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Abbildung I. Chancen und Grenzen photopharmakologischer Konzepte fiir Kinaseinhibitoren.
Photoschaltung: Durch eine lichtabhangige Konfigurationsanderung konnten Effekte, wie Inhibition und Akti-
vierung im Kinom-Aktivitats-Profiling nachgewiesen werden. Photoabspaltung: Eine Bestrahlung der unter-
suchten Verbindungen fihrt entweder zu einer Freisetzung und somit zu einer Kinasehemmung oder zu einer
Singulettsauerstoff-vermittelten Zellnekrose.



Kurzzusammenfassung

Die Photopharmakologie bietet die Moglichkeit, Wirkungen von Arzneistoffen rdumlich und
zeitlich mit Licht zu steuern. Bisher kann auf verschiedene Konzepte wie Photoschaltung,
Photoabspaltung oder die photodynamische Therapie zuriickgegriffen werden, um pho-
toresponsive Arzneistoffe zu entwickeln. Kinasen eignen sich sehr gut als Zielprotein in diesem
Zusammenhang, da sie eine Schliisselrolle in der menschlichen Zelle ibernehmen und so z.B.
die Regulierung von Wachstum und Differenzierung steuern. Eine unkontrollierte Uberakti-
vierung von Kinasen kann zu verschiedenen Krebsarten fiihren, welche mit Kinaseinhibitoren
wiederum therapiert werden kénnen. Die Kombination von Kinaseinhibitoren mit photophar-
makologischen Konzepten (vorranging Photoschaltung und Photoabspaltung) kénnte die
Wirksamkeit der konventionellen Behandlung erhohen, bei gleichzeitiger Reduzierung syste-
mischer Nebenwirkungen. Diese Arbeit zielt auf eine Weiterentwicklung bestehender Photo-
pharmakologiekonzepte fiir Kinaseinhibitoren ab, um die moégliche Anwendung in der Klinik
voranzutreiben. Aullerdem wurden die entwickelten photoschaltbaren Kinaseinhibitoren in
einem Kinom-Aktivitats-Profiling untersucht, um den Einfluss der Wirkstoffe auf das gesamte
Kinasenetzwerk zu ermitteln. Die synthetisierten photoresponsiven Inhibitoren wurden pho-
tochemisch charakterisiert und anschliefend in Form von Kinaseassays, Kinom-Profiling und

Zellproliferationsassays biologisch getestet.

Im ersten Teil der Arbeit wurden mehrere Photoschalter biologisch evaluiert. Fur den zu-
gelassenen Kinaseinhibitor Axitinib konnte eine isomerenabhingige biologische Wirkung (auf
VEGFR2, auf HUVEC und im Kinom-Profiling) gezeigt werden. Jedoch lieB sich das Stilben
nicht reversibel in wéissrigen Medien schalten. Die darauffolgende Funktionalisierung mit Di-
azocinen vereinte optimierte photochemische Parameter mit einem ausreichenden pharmako-
logischen Wirkunterschied. Die eingeschriankte Wirksamkeit eines photoschaltbaren
BRAFV600E-Tnhibitors durch Kinomiiberaktiverung konnte durch das Kinom-Profiling erklart
werden. Wahrend ein Kinom-Profiling der Chronoschalter nicht gelang, konnte ein deutlicher
Wirkunterschied im Profiling der RET-Stilben-Schalter festgestellt werden. Die im zweiten
Teil untersuchten Photoschutzgruppen DMNB und BODIPY fiir CDK2-Inhibitoren fiihrten
unter Bestrahlung entweder zur erwarteten Abspaltung und CDK2-Hemmung (DMNB) oder
zu erheblichen photodynamischen Effekten (BODIPY).

Die untersuchten Verbindungen leisten einen wichtigen Beitrag fiir die (Weiter-)Entwick-
lung photoresponsiver Kinaseinhibitoren. Weiterfithrende Studien im Tiermalistab erscheinen
so wahrscheinlicher (Photoschalter) oder sollten als nichstes durchgefiihrt werden (Photoab-
spaltung). Weiterhin wird eine Ergénzung der biologischen Testung von Kinaseinhibitoren um

das Kinom-Profiling als sinnvoll erachtet, da es das Portfolio in der Testung sinnvoll erweitert.
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Figure I. Prospects and limitations of photopharmacological concepts for kinase inhibitors.
Photoswitching: By a light-dependent configuration change, effects such as kinase inhibition and activation
could be demonstrated in kinome activity profiling. Caged CDK2 inhibitors: Irradiation of the investigated

compounds leads either to a release and thus to kinase inhibition or to singlet oxygen-mediated cell necrosis.



Abstract

Photopharmacology offers a spatiotemporal control of the effects of drugs using light. Up to
now, various concepts such as photoswitching, photocleavage or photodynamic therapy can be
used to develop photoresponsive drugs. Kinases are very well suited as target proteins for the
following applications, as they fulfil a key role in the human cell and therefore control cell
functions, e.g., the regulation of growth and differentiation. Uncontrolled overactivation of ki-
nases can lead to various types of cancer, which can be treated with kinase inhibitors. Com-
bining kinase inhibitors with photopharmacological concepts (preferential photoswitching and
photocleavage) could increase the efficacy of treatment while reducing systemic side effects.
This work aims at the advancement of existing photopharmacological concepts for kinase in-
hibitors to improve their potential clinical application. In addition, the developed photoswitch-
able kinase inhibitors have been investigated in a kinome activity profiling to determine the
influence of the drugs on the entire kinase network. The synthesized photoresponsive inhibi-
tors were photochemically characterized and subsequently biologically tested using kinase as-

says, kinome profiling and cell proliferation assays.

In the first part of the work, several photoswitches were biologically evaluated. For the ap-
proved kinase inhibitor axitinib, an isomer-dependent biological effect (on VEGFR2, on
HUVEC and in kinome profiling) could be shown. However, stilbenes could not be reversibly
switched in aqueous media. The subsequent functionalization with diazocines combined good
photochemical parameters with a sufficient difference in effect. The limited effectiveness of the
photoswitchable BRAFV600E inhibitor due to kinome overactivation could be explained by
kinome profiling. While kinome profiling of the chronoswitches was not successful, a clear dif-
ference in effectiveness in the profiling of the RET stilbene switches was observed. In the sec-
ond part, the photoremovable protecting groups DMNB and BODIPY for CDK2 inhibitors were
investigated. Under irradiation, caged inhibitors led either to the expected cleavage and CDK2

inhibition (DMNB) or to significant photodynamic effects (BODIPY).

The investigated compounds contribute significantly to the (further) development of photo-
responsive kinase inhibitors. Further studies in animal scale thus seem more likely (photo-
cleavage) or should be carried out next (photoswitching). Furthermore, the addition of kinome
profiling to the biological testing of kinase inhibitors is considered useful as it expands the

testing portfolio.






Popularwissenschaftliche Zusammenfassung

In nahezu allen wichtigen Prozessen der Zelle sind Kinasen beteiligt. Kinasen sind Enzyme,
die fur ein gesundes Zellwachstum und ein sicheres Ableben der Zelle sorgen, also die Regula-
tion der menschlichen Zellen steuern. Sind diese Funktionen gestort, konnen diverse Krank-
heiten entstehen, vor allem jedoch Krebs. Mittlerweile kann Krebs durch vielfaltige Therapien
behandelt werden, darunter Chemotherapie mit Kinasehemmern. Da die aktuellen Therapie-
optionen noch nicht alle Krebsarten heilen kénnen und durchaus schwere Nebenwirkungen
haben, gibt es verschiedene Konzepte, mit denen die Therapie zukiinftig verbessert werden
soll. Mit Hilfe der sogenannten Photopharmakologie (Licht und Wirkstoffe) sollen unwirksame
Medikamente verabreicht werden und anschlieBend nur mit Hilfe von Licht lokal aktiviert
werden. Dazu eignen sich chemische Substanzen, die einmalig mit Licht aktiviert werden kon-
nen, aber auch Wirkstoffe, die an- und ausschaltbar sind, je nachdem mit welcher Lichtfarbe
bestrahlt wird. Auch wenn diese Arbeit nicht das fertige, durch Licht aktivierbare Medika-
ment hervorgebracht hat, so hat sie doch einen wesentlichen Teil zu deren Entwicklung und

dem wissenschaftlichen Versténdnis beigetragen.
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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Proteinkinasen

In der eukaryotischen Zelle ibernehmen Proteinkinasen elementare Funktionen, wie u.a.
die Regulierung von Wachstum, Proliferation, Migration, Differenzierung und Apoptose.[l
Diese Schliisselfunktionen kénnen bei einer Dysregulation auch zu unerwiinschten Kontroll-
verlusten innerhalb der Zelle und damit Krankheitsbildern im Organismus fiihren, wie z.B.

Krebs, Alzheimer oder Immuninsuffizienz.[2-7

Erzielt werden diese vielfidltigen Funktionen in der eukaryotischen Zelle u.a. in Signal-
transduktionskaskaden durch den Phosphatgruppentransfer von ATP (Donor) auf ein Sub-
strat (Akzeptor). Die sogenannte Phosphorylierung von Proteinen stellt eine der wichtigsten
posttranslationalen Modifikationen dar, da ca. 30 % der Zellaktivitit dariiber gesteuert
wird.89 Durch die Ubertragung des negativ geladenen Phosphats wird eine Konformations-
dnderung des Proteins bewirkt und somit auch eine Aktivitdtsdnderung. Aufgrund des Phos-
phatgruppeniibertrags werden Proteinkinasen den Transferasen zugeteilt (s. Tabelle 1.1). Auf-
grund der relativ stabilen Phosphat-Ester-Bindung (an einer Aminoséure) miissen die Phos-
phatgruppen tiber Phosphatasen wieder abgespalten werden.[8 Die Phosphatasen nehmen so-

mit die Rolle des Gegenspielers zu den Kinasen ein.

Tabelle 1.1. EC-Klassifikation der Proteinkinasen nach NC-IUBMB.

Code Klassifikation

EC 2 Transferasen

EC 2.7 Transfer Phosphor-haltiger Gruppen

EC 2.7.10 Protein-Tyrosinkinasen

EC 2.7.11 Protein-Serin-/Threonin-Kinasen

EC 2.7.12. duospezifische Kinasen (Tyrosin und Serin/Threonin)
EC 2.7.13 Protein-Histidinkinasen

EC 2.7.14 Protein-Argininkinasen

EC 2.7.99 andere Kinasen (z.B. Aspartat-Glutamat-Kinasen)




Proteinkinasen

Die Gesamtheit der menschlichen Kinasen wird als Kinom bezeichnet und kann phyloge-
netisch gegliedert werden.!19 Je nach Sequenzhomologie liegen in dieser Darstellung hohe Se-
quenziibereinstimmungen nah beieinander, geringe Ubereinstimmungen liegen weiter ent-

fernt voneinander (s. Abbildung 1.1).

Abbildung 1.1. Grafische Darstellung der Sequenzhomologie des humanen Kinoms.
TK: Tyrosinkinasen, RAF: RAF-Kinasen, CK1: Caseinkinase 1, CDK: cyclinabhangige Kinasen. Abbildung adaptiert
von Cell Signaling Technology!"®
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Unter Bildung einer Esterbindung wird das Phosphat hauptséchlich an die Hydroxyl-
Gruppe von Aminosduren wie Tyrosin, Serin oder Threonin transferiert. Je nach Akzeptor
leiten sich auch die Familien von Proteinkinasen ab, also Tyrosinkinasen oder Serin-/Threo-

nin-Kinasen (s. Tabelle 1.1).111.12]

Abbildung 1.2. ATP in Bindetasche von CK1.

A. Komplettansicht der CK1 (PDB: 1CSN) mit gebundenem ATP in der Bindetasche und komplexiertem Magne-
sium (violett). B. Detailansicht der Bindetasche der CK1. Wasserstoffbriickenbindungen wurden in Gelb darge-
stellt, koordinative Bindungen in Rot. C. 2D-Interaktionsdiagramm von ATP in der Bindetasche. Die Affinitat zur

hinge region durch das Adenin findet vielfach Nachahmung in den zugelassenen Kinaseinhibitoren.[3]

Strukturell setzen sich Proteinkinasen aus der N-terminalen Obereinheit (Jobe), der C-ter-
minalen Untereinheit, einer Scharnierregion (hinge) sowie der sich daraus ergebenden kata-
Iytischen Doméne zusammen. In dieser katalytischen Doméne findet der Phosphatgruppen-
transfer des y-Phosphats vom ATP zumeist auf die Hydroxylgruppe der entsprechenden Ami-
nosidure statt. Die katalytische Doméne besteht aus ca. 270 Aminosiduren und ist unter allen
Proteinkinasen phylogenetisch hoch konserviert, da ATP fir den Phosphatgruppentransfer
benétigt wird. Essentiell fiir die Phosphorylierung ist das Offnen und SchlieBen der aktiven
Tasche entlang der Ainge-Region. Auch obligat fir die Katalyse des Phosphatgruppentransfers

sind noch ein oder zwei Metallionen (zumeist Magnesium) zur Fixierung des y-Phosphats und




Proteinkinasen

Stabilisierung der negativen Ladungen im Ubergangszustand (s. Abbildung 1.2).1141 Charakte-
ristisch fiir Proteinkinasen sind in der N-terminalen Untereinheit funf 8-Faltblatt-Strukturen,
eine a-Helix (C-Helix) und die Binderegion fiir ATP enthalten. Die C-terminale Untereinheit

enthélt die Aktivierungsschleife, katalytische Reste sowie Bindestellen fiir Peptide und Prote-

ine.[12,15]

Die Regulation von Kinasen ist fiir eine physiologische Funktion der Zelle unerlisslich. Die
Aktivitat der Kinase wird dabei vor allem tiber die Konformation der Aktivierungsschleife ge-
steuert. Die Aktivierungsschleife, beginnend mit dem DFG-Motiv und endend mit dem APE-
Motiv, ist ca. 20—-35 Aminosduren grof3. Eine entscheidende Rolle spielt die Aktivierungs-
schleife nicht nur bei der Stabilisierung des Magnesiums, sondern auch bei der Regulation von
Phosphorylierungsmodulatoren. Je nach Konformation der Aktivierungsschleife liegt die Pro-
teinkinase in einem aktiven oder inaktiven Zustand vor. Proteinkinasen verfliigen auch tber
Autoinhibitions-Sequenzen zur gesteuerten Regulierung der Phosphorylierung. Da diese Se-
quenzen nicht phosphoryliert werden konnen, werden sie auch Pseudosubstrate genannt. Eine
Inhibition erfolgt durch Einklappen analog zur Aktivierungsschleife und blockiert so Nukleo-
tid- und Peptidsubstrate (z.B. bei der ABL-Kinase).l11.16]

Entscheidend fiir die Substraterkennung einer Proteinkinase ist nicht nur ein Tyrosin oder
Serin/Threonin, sondern auch analoge Sequenzen passend zur Substratbindestelle. Nur so
kann die Phosphorylierung durch die verschiedenen Proteinkinasen spezifisch reguliert wer-
den. Die Substraterkennung von Serin/Threonin- bzw. Tyrosin-Resten erfolgt zwar substrat-
spezifisch, jedoch gibt es Uberschneidungen in der Erkennung von Nachbarsequenzen, sodass

mehrere Kinasen dhnliche oder gleiche Substrate phosphorylieren kénnen.[11.12]

Wihrend Serin-/Threonin-Kinasen vor allem cytosolisch anzutreffen sind und dem oben be-
schrieben Aufbau entsprechen, liegen Tyrosinkinasen vor allem transmembranir gebunden
vor und haben strukturelle Modifikationen, die sie von den Serin-/Threonin-Kinasen unter-
scheiden. Die groBte Gruppe der Tyrosinkinasen sind die Rezeptortyrosinkinasen (RTK).
RTKSs enthalten sowohl extrazellulare Rezeptoren als auch eine intrazelluldre Tyrosinkinase-
domaine.[17-19 Die Aktivierung von RTKs erfolgt hauptsichlich durch Dimerisierung zweier
Monomere zu einem Homodimer oder Heterodimer unter Ligandenbindung. Anschlielend fin-
det eine Autophosphorylierung der beiden Kinasedoménen in trans statt, also eine gegensei-
tige Phosphorylierung beider Dimere. Durch den Phosphatgruppentransfer auf das Rezeptor-
protein sind die downstreamrKinasen aktiviert und fir weitere Signaltransduktionen tiber
beispielsweise eine Bindung von einer SH2-Effektordoméne empfinglich. Am Ende der Sig-

naltransduktionskaskade wird dann der Effekt, wie z.B. die Zellproliferation, ausgelost.[11.18]
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1.2 Kinaseinhibitoren

Kinaseinhibitoren haben 2001 sowohl der Tumortherapie als auch in der zielgerichteten
Therapie (molecular targeted therapy) einen Innovationssprung gebracht. Imatinib als erster
Vertreter der neuen Arzneistoffgruppe der small molecule protein kinase inhibitors (smKI)!20!
wurde zugelassen zur Behandlung der chronisch myeloischen Leukdmie (CML). Gekennzeich-
net durch die Produktion von BCR-ABL Fusionsproteinen, einer iiberregulierten Tyrosin-
kinase, fithrt diese zur pathologischen Uberproduktion an Leukozyten. Genau diese Tyrosin-
kinase bzw. dieses Fusionsprotein wird nun von Imatinib kompetitiv inhibiert, wodurch in
klinischen Studien die Remission in der Versuchsgruppe bis zu 90 % betrug.[21-25] Gegeniiber
konventionellen Therapieansétzen in der Chemotherapie zeichneten sich die Proteinkinase-
inhibitoren durch héhere Selektivitat und relativ bessere Vertriaglichkeit durch ein ginstiges

Nebenwirkungsprofil aus.[26-28]

Aufgrund des folgenden Booms der zielgerichteten Therapie und der damit verbundenen
Zunahme an Zulassungen von Proteinkinaseinhibitoren gibt es zurzeit (Stand Juli 2020) 57
zugelassene Kinaseinhibitoren gegen eine Vielzahl an Indikationen von vor allem Krebser-
krankungen, aber auch rheumatoide Arthritis oder Thrombozytopenie, und 161 smKIs in kli-

nischer Testung.[29

Abhéngig von der adressierten Bindestelle des Inhibitors und der Art der Interaktion wer-
den die Kinaseinhibitoren in mittlerweile sieben verschiedene Klassen unterteilt. Betrachtet
wird sowohl die aktive Konformation der Kinase, die Position des DFG-Motivs, als auch die
Art der Bindung des Inhibitors (s. Tabelle 1.2).30 In der Regel wird die ATP-Bindetasche in-
hibiert (Typ I, I und II), wobei die Struktur-Wirkungsbeziehungen sehr klar sind. MaB3geb-
lich verantwortlich fiir die aktive Konformation der Kinase ist die Aktivierungsschleife. Bei
Phosphorylierung von Serin, Threonin oder Tyrosin an der Kinase (durch z.B. eine andere
Kinase dndert sich die Ladungsverteilung und das Phenylalanin aus dem DFG-Motiv klappt
nach innen (DFG-in). Dadurch wird eine Konformationsinderung der Aktivierungsschleife
aus der Bindetasche heraus induziert, sodass diese nicht mehr die Bindestelle blockiert (s.
Abbildung 1.3). Klappt das Phenylalanin nach auBen (DFG-ou?) legt sich die Aktivierungs-
schleife in den katalytischen Spalt, sodass eine Ligandenbindung von z.B. MgATP verhindert
wird; die Kinase ist inaktiv. Zusétzlich wird durch die Konformationsdnderung in DFG-out die
deep pocket freigelegt. Im Gegensatz zur ATP-Bindetasche ist die deep pocket nicht hoch kon-
serviert. Diese ist vor allem bei Tyrosinkinasen héiufig vorzufinden und zeigt aufgrund der

physiologisch untergeordneten Bedeutung eine stirker ausgepriagte Variabilitat.[11,12,14,31]
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Tabelle 1.2. Wesentliche Inhibitortypen nach Roskoski.3%
Von einer weiteren Unterteilung aufgrund der Konformation einzelner Proteinschleifen in z.B. IlA (Axitinib) wurde

aufgrund der Ubersichtlichkeit abgesehen.

