geringe Dosis (eine Folge der hohen Wirk-
samkeit), verlingerte Wirkungsdauer (bestimmt durch die
Turnover-Zeit des Proteins im Unterschied zu den pharma-
kokinetischen (PK-)Eigenschaften des Wirkstoffs) und all-
gemeine Anwendbarkeit bei Enzymen, Rezeptoren und
Zielstrukturen mit flachen Bindungsstellen, die mit her-
kommlichen Methoden nicht zuginglich sind."**7 Techno-
logien, die auf der Verwendung von Aktivitéts-basierten
Sonden,® % Klick-Chemie!"! und Proteomik-Massenspek-
trometriel? beruhen, ermoglichen eine Abschitzung der Se-
lektivitdt sowie der Zeit- und Dosis-abhédngigen Belegung der
Zielstruktur in vitro und in vivo, woraus sich Beziehungen
zwischen der Zielbelegung und biologischen Effekten ablei-
ten lassen.”) Letztere ersetzen fiir diese Arzneimittelklasse
die Pharmakokinetik-Pharmakodynamik (PK-PD)-Bezie-
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hungen und sind entscheidend bei der Ubersetzung priklini-
scher Wirkungen von TClIs auf die Situation im Menschen.
SchlieBlich haben die TCIs der ,zweiten Generation* wie
Afatinib und Neratinib (HKI-272) auf dem Gebiet der Ki-
nasen eine hohe Aktivitidt gegeniiber Mutanten (T790M,
L858R) des epidermalen Wachstumsfaktor-Rezeptors
(EGFR) gezeigt, der als hauptsidchliche Quelle des Wider-
stands gegen eine Chemotherapie mit den reversiblen EGFR-
Inhibitoren der ,,ersten Generation* Gefitinib, Erlotinib und
Lapatinib gilt.'¥! Die T790M-Mutation in EGFR-Kinase
erhoht die ATP-Affinitdt des oncogenen L858R-Mutanten
um mehr als eine Groflenordnung und macht kompetitive
Inhibitoren ineffektiv, aber durch kovalente Modifizierung
von Cys-797 in der ATP-Bindungstasche mit den genannten
TCIs wird dieser resistente Phinotyp iiberwunden.!'!

Trotz der erwarteten Vorteile des TCI-Ansatzes beim
Wirkstoffdesign wurde eine Anwendung des Konzepts in in-
dustriellen Arzneimittel-Forschungsprogrammen bis zu den
spiten 1990ern nicht ernsthaft in Erwigung gezogen,™ teil-
weise wegen des Mangels an Bioinformatik- und Proteomik-
Instrumenten, die heute zu wesentlichen Komponenten des
Designs kovalenter Inhibitoren geworden sind. Noch wichti-
ger war vielleicht der warnende Einfluss von Forschungsar-
beiten zur mechanistischen Basis schwerer Wirkstoff-ver-
mittelter Toxizitdt, die wihrend der vorhergehenden zwei
Dekaden durchgefiihrt wurden und die in vielen Féllen auf
chemisch reaktive Wirkstoffmetaboliten als ursdchliche
Agentien hinwiesen.'*!”! So wurde gezeigt, dass die hepato-
toxischen Effekte einiger zugelassener Arzneimittel (z.B.
Acetaminophen, Isoniazid, Furosemid, Halothan) und
Modell-Hepatotoxine (z.B. Brombenzol, Thioacetamid) in
Tieren und Menschen mit elektrophilen Zwischenstufen zu-
sammenhéngen, die im Verlauf der durch Cytochrom P-450
(CYP)  Kkatalysierten  Oxidationsreaktionen  gebildet
werden. Isotopenmarkierungsstudien ergaben, dass die von
diesen Agentien gebildeten reaktiven Spezies kovalent an
zelluldre Proteine gebunden werden, und es wurde vermutet,
dass der resultierende strukturelle und funktionelle Defekt
die Basis fiir die beobachtete Zelltoxizitit bildet."” In einigen
Situationen schienen bei empfindlichen Individuen Wirkstoff-
Protein-Addukte immunogen zu sein und eine Antwort aus-
zulosen, die sich hdufig Wochen oder Monate nach Beginn
der Therapie als idiosynkratische Reaktion duBerte.”” Folg-
lich zogerte die pharmazeutische Industrie verstdndlicher-
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weise, die Entwicklung von Verbindungen, deren Wirkme-
chanismus auf der kovalenten Modifizierung zelluldrer Pro-
teine beruhte, weiter zu verfolgen. Molekiile mit reaktiven
funktionellen Gruppen galten lange als uninteressante
Wirkstoffkandidaten, da sie typischerweise geringe PK-Ei-
genschaften (bemerkenswert hohe Clearance) aufweisen,”!!
wihrend Komponenten, die zu reaktiven Elektrophilen me-
tabolisiert wurden, in einem frithen Entwicklungsstadium
ausgesiebt wurden, um das Risiko zu minimieren, auf Wirk-
stoff-induzierte Toxizitit zu stoBen.”*>

Entgegen dem obigen Hintergrund ergaben sich aus der
Forschung auf den Gebieten Wirkstoffmetabolismus und
-toxikologie zwei Faktoren, die das Vorurteil gegeniiber ko-
valenten Modifikatoren als Therapeutika infrage stellten.
Zuerst wurde festgestellt, dass nicht alle Wirkstoffe, die me-
tabolisch aktiviert werden, fiir den Wirt toxisch sind, und
obwohl die Griinde dafiir unklar waren (und groBtenteils
bleiben), legte diese Beobachtung nahe, dass nicht alle Typen
kovalenter Proteinmodifizierung notwendigerweise zur To-
xizitdt fithren. Unterstiitzt wurde diese Ansicht durch die
Entdeckung, dass eine Anzahl sicherer und effektiver kom-
merzieller Wirkstoffe ihre pharmakologische Wirkung durch
kovalente Modifizierung ihrer entsprechenden Zielproteine
ausiibt; so fungieren Aspirin und (-Lactam-haltige Antibio-
tika (Penicilline, Cephalosporine, Carbapeneme) als acylie-
rende Agentien bei Cyclooxygenasen (Cox-1 und -2) bzw. der
bakteriellen D-Ala,p-Ala-Transpeptidase; Omeprazol und
verwandte Inhibitoren von Protonenpumpen werden in der
Magensidure in reaktive Sulfensduren umgewandelt, die im
Gleichgewicht mit Sulfenamiden stehen und an die H'/K"-
ATPase in Parietalzellen des Magens binden;**! Clopidogrel
und dazugehorige Gerinnungshemmer werden ebenfalls in
Sulfensduren iiberfiihrt (in diesem Fall durch oxidative Me-
tabolisierung) und binden im Blut kovalent an den P2Y,-
Purinorezeptor auf der Thrombozytenoberfliche (Abbil-
dung 1).%%! Bemerkenswert ist, dass die durch diese Wirk-
stoffe gebildeten Addukttypen entweder Esterderivate von
Serinresten (Aspirin und B-Lactame) oder Disulfidderivate
von Cysteinresten enthalten — d.h. in beiden Fillen Bin-
dungen, die in biologischer Umgebung enzymatisch (durch
Hydrolyse bzw. Reduktion) gespalten werden konnen, sodass
die Schiddigungen an den Zielproteinen in der Natur nicht
permanent sein wiirden. Ob diese Eigenschaft zur ausge-
zeichneten Sicherheit dieser Wirkstoffklasse beitrédgt, bleibt
ungewiss, die Frage ist aber fiir das Design sicherer TCIs
duBerst relevant (siche Abschnitt2). Zweitens zeigten Stu-
dien zur Beschaffenheit der durch metabolische Aktivierung
hepatotoxischer Wirkstoffe gebildeten, kovalenten Protei-
naddukte, dass die betreffenden reaktiven Metaboliten mit
zahlreichen Leberproteinen reagierten und dass sich die
Bindungen zu den nucleophilen Zentren der Proteine nicht
durch chemische oder Enzym-vermittelte Prozesse trennen
lieBen. Zum Beispiel bildet der reaktive Metabolit von
Acetaminophen, N-Acetyl-p-benzochinonimin (NAPQI),
Addukte mit mehr als 20 Proteinen in der Mausleber,?” was
auf einen deutlichen Mangel an Selektivitt fiir eine Bindung
an individuelle Zielproteine schlieBen ldsst — ein kaum
iiberraschender Befund angesichts der gro3en chemischen
Reaktivitit dieses Elektrophils.”¥! Interessanterweise zeigt
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Abbildung 1. Beispiele fiir Wirkstoffe, deren pharmakologischer Reaktionsmechanismus nachtréglich aufgeklart wurde und eine kovalente Modifi-
zierung ihrer jeweiligen biologischen Zielmolekiile umfasst. Diese Verbindungen wurden nicht a priori entwickelt, um als kovalente Inhibitoren zu
wirken, und sind daher nicht als TCls klassifiziert. Penicillin G (a) und Aspirin (b) sind von Natur aus reaktive acylierende Agentien, die mit
Serinresten von Proteinen Ester bilden, wiahrend Omeprazol (c) und Clopidogrel (d) in vivo aktiviert werden miissen, um elektrophile Intermediate