Typ Merkmale Vertreter

I ATP-kompetitiv, bei aktiver DFG-in-Konformation Pazopanib, Palbociclib,

ATP-kompetitiv, bei inaktiver DFG-in-Konformation _ o
1Y2 ] ] , _ _ Vemurafenib, Lapatinib,
(inaktiv durch Konformation anderer Proteinschleifen)

Imatinib, Dabrafenib,

Il Bindung in DFG-out-Konformation, inaktive Kinase o o
Axitinib, Ponatinib

allosterische Inhibition neben der ATP-Bindetasche, o
1l ) . Trametinib
nicht kompetitiv

allosterische Inhibition nicht neben der ATP-Bindeta-

_ o Everolimus
sche, nicht kompetitiv
lediglich praklinische

\Y Bivalente Bindung Kandidat
andidaten

VI irreversible, kovalente Bindung, Suizidinhibitor Afatinib

Aus der DFG-Konformation lassen sich die Kinaseinhibitoren vom Typ I, % und II ableiten.
Naturgemal} dhneln sich Typ-I-Inhibitoren stark, da alle die ATP-Bindetasche adressieren.[32!
Daraus ergibt sich eine hohe Wahrscheinlichkeit fir die Inhibition verschiedener Kinasen mit
nur einem Inhibitor, also eine (relativ) geringe Selektivitit.[33.34 Aufgrund der variablen DFG-
out-Konformation von Proteinkinasen ergibt sich eine gréBere Strukturvariabilitdt von Typ-
II-Inhibitoren. Ein Anstieg in der Selektivitit kann nach Miiller et al. per se jedoch nicht ge-
wahrleistet werden, da mehr Kinasen eine DFG-out-Struktur aufweisen als bisher angenom-
men.[16:311 Um tatsédchlich eine erhéhte Selektivitat aufzuweisen, miissen verschiedene struk-

turelle Anforderungen erfiillt sein, wie z.B. eine gezielte Adressierung der deep pocket.
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Aktivierungs-
schleife

Abbildung 1.3. Vergleich von DFG-in- und DFG-out-Konformation am Beispiel von BCR-ABL.

A. DFG in Konformation der BCR-ABL-Kinase (PDB: 10PK), d.h. das DFG-Motiv (rot) zeigt in Richtung der
Bindetasche, die Aktivierungsschleife (orange) zeigt von der Kinase weg. Kristallisiert wurde die Kinase mit dem
Inhibitor PD166326 mit Ausbildung der entscheidenden Wasserstoffbriickenbindungen (gelb) zur Ainge-Region.
B. In der DFG-out-Konformation von BCR-ABL (PDB: 1IEP) klappt das DFG-Motiv nach vorne und eréffnet durch
die Konformationsdnderung neuen Raum, die deep pocket tritt in Erscheinung. Protein kristallisiert mit Imatinib,

welches nur in der DFG-out-Konformation von BCR-ABL bindet.[3536]

Hochselektive kompetitive Kinaseinhibitoren, wie Lapatinib (lediglich gegen EGFR und
HER2, s. Tabelle 1.2), bilden hier die Ausnahme.[37.38! Angestrebt werden in der Arzneistoffent-
wicklung vor allem allosterische Inhibitoren. Die gezielte Adressierung von Substratbindestel-
len durch Kinaseinhibitoren, anstelle der ATP-Bindetasche, kénnte den notwendigen Sprung
in der Wirksamkeit fir therapeutische Anwendungen bringen, bendétigt allerdings noch wei-

tere Forschungsaufwendungen.[39]
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Die hohen Erwartungen zum erhofften Therapieerfolg von Krebserkrankungen konnten
von den smKIs jedoch nicht erfiillt werden. In einigen Indikationsgebieten wie der CML konn-
ten bereits grofle Erfolge erzielt werden, allerdings nicht in der Breite an Krebserkrankungen

wie dies anfianglich erhofft wurde.

Als Bespiel sei hier der BRAFV600E-Inhibitor Vemurafenib zur Behandlung bei einem ma-
lignen Melanom oder der chronisch myelomonozytiren Leukimie (CMML) erwihnt.[40 Nach
Therapiebeginn erfolgt eine Verbesserung des Patientenzustands unter Abnahme an Tumoren
und Metastasen im ganzen Korper. In Einzelfallen wurde jedoch eine Progression der CMML
unter Vemurafenibgabe beobachtet.[4l] Dieses Phinomen ist auch bekannt als ,BRAF-Para-
dox“. Nach heutigem Stand der Wissenschaft gibt es verschiedene Hypothesen fiir die Ursache
der starken Rezidive unter Vemurafenibgabe. Die Ursache eines BRAFV600E-positiven malig-
nen Melanoms liegt in der unkontrollierten Aktivierung von BRAF in der Signaltransdukti-
onskaskade durch eine Mutation (gain-of-function Mutation). Dadurch vermehren sich die Zel-
len autonom und ungehemmt, es entstehen Tumore (s. Abbildung 1.4). Vemurafenib inhibiert
die gain-of-function-Mutante BRAFV600E nicht jedoch den funktionellen Wildtyp BRAFvt, die
Remission oder Zustandsverbesserung setzt ein. Des Weiteren wird die Aktivitiat der BRAFwt
gesteigert. Durch den teilweise BRAF-gesittigten Zustand an der Wildtypkinase wird die Au-
toinhibition verhindert, sodass BRAF*t ungehemmt und autonom analog zu BRAFV600E die
Zellproliferation paradoxerweise steigert. Diese Tatsache dullert sich dann in den wiederkeh-
renden schweren Rezidiven. Neben diesem kinome reprogramming spielen noch Ausweichro-
uten z.B. Giber den PDGFR-Pfad eine Rolle bei der Resistenzbildung in der Therapie des ma-

lignen Melanoms mit Vemurafenib.[42-45]

Dariiber hinaus gibt es eine Vielzahl an Resistenzmechanismen, nach denen Krebszellen
auf die Inhibitorgabe reagieren. Zum einen konnen Zellen tiber verschiedene Effluxtransporter
verfigen, um Substanzen iber ABC-Transporter wie MDR1 auszuschleusen. Weiterhin kén-
nen target-Mutationen die Inhibition verhindern, wie z.B. bei der gatekeeper-Mutante EGFR-
T790M nach Erlotinibbehandlung. Mittels Deregulierung der Apoptose wird es der Zelle er-
moglicht DNA Schéden zu reparieren und gestiarkt aus dem ruhenden Zellzyklus hervorzuge-
hen. Autophagozytose, d.h. der Abbau von Lysosomen durch sich selbst, wurde bereits sowohl
unter klassischer Chemotherapie als auch der zielgerichteten Therapie beobachtet und stellt
einen weiteren Resistenzmechanismus dar, da Lysosomen essentiell bei der korpereigenen Tu-
morbekdmpung unterstiitzen. Zuletzt gibt es noch weitere Mechanismen, wie gestorte Freiset-
zung von Prodrugs nach Metabolismusidnderungen, erhéhte Expression der Zielkinase, die in-

hibiert werden soll oder eine Reparatur von entstandenem DNA-Schéden. Auch makrosko-
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pisch spielt die unmittelbare Umgebung des Tumors eine Rolle bei der Erfolgschance der Be-
handlung. Dringt eine subtherapeutische Konzentration an Arzneistoff in den Kern des Tu-
mors, also in die Tumorstammzellen, wirkt der Arzneistoff zwar wachstumshemmend, aber
eine Tumorelimination wird nicht erfolgen. Das Konzept der Tumorstammzellen stellt einen
Erklarungsansatz fiir strukturelle Unterschiede im Tumor da und den sich damit ergebenden

Resistenzmechanismen wihrend der Therapie dar.[46-49]

Erkrankung Therapie
benignes malignes benignes malignes
Gewebe Melanom Gewebe Melanom

4 Y4 N S Urafe )

Vemurafenib

' N

BRAF™ BRAFVE00E BRAF BRAFVE0OE
v A4/ Ad
physiologische erhohte erhéhte Zelltod

Proliferation Proliferation Proliferation
\ VAN RN AN J

Abbildung 1.4. Schematische Darstellung des BRAF-Paradox.

Links: Veranderte Zellproliferation bei der Erkrankung mit malignen Melanom. Rechts: Die paradoxerweise er-
hohte Proliferation unter Gabe des mutationsspezifischen Kinaseinhibitors Vemurafenib. Abbildung nach Hoo-
rens et a/b%

Letztendlich muss der Selektionsdruck zur Entstehung robusterer Krebszellen unterbun-
den werden, analog zur Bekdmpfung von Resistenzmechanismen gegen Antibiotika bei Bak-
terien. Dies lieBe sich z.B. durch den Angriff an verschiedenen Mechanismen!48! erzielen oder

durch Entwicklung neuer Prodrugkonzepte wie der Photopharmakologie.
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1.3 Photopharmakologie

Licht ist evolutionér schon frith von elementarer Bedeutung in der Entwicklung biochemi-
scher Prozesse von Organismen gewesen. Nicht nur durch Warme, sondern auch durch Pho-
tonen werden chemische Reaktionen katalysiert.[51.521 Durch den Fortschritt in der technischen
Entwicklung lasst sich Licht mittlerweile ideal zeitlich und rdumlich steuern, sodass eine hohe
Auflésung in der Kontrolle von lichtabhidngigen Reaktionen erzielt werden kann. Licht in der
therapeutischen Nutzung zeichnet sich dabei durch hohe Geschwindigkeit, Reversibilitat und
einfache Handhabung aus. Vor allem ist es jedoch nicht-invasiv und bioorthogonal.53-56] Licht
selbst wird auch fiir therapeutische Zwecke verwendet. Bei der Phototherapie von Neugebore-
nen mit neonataler Hyperbilirubindmie (Gelbsucht) werden die kleinen Patienten mit blauem
oder weilem Licht bestrahlt, um die Elimination von Bilirubin zu erhohen.5” Eine der am
langsten genutzten Photochemotherapien ist die topische Verabreichung von Psoralen bei Pso-
riasispatienten in Kombination mit UV-A-Strahlung. Durch die Strahlung erfolgt eine kova-
lente Interkalation von Psoralen in die DNA, um das Wachstum von tberméBig proliferieren-
den Hautzellen zu bremsen. Durch die UV-Strahlung erhéht sich allerdings das Hautkrebsri-

siko bei einer Langzeittherapie.!58!

Als Photopharmakologie bezeichnet man chemisch-pharmakologische Konzepte, die ge-
nutzt werden, um pharmakodynamische und pharmakokinetische Parameter von Wirk- und

Arzneistoffen gezielt mit Licht zu steuern.

Wird in der Literatur hiufig lediglich das aktive reversible Schalten von Wirkstoffen als
Photopharmakologie bezeichnet,[55.56.59] greift diese Eingrenzung zu kurz. Die Pharmakologie
befasst sich im Allgemeinen mit pharmakodynamischen (Wirkung) und pharmakokinetischen
(ADME) Effekten von Wirk- und Arzneistoffen.l60] Entscheidend ist dabei in der Photophar-
makologie, dass die pharmakodynamischen oder pharmakokinetischen Eigenschaften eines
Prodrugs durch Licht gezielt gesteuert werden koénnen, also bioorthogonal. Beim reversiblen
An- und Ausschalten eines Wirkstoffes werden diese Kriterien erfiillt, 55,611 wie auch beim ein-
maligen Aktivieren durch Abspaltung von Photoschutzgruppen!62.63l oder der Erzeugung von
Singulett-Sauerstoffl6465 (s. Abbildung 1.5). Deswegen wird der Begriff Photopharmakologie
in dieser Arbeit als gesamtheitliches Konzept fiir durch Licht beeinflussbare Wirk- und Arz-

neistoffe verwendet.

Dartuber hinaus werden in der Optogenetik zelluldre Systeme gentechnisch so verdndert,
dass sie photoresponsiv (re-)agieren. In Abgrenzung zur Photopharmakologie werden Vekto-

ren und Proteine chemisch modifiziert an Stelle von Wirkstoffen.[66.67]
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Abbildung 1.5. Konzepte der Photopharmakologie.

A. Photoschaltung: lichtabhangige Konfigurationsdnderung des Molekils fuihrt zu einer Bindung am Zielprotein.
B. Photoabspaltung: Wirkstoffe werden mit photolabilen Abgangsgruppen (PPG) geschitzt, die unter Bestrah-
lung abgespalten werden. Somit wird eine Ligandenbindung ermdglicht. C. Photodynamische Therapie: Photo-
sensibilisatoren setzen unter Bestrahlung reaktive Sauerstoffspezies (ROS) frei, die zum Zelltod fihren. Abbil-
dung nach Fuchter,®® erstellt mit Biorender.

Der Antrieb fiir das Verrichten molekularer Arbeit ist die photomotorische Kraft.[69 Mit-
hilfe der photomotorischen Kraft, also der Arbeit, die durch eingestrahltes Licht (einer be-
stimmten Wellenléinge) ausgeiibt wird, kann z.B. eine Konfigurationsdnderung eines Photo-
schalters bewirkt werden, sofern die Energie ausreichend ist. Noch ist unklar, ob auch Photo-
schalter direkt gebunden in einer Proteinbindetasche geschaltet werden kénnen und inwiefern
dies die Wirksamkeit beeinflusst. Die benétigte Energie bei der Photoschaltung von 16—20 kcal
koénnte dabei schon ausreichen, um lokal eine Konformationsdnderung in der Zielstruktur des

Proteins zu erzeugen, jedoch sind weitere Untersuchungen vonnéten.[70!

Im Fall von Proteinkinasen und photoresponsiven smKIs bedeutet dies, dass die Aktivitat
nicht nur durch Bindung von Aktivatorpeptiden oder Phosphorylierungen an- und ausgeschal-
tet werden kann,211 sondern ferner durch Licht einer bestimmten Wellenldnge die Aktivitat

der Kinasen gezielt gesteuert werden konnte.l”] In der Regel werden dazu bereits bekannte

11
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und etablierte Wirkstoffe gewéhlt und auf Strukturmerkmale untersucht, die sich fiir eine

Funktionalisierung durch photoschaltbare Komponenten eignen.

Der zukiinftige Erfolg eines photopharmakologischen Konzepts wird dabei von der mogli-
chen klinischen Anwendbarkeit determiniert. Allen voran hat sich die Anregungswellenlinge
als Limitation fur biologische Anwendungen erwiesen.[”2 Da unterschiedliche Wellenlangen
des sichtbaren Lichts in biologischen Materialien verschieden stark absorbiert werden, ergibt
sich ein bio-optisches Fenster, das sich ideal fiir eine Aktivierung photoresponsiver Substan-
zen eignet. Wahrend vom UV- bis in den griinen Bereich des Lichtspektrums vor allem Mela-
nosom und Hédmoglobin Licht absorbieren, wird die Transmission von Licht jenseits des nahen
Infrarot-Bereichs (NIR) vor allem durch Wasser gemindert. Dies erdffnet das bio-optische
Fenster vom roten Bereich des Lichts bis hin zum NIR (600-900 nm).[73-75] Bemerkbar ist dies
auch bei der Eindringtiefe von Licht in biologisches Gewebe: Wahrend UV-Strahlung weniger
als einen Millimeter eindringen kann, gelangt rotes Licht mehrere millimetertief in die Haut
und in darunter liegende Gewebe (s. Abbildung 1.6).175.76] Uberwunden werden kann diese Li-
mitation durch den Einsatz von Lichtleitern. Solche so genannten Photonennadeln bieten ei-
nen minimalinvasiven Ansatz, UV-Strahlung auch in tieferliegende Gewebeschichten zu
transportieren.’7 Jedoch bleibt bisher eine Anregungswellenlinge im bio-optischen Fenster

eine Idealeigenschaft, die aktuell in der Wirkstoffentwicklung verfolgt wird.

Lichtspektrum in nm
400 450 550 600 650 700 750

T T 1
| l -

0.1 mm—_ 'Stratum corneum
0.6 MM Epidermis
1.5 mm—_
2.5 mm— ' i ' l J ) Dermis
‘i U G V) i
| ) ——
3.5 mm—_ Subkutanes

Gewebe

Abbildung 1.6. Eindringtiefe von Licht in biologisches Gewebe nach Wang et a/!7¢!
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Die E+ZKonfigurationsinderung eines Molekiils unter Einfluss von Licht (Photochromie)
ist schon seit 1954 gezielt untersucht worden.[78-80 Jedoch ist erst in den letzten Jahren mit
dem stetigen technischen Fortschritt das Interesse an Photoschaltern zur Beeinflussung bio-
logischer Prozesse nennenswert gewachsen. Der Umfang an photoschaltbaren Verbindungen
hat mittlerweile einen beeindruckenden Umfang angenommen, sodass verschiedene Maoglich-
keiten zur Auswahl zur Funktionalisierung méglicher Kandidaten stehen (s. Tabelle 1.3).
Nicht nur durch Isomerisierung (Stilbene, Hemithioindigos und Azos), sondern auch durch

reversible Cyclisierung (Diarylethene) wird das Portfolio an Photoschaltern ergénzt.

Tabelle 1.3. Ubersicht ausgewahlter Photoschalter (durch Photoisomerisierung oder Photocyclisierung)

zur Verwendung im biologischen Kontext.[5581.82]

Verbindung PSS

A —
Stilbene P —— ( 7\
Ay R/ —/"R

heterocyclische

3
Diarylethene [|\ /|§ ? [F\’\ E

83
nach Matsudal®3l s s

Hemithioindigos

7%
_ Al N=N
Azobenzole —_—
(trans/cis)
Diazocine
(cis/trans)
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Die photochemischen Eigenschaften eines Photoschalters, wie z.B. Anregungswellenlidnge,
PSS (photostationidres Gleichgewicht, photostationary state), eine hohe Bandenseparation
oder Halbwertszeit, werden nicht nur von der Struktur des Photoschalters bestimmt, sondern
sind auch stark abhéngig von Temperatur und Losungsmittel.[79.8485] Dies fiihrt insbesondere
in der biologischen Testung zu groen Hiirden fiir den Erfolg eines pharmakologisch nutzba-
ren Photoschalters. Beispielsweise erfolgt die Charakterisierung zumeist in organischen Lo-
sungsmitteln (v.a. DMSO) bei RT wohingegen die biologische Testung in wissrigen Medien

mit DMSO-Konzentrationen von vorzugsweise unter 1 % und 37 °C ablauft.[56!

1.3.1.71 Stilbene und Diarylethene

Die Photoisomerisierung von Stilbenen in organischen und wassrigen Losungsmitteln gilt
als ausfihrlich untersucht.86-881 Die hervorgerufene Konfigurationsidnderung durch Bestrah-
lung soll, eingebaut im Pharmakophor eines Wirkstoffs, dessen gezielte Aktivitdtssteuerung
ermoglichen. Die Riickschaltung vom Z- zum EfIsomer erfolgt entweder durch Bestrahlung
mit einer zweiten (passenden) Wellenlénge oder thermisch, da das Z-Stilben thermisch (rela-
tiv) labil ist und die £*Konfiguration thermodynamisch begiinstigt ist. Stellt sich in der Praxis
ein F/ZIsomerengleichgewicht ein (PSS), so gilt eine isomerenreine Schaltung in der Photo-
pharmakologie als ideal. In Konkurrenz zur Ruckisomerisierung steht oft eine irreversible
photoinduzierte [2+2]-Cyclisierung des Z-Isomers mit anschlieBender Oxidation und Aromati-

sierung zum Phen-anthren.[81,89,90

Wahrend Stilbene lediglich eine Photoisomerisierung unterliegen, bilden die Diarylethene
einen Sonderfall. Unter Einstrahlung einer geeigneten Wellenlénge erfolgt eine Cyclisierung
unter der Verkniipfung beider Aryle. Photopharmakologisch interessant ist diese Stoffgruppe
deswegen, da die Cyclisierung reversibel verlauft und das urspriingliche Diarylethen unter
Lichteinstrahlung einer anderen Wellenldnge oder durch thermische Riickschaltung wieder-
hergestellt werden kann. Wilson et al prasentierten mit ihrem Diarylethen den ersten pho-
toresponsiven Kinaseschalter, der nicht auf den Azobenzolen basiert, auf der Proteinkinase
C.1 Erreicht wurde ein 25-facher Wirkunterschied zwischen ringoffener und geschlossener

Form, jedoch konnte eine reversible Schaltung in wassrigen Losungen nicht gezeigt werden.

Auch bereits zugelassene Kinaseinhibitoren wie Sunitinib (Hemiindigo, Handelsname:
Sutent)¥2.93] und Axitinib (Aza-Stilben, Handelsname: Inlyta)®4 weisen eine Photosensitivitéit
bzw. Photoresponsivitit auf. Diese Eigenschaften bilden eine vielversprechende Ausgangslage
zur Entwicklung photoschaltbarer Kinaseinhibitoren. Aufgrund der héufig auftretenden Ne-
benreaktionen der Stilbene konzentrieren sich die wissenschaftlichen Bemiihungen aktuell

eher auf andere photoresponsive funktionelle Gruppe wie den Azobenzolen.[56!
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1.3.1.2 Azobenzole

Auch bei unsubstituierten Azobenzolen kann beobachtet werden, dass bei UV-Bestrahlung
das thermodynamisch stabile £-Isomer zum thermodynamisch labilen Z-Isomer photoisome-
risiert.81 In der wissenschaftlichen Praxis werden durch Substituierung der Phenylringe Kon-
versionsraten von tber 90 % ZIsomer nach Bestrahlung angestrebt, um einen signifikanten
Wirkunterschied zwischen den Isomeren zu erzielen. Die Riickisomerisierung erfolgt in der
Regel Uber blaues Licht oder thermisch aufgrund der im Gegensatz zu den Stilbenen geringe-

ren thermodynamischen Stabilitét.[81

Die aktuellen wissenschaftlichen Bestrebungen fokussieren sich auf die Verbesserung der
photochemischen Parameter, wie Anregungswellenldnge, Halbwertszeit und Konversionsrate.
Der ideale Photoschalter zeigt eine vollstdndige Konversion vom inaktiven zum aktiven Iso-
mer mit ausreichender Stabilitdat bzw. Halbwertszeit bei einer Anregung mit sichtbaren Licht
oder im NIR, um eine biologisch sinnvolle Anwendung zu finden. So berichten Hoorens et al
aus der Szymanski-Gruppe vom ersten Azo-Schalter mit einer Bandenseparation von
100 nm."! Die Halbwertszeit lag jedoch nur im Picosekunden-Bereich. Um Azobenzole in der
cis-Konfiguration zu stabilisieren, ist eine Halogensubstitution in den ortho-Positionen zur
Azobriicke geldufig. Durch die elektronenziehenden Fluorsubstituenten (-I-Effekt) wird das
cis-Azobenzol stabilisiert und Halbwertszeiten bis zu 700 Tagen ermdoglicht.[96.97 Die Wooley-
Gruppe verdffentlichte die ersten Photoschalter fiir den in-vivo-Gebrauch mit Anregungsma-
xima im Bereich von rotem Licht bis zum NIR-Bereich.98 Verwendet wurden Azo-Azonium-
schalter, die tiberraschenderweise im Sekundenbereich riickisomerisieren, also sechs Zehner-
potenzen langsamer als iiblich fiir angeregte Azoniumionen (s. Abbildung 1.7).170] Obwohl eine
Halbwertszeit von Sekunden immer noch unzureichend fiir derzeitige biologische Testmetho-
den ist, zeigen die Forschungsbemiithungen eine ermutigende Tendenz fiir besser nutzbare
Photoschalter. Dariiber hinaus wurden auch Konzeptkombinationen entwickelt. So berichte-
ten Munioz-Rugeles et al. von einem Stilbenyl-Azopyrrol.[9! Das beschriebene Konzept findet

Anwendung in der 2-Photonen-Anregung zur Erhohung der Anregungswellenlénge.

Wichtig fur die Anwendung im biologischen Kontext ist die Verwendung von cis-Azobenzo-
len als biologisch aktive Substanz, damit bei der (thermischen) Riickschaltung das trans-so-
mer inaktiv ist. Die Wirkung wird somit angeschaltet und die Ausschaltung erfolgt automa-
tisch. Ein iberzeugendes Konzept lieferten bereits Volgraf et al. aus der Trauner-Gruppe mit
einem schaltbaren Ionenkanal.[100 Wenig tiberzeugend waren jedoch die geringe biologische

Halbwertszeit und die Aktivierung mit 380 nm (UV).
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Abbildung 1.7. Azo-Azonium-Schalter von Dong et al.
Anhand von Verbindung MD26 konnte erstmals eine Photoisomerisierung aufgrund der relativ hohen Stabilitat

des Azonium-lons gezeigt werden. MD28 weist sogar ein Absorptionsmaximum im Rotspektrum auf.l%¢!

Dartber hinaus gibt es bereits eine Vielzahl Proteinkinaseinhibitoren, die mithilfe von
Azobenzolen zur Photoschaltung funktionalisiert wurden (Azologisierung). 2015 versffentlich-
ten Ferreira et al. aus der Grotli-Gruppe den ersten photoschaltbaren Kinaseinhibitor.[101 Azo-
logisiert wurde ein RET-Inhibitor. Die Anregung fand lediglich im UV-Bereich statt und der
Wirkunterschied vom aktiven E-Isomer (150 nM) zum thermolabilen ZIsomer (580 nM) war
lediglich um den Faktor 3.9 verringert. Auch konzeptionell ist der RET-Schalter von Ferreira
et al. unglunstig, da das wirksame Isomer mit der Zeit wiederhergestellt werden kann. Kolarski
et al. verdffentlichten die Synthese eines schaltbaren CK1-Modulators (Heteroaryl-Azo) zur
Beeinflussung des circadianen Rhythmus ohne Erwihnung biologischer Daten.!102! Schehr et
al. aus der Herges-Gruppe haben in einem umfassenden Beitrag die Testung verschiedener
Azobenzol- und Diazocinderivate auf der CK16 und p38a verdffentlicht.[103] Zwar wurden nur
geringfiigige Wirkunterschiede zwischen den Isomeren festgestellt, doch konnte ebenso eine
Reduktion der Azobenzole gezeigt werden. Die in der biologischen Testung oft eingesetzten
Reagenzien DTT (vermutlich auch Glutathion) reduzierten die Azo-Bindung zu einem Hydra-
zin und fithrten in der Studie zu inkonsistenten ICs0-Werten sowie dem Verlust der reversiblen

Schaltbarkeit.
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Bisher neu ist die Kombination photopharmakologischer Konzepte mit auf Proteolyse zie-
lende Chiméaren (proteolysis targeting chimeras, PROTACs). PROTACs greifen in den zelluldr
regulierten Proteinabbau ein, der lange Zeit als undrugable, also nicht durch Wirkstoffe be-
einflussbar, galt.1941 Jin et al beschrieben Funktionalisierung von PROTACs mit einer
Azobenzolfunktion.[105] Dieses Azo-PROTAC ist in der Lage gezielt die Tyrosinkinase BCR-

ABL bei Bestrahlung zu internalisieren, und stellt somit einen neuen Ansatz gegen CML dar.

Die bisherigen Anwendungen von Azoschaltern kénnen jedoch lediglich als Konzeptualisie-
rung, also proof of principle, verstanden werden, da entweder gute photochemische Eigen-

schaften oder nennenswerte Wirkunterschiede der Isomere fehlen.

1.3.1.3 Diazocine

Ausgehend von der beschrankten Anwendung von Azoschaltern aufgrund der limitierenden
photochemischen Parameter riickten die verbriickten Azobenzole (Diazocine) in den Fokus der
photopharmakologischen Entwicklung. Vor allem die Herges-Gruppe hat einen GrofBteil zur
Synthese, photochemischen Charakterisierung und moglichen Anwendungsgebieten beigetra-
gen.l106-1091 Diazocine und Heterodiazocine sind gekennzeichnet durch eine thermodynamisch
stabile cisKonfiguration im Gegensatz zu den nicht-verbriickten Azobenzolen (stabile trans-
Konfiguration). Das Absorptionsmaximum von cis liegt bei 400 nm, bei #rans bei iiber 500 nm
und kann zu 90 % transbzw. ~100 % cis angereichert werden.[196! Ausgehend vom Kohlenstoff-
diazocin!106,107 wurden entweder Sauerstoff oder Schwefel in der Kohlenstoffbriicke substitu-
iert, um die photochemischen Parameter gezielt zu variieren.[199 Das Sauerstoffdiazocin zeigte
bei den Untersuchungen ein besseres PSS von >99 % cis zu 80 % trans, jedoch nur eine Halb-
wertszeit von 89 Sekunden. Das Schwefeldiazocin dagegen zeigte zwar ein PSS von >99 % cis
zu 70 % trans, jedoch eine Halbwertszeit von 3—5 Tagen bei 27 °C. Wie schon bei den Azoben-
zolen werden die photochemischen Parameter bei den Diazocinen von den Substituenten be-

einflusst.[82.108]

Sowohl die Trauner-Gruppe, (119 als auch Ellis-Davies et all111l haben bereits Diazocin-ge-
koppelte Aminosduren publizieren kénnen. Wiahrend die biologische Testung von schaltbaren
Aminosduren an isolierten Ionenkanéilen noch effektvolle Wirkunterschiede zeigen konnte,
wurden Zelldaten nicht verdffentlicht. Schehr et al. konnten zwar einen Diazocin-gekoppelten
CK16- bzw. p38a-Inhibitor mit einer Halbwertszeit von tiber 3 Tagen erfolgreich synthetisie-
ren, hingegen zeigte sich keine messbare Inhibition auf den Kinasen.!103] Weiterhin wurden in
Modelversuchen Proteinel112 und DNA-Striangell13! mit Diazocinen funktionalisiert. Aufgrund
der guten photochemischen Eigenschaften wie einer rotverschobenen Anregungswellenlédnge,
Bandenseparation und einer ausreichend hohen Halbwertszeit, ergeben sich interessante An-
wendungsmdglichkeiten fiir Diazocin-gekoppelte (Kinase-)Inhibitoren, die es zu untersuchen

gilt.
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Wéihrend der Einsatz photoschaltbarer Verbindungen sich erst in den letzten 10—-20 Jahren
auf die biologische Anwendung ausdehnte, sind photoabspaltbare Schutzgruppen (photoremo-
vable protecting group, PPG) bereits seit 1977 im Einsatz fiir biologisch aktive Substan-
zen.[114.115] F{ir die Photoabspaltung werden zuerst Zielmolekiile mit PPGs geschiitzt (caging),
damit diese photoresponsiv reagieren kénnen. Mittlerweile ist der Umfang an Verbindungen,
die durch Photoabspaltung aktivierbar sind, stark angewachsen: kleine anorganische Ionen
bzw. Molekiile (Ca2+,1116] Cu*117 oder NOI[118]), Aminosduren und Peptide,[119.120) Neurotrans-

mitter,[121,122] Kinaseinhibitoren,[71.123,124] Tybulininhibitoren,[125] DNAUI26] sowie Proteine.127

Ublicherweise werden Ein-Photonen-PPGs verwendet, um Zielverbindungen photorespon-

siv zu schiitzen (s. Abbildung 1.8). Wichtige Eigenschaften fiir eine PPG sind:128]

> klarer eindeutiger Reaktionsverlauf wihrend der Photolyse mit einer ausreichend ho-

hen Quantenausbeute

> sensitive Detektierung der Abspaltung der geschiitzten Verbindung und den Produk-

ten nach der Photolyse

> Absorptionsbande mindestens iiber 300 nm (vorzugsweise im bio-optischen Fenster,

also 500—700 nm)
> gute Loslichkeit im Zielmedium

> biologische Inaktivitdt beim cagingvon Wirkstoffen zur Vermeidung von Interferenzen

Fiir die unten aufgefithrten Arylcarbonylmethyl-, Nitroaryl- und Cumaringruppen werden
die eben genannten Kriterien erfillt, sodass diese sich gut zum Zweck der Photoabspaltung
eignen. Eine Anregung der PPGs erfolgt tiblicherweise im Bereich von 325-375 nm.[128-130] Dg
die Eindringtiefe von UV im biologischen Gewebe begrenzt ist (s. Kapitel 1.3), ist das Ziel in
der (Weiter-)Entwicklung von PPGs eine Erhéhung der Anregungswellenlidnge. Erfiillt wird
dieses Kriterium von den Bor-Dipyrromethenylgruppen (BODIPY).[131] Noch nicht génzlich ge-
klart ist, ob BODIPY-PPGs alle Kriterien fiir eine vollumféanglich funktionale PPG bieten.
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Arylcarbonylmethyl-Gruppen Nitroaryl-Gruppen
0] (0]
X
HO X ~o
Phenacyl p-Hydroxy-Phenacyl o-Nitrobenzyl 4,5-Dimethyl-2-Nitrobenzyl
(DMNB)
Cumarin-Gruppen BODIPY-Gruppen

Cumarin-4-ylmethyl meso-Methyl-Bor- m eso-Phenyl-Bor-
Dipyrromethenyl Dipyrromethenyl

Abbildung 1.8. Ausgewihlte Photoschutzgruppen.[128132.133]

Abgangsgruppen wurden mit X" gekennzeichnet

Neben den Ein-Photonen-PPGs gibt es noch PPGs mit einer Singulettsauerstoff vermittel-
ten Abspaltung und Zwei-Photonen-PPGs.[122.134] Mit beiden Konzepten wird eine bathochrome
Verschiebung der Anregungswellenldnge erwirkt. Weitere Untersuchungen werden zeigen

miissen, inwiefern sich diese PPGs fiir die in-vivo-Testung eignen.

1.3.2.1 DMNB

Die Nitroarylgruppen, wie die 4,5-Dimethyl-2-Nitrobenzyl-Schutzgruppe (DMNB), stellen
die gingigsten PPGs aufgrund zahlreicher Publikationen dar.[135-1381Griinde dafiir sind die Ab-
spaltung im Millisekunden-Bereich, eine gute Wasserloslichkeit und ein guter synthetischer
Zugang bei der Kupplung. Jedoch tberlagert sich der Absorptionsbereich der PPG mit dem
der geschiitzten Verbindung und es koénnen bei der Abspaltung iiber einen cyclischen Uber-
gangszustand potenziell toxische Metabolite wie o-Nitrosoaldehyde entstehen (s. Abbildung
1.9).zsl
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Abbildung 1.9. Mechanismus der lichtinduzierten Photoabspaltung der DMNB-PPG.!128.129]

Auch auf Proteinkinaseinhibitoren wurde das Konzept der Photoabspaltung schon ange-
wendet. Bereits 1998 wurde ein PKC-Peptidinhibitor mit der DMNB-PPG geschiitzt.[124 2012
folgte die Veroffentlichung eines Nitroaryl-geschiitzten RHO-Kinase-Inhibitors.1231 Mit der
Veroéffentlichung des caged-Vemurafenib konnten Horbert und Pinchuk et al erstmalig das
Konzept der Photoabspaltung auf einen zugelassenen Kinaseinhibitor anwenden.[139 Das Kon-
zept konnte im Folgenden zwar auch auf andere zugelassenen Inhibitoren wie Vemurafenib
angewandt werden,[140! jedoch spielt die UV-Stabilitit dabei eine entscheidende Rolle. Bei dem
Versuch der Anwendung des caging-Konzepts auf den Kinaseinhibitor Dabrafenib konnte eine
erhebliche Photosensibilitit des smKI von Pinchuk et al festgestellt werden.['4] Weiterhin
konnte eine lichtinduzierte Hemmung der RET-Kinase durch die Grotli-Gruppe erreicht wer-
den.[142] Es ist inzwischen gelungen, eine Beeinflussung des circadianen Rhythmus (an dem
auch Kinasen beteiligt sind) mit Hilfe von DMNB-geschiitzten Chronomodulatoren vorzuneh-
men.[143] Die DMNB-Gruppe war auch schon Gegenstand von Untersuchungen, die eine Kom-
bination verschiedener Photopharmakologiekonzepte vereint. In der Studie von Flemming et
al. wurde eine Stilben-Gruppe mit einem Spiropyran-Schalter und einer DMNB-Gruppe ver-
kniipft. (144 Weitere Untersuchungen miissen den Mehrwert dieser Verbindung unter Beweis

stellen.