zu generieren, die Disulfidbriicken mit Cysteinresten auf ihren Zielproteinen bilden.

NAPQI (ebenso wie p-Benzochinon, das parallel aus Acet-
aminophen gebildet wird®') eine starke Priferenz fiir Cys-
teinylthiole als Alkylierungsstelle auf Proteinen, wodurch
stabile Thioetherkonjugate an der C-3'-Position des aroma-
tischen Rings entstehen (Abbildung2).””! Diese Befunde,
zusammen mit solchen aus Adduktstudien, die mit anderen
elektrophilen Intermediaten erhalten wurden,® lassen auf
wichtige Eigenschaften chemisch reaktiver Wirkstoffmeta-
boliten schlieBen, nidmlich auf deren Tendenz, ein hohes Maf3
an Elektrophilie zu zeigen und infolgedessen recht wahllos an
zelluldre Proteine zu binden. Diese Eigenschaften sind ent-
gegengesetzt zu denen eines idealen TCI, der eine schwach
elektrophile Gruppe (,,Gefechtskopf®) tragt, die zu einem
spezifischen Zielprotein geliefert wird.

Angesichts der Unterschiede zwischen chemisch reakti-
ven Metaboliten und TClIs in Bezug auf ihre intrinsischen
elektrophilen Eigenschaften und ihre Selektivitidt gegeniiber
Zielproteinen wurde vorgeschlagen, die Vorziige selektiver
kovalenter Modifikatoren als Wirkstoffkandidaten neu zu
bewerten."? Angeregt durch die vielseitige Chemie, die bei
Protein-reaktiven Naturstoffen genutzt wird,*" konzentrier-
ten sich erste Arbeiten auf die Entwicklung acylierender
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Abbildung 2. Cytochrom-P-450-vermittelte Oxidation von Acetamino-
phen zu reaktiven Chinon-Zwischenstufen (NAPQI und Benzochinon),
die durch Reaktionen mit Cysteinylsulfhydrylgruppen eine breite Aus-
wahl an Proteinen kovalent modifizieren. Fiir eine genauere Diskussion
der zugrundeliegenden Katalysemechanismen sei der Leser auf Lit. [29]
verwiesen.
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Analoga zu natiirlichen p-Lactamen und B-Lactonen.t
Bald wurden schwach reaktive Michael-Akzeptoren (vor-
zugsweise Acrylamidderivate) die bevorzugten ,,Gefechts-
kopfe“ auf TClIs; sie zielten dabei auf Proteinkinasen wie
EGFR™M erbB2 oder Her2 und auf die Kinase der Tec-
Familie, Brutons Tyrosinkinase (BTK), wo die Alkylierung
des Cys-481-Rests im aktiven Zentrum durch Agentien wie
Ibrutinib (PCI-32765) zur wirksamen Hemmung des Proteins
fiihrte.>>" Im letzten Jahrzehnt hat das TCI-Konzept als
wertvolles Mittel zur Wirkstoffentdeckung schnell an Ak-
zeptanz gewonnen, und es wurden verschiedenartige Proteine
als Ziel fiir diesen Zugang ausgewdhlt, darunter eine Reihe
von Serin-, Threonin- und Cystein-Proteasen®! wie
HCVNS3/4A-P1 und NS5BM-Virus-Proteasen, Dengue-
Virus-Protease!® und Methionin-Aminopeptidase 2.4 Zu
den weiteren Zielmolekiilen gehoren Sichelzellenhdmoglo-
bin,! Fettsiureamid-Hydrolase,***”) Keap-1,%!) Caspase-
1, Glyceraldehyd-2-phosphat-Dehydrogenase,*! 20S-Pro-
teasom™ und mutiertes Ras-Protein.”!! Die stirkste Aktivi-
tit gab es auf dem Gebiet der Proteinkinasen,? wo, zusitz-
lich zu BTK und den erworbenen wirkstoffresistenten
Formen von EGFR, TClIs fiir Bmx-,! FGFR-,*Y GSK3p-,
Itk-, > INK- P Kit/PDGFR-,* Nek2-,5 PI3ka-, 1) RSK-,1*!
eEF-2K-* und Src-Kinasen entwickelt wurden.®*®!

In diesem Aufsatz wird die Entwicklung der TCIs inner-
halb der letzten Dekade zusammengefasst, mit Schwerpunkt
auf den Erkenntnissen aus der Arbeit mit klinischen Kandi-
daten und neu zugelassenen kovalenten Wirkstoffen. Typi-
sche Beispiele fiir TCIs, die bisher die FDA-Marktzulassung
erhalten haben, sind in den Abbildungen 3 und 4 gezeigt. Fiir
eine umfassendere Ubersicht zu elektrophilen ,,Gefechts-
kopfen”, gegenwirtigen TCI-Zielproteinen und Verbindun-
gen in unterschiedlichen Entwicklungsstadien sei der Leser

auf mehrere ausgezeichnete Beitrdge zu diesen Themen ver-
wieser [1:3:6:13,24,65-70]

2. Reversibilitdt und Wirkungsdauer

Kovalente Inhibitoren konnen in zwei Kategorien einge-
teilt werden, je nachdem, ob die Addukte mit dem Zielpro-
tein auf der biologischen Zeitskala funktionell reversibel sind
oder nicht. Reversible TCIs binden kovalent an ihre Ziel-
struktur und dissoziieren anschlieBend wieder mit einer Ge-
schwindigkeit ab, die hoher als die Umsatzgeschwindigkeit
des Proteins ist.’l Beispiele fiir diesen Mechanismus finden
sich bei Reaktionen zwischen Proteinen und Inhibitoren mit
elektrophilen ,,Gefechtskopfen™ wie Aldehyden, aktivierten
Ketonen, o-Ketoamiden, a-Ketoheterocyclen, Carbonitrilen
und Boronsdurederivaten, von denen viele als kovalente
Ubergangszustands-Inhibitoren fungieren, die als reversible
TClIs auf das 20S- oder 26S-Proteasom!’! sowie auf Serinhy-
drolasen,” Cathepsin-Cystein-Proteasen™ und Dipeptidyl-
peptidase-IV™  wirken (Abbildung 3). Irreversible TCIs
wiederum bilden mit ihren Zielproteinen Addukte, die in-
nerhalb der Lebensdauer des Proteins nicht dissoziieren oder
nur mit einer kinetischen Halbwertszeit, die betrichtlich
linger ist als die Neusynthesegeschwindigkeit des Proteins.”!
Solche Verbindungen, von denen viele Kinaseinhibitoren sind

www.angewandte.de
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Abbildung 3. Strukturen FDA-zugelassener Wirkstoffe, die durch rever-
sible kovalente Modifizierung ihrer jeweiligen Zielmolekiile wirken.