Die Toxizitdt der abgespaltenen PPG (o-Nitrosobenzaldehyd) ist aktuell noch wenig unter-
sucht. Zwar konnte ein antiproliferativer Effekt in der Zellkultur durch Horbert et al. nachge-
wiesen werden, allerdings erst ab einer Wirkstoffkonzentration von tiber 10 uM.[139] Es wurden
aktuell erst einige Nitroaryl-geschiitzte Verbindungen in in-vivo-Studien getestet.[123142,145]
Weitere Untersuchungen werden bendétigt, um zu zeigen ob, andere bereits publizierte Kon-

zepte, wie eines photoaktivierbaren Vemurafenibs, auch im Mausmodell anwendbar sind.
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1.3.22 BODIPY

Um bioaktive Substanzen mit Licht héherer Wellenldnge freizusetzen, erfreuen sich
BODIPY-Derivate (Bor-Dipyrromethen, formal ein halbes Porphyrin-Derivat) zunehmender
Beliebtheit. Bereits 2014 wurde BODIPY als PPG beschrieben.!1321 Die Schutzgruppe eignet
sich scheinbar sehr gut fiir die Photoabspaltung, da sie vielseitig variierbar ist und ein Ab-
sorptionsmaximum von 500—-600 nm aufweist. Bevor das BODIPY-Molekiil in den Fokus zur
Photoabspaltung riickte, wurde es schon vorher als Farbstoffl146], Fluoreszenzmarker!147.148]

oder Photosensibilisator!148-152] versffentlicht.

h-v
Fluoreszenz

Abbildung 1.10. Postulierter Mechanismus der lichtinduzierten Photoabspaltung der meso-Methyl-
BODIPY-PPG.['33153] Die Abgangsgruppe wurde mit , X" gekennzeichnet

Der Abspaltungsmechanismus der BODIPY-PPG ist aktuell noch nicht abschlieBend auf-
geklart. Dem postulierten Mechanismus zufolge (s. Abbildung 1.10) geht das BODIPY-Molekiil
in einen angeregten Zustand tiber, analog zur Cumarin-PPG.[128.154] Das System kann entwe-
der durch Lichtemittierung in Form von Fluoreszenz zum Grundzustand zuriickkehren oder
unter Bildung eines Ionenpaares weiter reagieren. Nachdem sich die Abgangsgruppe (,X“) ge-
16st hat, kann das kationische Intermediat mit dem Losungsmittel reagieren. Bei der Abspal-
tung in wassrigen Medien sollte so ein Hydroxyl-BODIPY entstehen, welches sich chromato-
grafisch nachweisen liee. Bisher wurden in Abspaltungsexperimenten hingegen nur die Ab-
nahme der geschiitzten Verbindung und die Wiederfindung der freigesetzten Abgangsgruppe
gezeigt. Die Darstellung der abgespaltenen Schutzgruppe wurde aktuell noch nicht veréffent-
licht.[131-133,153,155-161] Weiterhin berichteten Takeda et al. von photoinstabilen BODIPY-Deri-
vaten, die unter Bestrahlung in verschiedene Reaktionsprodukte zerfallen.1621 Dadurch
koénnte die Anwendbarkeit limitiert werden, da eindeutige Reaktionsverldaufe fiir die Verwen-

dung von PPGs benétigt werden.
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Erwihnenswert ist, dass seit 2002 bekannt ist, dass (Aza-)BODIPY-Derivate Singulett-
Sauerstoff bei Bestrahlung erzeugen(163l bzw., dass sie fiir photodynamische Anwendungen ge-
nutzt werden kénnen (2004).1164 Seit 2014 wurden regelméBig Wirkstoffe mit BODIPY-PPGs
geschiitzt, photochemisch charakterisiert und biologisch evaluiert.[132] Bis ins Jahr 2019 blieb
dennoch der Einfluss von Singulettsauerstoff auf die biologische Testung beim Caging-Kon-
zept von bioaktiven Molekiilen vollkommen unbeachtet (s. Tabelle 1.4). Erstmalig stellten Tou-
pin et al. eine Erzeugung von Singulettsauerstoff bei Bestrahlung von BODIPY-geschiitzten
Inhibitoren fest.[158] Die Untersuchungen konnten jedoch nicht zeigen, inwiefern eine Hem-
mung des Zellwachstums auf die Freisetzung des Inhibitors oder auf die Erzeugung von Sin-
gulettsauerstoff zuriickzufithren ist. Weitere Untersuchungen werden zeigen miissen, inwie-
weit sich photoresponsive BODIPY-Schutzgruppen im biologischen Kontext eignen, oder ob

die photodynamischen Effekte sogar iberwiegen.

Tabelle 1.4. Veréffentlichte Publikationen zur biologischen Testung von caged-BODIPY.

Referenz Linker Aktvierungswel-  Untersuchung auf photo-
lenlange [nm] dynamische Eigenschaften

Umeda et a/l'32 Bor 500 nein

Rubinstein et a/l33] Carbamat 530/540 nein

Goswami et g/l Ester 500 nein

Slanina et a/l"3" v.a. Ester 507 nein

Kawatani et a/l'>"] Bor 500 nein

Toupin et /%8 Ester 532 ja

Kand et a/l'>9 Carbamat 545 nein

Sitkowska et a/[16%
(2020)

Carbamat 646-665 nein

Rodat et a/l63]

Methylamin 519/525 ja
(s. S. 104)
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Der photodynamische Effekt wurde erstmalig von Raab (1900)(166! und von Tappeiner
(1904)167 beschrieben. Bei photodynamischen Prozessen wird durch Bestrahlung der Photo-
sensibilisator (PS) angeregt und die Energie auf molekularen Sauerstoff iibertragen. In Phase-
1- (Elektroneniibertrag) und Phase-2-Reaktionen (Energieiibertrag) entstehen so nachfolgend
reaktive Sauerstoffspezies (ROS), wie z.B. Singulettsauerstoff (102). Singulettsauerstoff iiber-
nimmt in der Zelle die Rolle als messengerund kann somit die Proliferation ansto3en oder die
Signaliibertragung zwischen Zellen begtinstigen.[168! Fiir das Immunsystem sind ROS von ho-
her Bedeutung, da Makrophagen schneller eine unspezifische Immunantwort abbilden kénnen
als die Antikérperproduzierenden B-Zellen.[169) Hohe Konzentrationen an Singulettsauerstoff
konnen jedoch auch zu Schéden an Proteinen, Lipiden oder DNA fithren und somit letztlich
auch zu Mutationen, Nekrose oder Apoptose.l149.170] Die photodynamische Therapie (PDT)
macht sich diese Eigenschaften zunutze, um mit Licht bioorthogonal die Freisetzung von ROS

zu steuern und malignes Gewebe zu zerstéren.

Die PDT ist von allen Photopharmakologiekonzepten am ldngsten Gegenstand von medizi-
nisch-wissenschaftlichen Untersuchungen.[17l] Die bekanntesten PSen in der photodynami-
schen Therapie sind die Porphyrine (s. Abbildung 1.11). Auch Halbporphyrine wie BODIPY-
Derivate (s. Abbildung 1.11) zeigen einen photodynamischen Effekt.[151.168 Vielfdltige Variati-
onen wurden schon veroffentlicht, um die Quantenausbeute zu erhohen, die Anregungswel-
lenldnge bathochrom zu verschieben, die Wasserloslichkeit zu verbessen oder Strukturen zu
integrieren, die eine zielgerichtete Therapie ermdglichen.[172-182] Seit der Entdeckung des pho-
todynamischen Effekts bei BODIPY-Derivaten 2004 ist es bereits gelungen die Wirksamkeit
in mehreren Studien in vivo zu belegen.[168,183,184] Eine Kombination von photodynamischen
Effekten mit einer bildgebenden Funktion aufgrund der Fluoreszenz von BODIPY-Derivaten
wurde ebenso veréffentlicht.[184 Weiterhin werden Porphyrin-Prodrugs verwendet, die vor al-
lem im Tumorgewebe akkumulieren. 5-Aminoldvulinsiure (5-ALA, Handelsname: Levulan, s.
Abbildung 1.11) beispielsweise reichert sich vor allem in Tumorzellen an und wird zu Proto-
phorphyrin IX metabolisiert. Protophorphyrin IX ist auch ein PS und setzt somit ROS unter
Bestrahlung frei, wodurch das Tumorgewebe zerstort werden kann.[185.186] In klinischen Stu-
dien werden aktuell vor allem Porphyrine getestet. Abgeleitet von den Porphyrinen wurde die
photochemische Internalisierung entwickelt (PCI).[187-189] Durch die Funktionalisierung der
Porphyrine mit Sulfonsduregruppen steigt die Affinitat der Verbindungen fiir eine Membran-
einlagerung. In kombinierter Gabe mit zytotoxischen Makromolekiilen werden die Makromo-
lekiile per Endozytose aufgenommen und die Porphyrine in die Vesikelmembran eingelagert.
Bei Bestrahlung wird der Wirkstoff intrazelluldr freigesetzt.[187 Die PCI eignet sich also gut

um die Selektivitdt von Wirkstoffen fiir eine lokale Behandlung zu erhéhen.
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Abbildung 1.11. Ausgewahlte Photosensibilisatoren fiir die photodynamische Therapie.['51.171.187.190]

Mit dem ersten zugelassenen PS namens Porfimer (Handelsname: Photofrin) 1993 wurde
der entscheidende Meilenstein erreicht. Bis heute gibt es iber zehn zugelassene PSen in ver-
schiedenen Léndern, die iberwiegend zur Behandlung von Tumoren eingesetzt werden, wie
z.B. Temoporfin.[171.191] Interessanterweise setzt unter Behandlung von Patienten mit der PDT
auch ein remodeling der betroffenen (Haut-)Stellen ein (erwiinschte Nebenwirkung), sodass
die PDT auch Anwendung in der Wundheilung und der plastischen Chirurgie finden

kann.[192,193]

Es existieren auch gezielte Ansdtze, smKIs mit photodynamischen Funktionen zu kombi-
nieren. Huang et al. berichteten von einem funktionalisierten Gefitinib, mit dem es moéglich
ist, bei Bestrahlung Singulettsauerstoff zu erzeugen.[194 In-vivo-Studien werden zeigen miis-
sen, wie praktikabel dieser Ansatz ist, da bei einer zielgerichteten Therapie auch Proteinkina-

sen durch Singulettsauerstoff zerstért werden kénnen.
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2 Zielstellung

Die Zielstellung dieser Arbeit gliedert sich in zwei Kernbereiche. Zum einen sollen beste-
hende photopharmakologische Konzepte weiterentwickelt werden, um sie fir eine spétere the-
rapeutische Nutzung zugénglicher zu machen. Zum anderen soll ein Breitspektrum-Kinase-
Screening unter lichtkontrollierten Bedingungen etabliert werden, um die zellularen Vor-

géange besser abbilden zu kénnen.

2.1 Weiterentwicklung bestehender Photopharmakologiekonzepte

Die bestehenden photopharmakologischen Konzepte aus Kapitel 1.3 befinden sich aufgrund
ihrer Historie in unterschiedlichen Entwicklungsstadien. Wahrend bereits zugelassene Pho-
tosensibilisatoren wie Porfimer (Handelsname: Photofrin, Pinnacle Biologics)171] existieren,
gibt es fiir Photoschalter bisher lediglich vereinzelt Studien am Tiermodell wie Maus oder
Zebrabarbling.36] Photoschutzgruppen ordnen sich sowohl historisch als auch im Fortschritt

der praklinischen Entwicklung zwischen photodynamischer Therapie und Photoschaltern ein.

Synthese

Biologische Photochemische
Wirksamkeit Eigenschaften

"

Abbildung 2.1. Kernelemente in der (Weiter-)Entwicklung photopharmakologischer Konzepte.

Wie in Abbildung 2.1 dargestellt, gilt es in der Weiterentwicklung photoresponsiver Wirk-
stoffe eine durchfiihrbare chemische Synthese mit zufriedenstellenden photochemischen Ei-
genschaften und einer hohen biologischen Wirksamkeit in Einklang zu bringen. Daflir werden
bestehende Kinaseinhibitoren mit photoschaltbaren Strukturen funktionalisiert, erst photo-
chemisch und dann biologisch charakterisiert. Das Augenmerk liegt insbesondere auf den in

Tabelle 2.1 beschriebenen Parametern.
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Tabelle 2.1. Zu untersuchende Parameter bei der Weiterentwicklung photopharmakologischer Konzepte.

Parameter Photoschalter Photoschutzgruppen

> Anregungswellenlange
> Anregungswellenldnge
Photochemisch > hohe Konversionsrate
> Abspaltungskinetik
> Halbwertszeit

> Loslichkeit
> Loslichkeit > Wirksamkeitsunterschied
Biologisch > Wirksamkeitsunterschied der Verbindungen (>100)
der Isomere (>10) > biologisch inaktive
Schutzgruppe

Vor allem eine geringe Anregungswellenlénge ist bisher noch ein Ausschlusskriterium fiir
die praktische therapeutische Anwendung, da eine Aktivierung bisher ublicherweise bei
365 nm erfolgt und somit eine limitierte Eindringtiefe in biologische Materialien aufweist. Die
Erhohung der Anregungswellenldnge von photoresponsiven Wirkstoffen stellt somit ein wich-
tiges Entwicklungsziel dar. Fiir Photoschalter bietet sich dafiir z.B. eine Diazocin-Funktiona-
lisierung an, bei den PPGs eine Verwendung von BODIPY-Derivaten. Vor allem bei den Pho-
toschaltern ist bisher in der Literatur ein zu geringer Unterschied in der Wirksamkeit von
aktivem und inaktivem Isomer erreicht worden. Die Wirksamkeit sollte weniger in einem Fak-
tor ausgedriickt werden, sondern viel mehr in logarithmischen Stufen, also Zehnerpotenzen,

wie in der Arzneimittelentwicklung ublich.

Ziel dieser Arbeit soll es auch sein, bestehende Liicken zwischen photopharmakologischen
Konzepten zu schlielen, wie z.B. dem Einfluss von Singulett-Sauerstoff auf die biologische

Testung bei der Photoabspaltung einer caged-BODIPY-Schutzgruppe.

2.2 Etablierung eines Kinaseprofilings in der Wirkstoffentwicklung

Die Vielzahl an Kinasen mit dhnlichen molekularen Zielstrukturen hat eine bedingte Se-
lektivitat bereits genutzter Kinaseinhibitoren zur Folge. In der biologischen Testung werden
Inhibitoren jedoch vor allem an ihren Hauptzielen (main targets) getestet. Da Kinasen im zel-
lularen Kontext in den seltensten Fallen fiir sich agieren, sondern hiufig in ein Netzwerk aus
mehreren Kinasen eingebettet sind, bleibt der Gesamteindruck der Kinomaktivitit in in-vitro-
oder in-vivo-Studien verwehrt (s. Abbildung 2.2). Das Kinase-Screening eignet sich fiir eine

Vielzahl von Anwendungen, von der Untersuchung der Signaltransduktionskaskade, iiber die

26



Zielstellung

Identifizierung von Biomarkern bis hin zur patientenindividualisierten Tumortherapie mit
Kinaseinhibitoren aufgrund ermittelter Kinomprofile. Auch in Bezug auf Wirkstoffresistenzen
durch Ausweichrouten oder Uberaktivierung bestehender oder benachbarter Kinasen (s. Ka-
pitel 1.2.2) sowie der Wirkstoffentwicklung von smKIs ist die Betrachtung des Kinasenetz-

werks in der Zelle von Vorteil.

Aktivitatsbasiertes

Testung isolierter Kinasen Kinomprolifierung

FLT1/VEGFR1
R:
%

KDR/!

Abbildung 2.2. Herkdmmliche Kinaseassays in Gegeniiberstellung zu Breitspektrum-Kinase-Screenings.
Ubliche Kinaseassays bilden die Aktivitat einer isolierten Kinase ab (links). Aktivitatsbasierte Screenings messen
die Aktivitat vieler Kinasen (einer Familie) parallel bzw. im Kinasenetzwerk (rechts).

Kommerzielle Anbieter von Kinase-Screenings wie z.B. ProQinase fithren in vitro Aktivi-
tatsmessungen von Substanzen auf dem gesamten Kinom durch. Zur Testung von photosensi-
tiven Wirkstoffen sind die kommerziellen Tests dennoch nicht geeignet, da ein Ausschluss von
Labor- und Umgebungslicht nicht gewihrleistet werden kann (s. Kapitel 3.1.1.1). Im Falle von
Photoschaltern wiirde so bei isomerenreinen Proben eine Gleichgewichtseinstellung beider

Proben im Laborlicht erfolgen und somit nur noch das PSS vermessen werden.[195]

Mit dieser Arbeit soll ein bestehendes in-vitro-Kinase-Screening (Pamgene) auf seine Eig-
nung fiur die Testung von photoresponsiven Wirkstoffen wie den photoschaltbaren Kinase-
inhibitoren untersucht werden. Es wird gepriift, ob eine Visualisierung der Kinomaktivitat bei
Inhibitorgabe moglich ist. Des Weiteren wird untersucht, inwieweit sich die erhaltenen Mess-
werte dafiir eignen, Riickschlisse auf inhibierte Kinasen, escapeRouten oder off-targets zu

identifizieren.
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3 Ergebnisse und Diskussion

3.1 Photoschaltbare Kinaseinhibitoren im Kinaseprofiling

Kinase-Kurzportrat ~ VEGFR2

Name Vascular Endothelial Growth Factor Receptor
Familie Rezeptortyrosinkinase
Funktion Vaskulogenese und Angiogenesel'®

Therapeutische .
Angiogenesehemmung von Tumoren!'®7!
Relevanz

inhibiti zahlreiche smKls wie z.B. Axitinib, Pazopanib, Ponatinib aber auch
nhibition
monoklonale Antikérper und Fusionsproteinel?2197.198]

Mithilfe der Ausbildung von GefdBBen und GefdBneubildungen kann der menschliche Orga-
nismus sich auf wechselnde Begebenheiten anpassen (Embryogenese, Organwachstum,
Wundheilung), um die Blutversorgung bedarfsgerecht zu erhéhen.[196.1991 Durch die gezielte
Ausschittung von Wachstumsfaktoren wie VEGF migrieren Endothelzellen, kniipfen Zell-
Zell-Kontakte, proliferieren und bilden somit neue GefdBe.[197.200-202] Vermittelt wird die
VEGF-Wirkung tiber den VEGFR. Die Aktivierung der Tyrosinkinase hat eine netzwerkartige
Signaltransduktionskaskade (p3SMAPK, RAF/ERK usw.) zur Folge, an deren Ende die ver-
mittelten Funktionen von der Zelle ausgefithrt werden. Auch bei der Sekundarversorgung
wachsender Tumore ist die Angiogenese von hoher Bedeutung, da bei Uberschreiten einer ge-
wissen GroBle der Tumor auf eine zusitzliche Sauerstoffversorgung angewiesen ist.[197 Auch
wird der Anschluss an den Blutkreislauf neben dem lymphatischen System vom Tumor ge-
nutzt, um erfolgreich zu metastasieren. Eine Blockade der Sauerstoffzufuhr kann zu Unter-
versorgung fiihren und damit zum Untergang des Tumors. Deshalb eignet sich die VEGFRs
(1-3), insbesondere VEGFR2, nicht nur gut als target fiir smKIs, sondern auch als Modell fiir
den Einsatz photoschaltbarer Kinaseinhibitoren, da VEGFRs relativ leicht adressierbar sind

und zahlreiche biologische Modelle zur Verfiigung stehen.
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3.1.1.1  Axitinib — Ein photoschaltbarer zugelassener Tyrosinkinaseinhibitor
D. Schmidt, T. Rodat, L. Heintze, J. Weber, R. Horbert, U. Girreser, T. Raeker, L. BuBmann,
M. Kriegs, B. Hartke, C. Peifer

ChemMedChem 2018, 13, 2415
DOI: 10.1002/cmdc.201800531

Axitinib ist ein zugelassener Kinaseinhibitor zur Behandlung des kleinzelligen Nierenkar-
zinoms. Bekannt war zwar bereits die Photochromie aufgrund der Heteroaryl-Stilbenbindung,
jedoch wurde die Photoschaltung noch nicht im biologischen Zusammenhang untersucht. In
der vorliegenden Arbeit wurden zunéchst die verschiedenen Konfigurationen von Axitinib in
der VEGFR2-Bindetasche berechnet. Der vermutete Wirkverlust von der (£)- zur (2)-Konfigu-
ration konnte mittels Kinaseassay und Zellproliferationsassay bestitigt werden. Auf der iso-
lierten VEGFR2-Kinase war das (£)-Isomer 43-mal wirksamer als das (2)-Isomer und auch im
HUVEC-Proliferationsassay wies das (£)-Axitinib eine 31-mal hohere Aktivitit auf. Entschei-
dend ist jedoch, dass eine reversible Schaltung im Wéassrigen nicht mehr moglich ist. Bei Be-
strahlung mit 365 nm (£->2) wird nur ein geringer Anteil an (£)-Isomer zum (2)-Axitinib um-
gesetzt, da die Reaktion mit einer [2+2]-Cycloaddition von zwei (£)-Axitinibmolekiilen kon-
kurriert (s. Abbildung 3.1). Das daraus entstehende Dimer zeigte keine biologische Wirksam-
keit. Eine Profilierung beider Isomere bei dem kommerziellen Anbieter ProQinase wurde an-
gestoBen, um die Restaktivitit des (2)-Isomers zu erkliren. Die Resultate des kommerziellen
Anbieters zeigten wider Erwarten keinen signifikanten Aktivitédtsunterschied beider Isomere.
Der entscheidende Schritt zur erfolgreichen Messung der Wirkunterschiede lag dabei in dem
Ausschluss von Labor- und Umgebungslicht in unserem Labor. Schon eine geringe Exposition
von Lésungen im Laborlicht reichen aus, um eine Photoisomerisierung zum PSS zu verursa-
chen, da die Laborlampen selbst Licht mit einer Wellenléinge von 365 nm emittieren (s. An-
hang Abbildung 8.1). Mit den gewonnenen Erkenntnissen konnte erfolgreich ein Kinase-Scree-
ning fiir photoschaltbare Kinaseinhibitoren etabliert werden, indem die Messungen mittels
Pamgene-Technologie (s. Methoden, Kapitel 6.4.7 Multi-Kinase-Profiling, S. 134) in Koopera-
tion mit dem UKE, Hamburg unter kontrollierten Lichtbedingungen durchgefithrt wurden.
Die Kinom-Profile unterschieden sich in Abhéngigkeit zur Behandlung der Isomere (unbe-
strahltes (2)-Axitinib: kaum Inhibition, bestrahltes (2)-Axitinib dquivalent zum (£)-Axitinib,
also deutliche Inhibition).
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Abbildung 3.1. Semireversible Photoisomerisierung von Axitinib im wassrigen Medium.["9%!

Aufgrund der limitierten Schaltbarkeit im Wéissrigen erweist sich das Stilbenkonzept als
nicht wirkungsvoll fiir einen reversiblen Photoschalter. Weitere Funktionalisierungen der
Axitinibstruktur sollten zeigen, ob sich das Molekiil dennoch grundsitzlich zur Entwicklung
eines photoschaltbaren Kinaseinhibitors eignet. Fiir klinische Studien mit Axitinib ist zu be-
achten, dass geldstes Axitinib unter Raumlicht an Wirksamkeit einbli3t aufgrund einer gerin-

gen Schaltung zum inaktiven (2)-Axitinib.

Das Kinom-Profiling wurde urspriinglich zur Identifizierung moglicher aktivierter Aus-
weichrouten im Kinasenetzwerk oder off targets von (Z)-Axitinib etabliert. Im durchgefiihrten
Kinase-Screening konnten jedoch keine iiberaktiven Signaltransduktionswege ermittelt wer-
den. Es ist sehr wahrscheinlich, dass die Restaktivitat vom (2)-Axitinib entweder von einer
nicht 100 % isomerenreinen Auftrennung bzw. einer geringen Riickschaltung zum aktiven (£)-

Axitinib herriihrt oder von einer Zytotoxizitat aufgrund von ausgefallenem (2)-Axitinib.
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Axitinib: A Photoswitchable Approved Tyrosine Kinase

Inhibitor

Dorian Schmidt",”” Theo Rodat*,® Linda Heintze,” Jantje Weber,” Rebecca Horbert,?
Ulrich Girreser,” Tim Raeker,” Lara BuBmann,“® Malte Kriegs,"’ Bernd Hartke,” and

Christian Peifer*?

The goal of photopharmacology is to develop photoswitchable
enzyme modulators as tunable (pro-)drugs that can be spatial-
ly and temporally controlled by light. In this context, the tyro-
sine kinase inhibitor axitinib, which contains a photosensitive
stilbene-like moiety that allows for E/Z isomerization, is of in-
terest. Axitinib is an approved drug that targets the vascular
endothelial growth factor receptor 2 (VEGFR2) and is licensed
for second-line therapy of renal cell carcinoma. The photoin-
duced E/Z isomerization of axitinib has been investigated to
explore if its inhibitory effect can be turned “on” and “off”, as
triggered by light. Under controlled light conditions, (Z)-axiti-

Introduction

Controlling the biological activity of proteins, such as cellular
enzymes or receptors, by targeted irradiation with light is a
fascinating and promising approach in photopharmacology
and chemical biology." In general, photoresponsive com-
pounds can be used to translate the focused effect of the ex-
ternal stimulus, “light,” into biological systems. Such photo-
chromic compounds can be designed as molecular switches
that are either covalently linked to biomolecules or act as pho-
tosensitive ligands/modulators of the desired protein.”* Pho-
toswitchable ligands are powerful tools to investigate and elu-
cidate complex biological systems because they enable precise
spatial and temporal control of the targeted protein from out-
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nib is 43 times less active than that of the E isomer in an
VEGFR2 assay. Furthermore, it was proven that kinase activity
in human umbilical vein cells (HUVECs) was decreased by (E)-
axitinib, but only weakly affected by (2)-axitinib. By irradiating
(Z)-axitinib in vitro with UV light (1=385 nm), it is possible to
switch it almost quantitatively into the E isomer and to com-
pletely restore the biological activity of (F)-axitinib. However,
switching the biological activity off from (£)- to (Z)-axitinib was
not possible in aqueous solution due to a competing irreversi-
ble [2 4+ 2]-photocycloaddition, which yielded a biologically in-
active axitinib dimer.

side (biorthogonal). Ideally, this photomodulation is reversible,
which is in contrast to nonswitchable “caged” approaches.
Beyond their relevance as pharmacological tools in basic re-
search, the use of photoswitchable enzyme modulators as tun-
able (pro-)drugs in therapeutic applications is the vision of
photopharmacology. Potential advantages of photopharmacol-
ogy, relative to classical pharmacotherapy, include highly fo-
cused treatment, decreased side effects, preventing environ-
mental contamination, and lowering emergence of resist-
ance.”® Photoswitchable enzyme modulators reported so far
are often azo-functionalized compounds and comprise, among
others, inhibitors of acetylcholinesterase,”'® antibacterial
agents,""'¥ microtubule targeting agents,'*'¥ modulators of
GABA, receptors,”*'® and agonists for p-opioid receptors."”
Regarding the field of protein kinases, only a few photosen-
sitive small-molecule compounds have been reported. Most of
these inhibitors are caged prodrugs, that is, kinase inhibitors
modified with a photoremovable protecting group that can be
irreversibly cleaved by light."®*® In line with this notion, our
group has published photoactivatable prodrugs of the ap-
proved kinase inhibitors vemurafenib®" and imatinib® in the
past few years. A drawback of the caging approach is that acti-
vation remains irreversible and involves the release of a by-
product upon uncaging. Reversibly photoswitchable kinase in-
hibitors could overcome these limitations, but the develop-
ment of such compounds seems to be challenging. On one
hand, Ferreira et al.”® and Wilson et al.?? published the first
promising examples, including a photoswitchable azo-func-
tionalized RET kinase inhibitor and a diarylethene-based pro-
tein kinase C inhibitor. On the other hand, these compounds

© 2018 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim
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show only small activity differences between both configura-
tions or the activity of the bioactive configuration is rather low.

In this study, we became interested in the approved kinase
inhibitor axitinib, which exhibits a photosensitive stilbene-like
moiety that allows for E/Z isomerization (Scheme 1).

H H
_N._0 _N._O
S 365 nm S n\
385 nm ¢ /\ \
— N
(E)-axitinib (2)-1H-axitinib
[
[2+2] photocycloaddition i365 nm [ tautomerism
H
Oy NH v s
=N,
S NN
\_/
(2)-2H-axitinib

Scheme 1. Photoinduced E-Z isomerization of axitinib and the formation of
1H- and 2H-indazole annular tautomers in DMSO. In an aqueous solution, ir-
radiation of (E)-axitinib at 4 =365 nm leads to a [2 + 2]-photocycloaddition
that competes with £-Z isomerization.

Axitinib is an indazole-based small-molecule tyrosine kinase
inhibitor that was approved in 2012 for second-line therapy of
advanced renal cell carcinoma (RCC).>**' Its antiangiogenic
effect is based on the inhibition of vascular endothelial growth
factor receptors 1-3 (VEGFR1-3) and further related kinases,
such as the platelet-derived growth factor receptor beta
(PDGFR) or the receptor tyrosine kinase KIT (c-Kit).”” Further-
more, axitinib was discovered to effectively inhibit a mutant of
BCR-ABL1 that is often responsible for acquired drug resistance
in chronic myeloid leukemia (CML).*® In addition to a decisive
role in cancer therapy, axitinib has been instrumental in nu-
merous in vitro and in vivo experiments.?2%3% The approved
active pharmaceutical ingredient (API) axitinib (Inlyta® from
Pfizer) is available as light-stable tablets; however, the photo-
stability of axitinib in the solid state is strongly dependent on
the particular polymorphic form.®"*? Light-mediated E/Z iso-
merization of axitinib in solution has been reported rudimen-
tarily.®"*3% To our surprise, the Z isomer is only briefly charac-
terized in associated patents,”**? and, to the best of our
knowledge, there are no reports in the literature on the bioac-
tivity of (2)-axitinib.

Results and Discussion
Molecular modeling

To explore if axitinib might be suitable as a photoswitchable
kinase inhibitor, we initially performed molecular modeling
studies for both (E)- and (2)-axitinib. The binding mode of (£)-
axitinib in the adenosine triphosphate (ATP) pocket of VEGFR2

ChemMedChem 2018, 13, 2415 -2426 www.chemmedchem.org
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was elucidated by X-ray crystallography in 2012 (Figure 1).*”
Axitinib is an ATP competitive kinase inhibitor and binds to the
inactive DFG,,, conformation of the kinase (type Il inhibitor®”).
Compared with other type Il inhibitors, axitinib does not ad-

Figure 1. Binding modes of (E)- and (2)-axitinib in the ATP pocket of VEGFR2.
a) X-ray crystal structure of (E)-axitinib with VEGFR2 (PDB ID: 4AG8%7).
Yellow dotted lines represent hydrogen bonds between the ligand and pro-
tein, light blue dotted lines indicate - stacking. b) Calculated binding
mode of (2)-axitinib in the ATP pocket of VEGFR2. Herein, hydrogen bonding
to the hinge region is not possible in the Z configuration. c lllustrative super-
position of (2)-axitinib with the hinge binding motif of (£)-axitinib. Isomeriza-
tion of the double bond causes significant steric clashes with the pyridine
moiety (red dotted lines).

dress the deep pocket of the DFG,, conformation. The inda-
zole core is placed in the adenine-binding region and forms
two key hydrogen bonds to the hinge region. The benzamide
moiety addresses two buried hydrogen bonds deep in the ATP
pocket (Figure 1a). In contrast, docking of (2)-axitinib into the
ATP binding pocket of VEGFR2 revealed only implausible bind-
ing modes without hinge interactions because hydrogen
bonding to the hinge region was not possible in the Z configu-
ration (Figure 1b). In line with this notion, an illustrative super-
position of (2)-axitinib with the hinge binding motif of (E)-axiti-
nib in VEGFR2 resulted in significant steric clashes with the
protein (Figure 1c). Thus, our modeling suggests (E)-axitinib to
be the biologically active isomer, whereas (2)-axitinib is consid-
ered to be inactive against VEGFR2. Motivated by these results,
we set out to prove this hypothesis experimentally.

© 2018 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim
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Photochemistry

(2)-Axitinib is either synthetically accessible through Sonoga-
shira® coupling of 2-ethinylpyridine with the appropriate 3-io-
doindazole derivative as a starting material and subsequent
hydrogenation by using the Lindlar catalyst,*” or photochemi-
cally through isomerization of (E)-axitinib.**¢ In this study, we
enriched (2)-axitinib straightforwardly by irradiating a solution
of commercially available (E)-axitinib in DMSO at A=365nm
for 30 min, and subsequently separated both isomers by chro-
matography. Surprisingly, NMR spectroscopy analysis of the
isolated Z isomer indicated the existence of two different (2)-
axitinib species in a ratio of 60/40. Both spectra sets showed
the characteristic smaller H-C=C-—H coupling constant of
12.8 Hz for a (2)-alkene, in contrast to 16.4 Hz for (E)-axitinib.
Because indazoles are known to show NH tautomerism,"“’*?
we hypothesized that two (2)-axitinib tautomers have formed,
namely, the 1H and 2H tautomers (Scheme 1).

Indeed, X-ray crystallography proved the existence of the 2H
tautomer, which was stabilized by an intramolecular hydrogen
bond between the 2H-indazole and the pyridine nitrogen
atom (Figure 2 and Table 3 in the Supporting Information).
Therefore, hereafter the term (2)-axitinib essentially describes a
mixture of both tautomers.

Figure 2. X-ray crystal structure of the 2H tautomer of (2)-axitinib.

(CCDC 1419085 contains the supplementary crystallographic data for this
paper. These data can be obtained free of charge from The Cambridge Crys-
tallographic Data Centre.) In the solid state, only the 2H tautomer was de-
tected by X-ray analysis; this tautomer was stabilized by an intramolecular
hydrogen bond between the 2H-indazole (N17) and the pyridine nitrogen
atom (N24).

Having the purified £ and Z isomers in hand, we further in-
vestigated the photoinduced E/Z isomerization of axitinib.
First, we recorded the absorption spectra of both isolated iso-
mers in DMSO (Figure 3a) and water (Figure 3b). (E)-Axitinib
shows an intense absorption band between A4=280 and
370 nm with a maximum at =335 nm and a very low intense
shoulder between 4=380 and 400 nm. In contrast, (Z)-axitinib
was measured to have a less intense and broader absorption
band, but showed a higher absorption in the range between
375 and 420 nm, relative to that of (E)-axitinib. PSSs were de-
termined by HPLC analysis and 'H NMR spectroscopy (Table 1
and Figure 1 in the Supporting Information). In DMSO, irradia-
tion at A=365nm causes E—Z isomerization, resulting in a
PSS of E/Z=40/60%. Irradiation at A=330 nm resulted in a
similar PSS (Figure 2a in the Supporting Information). Reverse
Z—E switching can be achieved at 4=385nm, leading to a
PSS of E/Z=78/22%.

ChemMedChem 2018, 13, 24152426 www.chemmedchem.org
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Figure 3. UV/Vis spectra of (E)- and (Z)-axitinib, as well as photostationary
states (PSSs), at different wavelengths in a) DMSO and b) water (with 5%
DMSO).

Table 1. PSSs of axitinib at A =365 and 385 nm in DMSO and water de-
termined by HPLC analysis.

Isomer PSSy45 i [%0]7 PSS355 o [96]
in DMSO in DMSO in water
(E)-axitinib 40 (51) 78 (88) 96 (n.d.)
(2)-axitinib 60 (49) 22 (12) 4 (n.d.)

[a] Values in parentheses are those of PSSs determined by 'H NMR spec-
troscopy; n.d.: not determined.

2417

In contrast to stilbene or stilbene-like systems, we did not
observe significant photofatigue in DMSO after ten switching

© 2018 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim
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cycles (Figure 2b in the Supporting Information). On the other
hand, irradiation of an aqueous solution of (E)-axitinib at 1=
365 nm leads to a [2- 2]-cyclophotoaddition that competes
with E/Z isomerization (Scheme 1). Dimerization of axitinib was
also observed by Sluggett in another study.®" However, irradia-
tion of (2)-axitinib at A =385 nm in water does not result in a
[2 + 2)-cyclophotoaddition, but yields (E)-axitinib almost quan-
titatively. Similar photochemical behavior in water has been re-
ported for several alkenes and stilbene-like systems.* ™ In
agueous solution, hydrophobic molecules tend to aggregate,
and consequently, facilitate [2-+ 2]-cyclophotoadditions, but
photoaddition is presumed to occur only from the excited sin-
glet state of the £ isomer.* NMR spectroscopy analysis of the
isolated photoproduct indicated that mainly a centrosymmetric
cyclobutane derivative was formed.

Regarding biological assay conditions, under light protec-
tion, both axitinib isomers are thermally stable at 37°C in
aqueous solution (Figure 3 in the Supporting Information). In
summary, in DMSO, photoswitching is reversible, but incom-
plete, whereas in water Z—E switching is irreversible, but
almost quantitative,

The redshifted absorption band of (2)-axitinib is unusual, rel-
ative to stilbene or other stilbene-like systems. Typically, the
absorption band of the Z isomer is hidden under the more in-
tense band of the E isomer, which often makes selective excita-
tion of the Z isomer difficult.*® In the case of axitinib, we attri-
bute the redshift to interactions between 2H-indazole and the
pyridine nitrogen atom in the Z configuration, as observed in
the small-molecule X-ray structure (Figure 2). Similar observa-
tions have been reported for related indole- and quinoline-
based systems.*”“® To provide further evidence for our hy-
pothesis, we calculated vertical excitation energies for opti-
mized (E)-axitinib, as well as for both (2)-axitinib tautomers at
the B3LYP-D3BJ/def2-TZVP level of theory (Table 2). Data show

Table 2. Relative energies and vertical excitation energies of B3LYP-D3BJ/
def2-TZVP-optimized (E)-axitinib, (Z)-1H-axitinib, and (Z)-2H-axitinib.

Isomer A ev]® So—S, [eV] Sp—5S, [eV)
(E)-axitinib 0 3.53 3.70
(Z)-1H-axitinib 0.26 (0.25) 363 373
(Z)-2H-axitinib 0.10 (0.08) 3.0 345

[a] Values in parentheses include the zero-point vibrational energy.

that (Z)-2H-axitinib is favored over (2)-1H-axitinib in the ground
state due to the intramolecular hydrogen bond. Also, the S,
and S, states of the 2H-tautomer are lower in energy, resulting
in a redshifted UV/Vis absorption spectrum compared with
that of (E)-axitinib (Figure 4 in the Supporting Information). We
also calculated relative energies and vertical excitation ener-
gies for an N-methylated axitinib derivative, as well as an N-
phenyl-substituted axitinib derivative, to suppress intramolecu-
lar hydrogen bonding. In both cases, the 1H- or 1Me tautomer,
respectively, is lower in energy and no redshifts can be ob-
served in the calculated UV/Vis spectra (Table 1 in the Support-
ing Information).