(Abbildung 4), enthalten haufig ,,Gefechtskopfe“ aus stir-
keren Elektrophilen, z. B. Epoxide, a-Halogenketone, Acyl-
oxymethylketone, Aziridine, Vinylsulfone und aktivierte
Acetylene, aber am meisten verwendet werden Michael-Ak-
zeptoren auf Grundlage der Acrylamid-Funktionalitét, die,
als relativ schwaches Elektrophil, fiir eine Reaktion eine
grofle Ndhe zum nucleophilen Ziel benétigt.

Im Allgemeinen erfordern TCIs, die iiber einen reversi-
blen Mechanismus funktionieren, nachhaltige Konzentratio-
nen im Plasma, um die Wirksamkeit an der Zielstruktur
aufrechtzuerhalten (genau wie nichtkovalente Wirkstoffe),
wihrend die Wirkungsdauer irreversibler Inhibitoren recht
lange sein kann, da die Wiedergewinnung der Aktivitit von
der De-novo-Synthese des Proteins abhédngt. Zum Beispiel
weist die Interleukin-2-induzierbare T-Zell-Kinase (Itk) in
ruhenden priméren T-Zellen in vitro eine Halbwertszeit von
ca. 2 h auf, wihrend die kovalente Inhibierung von Itk zur
Stabilisierung des Proteins und funktionalen Stilllegung des
T-Zell-Rezeptorweges fiir mehr als 24 h fiihrt.*® Ahnliche
Effekte werden in vivo beobachtet, wo die Dauer der phar-
makologischen Wirkung eines TCI in Tieren und Menschen
seine PK-Halbwertszeit in hohem Maf3e tiberschreiten kann.
Ein typisches Beispiel ist der zugelassene BTK-Inhibitor

Angew. Chem. 2016, 128, 13606 —13619
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Abbildung 4. Strukturen FDA-zugelassener Wirkstoffe, die durch irre-
versible kovalente Modifizierung ihrer jeweiligen Zielmolekiile wirken.

Ibrutinib (IMBRUVICA), der nach oraler Dosierung in
menschlichen Probanden eine apparente Halbwertszeit von
3 h hat,[™ aber 24 h nach Dosierungen von 420 mgTag™! eine
Targetbelegung von >95% bietet.” Dieser Befund wird
einer ,,Entkopplung® der PK-Eigenschaften des Inhibitors
von seinen PD-Effekten zugeschrieben; obwohl es natiirlich
eine Beziehung zwischen den beiden gibt, ist dies nicht die
typische lineare Beziehung, die mit nichtkovalenten Inhibi-
toren besteht; es ist daher notwendig, PK-Targetbelegungs-
Beziehungen einzufiihren, um die zeitlichen Effekte von TCIs
zu verstehen. Aufgrund dieser Uberlegungen wurde disku-
tiert, dass der grofite Nutzen aus dem TCI-Ansatz dann ge-
zogen wird, wenn der Inhibitor irreversibel wirkt und das
betreffende Zielprotein langsam umgesetzt wird, was eine
weniger hdufige Verabreichung und eine geringere Wirk-
stoffdosis ermoglicht und damit Off-Target-Effekte und
Wirkstoff-Wirkstoff-Wechselwirkungen vermindert. Jedoch
erwies sich, wie in Abschnitt 3 angesprochen, dass — sowohl
fiir reversible als auch fiir irreversible kovalente Inhibitoren —
eine hohe Selektivitdt fiir das Zielprotein unabdingbar ist.
Eine interessante Variante des Themas ,,reversible TCIs*
lieferten Taunton et al.:"7 Sie beschrieben die hemmenden
Eigenschaften von Heteroaryl-substituierten Acrylamidderi-
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vaten mit einer elektronenziehenden Gruppe am a-Kohlen-
stoffatom. Modellstudien zufolge bildeten Kinaseinhibitoren
mit a-Cyanacrylnitrilgruppe rasch p-Thioetheraddukte mit
Schwefelnucleophilen, gingen aber wegen des verringerten
pK,-Werts des a-Protons leicht eine Retro-Michael-Reaktion
ein. Nur wenn der kovalente Komplex zwischen Inhibitor und
Kinase durch Wasserstoffbriicken stabilisiert war, verhielt
sich die Verbindung wie ein irreversibler TCI; fehlten diese
Wechselwirkungen, z. B. wenn sich die Kinase entfaltete oder
Proteolyse einging, dissoziierte der Inhibitor vom Enzym.
Viele andere elektronenziehende Substituenten am o-Koh-
lenstoffatom verursachten dhnliche Effekte und ermoglichten
so, die Reaktivitdt des Michael-Akzeptor-,,Gefechtskopfs* in
vorhersagbarer Weise ,,anzupassen“.”gl Dieser neue Ansatz,
der zur Entdeckung wirksamer, selektiver, reversibler kova-
lenter Inhibitoren der p90-ribosomalen Protein-S6-Kinase
RSK2" fiihrte (Abbildung 5), verbindet die Vorteile von

Bardoxolon-Methyl (CDDO-Me)

Abbildung 5. ,Chemisch abgestimmte® Elektrophile, die einen Micha-
el-Akzeptor basierend auf einer a-Cyanacrylat- (RSK2-Inhibitor) oder
a-Cyanenoneinheit (Bardoxolon-Methyl) einbauen. Kovalente Addukte
dieser Verbindungen mit Proteinen sind nur stabil beim Vorhanden-
sein spezifischer Wechselwirkungen (H-Bindung oder elektrostatisch)
mit benachbarten Aminosaureresten.

reversiblen und irreversiblen TCI-Mechanismen derart, dass
die Proteinstilllegung bestehen bleibt, bis die Kinase abge-
baut wird, und erst zu diesem Zeitpunkt der Ligand abdis-
soziiert, der nun keine kovalent modifizierten Peptidfrag-
mente hinterlésst, die vom Immunsystem als ,,fremd* erkannt
werden.®™ Vor kurzem wurde dieses Konzept des ,,chemisch
abgestimmten Elektrophils® auf das Design kovalenter Inhi-
bitoren fiir Wirkstoff-resistente Formen von EGFR ausge-
dehnt,®®! und es gibt Hinweise, dass das giinstige Sicher-
heitsprofil des reaktiven o-Cyan-o,-ungesittigten Ketons
Bardoxolon-Methyl (CDDO-Me) aus der Bildung eines
transienten kovalenten Addukts mit dem Thiol-reichen
elektrophilen Sensorprotein Keapl resultiert.[s!