ChemMedChem 2018, 13, 24152426 www.chemmedchem.org
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Kinase assays

First, we submitted both separated isomers to an in vitro 1Cs,
VEGFR2 kinase assay determination and selectivity profiling in
a panel of 300 kinases, as offered by the commercial provider
ProQinase (Figure 4). To our surprise and in contrast to our

(E)-axitinib  (Z)-axitinib

Figure 4. Selectivity profiles of (E)- and (Z)-axitinib in a panel of 300 kinases
at an assay concentration of 1 pum, as determined by the commercial provid-
er ProQinase (Freiburg, Germany) under ambient light conditions. The inhibi-
tory effects of (E)- and (Z)-axitinib were tested by determination of the resid-
ual kinase activity; these results are shown as heat maps. Every bar repre-
sents a single kinase with a color code ranging from red (low residual activi-
ty) to white (high residual activity). For (E)-axitinib, a selectivity score
(number of kinases with residual activity < 50%/total number of tested kin-
ases) of 0.117 was determined. Profiling of (Z)-axitinib resulted in a similar
selectivity score of 0.083.

modeling data, only negligible differences between both iso-
mers could be observed in the VEGFR2 kinase assay with 1Cs,
values of 25 nm for (E)-axitinib and 65 nm for (Z2)-axitinib
(Figure 5 in the Supporting Information). In line with these re-
sults, both isomers showed almost identical selectivity profiles
in the 300 kinase panels (Table 2 in the Supporting Informa-
tion). However, these experiments were performed as automat-
ed high-throughput screenings under ambient laboratory light
conditions. Taking the very low test concentration of 1 um into
account, we hypothesized that PSSs were reached for both iso-
mers under the present assay conditions; thus leading to simi-
lar results for both test solutions. Consequently, we set up an
in-house ADP-Glo™ VEGFR2 kinase assay and performed the
experiments under controlled light conditions by using weak
red light-emitting diodes (LEDs) as light sources in our dark-
ened laboratory. Indeed, in these experiments, we could dem-
onstrate that (2)-axitinib was 43 times less active than that of
(E)-axitinib under controlled light conditions (Table 3 and Fig-
ure 5a). To make sure that no isomerization took place during
the in vitro experiments, we double-checked all test solutions
after assay incubation by HPLC analysis. To verify the ProQinase
results mentioned above, we also repeated our in-house ex-
periments under ambient light conditions. Herein, we achieved
similar results to those of the ProQinase screenings, with 1Cs,

© 2018 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim
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Table 3. IC;, values of (E)-axitinib, ()-axitinib, or PSSs in an in vitro non-
radiometric ADP-Glo™ VEGFR2 assay under various light conditions.

Light condition 1C5, [Nm] [IC5o (D)/1Csq (E)]
ambient light E=56 Z=59 1.1
red light E=19 Z=817 43
A=385nm PS5=29 -

values of 56 and 59 nm for (E)- and (2)-axitinib, respectively, in
their appropriate PSS mixtures (Figure 6c¢ in the Supporting In-
formation). In addition, we also tested both isolated axitinib
isomers in an in vitro PDGFRf} kinase assay and observed simi-
lar activity differences to those in the VEGFR2 assay (Figure 6f
in the Supporting Information).

Next, we wanted to control the biological activity of axitinib
in the VEGFR2 kinase assays by irradiation with UV light. For
this purpose, we irradiated the kinase assay at =385 nm after
the addition of (£)-axitinib. In this case, an IC;, value of 29 nm
was determined, which suggested an almost quantitative con-
version of (Z)-axitinib into (E)-axitinib in vitro (Figure 5hb).

We then repeated the experiment with (E)-axitinib, but irra-
diated at 1 =365 nm. In this case, an 1C;, value of 44 nm was
obtained (Figure 6d in the Supporting Information). Due to our
previous irradiation experiments in water, we suspected a [2+
2]-photocycloaddition at A=365 nm in the kinase assay, but
assumed that dimerization might be suppressed due to solvat-
ed buffer components (e.g., BSA) in the assay mixture.*! In
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fact, we analyzed the assay solution after irradiation at 1=
365 nm by means of LC-MS and detected a mixture of (E)-axiti-
nib, (2)-axitinib, and [2 - 2]-dimer (Scheme 1 and Figure 7 in
the Supporting Information). Hence, the photochemical pro-
cess in aqueous systems is more complex than that in DMSO.
Notably, the isolated [2 + 2]-dimer itself showed no significant
activity in the VEGFR2 assay (Figure 6e in the Supporting Infor-
mation).

Cellular assays

Motivated by the enzymatic assay data, we investigated if the
results from the in vitro kinase assays could be transferred to a
cellular system under controlled light conditions. For this pur-
pose, we set up a HUVEC proliferation assay. HUVECs are
VEGFR2-dependent and represent a well-studied model system
for angiogenesis.”® Furthermore, we have chosen this cell line
in particular because it has been used in several axitinib stud-
ies previously.?****" Dose-response curves for both separated
axitinib isomers in the dark are shown in Figure 5¢. For (E)-axi-
tinib, an IC;, value of 0.83 pm was determined, which was in
good agreement with literature results.”” In contrast, (Z)-axiti-
nib was 31 times less active, with an ICy, value of 26 um. In
HUVEC cells, (F)-axitinib is cytostatic above a concentration of
15 nm and cytotoxic above 1 um, whereas (£)-axitinib is not cy-
totoxic up to a concentration of 30 um. These results corrobo-
rate the differing activities of both axitinib isomers in our in
vitro kinase assays. The cytotoxic effect of (2)-axitinib at high
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Figure 5. a) Dose-response curve of (E)- (blue circles, IC;,=19 nm) and (Z)-axitinib (green squares, IC;, =817 nm) in an in vitro VEGFR2 kinase assay under red

light. b) Dose-response curve of (Z)-axitinib irradiated at =385 nm (orange diamonds, ICs, =29 nm) in an in vitro VEGFR2 kinase assay, compared with (E)-ax-
itinib (blue circles, IC;,=19 nm). c) Dose-response curves of (E)- (blue circles, IC;,=0.83 um) and (Z)-axitinib (green squares, IC;;=26 pm) in a human umbilical
vein cell (HUVEC) proliferation assay. d) Dose-response curve of (Z)-axitinib irradiated at 2 =385 nm (orange diamonds, ICs; =10 um), compared with (E)-axiti-

nib (blue circles, IC;,=4.3 pm), in a HUVEC proliferation assay. Data points are means of two measurements with standard deviations as error bars.
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concentrations could be explained by the inhibition of other
kinases and/or off-targets, but might also be due to potential
precipitation at high concentrations in the cell assay ((2)-axiti-
nib is poorly soluble in water). In the cellular assays, we also
tried to restore the biological activity of (Z)-axitinib by irradiat-
ing the assay mixture at =385 nm. As a control, we checked
if the HUVECs suffered from comparable irradiation with UV
light, but without compound incubation. Fortunately, the en-
dothelial cells tolerated irradiation at A=385nm for 5 min
quite well, without any significant decrease in the number of
cells (Figure 8 in the Supporting Information). Upon irradiation
of the treated cells at 1 =385 nm, the inhibition curve of irradi-
ated (Z£)-axitinib coincided with the inhibition curve of (E)-axiti-
nib, so that similar ICy, values for (E)-axitinib (IC;,=4.3 um) and
irradiated (2)-axitinib (IC;,=10 um) could be determined.
These results also suggest a high Z—E switching efficiency in
the cellular assay system. Because irradiation of the E isomer at
A=365nm in an aqueous medium resulted in a more complex
mixture in the in vitro kinase assay (low E—Z conversion, irre-
versible dimerization), we did not irradiate (E)-axitinib in cellu-
lar assays.

Western blots

In addition to proliferation assays, we aimed to investigate the
particular impact of (£)- and (2)-axitinib on VEGFR2 and
PDGFRf signaling under controlled light conditions in endo-
thelial cells (HUVECs) and fibroblast cells (NIH/3T3).°*** In
HUVECs, (E)-axitinib inhibits the phosphorylation of VEGFR2
and decreases phosphorylation of the downstream kinase AKT
(Figure 6). In contrast, phosphorylation of VEGFR2 and AKT is
less affected by (Z)-axitinib. Through irradiation of (2)-axitinib
at 1 =385 nm, the activity could be restored.

_pnBid s (2)-axitinib
DMSO (E)-axitinib  (2)-axitinib (385 nm)
- o p-VEGFR2

’-m GAPDH

Figure 6, Western blot analyses of HUVECs treated with (E)-axitinib, (Z)-axiti-
nib, or (2)-axitinib irradiated at A= 385 nm. The amounts of phosphorylated
VEGFR2 (p-VEGFR2) and phosphorylated AKT (p-AKT) are shown. GAPDH has
been used as a loading control. Experiments were performed in duplicate
and yielded similar results.

Western blot analyses in lysed and immunoblotted NIH/3T3
cells show the inhibition of the phosphorylation of PDGFRf
(Figure 7). By comparing the impact of both axitinib isomers
on the phosphorylation of PDGFRp, (E)-axitinib inhibits phos-
phorylation at concentrations higher than 0.01 pm, whereas
(2)-axitinib is not active below a concentration of 10 pum.
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Figure 7. Western blot analyses of NIH/3T3 cells treated with (E)- or (2)-axiti-
nib. The total amount of PDGFRf3 (t-PDGFRf3) versus the phosphorylated
amount of PDGFRp (p-PDGFRP) is shown. Experiments were performed in
duplicate and yielded similar results.

Kinase activity profiling

On the basis of the cellular assay results, we wanted to eluci-
date which further protein kinases and associated signal path-
ways were affected by (E)- and (2)-axitinib. As outlined earlier,
kinase selectivity profiling is mostly performed by commercial
providers in a high-throughput screening mode under ambient
light conditions; it is not possible to retain control over the
light conditions during these experiments or the light condi-
tions are unclear (cf. Figure 4). Accordingly, expanded selectivi-
ty profiling of light-sensitive inhibitors is a general issue in the
field of photopharmacology.

We therefore aimed to use a kinase activity profiling tech-
nique that can be set up under controlled light conditions. In
this context, we investigated the kinase activity of HUVECs
after treatment with (E)- or (2)-axitinib by using the PamGene
Pamstation® and PamChip® technology.***" The advantage of
this method, with regard to photosensitive compounds, is that
the experiments can be performed in the dark or under con-
trolled light conditions. Furthermore, different excitation wave-
lengths, ranging from 4 =460 to 650 nm, are available for read-
out. Figure 8a shows the recorded phosphorylation profiles of
HUVEC lysates treated with (E)- or (2)-axitinib. The overall
degree of phosphorylation is highly reduced in the presence
of (E)-axitinib or VEGFR2 inhibitor pazopanib®® as a positive
control, relative to DMSO. In contrast, phosphorylation of most
substrate peptides is clearly less affected by treatment with
(2)-axitinib. If (2)-axitinib is irradiated at =385 nm, the phos-
phorylation levels are diminished and the appearance of the
corresponding heat map changes toward that generated by
(E)-axitinib (Figure 8b). By taking a closer look at the particular
peptides on the microarrays, (E)-axitinib and irradiated (2)-axiti-
nib lead to a significantly reduced phosphorylation of more
than 50 peptides, whereas in the case of (2)-axitinib only six
peptides are significantly less phosphorylated (Figure 8¢).

Performing upstream kinase analysis based on the peptide
phosphorylation pattern, by using the PamGene Bionavigator
software, it is generally possible to predict specific kinases that
are responsible for the appropriate substrate phosphorylation.
Thus, in the presence of compounds blocking kinase activities,
characteristic inhibitor profiles can be determined. In the case
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Figure 8. a) Phosphorylation profiles of HUVEC lysates treated with (E)- or (2)-axitinib, compared with DMSO (negative control) and pazopanib (positive con-
trol). Results are presented as heat maps; each bar represents a specific phosphorylation site. The color code ranges from red (high degree of phosphoryla-
tion) to blue (low degree of phosphorylation). b) Heat map for (2)-axitinib after irradiation with 4 =385 nm, compared with DMSO (negative control) and (E)-
and (2)-axitinib. c) Volcano plots of HUVEC lysates treated with (E)- and (2)-axitinib after irradiation at A =385 nm, and (2)-axitinib without irradiation. Red
squares show substrate peptides that are significantly less phosphorylated than those of DMSO. Gray and black squares represent nonsignificant results (log,
p<13).
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Figure 9. Upstream kinase analysis of the phosphorylation profiles of HUVEC
lysates treated with (E)- and (Z)-axitinib by using the PamGene technique.
The length of the bars represents the absolute value of the reduced kinase
activity relative to DMSO. Solid bars are based on results with a specificity
score (log, p > 1.3). Striped bars indicate nonsignificant results (specificity
score < 1.3). Results with a high specificity score are based on distinct phos-
phorylation motifs. Low specificity scores are caused by ambiguous phos-
phorylation motifs.

of (E)-axitinib, three eligible tyrosine kinases could be identi-
fied: FGFR1, RET, and SYK (Figure 9). FGFR1 and RET are known
targets of (E)-axitinib and have also been found in the ProQi-
nase selectivity screening (Table 2 in the Supporting Informa-
tion).*” SYK is known to play a critical role in endothelial cell
growth, but has not been specifically reported as a target of
(F)-axitinib.® Assignments for the main target, VEGFR2 (KDR),
of axitinib are less significant due to ambiguous phosphoryla-
tion motifs. For (£)-axitinib, a significant effect on the tyrosine
kinases SYK and BLK could be predicted. However, in line with
our previous results, treatment with (2)-axitinib affected SYK
and other relevant kinases to a lesser extent than that of (E)-
axitinib.

Conclusions

We could show that the approved drug, (F)-axitinib, displayed
an interesting photochromic system involving an intramolecu-
lar hydrogen bond in the Z configuration, which caused slight-
ly shifted absorption spectra relative to that of the E isomer. In
DMSO, axitinib undergoes reversible photoisomerization,
whereas in aqueous solution unidirectional, but almost quanti-
tative Z—E switching could be observed. Under controlled
light conditions, we could demonstrate that (Z)-axitinib was
43 times less active in an in vitro VEGFR2 kinase assay and
31 times less active in a HUVEC proliferation assay, relative to
(E)-axitinib. Upon irradiation of (2)-axitinib at A =385 nm, the
biological activity of (E)-axitinib could be completely restored
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in vitro. Furthermore, the differing activities of both axitinib
isomers in HUVECs and NIH/3T3 cells could be verified by
western blotting. By using the PamGene Pamstation® and
PamChip® technology, we could demonstrate an alternative
method to measure broad kinase activities of light-sensitive
compounds in the dark.

Compared with previously reported photoswitchable kinase
inhibitors, axitinib showed a remarkable activity difference be-
tween E/Z configurations. An advantage of the present photo-
chromic system in axitinib is that both isomers are thermally
stable at 37 °C. Hence, the Z isomer does not show uncontrol-
led thermal reactivation, in contrast to widely used azo-func-
tionalized compounds, which are often bioactive in the ther-
modynamically stable E configuration and bio-inactive in the
metastable Z configuration. Furthermore, the thermal and
chemical stability of both axitinib isomers allows chromato-
graphic separation, which makes a distinct biological evalua-
tion of each isomer much easier than that of photostationary
distributions (PSD), which often lead to complex results. An-
other feature of axitinib is the high Z—E conversion, which re-
sults in an instantaneous concentration jump of active (E)-axiti-
nib at the site of irradiation. On the other hand, once activat-
ed, (E)-axitinib cannot be turned off again, neither photochem-
ically nor thermally.

Although (E)-axitinib is an approved drug, we do not
assume immediate clinical implications of the presented re-
sults. However, the spatiotemporal activation of (E)-axitinib will
be a powerful and valuable tool in the field of kinase signal
transduction and angiogenesis research, especially with regard
to the high number of axitinib-related publications. In this con-
text, the limited penetration depth of the used UV irradiation
into blood-supported tissue is negligible.®” In fact, the used
wavelengths might even be beneficial in many experimental
setups, as they do not overlap with widely used chromophores
and fluorophores, such as fluorescein, cyanines, green fluores-
cent proteins, and boron-dipyrromethene.®

If used under ambient light conditions, our data suggest
that several published results involving axitinib are based on
measurements of (E/Z)-axitinib mixtures. Therefore, we recom-
mend performing biological tests by using (F)-axitinib as an
(reference) inhibitor strictly in the dark or under red-light con-
ditions to avoid uncontrolled photoisomerization.

Experimental Section

Computational chemistry: Molecular modeling was performed on
a DELL Precision T3610 four-core workstation with Schrédinger
Maestro, version 11.3, 2017, Schrodinger, LLC, New York, NY, USA.
The RCSB Protein Data Bank (PDB) crystal structure PDB ID:
4AG8”" was used for VEGFR2 modeling studies. The protein struc-
ture was initially prepared with the Protein Preparation Wizard
2015-4 (Epik version 2.4, Schrédinger, LLC, 2015; Impact version
5.9, Schrédinger, LLC, 2015; Prime version 3.2, Schrodinger LLC,
2015).** For energy minimizations of the ligands, MacroModel, ver-
sion 11.0, Schrodinger, LLC, 2015 was used. lonization states and
tautomers were generated with LigPrep, version 3.6, Schrodinger,
LLC, 2015. Ligand docking and receptor grid generation were per-
formed with Glide, version 6.9, Schrédinger, LLC, 2015,
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Vertical excitation energies for all axitinib species were calculated
by using the Turbomole 7.0 program package, version 7.0 2015, a
development of the University of Karlsruhe and Forschungszen-
trum Karlsruhe GmbH, 1989-2007 (TURBOMOLE GmbH since 2007),
at the DFT level of theory, including the Grimme D3 dispersion cor-
rection with Becke-Johnson damping (D3BJ),*”*® the B3LYP func-
tional® and the def2-TZVP basis set.”” Excited-state properties
were obtained from the random-phase approximation (RPA), as im-
plemented in Turbomole.”"?

General: 'H, °C, and "N NMR spectra were recorded either on a
Bruker Avance Illl 300 instrument with a multinuclear probe head
or on a Bruker Avance 600 spectrometer. Spectra were referenced
to [DDMSO ("H NMR: 6 = 2.50 ppm, "*C NMR: 6 =39.5 ppm) or ex-
ternal nitromethane ("*N NMR: & =0.0 ppm). The following abbrevi-
ations are used: s (singlet), d (doublet), t (triplet), m (multiplet).
NMR assignments were determined by analysis of multidimension-
al spectra (H,H-COSY, HSQC, HMBC). LC-MS was performed with a
Bruker Esquire LC ion trap mass spectrometer (Bremen, Germany)
in the positive-ion mode (dry gas 9 Lmin~", nebulizer 35 psi, drying
temperature 350°C) after chromatographic separation by using an
Agilent 1100 HPLC system (Waldbronn, Germany) with an RP-8
column (Agilent Eclipse XDB-C8, 150x4.6 mm, 5 um) and a gradi-
ent of 0.1% acetic acid/acetonitrile. High-resolution mass spectra
were recorded on a Thermo Fisher Q Exative Plus mass spectrome-
ter (Hybrid Quadrupol Orbitrap) with ESI in the positive-ion mode.
HPLC analysis was performed on an Agilent 1100 series instrument
with a Phenomenex Kinetex™ €8, 5um (4.6 mmx 150 mm)
column. Compounds were eluted with KH,PO, buffer (0.01m,
pH 2.3)/acetonitrile  gradient (5%  MeCN—60%  MeCN,
1.5 mLmin~", 10 min). The column was warmed to 25°C. For detec-
tion, a wavelength of 1=320 nm was used. The injection volume
was set to 5 puL per sample. For PSS determination, compounds
were dissolved in DMSO (10 mm) and diluted with DMSO to a con-
centration of 100 um or with water to a concentration of 20 um
(final DMSO concentration 5%). Solutions were irradiated in a
quartz cell at either =365 nm (4x750 mW Nichia NCSU276A LED,
25% intensity) or A=385nm (1x2430 mW Nichia NC4U134 LED).
Aliquots were diluted with acetonitrile prior to HPLC analysis. UV/
Vis spectra were recorded on an Agilent Varian Cary® 50 Scan UV/
Vis spectrophotometer with a Varian Cary PCB 150 water Peltier
system at 25 or 37°C. IR spectra were recorded with a PerkinElmer
Spectrum 100 instrument with the universal diamond attenuated
total reflection (ATR) accessory; spectra were not ATR corrected.
Melting points were determined on a Stuart Scientific SMP3 appa-
ratus and were uncorrected. Column chromatography was per-
formed on a Flash Spot Il instrument (Armen Instrument) by using
Interchim silica-gel columns (PF-30SIHP, 30 um, puriFlash). Prior to
flash chromatography, the crude product was loaded on Merck
silica gel 60 (15-40 um). The following light sources have been
used for irradiation experiments: A=365nm LED reactor (Sahl-
mann Photochemical Solutions, 12x450 mW Nichia NCSU033B
LEDs, dimmable), 4=365nm custom-made 96-well plate lamp
(Sahlmann  Photochemical ~ Solutions, 16x750 mW  Nichia
NCSU276A LEDs, dimmable), A =385 nm LED lamp (Sahlmann Pho-
tochemical Solutions, 3x2430 mW Nichia NC4U134 LEDs), and a
metal halide iron-doped lamp with a 4 =330 nm filter (UV-P 250C,
Panacol-Elosol GmbH, 250 W).

Synthesis of (E)-axitinib: (F)-Axitinib was purchased from LC Labo-
ratories, Woburn, MA, USA; mp: 219°C; 'HNMR (300 MHz,
[DJIDMSO): 6=13.37 (s, 1H; Ind-NH), 8.60 (dd, *J=48Hz, *J=
1.8 Hz, TH; Py-H-6), 839 (q, J=4.4Hz, 1H; NHCH,), 8.21 (d, J=
8.6 Hz, 1H; Ind-H-5), 7.96 (d, *J=164 Hz, 1H; Ind-CH=CH-Py), 7.81

ChemMedChem 2018, 13, 24152426 www.chemmedchem.org

40

2423

CHEM\[:> CHEM
Full Papers

(ddd, *J=7.7 Hz, *J=7.6 Hz, /=18 Hz, 1H; Py-H-4), 7.66 (d, *J=
7.7 Hz, 1H; Py-H-3), 7.61-7.60 (m (overlapping signal), 1H; Ind-H-8),
7.58 (d, 3J=16.5Hz, 1H; Ind-CH=CH-Py), 7.49 (dd, *J=7.0Hz, "J=
2.0 Hz, 1H; Ph-H-6), 7.33 (dd, *J=7.4 Hz, “/=1.9Hz, 1H; Ph-H-5),
7.30-7.29 (m, 1H; Ph-H-4), 7.25-7.29 (m, 1H; Py-H-5), 7.19 (dd, *J=
8.5 Hz, J=1.4Hz, 1H; Ind-H-6), 7.06 (dd, *J=7.3 Hz, /=17 Hz, 1H
Ph-H-3), 2.78 ppm (d, *J=4.6 Hz, 3H; NHCH,; "“CNMR (75 MHz,
[DIDMSO): 6 =167.8 (CONHCH,), 154.9 (Py-C-2), 149.5 (Py-C-6),
142.0 (Ind-C-3), 141.8 (Ind-C-9), 137.0 (Ph-C-1), 136.8 (Py-C-4), 135.6
(Ph-C-2), 132.5 (Ind-C-7), 130.3 (Ph-C-4), 130.0 (Ph-C-3), 129.2 (Ind-
CH=CH-Py), 127.8 (Ph-C-6), 126.1 (Ph-C-5), 125.5 (Ind-C-6), 123.6
(Ind-CH=CH-Py), 122.6 (Py-C-3), 122.5 (Py-C-5), 121.7 (Ind-C-5), 120.3
(Ind-C-4), 114.7 ppm (Ind-C-8), 26.0 (CH;; "NNMR (30 MHz,
[DIDMSO): 6 =—275.2 (CONHCH,), —196.6 (Ind-N-1),-75.1 (Py-N),
—65.1 ppm (Ind-N-2); HRMS (ESI): m/z caled for Cy,H,gN,0S":
387.12741; found: 387.12675.

Synthesis of (2)-axitinib: (E)-Axitinib (275 mg, 712 pmol) was dis-
solved in DMSO (20 mL) and the solution was stirred and irradiated
at A=365nm (LED, 5.4 W) for 1 h. The solution was diluted with
ethyl acetate (200 mL) and washed with deionized water (5x
50 mL) to remove DMSO. The organic phase was washed with
brine (1 x50 mL) and dried over Na,50,. The solvent was removed
under reduced pressure and the residue was loaded on silica gel.
Twofold flash chromatography (Interchim 40g column, CH,Cl/
methanol gradient: 100% CH,Cl,—90% CH,Cl,, 25 mLmin~" over
20 min) afforded (Z2)-axitinib as a pale-yellow solid (57 mg,
147 pmol, 21%); mp: 174°C; 'HNMR (300 MHz, [DJ]DMSQ): &=
16.96 (br. s, 0.4H; Ind-H-2), 13.29 (s, 0.6H; Ind-H-1), 8.99 (d, )=
4,1 Hz, 0.4H; Py-H-6), 852 (d, *J=4.7 Hz, 0.6H; Py-H-6), 8.39 (q,
1J=4.5Hz, 1H; NHCH), 8.07-8.01 (m, 0.8H; Ind-H-5, Py-H-4"), 7.90
(s, 0.4H; Ind-H-8), 7.83 (d, *J=7.9 Hz, 0.6H; Py-H-3), 7.73 (d, *J=
8.0 Hz, 0.4H; Py-H-3)), 7.64 (ddd, *J=7.8 Hz, *J=7.6 Hz, */=1.5 Hz,
0.6H; Py-H-4), 7.53-7.45 (m, 2H; Ind-H-8, Py-H-5', Ph-H-6), 7.32-7.19
(m, 3.6H; Ph-H-5, Ph-H-4, Ind-H-5, Py-H-5, Ind-CH=CH'-Py), 7.10 (d,
’J=8.0Hz, 0.4H; Ind-H-6), 7.04 (d, /=129 Hz, 0.6H; Ind-CH=CH-
Py), 6.99-6.95 (m, 1.6H; Ph-H-3, Ind-H-6), 6.86 (d, *J=12.7 Hz, TH;
Ind-CH=CH-Py), 2.76 ppm (d, *J=4.6 Hz, 3H; NHCH,; "CNMR
(75 MHz, [D,JDMSQ): 6 =167.8, 155.6, 153.4, 149.1, 1483, 141.1,
140.9, 138.6, 137.1, 136.5, 136.2, 135.9, 1354, 132.6, 132.3, 132.0,
131.3, 130.2, 130.1, 1294, 127.7, 126.9, 126.6, 126.2, 125.8, 124.7,
123.7, 123.1, 123.0, 122.3, 122.0, 121.4, 121.2, 120.6, 116.5, 114.3,
26.0 ppm; "N NMR (30 MHz, [D,JDMSQ): &=—275.2 (CONHCH,),
—196.9 (Ind-N-1, 1H tautomer), —152.7 (Ind-N-2, 2H tautomer),
—92.1 (Py-N, 2H tautomer), —659 (Ind-N-2, 1H tautomer),
—65.7 ppm (Py-N, 1H tautomer), not observed (Ind-N-1, 2H tauto-
mer); HRMS (ESI): m/z caled for C,,H,,N,OS": 387.12741; found:
387.12704.

Synthesis of [2 4 2]-dimer: (F)-Axitinib (100 mg, 259 umol) was dis-
solved in DMSO (10 mL) and diluted with deionized water (90 mL).
The cloudy solution was stirred and irradiated at =365 nm (LED,
5.4 W) for 1.5 h. Every 15 min, the solution was sonicated to ho-
mogenize the suspension. After complete conversion of the start-
ing material, the precipitate was filtered and dried in vacuo. The
crude product was dissolved in a mixture of chloroform/methanol
and loaded on silica gel. Purification by flash chromatography (In-
terchim 12 g column, CH,Cl,/methanol gradient: 100% CH,Cl,—
85% CH,Cl,, 10 mLmin~" over 15 min, then 85% CH,Cl, constant
for 15 min) afforded a colorless solid (54 mg, 70 umol, 27%).
'H NMR (600 MHz, [D,]JDMSO): 6=12.64 (s, 2H; Ind-NH), 8.34-8.31
(m, 4H; NHCH,, Py-H-6), 7.64 (d, >J=8.3 Hz, 2H; Ind-H-5), 7.45 (d,
3)=6.4 Hz, 2H; Ph-H-6), 7.39-7.35 (m, 4H; Ind-H-8, Py-H-4), 7.28-
7.21 (m, 4H; Ph-H-5, Ph-H-4), 7.1 (d, *J=7.8 Hz, 2H; Py-H-3), 6.95
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(dd, *J=6.9 Hz, J=5.3 Hz, 2H; Py-H-5), 6.9 (d, J=8.1 Hz, 2H; Ind-
H-6), 6.76 (d, *J=7.6Hz, 2H; Ph-H-3), 527 (dd, *J=85Hz, *J=
7.5Hz, 2H; CH cyclobutane), 5.17 (dd, ¥)=85Hz, 2J=7.5Hz, 2H;
CH cyclobutane), 2.75 ppm (d, *J=4.5Hz, 6H; NHCH;; "CNMR
(151 MHz, [D]DMSQ): 6=167.8 (CONHCH;), 159.6 (Py-C-2), 148.4
(Py-C-6), 144.4 (Ind-C-3), 141.2 (Ind-C-9), 136.4 (Ph-C-2), 136.3 (Ph-C-
1), 1354 (Py-C-4), 130.8 (Ind-C-7), 130.1 (Ph-C-4), 129.1 (Ph-C-3),
127.6 (Ph-C-6), 125.6 (Ph-C-5), 124.0 (Ind-C-6), 123.2 (Py-C-3), 121.5
(Ind-C-4), 121.3 (Ind-C-5), 121.0 (Py-C-5), 114.6 (Ind-C-8), 46.1 (CH cy-
clobutane), 38.1 (CH cyclobutane), 26.1 ppm (CH;;; HRMS (ESI): m/z
caled for CyuH,oN,0S*, CpHygN, 052 +:773.24754, 387.12741; found:
773.24699, 387.12714.

Kinase assays: To determine kinase activity, the luminescence-
based ADP-Glo™ kinase assay (Promega) was used and established
for VEGFR2 (purified kinase domain, KDR active, Promega) and
PDGFRf (purified kinase domain, PDGFRf active, Promega). This
assay supplied a luminescence signal that was proportional to the
amount of ADP generated during the kinase reaction, and there-
fore, proportional to the kinase activity. The assay was performed
according to the manufacturer's protocol by using white 96-well
CulturePlates™ (PerkinElmer) with kinase reaction mixtures of
25 puL. ATP and kinase concentrations were determined by using
standard curves for ATP-to-ADP conversion and kinase titration, re-
spectively. Kinase reactions were run in kinase buffer (40 mm Tris
(pH 7.5), 20 mm MgCl,, 0.1 mgmL™" BSA, 2 mm DTT, 2mm MnCl,,
100 um Na,VO, and 0.01% NaN;) with 10 um ATP, 0.4 ngul™’
kinase, and 0.25 mgmL™" substrate (poly(4:1 Glu, Tyr)peptide). In-
hibitors were dissolved in DMSO and a 1:3 serial dilution was pre-
pared. Before kinase addition started the reaction, compounds
were added to the reaction mixture, resulting in final concentra-
tions of 1% DMSO and inhibitor concentrations ranging from
10 pm to 0.5 nm. Handling of the compounds took place either
under ambient light conditions or in a darkened laboratory
equipped with red-light LEDs to protect them from UV light.
Kinase reactions without inhibitors (DMSO only) were set as 100%
kinase activity and signals from samples without kinase and inhibi-
tors were subtracted as background. Luminescence intensities
were recorded on a FLUOstar® Omega (BMG Labtech) instrument.
Kinase activity was calculated in percent of control without inhibi-
tor and plotted against the logarithm of inhibitor concentration.
Data points were means of two measurements with standard devi-
ations as error bars. Sigmoidal fitting (log(inhibitor) vs. response—
variable slope) and calculation of IC;, values were performed by
using the GraphPad Prism®(5.00) program. Irradiation of the 96-
well plate was conducted prior to kinase addition to avoid prema-
ture ATP conversion. (E)-Axitinib was irradiated at 1=365nm by
using a dimmable custom-made lamp for 96-well plates, consisting
of 16 LEDs (in the distance of the wells). Every well was irradiated
for 2 min with 5% power. (2)-Axitinib was irradiated at =385 nm
by using a handheld lamp consisting of three LEDs. In this case,
the whole plate was irradiated for 5 min.

At ProQinase (Freiburg, Germany), VEGFR2 IC;, values were deter-
mined by means of a non-radiometric ADP-Glo™ assay (Promega).
The kinase profile was determined by measuring residual activity
values of 300 wild-type protein kinases in a 33PanQinase® assay.
Experiments were performed under ambient light conditions (PSDs
are unknown).

Cellular assays: Pooled HUVEC cells (CLS Cell Lines Service GmbH)
were cultured in ECGM-MG, ready-to-use medium (CLS) with 10%
FCS and incubated at 37°C in a humidified atmosphere with 5%
CO,. For growth inhibition assays, 10" cells were seeded in 100 pL
per well into white 96-well CulturePlates™ (PerkinElmer). The cell
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number was determined previously by means of cell titration. After
24 h of incubation, cell viability of a day zero reference plate was
analyzed by means of the CellTiter-Glo® assay (Promega). At the
same time, different concentrations of the inhibitor compounds in
DMSO were added to a test plate. The final concentration of
DMSO in the cell medium was 1%, with compound concentrations
between 300 pm and 5 nm in 1:3 dilution steps, tested in duplicate.
To avoid uncontrolled photoisomerization of the compounds
during the experiments, ambient light was reduced as far as possi-
ble. However, the addition of solutions of the compound to the
cells could not be performed in complete darkness. Cell prolifera-
tion without inhibitors (DMSO only) was set as maximum cell
growth. For background determination, medium containing 1%
DMSO was analyzed. The test plate was incubated for a further
48 h. Cell proliferation was quantified by means of the CellTiter-
Glo® assay, according to the manufacturer’s protocol. The CellTiter-
Glo® assay was based on the detection of luminescence, which
was proportional to the amount of ATP, and that again was propor-
tional to the number of living cells. Luminescence measurements
were performed on a FLUOstar® Omega (BMG Labtech) instrument.
Cell growth was calculated as a percentage by using the day zero
reference and the maximum proliferation (1% DMSO without com-
pounds). Data points were means of two measurements with stan-
dard deviations as error bars. Fitting of dose-response-curves and
calculation of ICs, values were performed analogous to that of the
kinase assays by using the GraphPad Prism® (5.00) program. To
prove the UV tolerance of HUVEC cells, a proliferation assay was
performed in an analogous manner. However, cells were not treat-
ed with inhibitors, but irradiated at A=385nm for different time
periods (0, 5, 10, 20, 40, 60, 120, and 300 s). Cell viability was calcu-
lated as a percentage of non-irradiated control. In this case, data
points were means of four measurements. For controlled isomeri-
zation of (Z)-axitinib, the well plate was irradiated at 4 =385 nm for
5 min after compound addition to the cells. Testing of (E)-axitinib
was performed on the same well plate, but irradiation at A=
385 nm did not affect (E)-axitinib in aqueous solution.

Western blot analyses: NIH3T3 cells were cultured in DMEM sup-
plemented with 10% FCS and 1 mm pyruvate at 37°C and 5%
CO,. Cells were seeded in six-well plates at a density of
200000 cells per well. After 48 h of incubation, NIH cells were incu-
bated with compounds or 1% DMSO for 45 min and stimulated
with 20 ng human PDGF per well for 5 min. Cells were lysed and
centrifuged as described above. SDS-PAGE and western blot were
performed with the following antibodies: t-PDGFR, p-PDGFR, and
antirabbit (Cell Signaling Technology, 12651T). Signals were visual-
ized with a Lumi Imager F1 (Roche) instrument.

HUVECs were seeded in T75 culture flasks and incubated with
compounds or DMSO (negative control) for 2 h. Cells were stimu-
lated with hVEGF (Cell Signaling Technology, 8065) for 15 min. For
lysis, cells were washed with ice-cold Dulbecco’s PBS (Gibco) and
lysed with mammalian protein extraction reagent (M-PER) contain-
ing 1% Halt phosphatase and protease inhibitor cocktail (both
Thermo Fisher Scientific). Lysates were centrifuged at 15000 g and
4°C and supernatants were snap frozen in liquid nitrogen and
stored at —80°C. For detection, the following antibodies were
used: p-VEGFR Tyr1175, p-AKT, and GAPDH (Cell Signaling Technol-
ogy, 3770, 4060, 2118)

Kinase selectivity profiling (PamGene): HUVECs (PromoCell) were
cultured in endathelial cell growth medium 2 (PromoCell) and in-
cubated at 37°C with 5% CO,. HUVECs were seeded in 25 cm? cell
culture flasks and incubated for 48 h to accomplish cell viability of
80-90%. Afterward, cells were lysed and treated as described

© 2018 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim
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above. Protein concentrations of the lysates were evaluated by
means of the Bradford assay (Thermo Fisher Scientific). Kinome
profiling was performed with Tyrosine Kinase PamChip® arrays
(PamGene) by using a Pamstation®12 instrument. Each chip con-
tained four arrays. The surface of every array was made of porous
silica comprising 144 peptides. The peptides mimicked the phos-
phorylation sites of more than 100 kinase substrates. Kinase activi-

[

[12]

N3

[14)
ty profiling was performed with 5 pg protein per array and a final
concentration of 100 pm ATP, 1% DMSO, and 10 um inhibitor, ac-  [15
cording to the manufacturer’s protocol. In one measurement, three
PamChips (12 arrays in total) were run simultaneously to compare
two different inhibitors with DMSO (negative control) and a refer-  [16]
ence inhibitor (positive control). For every compound, three techni-
cal replicates were used. In the irradiation experiment, the reaction 7]
mixture containing (2)-axitinib was irradiated at A =385 nm for 30 s g
prior to addition to the PamChip®. For nonirradiated (Z)-axitinib {:9%
(Figure 6b), one of three data sets was neglected due to clear out-
liers. Data analysis was performed as described by Labots et al.l* 1201
For signal evaluation, Bionavigator 6 software (PamGene) was used
according to the manufacturer’s protocol. 21

[22]
Acknowledgements 23
This research project was supported by the DFG (German Re-  [24)
search Society) grant Collaborative Research Centre 677 “Func-  [25]
tion by Switching”. We thank Martin Schiitt (Institute of Pharma- Sg}
cy, Kiel University) and Konstantin Hoffer (University Medical
Center Hamburg) for excellent technical assistance and support.  [2g]
We gratefully acknowledge the support of Dr. Dieter Schollmeyer
(Institute for Organic Chemistry, University of Mainz, Germany)
for X-ray analysis of small-molecule compounds. gg}
Conflict of interest

[31]
The authors declare no conflict of interest. 32)
Keywords: angiogenesis - inhibitors - isomerization - kinases - B3]
photochemistry [34]

[1] W. A. Velema, W. Szymanski, B. L. Feringa, J. Am. Chem. Soc. 2014, 136,
2178-2191. 135)
[2] W. Szymanski, J. M. Beierle, H. A. V. Kistemaker, W. A. Velema, B. L. Ferin-
ga, Chem. Rev. 2013, 1713, 6114-6178.
[3] G. Mayer, A. Heckel, Angew. Chem. Int. Ed. 2006, 45, 4900-4921; Angew.
Chem. 2006, 118, 5020 -5042. [36]
[4] K. Hull, J. Morstein, D. Trauner, Chem. Rev. 2018, https://doi.org/
10.1021/acs.chemrev.8b00037.
[5] J. Broichhagen, J. A. Frank, D. Trauner, Acc. Chem. Res. 2015, 48, 1947 -
1960. [37]
[6] M. M. Lerch, M. J. Hansen, G. M. van Dam, W. Szymanski, B. L. Feringa,  [38]
Angew. Chem. Int. Ed. 2016, 55, 10978-10999; Angew. Chem. 2016, 128,
11140-11163. [39]
[7] J. Bieth, S. M. Vratsanos, N. Wassermann, B. F. Erlanger, Proc. Natl. Acad. ~ [40]
Sci. USA 1969, 64, 1103-1106. [41]
[8] W.J. Deal, B.F. Erlanger, D. Nachmansohn, Proc. Natl. Acad. Sci. USA
1969, 64, 1230-1234. [42]
[9] J. Bieth, N. Wassermann, S. M. Vratsanos, B. F. Erlanger, Proc. Natl. Acad.
Sci. USA 1970, 66, 850-854. [43]
[10] J. Broichhagen, I. Jurastow, K. lwan, W. Kummer, D. Trauner, Angew.
Chem. Int. Ed. 2014, 53, 7657 -7660; Angew. Chem. 2014, 126, 7788- [44]
7792, [45]
ChemMedChem 2018, 13, 2415 - 2426 www.chemmedchem.org 2425

42

CHEM\[:> CHEM
Full Papers

W. A. Velema, J.P. vander Berg, M.J. Hansen, W. Szymanski, A.J. M.
Driessen, B. L. Feringa, Nat. Chem. 2013, 5, 924-928.

W. A. Velema, M. J. Hansen, M. M. Lerch, A. J. M. Driessen, W. Szymanski,
B. L. Feringa, Bioconjugate Chem. 2015, 26, 2592 -2597.