Ein Aspekt der TCI-Methode, der bisher wenig Auf-
merksamkeit erhalten hat, betrifft die mogliche Reversibilitat
kovalenter Addukte, die mit Off-Target-Nucleophilen wie
Glutathion (GSH) und Proteinen mit exponierten nucleo-
philen Zentren wie Serumalbumin gebildet werden. Im Fall
der TCIs mit Acrylamid als ,,Gefechtskopf“ (das sind ge-
genwirtig die meisten Verbindungen in der Entwicklung)
werden die Addukte durch konjugierte 1,4-Addition (die
Michael-Reaktion) gebildet und koénnen prinzipiell durch
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eine Retro-Michael-Reaktion in die Ausgangs-
komponenten zuriickkehren. Wie bei Johans- (@)
son™ diskutiert, sind die sterischen und elektro-
nischen Faktoren, welche die Hinreaktion kon-
trollieren, durch Studien mit Modellnucleophilen
wie GSH relativ gut bekannt, aber die Faktoren,
die Einfluss auf die Riickreaktion haben, sind oft
weniger klar und hdngen zum groBen Teil von der
lokalen Umgebung im Protein ab. Viele Acryl-
amid-basierte TCIs reagieren spontan, wenn auch
langsam, mit GSH unter Bildung der entspre-
chenden Thioetheraddukte. Dagegen kann die
Reaktionsgeschwindigkeit mit einem Nucleophil
auf dem Protein recht hoch sein, da die Reakti- ~
onspartner wéahrend des Schritts der nichtkova-
lenten Bindung in sehr engen Kontakt kommen.
Die Konjugation mit GSH ist ein bekannter
TCI-Stoffwechselweg in vivo, wo die Additions-
reaktion katalytisch durch hepatische und extra-
hepatische  Glutathion-S-transferasen (GSTs)
beschleunigt werden kann.™ Es ist zu erwihnen,
dass Agentien wie Afatinib (GILOTRIF) und das
im Spétstadium der Entwicklung befindliche
Neratinib in pH-7.4-Puffer und in cytosolischen
Fraktionen humaner Leber und Niere in vitro
rasch GSH-Addukte bilden,® jedoch spiegeln
die Metaboliten dieser Wirkstoffe in menschli-
chen Ausscheidungen diesen Weg nicht als einen
hauptsdchlichen Clearance-Mechanismus wider,
da Afatinib im Wesentlichen als unverénderter
Ausgangsstoff in Fikalien eliminiert wird®! und
Neratinib vor allem durch CYP3A4-vermittelte
Oxidationen beseitigt wird.®” (Ibrutinib durch-
lauft einen GSH-abhingigen Metabolismus, doch ist es in
diesem Fall ein reaktiver Epoxidmetabolit des Wirkstoffs, der
hauptsichlich in Konjugation tritt.®™) Diese offensichtliche
In-vitro/In-vivo-Diskrepanz hinsichtlich der Bedeutung der
GSH-Konjugation im Metabolismus von Afatinib und Nera-
tinib erhoht die Moglichkeit, dass die Addition von GSH (und
moglicherweise weiterer Nucleophile) an den Acrylamid-
»Gefechtskopf“ dieser TCls invivo geschieht, aber dass
dieser Vorgang iiber eine Retro-Michael-Reaktion reversibel
ist. Gestiitzt wird diese Hypothese durch die Tatsache, dass
diese Wirkstoffe kovalente Addukte mit Plasmaproteinen
bilden, wie in Gegenwart von langlebigen radioaktiven
Komponenten im systemischen Kreislauf von Testpersonen,
denen radioaktiv markierte Dosen der Wirkstoffe verabreicht
wurden, nachgewiesen werden konnte.®*®*! Im Fall von
Neratinib resultiert diese nichtextrahierbare Radioaktivitét
nachweislich aus der Bildung eines kovalenten Addukts mit
humanem Serumalbumin (HSA), in dem die e-NH,-Gruppe
von Lys-190 (im Unterschied zum nucleophileren Cys-34-
thiol) iiber eine Michael-Reaktion an das f3-Kohlenstoffatom
des Acrylamid-,,Gefechtskopfs“ gebunden wurde (Abbil-
dung 6).*! Nachfolgende In-vitro-Studien zeigten, dass das
Neratinib-HSA-Addukt reversibel gebildet wird, da bei In-
kubation in pH-7.4-Phosphatpuffer (37°C, 18 h) langsam
Neratinib vom Proteinkonjugat freigesetzt wird.’”) Wihrend
das Neratinib-Addukt mit Albumin im Plasma von Menschen
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Abbildung 6. Reversible Michael-Additionen mit a) Neratinib, einem TCI des EGFR-
Rezeptors, und b) einem Acrylnitril-haltigen Metaboliten des tierdrztlichen Arzneimit-
tels Furazolidon.

und Affen beobachtet wurde, konnte es nicht im Plasma von
Hunden, Kaninchen oder Nagetieren gefunden werden, was
auf ein speziesabhingiges Phinomen schlieBen lisst.””! Die
meisten derzeit entwickelten TClIs sind recht lipophil und
zeigen eine starke (nichtkovalente) Bindung an Plasmapro-
teine wie Serumalbumin; daher {iberrascht es nicht, dass
daraus ein gewisses Mal3 an kovalenter Markierung dieser
Molekiile erfolgt, wenn der gebundene Inhibitor eine Ori-
entierung annimmt, durch die das Elektrophil (,,Gefechts-
kopf) nahe einer nucleophilen Stelle auf dem Protein plat-
ziert wird. Demzufolge beruht die speziesabhingige Bildung
des Neratinib-Albumin-Konjugats vermutlich auf feinen
Strukturunterschieden im Serumalbumin der verschiedenen
Spezies.

Die Reversibilitdt der GSH-Konjugation und Proteinad-
duktbildung hat einige Auswirkungen auf die Wirksamkeit
und Toxizitdt der TCIs. Wie die Pfizer-Arbeitsgruppe, die
Neratinib erforschte, bemerkt hat: ,,/t is reasonable to spe-
culate that the release of neratinib from human serum albumin
provides a transport system leading to release of neratinib in
the more acidic environment of the tumor® wodurch ein
Depot an latentem Inhibitor, der langsam von seinem Pro-
teincarrier freigesetzt wird, zur Verfiigung steht. In Bezug auf
Sicherheitserwidgungen wurde unter Verwendung von
Modell-Elektrophilen gezeigt, dass diese kovalenten, rever-
siblen Proteinaddukte dazu tendieren, in vitro weniger to-
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xisch zu sein als entsprechende stabile Konjugate, vermutlich
da die Proteinadduktbildung nur voriibergehend ist und
daher keine Schadenssignalwege induzieren kann.’"! Ahnli-
che Uberlegungen gelten fiir die elektrophilen Intermediate,
die bekanntermaflen die pharmakologische Aktivitdt be-
stimmter zugelassener Arzneimittel wie Aspirin, Penicillin,
Omeprazol und Clopidogrel (siche Abschnitt 1) vermitteln,
die allesamt kovalente Addukte mit Proteinen bilden, die
durch Stoffwechselprozesse gespalten werden konnen, um
das native Protein wiederherzustellen. Es wurde auch be-
schrieben, dass die Acrylnitrilgruppe reversibel mit Protein-
nucleophilen und GSH reagiert, was beispielhaft an der Re-
aktion eines Metaboliten des tierédrztlichen Arzneimittels
Furazolidon mit Thiolgruppen auf mikrosomalem Protein®!
gezeigt wurde (Abbildung 6). Das Nettoergebnis derartiger
reversibler Michael-Additionen ist, dass das Thiol innerhalb
und auBlerhalb der Zelle als Transportvehikel fiir das Elekt-
rophil fungiert.””! Es bleibt noch viel zu lernen iiber die bio-
logischen Auswirkungen der Reversibilitit bei der Reaktion
von TCIs mit ihren Zielproteinen sowie mit GSH und Off-
Target-Makromolekiilen; es ist aber zu erwarten, dass aus der
Forschung mit dem gegenwdrtigen Repertoire an TCI-Wirk-
stoffkandidaten ein besseres Verstdndnis resultieren wird.

3. Selektivitit und Wirksamkeit

Im Lauf der Weiterentwicklung des TCI-Ansatzes ist all-
gemein akzeptiert worden, dass eine hohe Selektivitét fiir das
vorgesehene Zielprotein entscheidend ist und vermutlich die
einzig wichtige Eigenschaft fiir das Design sicherer und ef-
fektiver kovalenter Inhibitoren ist.**"-*% Sicherheitsbeden-
ken in Bezug auf die mogliche Immunogenitdt kovalenter
Proteinaddukte (und der modifizierten Peptide, zu denen
diese letztlich abgebaut werden) zwingen dazu, den Umfang
an Proteinen, die einer Adduktbildung mit einem TCI aus-
gesetzt werden, auf ein Minimum zu begrenzen, um das
Risiko fiir idiosynkratische Toxizitdt zu minimieren (dies
scheint besonders fiir TCIs zuzutreffen, die tiber einen irre-
versiblen Mechanismus operieren, wodurch die kovalente
Modifizierung das Protein durch seine gesamte Lebenszeit
begleitet), und es kamen etliche experimentelle Zuginge fiir
die Entwicklung hochselektiver kovalenter Inhibitoren zur
Anwendung. Die Planung eines Geriists, an dem der ,,Ge-
fechtskopf* angeheftet werden soll, geht hédufig zunéchst von
bekannten hochaffinen, reversiblen Liganden der Zielstruk-
tur aus und kann durch Messung der Bindungskonstante, K;,
optimiert werden. Die Selektivitit beim Schritt der kovalen-
ten Bindungsbildung hingegen wird bestimmt durch die Wahl
eines entsprechend angepassten elektrophilen ,,Gefechts-
kopfs“ und einer engen Nachbarschaft dieser Funktionalitit
auf dem Inhibitor zu einem ,,nichtkatalytischen, wenig kon-
servierten, zugidnglichen, geeignet positionierten und orien-
tierten“ Nucleophil auf dem Target.* Dieser Schritt wird
durch die Geschwindigkeitskonstante der Inaktivierung, k;, ..,
kinetisch charakterisiert, wihrend die Gesamtwirksamkeit
des TCI gegen das Enzym durch das Verhiltnis k;,,./K; aus-
gedriickt wird."*7 Wie in Abschnitt 1 erwihnt, ist eine hohe
Wirksamkeit wiinschenswert fiir eine starke Wirkung bei
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niedriger Dosierung und fiir die damit verbundenen Vorteile
infolge einer geringeren Belastung des Korpers durch den
Wirkstoff selbst und die Abbaustoffe.”* Vom praktischen
Standpunkt aus konnen ICs-Werte niitzlich sein, um inner-
halb einer Strukturklasse die Verbindungen nach ihrer
Wirksamkeit zu ordnen; da aber der gemessene 1Cs,-Wert
sehr stark von den experimentellen Bedingungen abhéngt, ist
das kin,/Ki—Verhiltnis der geeignete Indikator fiir die TCI-
Potenz.l:®

Weitere Moglichkeiten zur Erhohung der Selektivitit
bietet der in Abschnitt 2 diskutierte Ansatz ,,chemisch ab-
gestimmter Elektrophile® fiir das Design reversibler
TCIs™™ da die komplementiren nichtkovalenten Bin-
dungswechselwirkungen, die den ansonsten labilen kovalen-
ten Inhibitor-Protein-Komplex stabilisieren, sogar bei nah
verwandten Mitgliedern der Familie des Zielproteins fehlen
konnten. Bei solchen Designarbeiten ist eine intensive Un-
terstiitzung durch die Bioinformatik von grofer Bedeu-
tung.**>%1 Um die Reaktivitit des ,,Gefechtskopfs* fiir eine
Verwendung als TCI zu optimieren, muss man einen Mittel-
weg zwischen einer geniigend hohen Reaktionsgeschwindig-
keit mit dem gewéhlten Nucleophil auf dem Zielprotein und
einer minimalen Reaktionsgeschwindigkeit mit Off-Target-
Nucleophilen finden. Ein tiblicher Weg zum Erreichen des
letztgenannten Ziels nutzt In-vitro-Benchmarking-Strategien
mit Proteinsurrogaten, wie GSH, wobei die intrinsische che-
mische Reaktivitidt des ,,Gefechtskopfs“ mit dem Thiol unter
Verwendung von LC-MS/MS- oder NMR-Techniken ermit-
telt wird.[**%%*71 Man sollte jedoch vorsichtig sein, Halb-
wertszeiten fiir die Reaktion zwischen Inhibitorkandidaten
und GSH in wissrigem Puffer von einer strukturellen Reihe
auf die andere oder von einem Labor zum anderen zu ex-
trapolieren, da die Ergebnisse signifikant durch die Reakti-
onsbedingungen beeinflusst werden konnen.™ Man sollte
sich auch bewusst sein, dass der pK,-Wert von Proteinthiolen
— abhéngig von deren lokaler Umgebung — sehr stark von dem
von GSH in wissrigem Puffer abweichen kann, sodass abso-
lute Reaktionsgeschwindigkeiten mit GSH in vitro kein zu-
verldssiges Anzeichen fiir eine Off-Target-Reaktivitét in vivo
sind.® Darum ist es zweckmaifBiger, Messungen der relativen,
statt absoluten, Reaktionsgeschwindigkeiten mit GSH, Cys-
tein oder anderen Modellnucleophilen zu entwickeln und ein
Benchmarking mit einem abgestimmten Standardelektrophil
durchzufiihren.! Der Calciumkanal-Antagonist Nivaldipin,
ein im Handel befindliches Arzneimittel mit einem giinstigen
Sicherheitsprofil, wurde wegen seiner schwach elektrophilen
Cyangruppe fiir diesen Zweck verwendet und zeigt in vitro
eine Halbwertszeit von 40 h fiir die Reaktion mit GSH und
2 h fiir diejenige mit Cystein (Abbildung 7). Mit der kiirz-
lich erfolgten Zulassung von Ibrutinib, Afatinib und Osi-
mertinib als kovalente Kinaseinhibitoren ist es wahrschein-
lich, dass diese Verbindungen einen Platz in zukiinftigen
Benchmarking-Studien finden werden. In letzter Zeit wurden
einige Proteomik-Massenspektrometrie-basierte Arbeitsab-
laufe fiir die Suche nach TCI-Kandidaten angepasst, wenn es
darum ging, direkt die Stelle der Adduktbildung kovalenter
Inhibitorkandidaten mit ihren jeweiligen Zielproteinen zu
bestidtigen sowie das Ausmaf} der Reaktion mit reichlich
vorhandenen Off-Target-Proteinen wie Serumalbumin und
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Thioladdukt

Nivaldipin

Abbildung 7. Reaktion von Nivaldipin mit Thiolen (GSH oder Cystein)
in vitro unter Bildung von Thioimidatderivaten. Die Reaktion ist zwar
reversibel, es wurden jedoch Bedingungen eingefiihrt, unter denen die
Geschwindigkeit der Riickreaktion vernachlassigbar ist.® Nivaldipin
wurde als Benchmark-Verbindung verwendet, um die Reaktionsge-
schwindigkeiten von TCI-Kandidaten mit GSH in eine Rangfolge zu
bringen.

Himoglobin abzuschitzen.” 1" Analoga von TCls, in denen
der Acrylamid-Gefechtskopf durch ein gesittigtes Gegen-
stiick (Propionamid) ersetzt wurde, haben sich als niitzlich
erwiesen, um die relativen Beitrdge von reversiblen und ir-
reversiblen Komponenten zur Inhibierung der Zielstruktur zu
bewerten."

Lanning et al.”'l beschrieben eine leistungsfihige Metho-
de, um die proteomweite Selektivitdt kovalenter Kinaseinhi-
bitoren zu evaluieren; sie verwendeten ein Aktivitits-ba-
siertes Protein-Profiling (ABPP), gekoppelt mit quantitativer
Massenspektrometrie, um sowohl die spezifischen als auch
die nichtspezifischen Zielstrukturen der kovalenten Kinase-
inhibitoren in humanen Zellkulturen global zu erfassen.
Sonden fiir Ibrutinib (BTK-Inhibitor) und Afatinib
(EGFR"™M._Inhibitor), die weit entfernt vom Acrylamid-
Gefechtskopf einen terminalen Acetylenrest enthalten,
wurden 1 h lang bei 37°C mit intakten Zellen oder Zelllysaten
inkubiert, und danach wurden die Ansitze mit einem Azid-
Rhodamin-Reporter-Marker — mittels  kupferkatalysierter
Azid-Alkin-Cycloaddition (Klick-Chemie) umgesetzt; die
durch diese Sonden gebundenen Proteine wurden im An-
schluss unter Verwendung von Streptavidin-Kiigelchen iso-
liert und durch SDS-PAGE mit In-Gel-Fluoreszenz-Scanning
sichtbar gemacht (Abbildung 8). Es wurde gezeigt, dass bei
Erhohung der Sondenkonzentration von 1 auf 1000 nm die
Selektivitit fiir die Zielstruktur (BTK- oder EGFR-Variante)
deutlich geringer wurde. Im Fall der Ibrutinib-Sonde wurden
zusitzlich zu BTK auch MAP2K7, TEC und MLTK markiert,
sogar bei Sondenspiegeln, die pharmakologisch relevanten
Konzentrationen von Ibrutinib entsprachen. Dieser Verlust
an Selektivitdt ging mit einer Erhohung der Sondenzytoto-
xizitédt einher, woraus die Autoren schlussfolgerten, dass weit
verbreitete, nichtspezifische kovalente Bindung (in diesem
Fall groBtenteils an Cysteinylthiole) die wahrscheinliche Ur-
sache fiir die Zelltotung war. Eine Steigerung der Reaktivitat
des Acrylamid-Gefechtskopfs durch Einbau eines N,N-Di-
methylaminomethyl-Substituenten am (-Kohlenstoffatom
hatte einen @hnlichen nachteiligen Effekt auf die Selektivitét
und die entsprechende Erhohung der Cytotoxizitdt. Insge-
samt unterstreichen diese Befunde, dass ein hohes Maf3 an
Selektivitét bei der kovalenten Modifizierung von Proteinen
durch TClIs erforderlich ist, um das Risiko einer Off-Target-

www.angewandte.de

Aufsitze

© 2016 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

An dte

Chemie

@ Wirkstoff—C=CH (b) o
lProtein CN/(%
Protein-Wirkstoff —C=CH N £
B
Na-Biotin / Cu2* N N
N*N NH,
Protein-Wirkstoff: \ /
N
N
Biotin o)

1. Abfangen auf Streptavidin
2. Spaltung des Biotinreagens
Ibruntinib-Sonde \\

SDS-PAGE <—— Protein-Wirkstoff-Addukte

tryptischer Verdau

Peptid-Wirkstoff-Addukte

LC-MS/MS

Abbildung 8. a) Schematischer Arbeitsablauf, der die Basis der ABPP-
Analyse von Zielproteinen fiir kovalente Wirkstoffe bildet.®! Der interes-
sierende Wirkstoff, der mit einer terminalen Acetylengruppe markiert
ist, kann mit zelluldren Proteinen iiber seinen elektrophilen Gefechts-
kopf reagieren, und das resultierende Proteinadduktgemisch wird
durch Klick-Chemie in biotinylierte Derivate iiberfiihrt. Diese werden
mittels Affinititsreinigung auf Streptavidin-Kiigelchen abgefangen und
entweder durch SDS-PAGE analysiert oder mit Trypsin behandelt und
die erhaltenen, modifizierten Peptide durch LC-MS/MS bestimmt.

b) Struktur eines Acetylen-markierten Derivats des BTK-Inhibitors Ibru-
tinib, das als ABPP-Sonde fiir Ibrutinib verwendet wurde.)

Toxizitdt zu verringern. Im Hinblick auf irreversible Prote-
inkinaseinhibitoren fassten Barf und Kaptein'® ihre Ansicht
zur Selektivitdt wie folgt zusammen: ,,In a nutshell, the thera-
peutic applicability or the success of irreversible binding inhi-
bitors is dependent on whether or not the covalent bond can be
confined solely to the protein kinase of interest.“ Auch wenn
vermutlich keine absolute Spezifitdt der Reaktion von TCIs
erreichbar ist, sind fiir die Entwicklung kovalenter Inhibito-
ren Versuche zur Optimierung dieser Eigenschaft duBerst
wichtig. Schliefllich ist zu bemerken, dass Selektivitdt auch
erreicht werden kann, wenn der Kontakt zum Inhibitor auf
dessen Wirkort beschrénkt wird. Omeprazol und seine Kon-
genere sind ,,maskierte” kovalente Wirkstoffe, insofern als sie
erst in der aciden Umgebung im Magen, wo ihre Zielstruktur,
die H*/K*-ATPase, in parietalen Zellen™' lokalisiert ist, in
die reaktiven Sulfensdure/Sulfenamid-Spezies iberfiihrt
werden, wihrend Tetrahydrolipstatin (Orlistat) nach oraler
Verabreichung nur wenig absorbiert wird und seine inhibi-
torische Wirkung auf Magen-Lipasen im Magen-Darm-Trakt
ausiibt."*

4. Metabolismus und Disposition
Die Tatsache, dass die pharmakodynamische Reaktion
auf ein TCI ,,losgelost” von dessen PK-Merkmalen sein kann,

gab den Hinweis, dass eine hohe metabolische Clearance mit
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kovalenten Inhibitoren besser toleriert werden konnte als bei
den meisten anderen Arzneimittelklassen."®! Das zugrun-
deliegende Prinzip ist wie folgt: Wenn in der Anfangszeit
nach der Dosierung eine vollstandige Belegung der Ziel-
struktur erreicht werden kann, wiirde ein schneller Metabo-
lismus des Inhibitors dazu dienen, den unveridnderten Wirk-
stoff aus der systemischen Zirkulation zu entfernen und damit
eine unerwiinschte Exposition in Nicht-Zielgeweben zu mi-
nimieren. Wihrend ein solches Szenario einen Sicherheits-
gewinn bieten wiirde, zeigen jedoch Wirkstoffe, die durch
Stoffwechselprozesse schnell eliminiert werden, nach oraler
Aufnahme gewohnlich einen ausgeprédgten First-pass-
Effekt!*], was zu einer geringen oralen Bioverfiigbarkeit,
einer hoheren wirksamen Dosis und zu erhohter interindivi-
dueller PK-Variabilitét fithrt. In der Praxis darf daher die
metabolische Clearance fiir diese Wirkstoffklasse nicht zu
hoch sein, wenn die moglichen Vorteile einer hohen Wirk-
samkeit und geringen Dosierung realisiert werden sollen.*®!

Eine zweite Uberlegung, die nicht auf die Klasse kova-
lenter Inhibitoren beschrinkt ist, bezieht sich auf das Phé-
nomen der metabolischen Aktivierung, wobei im Verlauf der
Metabolisierung (gewohnlich ein oxidativer Metabolismus,
katalysiert durch Cytochrom-P-450-Enzyme) ein elektrophi-
les Zentrum in das Wirkstoffmolekiil eingefiihrt wird.'""! Im
Fall von Acrylamid-basierten TCIs ist durch die terminale
Doppelbindung auf dem Gefechtskopf, die eine CYP-ver-
mittelte Epoxidierung (wie bei Ibrutinib) eingehen kann, eine
Moglichkeit zur Bioaktivierung vorhanden.®! Natiirlich kann
die Bioaktivierung auch an anderer Stelle auf dem Molekiil
erfolgen, abhingig von der Art der Wechselwirkung mit den
Wirkstoff-metabolisierenden Enzymen. In jedem Fall wird
das normalerweise gebildete, reaktive Intermediat ein hohe-
res Maf an Elektrophilie aufweisen als der TCI-Gefechtskopf
selbst; dies hat die Konsequenz, dass die selektiven Alkylie-
rungseigenschaften, die in den kovalenten Inhibitor einge-
baut wurden, beeintriachtigt werden und der Metabolit ein
breites Spektrum an Off-Target-Proteinen alkyliert. Deshalb
ist es wichtig, dass Inhibitorkandidaten in einem frithen Sta-
dium unter Verwendung von In-vitro-Standardvorschriften,
die nucleophile Abfangtechniken nutzen, auf ihre Anfillig-
keit fiir metabolische Aktivierung gepriift werden.”” Wo eine
metabolische Aktivierung nachgewiesen und der zugehorige
Reaktionsweg aufgeklart wurde, kann nach Strukturmodifi-
kationen gesucht werden, welche die storende Reaktion mi-
nimieren oder eliminieren.'™ Zu bemerken ist, dass viele
TCIs als zeitabhingige Inhibitoren von mindestens einem
humanen CYP-Enzym™®! beschrieben wurden — was die Bil-
dung eines reaktiven Intermediats widerspiegelt —, und diese
Eigenschaft sollte ebenfalls in einem frithen Entwicklungs-
stadium gepriift werden, um eine mogliche Anfilligkeit fiir
Wirkstoff-Wirkstoff-Wechselwirkungen vorherzusagen.

Wie in Abschnitt 2 erwdhnt, kann GSH in einer Reaktion,
die durch eines oder mehrere Mitglieder der GST-Familie
katalysiert wird, direkt an den Acrylamid-Gefechtskopf eines
TCI (d.h. beim Ausbleiben metabolischer Aktivierung) ad-
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dieren; dieser Vorgang kann in extrahepatischen Geweben
sowie in der Leber stattfinden.® Bestimmte GST-Enzyme,
wie GST mul, zeigen in der menschlichen Population gene-
tische Polymorphie. Hieraus ergibt sich die Moglichkeit, in
Fillen, wo die GSH-Addition an den TCI-Gefechtskopf eine
quantitativ wichtige Clearance-Route ist und durch diese
GST-Isoform vermittelt wird, Individuen in ,,]langsame® und
»schnelle“ Metabolisierer-Phénotypen zu unterteilen. Daraus
wurde geschlossen, dass bei der Entwicklung kovalenter
Modifikatoren, die zu dieser Kategorie gehoren, die GSTM1-
Genotypen in Betracht gezogen werden miissen.'”! Die
Wirkung einer moglichen Reversibilitdt der GSH-Konjugat-
bildung, wie in Abschnitt 2 diskutiert, auf das PK-Gesamt-
profil von TCIs bleibt zu ermitteln; dieses Phdnomen kann
aber eine weitere Komplikation beim Analysieren der Fak-
toren, die die Disposition[**] bestimmter TCIs in vivo steu-
ern, bedeuten.

Im Hinblick auf Programme zur Wirkstoffsuche scheint
es, dass ein etwas anderer Satz an ADME-Assays (Absorp-
tion, Distribution, Metabolismus und Exkretion) benétigt
wird, um TCI-Leitstrukturen fiir weitere Studien zu selek-
tieren.%! Auf Grundlage einer Analyse der priklinischen
In-vitro- und In-vivo-ADME-Eigenschaften von zehn im
spaten klinischen Entwicklungsstadium befindlichen oder
zugelassenen kovalenten Inhibitoren folgerten Moghaddam
et al.® dass das Standardrepertoire an Assays bei der Aus-
wahl erfolgversprechender Verbindungen nicht diskriminie-
rend wirkte. Entscheidend fiir eine erfolgreiche Wirkstoff-
entwicklung sind dagegen weniger {iibliche Assays, wie die
Bestimmung der Modifikation der Zielmolekiilmasse, der
Nachweis der Zielstruktur durch Aminosduresequenzierung
sowie die Ermittlung der zelluldren Targetbelegung und der
Target-Umsatzgeschwindigkeiten. Die Pharmakokinetik
bleibt insoweit wichtig, als die fiir eine orale Dosierung vor-
gesehenen Inhibitoren eine akzeptable orale Bioverfiigbar-
keit aufweisen miissen, obwohl — wie oben diskutiert wurde
— auch nicht optimale PK-Profile (besonders in Bezug auf
die Clearance) fiir irreversible TCIs geeignet sein konnen.
Die Bewertung der Inhibitorselektivitit wird zu einem
wichtigen Faktor bei Studien zur Optimierung von Leit-
strukturen; dabei konnen sowohl die Identitidt von Off-
Target-Proteinen als auch die Ausmaf3e an kovalenter Mo-
difizierung, die mit zunehmenden Inhibitorkonzentrationen
einhergehen, unter Verwendung heutiger Proteomikansitze
bestimmt werden.*”-*! In-vivo-Messungen der zeitabhingi-
gen Targetbelegung, die (wenn die Zielstruktur zugénglich
ist) zundchst in Tieren und anschlieBend in Menschen
durchgefiihrt werden, ermoglichen das Aufstellen von Tar-
getbelegungs-PD-Beziehungen, die bisherige PK-PD-Bezie-
hungen bei der Designplanung im klinischen Entwicklungs-
programm ersetzen. Zu guter Letzt benotigen TClIs die er-
forderlichen physikochemischen Eigenschaften (Loslichkeit,
Lipophilie, pK,-Wert) und Sicherheitscharakteristika, die mit
Wirkstoff-dhnlichen Molekiilen zusammenhédngen, wenn sie
erfolgreich zu Therapeutika entwickelt werden sollen.!"!

[*] Der Begriff ,First-pass-Effekt" bezieht sich auf den Prozess, bei dem
ein Teil des vom Magen-Darm-Trakt absorbierten Wirkstoffs meta-
bolisch durch Enzyme in der Darmwand und Leber entfernt wird.
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[**] Der Begriff ,Disposition“ bezieht sich auf die kollektiven Prozesse
der Wirkstoff-Absorption, -Verteilung in die Gewebe und aus diesen
heraus sowie -Eliminierung aus dem Kérper.
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5. Verringerung der Toxizitdtsrisiken bei kovalenten
Inhibitoren

Im vergangenen Jahrzehnt gab es grof3e Fortschritte bei
der Entwicklung zielgerichteter kovalenter Inhibitoren, von
denen jetzt einige als zugelassene Arzneimittel auf den Markt
gekommen sind. Dass sich diese Verbindungen als sichere
und wirksame Chemotherapeutika erwiesen haben, bestétigt,
dass die selektive kovalente Modifizierung von Proteinen
unter ,,Stilllegung™ der Zielstruktur nicht zwangsldufig ein
hohes Risiko fiir immunvermittelte Toxizitét birgt. Trotzdem
bleiben Bedenken, besonders beziiglich der kovalenten
Inhibitoren, dass dies eine riskante Strategie in der Wirk-
stoffentwicklung ist. Zwei ernste Ereignisse, die bei klini-
schen Studien mit irreversiblen TCIs zu Todesfillen fiihrten,
waren innerhalb des letzten Jahres zu verzeichnen: Beim
ersten Fall war der Methioninaminopeptidase-2-Inhibitor
Beloranib (ZGN-433) im spéten klinischen Entwicklungs-
stadium als Mittel gegen Adipositas beteiligt,'””) wihrend
beim zweiten Fall der Fettsdureamidhydrolase-Inhibitor
BIA 10-2474 in Phase-I-Studien mit Mehrfachgabe bei neu-
ropathischem Schmerz'®! involviert war (Abbildung 9). Der

Beloranib (ZGN-433)

SN
(|:H3 \—y \ l\('
-
BIA 10-2474

Abbildung 9. Strukturen zweier irreversibler TCls, Beloranib und
BIA 10-2474, die mit schwerwiegenden Vorfillen in klinischen Studien
in Verbindung gebracht werden.

Grund fiir diese tragischen Ereignisse wird noch untersucht,
und wihrend des Verfassens dieses Aufsatzes lagen noch
keine Hinweise darauf vor, dass die Todesfille mit dem ko-
valenten Reaktionsmechanismus der beiden betreffenden
Substanzen in Beziehung stehen; dennoch mahnen diese
Vorfille zur Vorsicht und verdeutlichen die inhdrenten Risi-
ken der Wirkstoffentwicklung. Angesichts der Sicherheits-
bedenken und in Anbetracht der in diesem Aufsatz zusam-
mengefassten TCI-Aspekte kann eine Anzahl von Methoden
genutzt werden, um das Risiko von Nebenwirkungen zu
verringern, darunter:7-"")

a) Maximierung der Bindungsselektivitit fiir das Zielprote-
in. Diese Zielsetzung ist der Schliissel angesichts aktueller
Daten, denen zufolge die Off-Target-Bindung bei TCIs zu
einem groBeren Toxizititsrisiko fithren konnte.[*! Selekti-
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vitdt kann erreicht werden durch: 1. Optimierung der
einleitenden, nichtkovalenten Assoziation des Inhibitors
mit dem Target und 2. Einsatz von Bioinformatik, um die
Platzierung eines geeigneten Gefechtskopfs auf dem
Inhibitor relativ zu einem zugénglichen, nichtkonservier-
ten Nucleophil auf dem Protein zu optimieren. Die Se-
lektivitdt kann experimentell durch Kombination von
Aktivitédts-basiertem Protein-Profiling mit Proteomik-
Massenspektrometrie-Techniken evaluiert werden.!”!

b) Beibehaltung einer geringen Dosis. Die Uberpriifung der
Merkmale von Arzneimitteln, die wegen eines nichtak-
zeptabel hohen Auftretens toxischer Wirkungen vom
Markt genommen wurden oder die ,black box“-War-
nungen fiir Toxizitédt erhielten, haben die Bedeutung einer
taglichen Dosis betont.’* %"l So wurden nur sehr
wenige Arzneimittel mit Verabreichungen <10 mgTag™'
mit ernsthaften Toxizitdten wie Leberschddigung in Ver-
bindung gebracht, wihrend bei Arzneimitteln mit einer
Dosierung von >50 mgTag ™! starke Nebenwirkungen si-
gnifikant zunahmen."™ Dies scheint mit der ,, Korperlast®
(,,body burden“) an Wirkstoff und Metaboliten zusam-
menzuhédngen, die so niedrig wie in der Praxis moglich
gehalten werden sollte, um Off-Target-Effekte zu mini-
mieren. Dank der hohen Wirksamkeit zielgerichteter ko-
valenter Wirkstoffe sowie durch Selektierung von Kan-
didaten mit guter oraler Bioverfiigbarkeit sollte es mog-
lich sein, sichere, niedrig dosierte TCIs mit einmal tagli-
cher Verabreichung fiir eine Vielzahl therapeutischer In-
dikationen zu entwickeln.

¢) Minimale Bildung reaktiver Metaboliten. Es gibt iiber-
zeugende Informationen, denen zufolge reaktive Meta-
boliten Mediatoren fiir einige (aber nicht alle) Wirkstoff-
induzierte Toxizitdten sein konnten, und da nach gegen-
wirtigem Kenntnisstand nicht vorhersagbar ist, welche
reaktiven Intermediate Nebenwirkungen verursachen
werden, scheint es klug, Wirkstoffkandidaten, die sich als
anfillig fiir metabolische Aktivierung erwiesen haben, zu
vermeiden.’*!" Die Einfiihrung eines hochreaktiven
elektrophilen Zentrums durch Metabolisierung hebt die
kontrollierte Reaktivitidt, die im TCI-Gefechtskopf in-
stalliert wurde, auf und fithrt zum Verlust der Alkylie-
rungsselektivitdt sowie zu erhohtem Risiko fiir eine Off-
Target-induzierte Toxizitét.

Zwar konnten noch weitere risikoverringernde Kriterien
zu dieser Liste hinzugefiigt werden, z.B. die Préferenz fiir
reversible anstelle irreversibler kovalenter Inhibitoren,
jedoch gibt es gegenwirtig zu wenig Belege fiir Faktoren
aufer den drei oben genannten. An diesem Punkt scheint es
daher verniinftig zu folgern, dass hoch selektive, niedrig do-
sierte TCls, die keine metabolische Aktivierung erfahren,
Sicherheitsprofile zeigen sollten, die denen konventioneller,
nichtkovalenter Wirkstoffe gleichkommen, wéhrend sie
gleichzeitig eine Reihe therapeutischer Vorteile bieten, die
mit ihrer Bindungsweise iiber eine Nicht-Gleichgewichtsre-
aktion zusammenhéngen.
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6. Zusammenfassung und Ausblick

Der Ansatz zielgerichteter kovalenter Inhibitoren fiir die
Wirkstoffsuche hat sich in den letzten Jahren stark verbreitet,
und angesichts der groen Zahl kovalenter Wirkstoffkandi-
daten, die sich gegenwirtig in der Entwicklung befinden,
diirfte dieser Trend bis auf weiteres auch anhalten. Die
Hauptinvestitionen der pharmazeutischen Industrie lagen
bisher auf dem Gebiet der kovalenten Kinaseinhibitoren zur
Behandlung verschiedener Krebsformen, aber mit der
wachsenden Datenbasis zur klinischen Sicherheit dieser
Wirkstoffklasse ist es wahrscheinlich, dass TCIs auch fiir In-
dikationen auf anderen Gebieten als der Onkologie entwi-
ckelt werden. Proteine mit niedrigen Umsatzgeschwindig-
keiten, die zugéingliche nucleophile Zentren in einer einzig-
artigen molekularen Umgebung aufweisen, sind vielverspre-
chende Kandidaten fiir den Ansatz kovalenter Inhibitoren,
der eine niedrig dosierte Arzneimitteltherapie mit verldn-
gerter Wirkungsdauer verspricht. Wéhrend die Sicherheit
weiterhin Grund zur Besorgnis bietet und erst nach vielen
Jahren klinischer Erfahrung mit zugelassenen TClIs vollstdn-
dig gepriift sein wird, sind erste Ergebnisse durchaus ermu-
tigend.

Wenn sich das Gebiet weiterentwickelt, werden sowohl
durch experimentelle als auch durch rechnerbasierte Metho-
den tiefere Einblicke in den Einfluss der Struktur und Re-
aktivitdt des Gefechtskopfs auf die Selektivitidt, Wirksamkeit
und Toxizititsprofile von TCIs erhalten werden.’>!>"1"l Die
biologischen Folgen von Off-Target-Reaktivitit werden
klarer definiert werden, und man wird Strategien zur Mini-
mierung breiter Proteom-Reaktivitdt entwickeln. Ebenso
werden Richtlinien aufgestellt werden, um die optimalen PK-
Merkmale fiir einen kovalenten Inhibitor sowie fiir die
zweckmiBige Untergrenze der Turnover-Zeit von Zielpro-
teinen festzulegen. Man hat erst begonnen, Daten iiber er-
worbene Resistenzen gegen TCIs in der Krebstherapie zu
sammeln, im Wesentlichen aus der klinischen Praxis mit
EGFR-Inhibitoren.""®!"l Neue Zielproteine werden identi-
fiziert werden, einschlieflich solcher, die geschaffen wurden,
um Protein-Protein-Wechselwirkungen zu stéren,'?”!?!l und
eine neue, dritte Generation hochselektiver Kinaseinhibito-
ren wird zur Entwicklung kommen. Anspruchsvollere Ziele
umfassen das Design allosterischer kovalenter Enzyminhibi-
toren"” sowie kovalenter Modulatoren der Rezeptorfunkti-
on. Man wird wahrscheinlich Moglichkeiten finden, die
Bandbreite des TCI-Ansatzes zu erweitern, indem andere
Proteinnucleophile als Cysteinylthiole angesteuert werden;
zum Beispiel gelangen Fortschritte beim Adressieren kata-
Iytisch wirkender Lysine in Proteinkinasen, obgleich das Er-
reichen von Selektivitit angesichts der zahlreichen Lysinres-
te, die hadufig auf Proteinoberflichen gefunden werden, eine
enorm anspruchsvolle Designaufgabe bedeutet.®™ Dies sind
aufregende Zeiten fiir die medizinische Chemie, und wir
diirfen erwarten, dass im kommenden Jahrzehnt der TIC-
Ansatz als Strategie zum Design neuer Therapeutika sowie
die dazugehorigen Sicherheitsrisiken vollstdndiger evaluiert
werden.

Angew. Chem. 2016, 128, 13606 —13619
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Abkiirzungen

ABPP Aktivitéts-basiertes Protein-Profiling

ADME Absorption, Distribution, Metabolismus und
Exkretion

BTK Brutons Tyrosinkinase

CYP Cytochrom P-450

EGFR epidermaler Wachstumsfaktorrezeptor

GSH Glutathion

GST Glutathion-S-Transferase

HSA humanes Serumalbumin

NAPQI N-Acetyl-p-benzochinonimin

PK-PD Pharmakokinetik-Pharmakodynamik

TCI zielgerichteter kovalenter Inhibitor
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