M. Borowiak, W. Nahaboo, M. Reynders, K. Nekolla, P. Jalinot, J. Hasser-
odt, M. Rehberg, M. Delattre, S. Zahler, A. Vollmar, D. Trauner, O. Thorn-
Seshold, Cell 2015, 162, 403 -411.

A.J. Engdahl, E. A. Torres, S.E. Lock, T.B. Engdahl, P.5. Mertz, C.N.
Streu, Org. Lett. 2015, 17, 4546 -4549,

M. Stein, S. J. Middendorp, V. Carta, E. Pejo, D. E. Raines, 5. A. Forman, E.
Sigel, D. Trauner, Angew. Chem. Int. Ed. 2012, 51, 10500~ 10504; Angew.
Chem. 2012, 124, 10652 - 10656.

L. Yue, M. Pawlowski, S. S. Dellal, A. Xie, F. Feng, T. S. Otis, K. S. Bruzik, H.
Qian, D. R. Pepperberg, Nat. Commun. 2012, 3, 1095.

M. Schénberger, D. Trauner, Angew. Chem. Int. Ed. 2014, 53, 3264-3267;
Angew. Chem. 2014, 126, 3329-3332.

K. Curley, D. S. Lawrence, Pharmacol. Ther. 1999, 82, 347 - 354,

A. R, Morckel, H. Lusic, L. Farzana, J. A, Yoder, A, Deiters, N, M, Nascone-
Yoder, Development 2012, 139, 437-442.

H. Li, J.-M. Hah, D.S. Lawrence, J. Am. Chem. Soc. 2008, 130, 10474
10475.

R. Horbert, B. Pinchuk, P. Davies, D. Alessi, C. Peifer, ACS Chem. Biol.
2015, 10, 2099-2107.

M. Zindler, B. Pinchuk, C. Renn, R. Horbert, A. Dobber, C. Peifer, Chem-
MedChem 2015, 10, 1335-1338.

R. Ferreira, J. R. Nilsson, C. Solano, J. Andréasson, M. Grotli, Sci. Rep.
2015, 5, 9769.

D. Wilson, J. W. Li, N. R. Branda, ChemMedChem 2017, 12, 284-287.

B. Escudier, M. Gore, Drugs R&D 2011, 17, 113-126.

K. Mittal, L. S. Wood, B. I. Rini, Biol. Ther. 2012, 2, 5.

M. McTigue, B. W. Murray, J. H. Chen, Y-L. Deng, J. Solowiej, R. S. Kania,
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 2012, 109, 18281-18289.

T. Pemovska, E. Johnson, M. Kontro, G. A. Repasky, J. Chen, P. Wells,
C. N. Cronin, M. McTigue, O. Kallioniemi, K. Porkka, B. W. Murray, K. Wen-
nerberg, Nature 2015, 519, 102-105.

R. J. Kelly, O. Rixe, Target. Oncol. 2009, 4, 297 -305.

D.D. Hu-Lowe, H.Y. Zou, M. L. Grazzini, M. E. Hallin, G. R. Wickman, K.
Amundson, J.H. Chen, D.A. Rewolinski, S. Yamazaki, E.Y. Wu, M. A.
McTigue, B.W. Murray, R.S. Kania, P. O'Connor, D.R. Shalinsky, S.L.
Bender, Clin. Cancer Res. 2008, 14, 7272 -7283.

G. Sluggett, Conference on Small Molecule Science, Williamsburg, VA
(USA), August 11-13, 2014,

A. M. Campeta, B. P. Chekal, Y. A. Abramov, P. A. Meenan, M. J. Henson,
B. Shi, R. A. Singer, K. R. Horspool, J. Pharm. Sci. 2010, 99, 3874 -3886.
R. W. Sparidans, D. lusuf, A. H. Schinkel, J. H. M. Schellens, J. H. Beijnen,
J. Chromatogr. B 2009, 877, 4090 - 4096.

Y. K. Pithavala, W. Tong, J. Mount, S. V. Rahavendran, M. Garrett, B. Hee,
P. Selaru, N. Sarapa, K.J. Klamerus, Invest. New Drugs 2012, 30, 273~
281.

B. L. Ewanicki, E. J. Flahive, A.J. Kasparian, M. B. Mitchell, M. D. Perry,
S. A. O'Neill-Slawecki, N.W. Sach, J.E. Saenz, B. Shi, N.S. Stankovic
(Agouron Pharmaceuticals Inc., San Diego, CA, USA), US Pat. No.
US7232910 B2, 2007.

B. L. Ewanicki, E.J. Flahive, A.J. Kasparian, M. B. Mitchell, M. D. Perry,
S. A. O'Neill-Slawecki, N. W. Sach, J. E. Saenz, B. Shi, N. S. Stankovic, J. K.
Srirangam, Q. Tian, S. Yu (Pfizer Inc., New York, NY, USA), Eur. Pat. No.
EP2163544 A1, 2010.

J. Zhang, P. L. Yang, N. S. Gray, Nat. Rev. Cancer 2009, 9, 28-39.

K. Sonogashira, Y. Tohda, N. Hagihara, Tetrahedron Lett. 1975, 16, 4467 -
4470,

H. Lindlar, R, Dubuis, Org. Synth. 1966, 89.

I. Alkorta, J. Elguero, J. Phys. Org. Chem. 2005, 18, 719-724.

J. Catalén, G. J. L. de Paz, J. Elguero, J. Chem. Soc. Perkin Trans. 2 1996,
57-60.

V.I. Minkin, A.D. Garnovskii, J. Elguero, A.R. Katritzky, O.V. Denisko,
Adv. Heterocycl. Chem. 2000, 76, 157 -323.

Y. Ito, T. Kajita, K. Kunimoto, T. Matsuura, J. Org. Chem. 1989, 54, 587 -
591.

M. S. Syamala, V. Ramamurthy, J. Org. Chem. 1986, 51, 3712-3715.

S. Devanathan, V. Ramamurthy, J. Photochem. 1987, 40, 67 -77.

© 2018 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim



\\;* ChemPubSoc
Yt Europe

[46] H. Gérner, H. J. Kuhn in Advances in Photochemistry, Vol. 19 (Eds.: D. C.
Neckers, D. H. Volman, G. von Bunau), Wiley, Hoboken, 1995.

[47] F. D. Lewis, B. A. Yoon, T. Arai, T. lwasaki, K. Tokumaru, J. Am. Chem. Soc.
1995, 7117, 3029-3036.

[48] T. Arai, M. Moriyama, K. Tokumaru, J. Am. Chem. Soc. 1994, 116, 3171
3172,

[49] H.-J. Park, Y. Zhang, S. P. Georgescu, K. L. Johnson, D. Kong, J. B. Galper,
Stem. Cell Rev. 2006, 2, 93-101,

[50] J. Rossler, Y. Monnet, F. Farace, P. Opolon, Daudigeos-E. Dubus, A. Bour-
redjem, G. Vassal, B. Geoerger, Int. J. Cancer 2011, 128, 2748 -2758.

[51] J. Ma, D. J. Waxman, Mol. Cancer Ther. 2008, 7, 79— 89.

[52] J. Yu, A. Moon, H.-R. C. Kim, Biochem. Biophys. Res. Commun. 2001, 282,
697 -700.

[53] M. Ohshima, Y. Yamaguchi, K. Kappert, P. Micke, K. Otsuka, Biochem. Bio-
phys. Res. Commun. 2009, 381, 165-170.

[54] R. Hilhorst, L. Houkes, M. Mommersteeg, J. Musch, A. van den Berg, R.
Ruijtenbeek, Methods Mol. Biol. 2013, 977, 259-271.

[55] M. Labots, K.J. Gotink, H. Dekker, K. Azijli J.C. vander Mijn, C. M.
Huijts, S.R. Piersma, C.R. Jiménez, H. M. W. Verheul, Exp. Mol. Med.
2016, 48, e279.

[56] M. L. Kuijjer, B. E. van den Akker, R. Hilhorst, M. Mommersteeg, E. P. Bud-
dingh, M. Serra, H. Burger, P.C. W. Hogendoorn, A.-M. Cleton-Jansen,
BMC Med. Genomics 2014, 7, 4.

[57]1 A. Tahiri, K. Ree, A. H. Ree, Wijn, R. K. de Risberg, C. Busch, P. E. Lenning,
V. Kristensen, J. Geisler, PLoS One 2013, 8, 72692,

[58] G. Sonpavde, T. E. Hutson, Curr. Oncol. Rep. 2007, 9, 115-119.

[59] M. . Davis, J. P. Hunt, S. Herrgard, P. Ciceri, L. M. Wodicka, G. Pallares, M.
Hocker, D. K. Treiber, P. P. Zarrinkar, Nat. Biotechnol. 2011, 29, 1046
1051.

ChemMedChem 2018, 13, 24152426 www.chemmedchem.org

2426

Ergebnisse und Diskussion

CHEMU! [->p CHEM
Full Papers

[60] R. Inatome, S. Yanagi, T. Takano, H. Yamamura, Biochem. Biophys. Res.
Commun. 2001, 286, 195-199.

[61] M. Dong, A. Babalhavaeji, S. Samanta, A. A. Beharry, G. A. Woolley, Acc.
Chem. Res. 2015, 48, 2662 -2670.

[62] B.N.G. Giepmans, S. R. Adams, M. H. Ellisman, R. Y. Tsien, Science 2006,
312,217-224.

[63] G. Madhavi Sastry, M. Adzhigirey, T. Day, R. Annabhimaju, W. Sherman, J.

Comput. Aided Mol. Des. 2013, 27, 221-234.

T. A. Halgren, R. B. Murphy, R. A. Friesner, H. S. Beard, L. L. Frye, W.T. Pol-

lard, J. L. Banks, J. Med. Chem. 2004, 47, 1750-1759.

[65] R. A. Friesner, J. L. Banks, R.B. Murphy, T. A. Halgren, J.J. Klicic, D. T.
Mainz, M.P. Repasky, E. H. Knoll, M. Shelley, J. K. Perry, D.E. Shaw, P.
Francis, P. S. Shenkin, J. Med. Chem. 2004, 47, 1739-1749.

[66] R. A. Friesner, R. B. Murphy, M. P. Repasky, L.L. Frye, J.R. Greenwood,

T. A. Halgren, P.C. Sanschagrin, D.T. Mainz, J. Med. Chem. 2006, 49,

6177-6196.

S. Grimme, J. Antony, S. Ehrlich, H. Krieg, J. Chem. Phys. 2010, 132,

154104.

S. Grimme, S. Ehrlich, L. Goerigk, J. Comput. Chem. 2011, 32, 1456-

1465.

] A.D. Becke, J. Chem. Phys. 1993, 98, 5648 - 5652.

[70] F. Weigend, R. Ahlrichs, Phys. Chem. Chem. Phys. 2005, 7, 3297 -3305.

]
]

[64

[67

[68

R. Bauernschmitt, R. Ahlrichs, Chem. Phys. Lett. 1996, 256, 454 - 464,
R. Bauernschmitt, M. Haser, O. Treutler, R. Ahlrichs, Chem. Phys. Lett.
1997, 264, 573 -578.

Manuscript received: August 7, 2018

Accepted manuscript online: September 10, 2018
Version of record online: November 5, 2018

© 2018 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

43



Photoschaltbare Kinaseinhibitoren im Kinaseprofiling

3.1.1.2 Zusatzliche Ergebnisse zur Axitinib-Publikation

Im Anschluss der Publikation von Schmidt et al. wurden die experimentellen Daten aus
dem Profiling noch fiir weitere Analysezwecke verwendet. Nachdem die up-stream-Analyse
zur Bestimmung der beeinflussten Kinasen aus dem Pamgene-Experiment einen lediglich
nicht-signifikanten Einfluss von (£)-Axitinib auf VEGFR2 gezeigt hatte (s. Seite 39, Abbildung
9), konnte mittels Netzwerkanalyse von GeneGo doch noch eine Inhibition der VEGFR2 ge-
zeigt werden (s. Abbildung 3.2). Eine signifikante Wiederfindung bereits in der up-stream-

Analyse wire hingegen wiinschenswert gewesen.
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Abbildung 3.2. Einfluss von (£)-Axitinib auf das VEGFR2-Netzwerk.

102
Netzwerkanalyse mit Hilfe der aus dem Kinase-Screening gewonnenen Ergebnisse. Blaue Reagenzglaser Hﬁ
kennzeichnen eine verringerte Aktivitdt der markierten Faktoren. Die Ldnge der blauen Balken gibt die Intensitat

der verringerten Aktivitdt bzw. Inhibition an. Die Netzwerkanalyse wurde erstellt mit GeneGo.
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3.1.1.3  Diazocin-Axitinib

Ausgehend vom Axitinib (1) wurde die Stilbenbindung von Kuhl azologisiert (s. Abbildung
3.3).1203] Eine biologische Testung von 2 konnte aufgrund der sehr schnellen Tautomerisierung
und Riickschaltung von cis zu trans nicht etabliert werden (s. Tabelle 3.1). Die nachfolgenden
Azobenzol-Derivate 3 und 4 wiesen zwar fiir photopharmakologische Anwendungen potenziell
annehmbare photochemische Eigenschaften auf (100 % trans = 80 % cis, ti2 = 43.1 h), jedoch
unter Verlust der Inhibition der VEGFR2-Kinase beziiglich beider Konfigurationen (cis und
trans). Zuletzt wurde das Axitinib-Grundgeriist mit einem Diazocine oder Heterodiazocinen
durch Schmidt funktionalisiert, um die biologischen Wirkung zu verbessern, unter Erhalt

giinstiger photochemischer Eigenschaften (Verbindung 5, 6, 7).

Abbildung 3.3. Ubersicht der getesteten Verbindungen ausgehend vom Axitinib (1) basierend auf den

Arbeiten von Kuhl293], Schmidt2%4 und Heintze.[205]
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Tabelle 3.1. Photochemische und biologische Eigenschaften verschiedener Axitinib-Photoschalter.[95:203-
205]
PSS (E/Z %), t1/2 (h),

# Aexc (NM) Besonderheit IC50 (nM) VEGFR2
DMSO (NMR) DMSO, 37 °C

[2+2]-Cycloaddi-

2 385 (76  88/12 (385 nm) o , E 72
e 1 >> 12* tion in wassrigen
= 365 (F>2) 51/49 (365 nm) ) Z 1355
Losungen
Schnelle Azo-
§ 2 365 n/a n/a Hydrazon- n/a
Tautomerie
o £ 1077**
S 3 365 17/83 43.1 -
& PSS365 nm: 1289
g E 1020%
N 4 385 20/80 5.7 -
< PSS3g5 nm: 1435
Z > 10000

5 405 47/53 73 -
| PSS405 nm- 215
S Z > 10000
Q 6 405 25/75 3.7 -
.© PSS405 nm- 251
(&)

Z > 399*
7 405 60/40 1.5 -

PSS405 nm- 470

* Uber 12 h thermisch stabil
** Restaktivitat > 33 %

Da Diazocine im Gegensatz zu den Azobenzolen thermodynamisch stabil in der cis-Konfi-
guration vorliegen, profitiert das ganze Konzept der Photoschalter mit einer méglichen klini-
schen Anwendung davon. Wiahrend sowohl fiir die Azobenzol- als auch die Diazocin-Derivate
die trans-Konfiguration als die aktive Form vermutet wird, liegen die Azobenzole in der trans-
Konfiguration thermisch stabil vor. Bei Bestrahlung wiirden die Azobenzole somit lediglich
sausgeschaltet®, die Diazocin-Derivate hingegen ,angeschaltet” werden. Fir eine therapeuti-
sche Nutzung werden das Konzept der unwirksamen thermodynamisch stabilen Form sowie

eine Aktivierung zur wirksamen thermodynamisch labilen Konfiguration angestrebt.
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Molecular Modeling
Im molecular modeling zeigte sich eine effektvolle Konfigurationsédnderung von trans zu
cis, die mit einem Wirkverlust einhergehen sollte, da die cis-Diazocine nicht mehr innerhalb

der Bindetasche binden sollten (s. Abbildung 3.4 stellvertretend fiir die Diazocine 5, 6, 7).

Abbildung 3.4. Molecular modeling von Verbindung 5 im VEGFR2.
A. Trans -Konfiguration von Verbindung 5 in der VEGFR2-Bindetasche mit Wasserstoffbrickenbindung zur
hinge-Region (gelb). B. Darstellung der Bindungskonflikte (c/ash) bei cis-Konfiguration von 5 in der VEGFR2-

Kinase. Molecular modeling erstellt von Schmidt.1204

Da Proteine wie Kinasen auch in ihrer Bindetasche eingeschrinkt flexibel sind, kénnen
geringfiigige Molekiil-Anderungen ausschlaggebend fiir die Wirkung sein. Im Falle des Koh-
lenstoffdiazocins 7 wurde im induced fit modeling eine Bindung in der cis-Konfiguration ge-
funden, im Gegensatz zu den schwefelverbriickten Diazocinen 5 und 6 (s. Abbildung 3.5). Der
Bindungswinkel der cis-Schwefeldiazocine betragt 76.1°, der Winkel der cis-Kohlenstoffdia-
zocine 85.8°. Im Falle der VEGFR2-Inhibition reicht dieser Unterschied aus, um eine Bindung

in der Kinasedoméne zu verhindern bzw. zu erméglichen.
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Abbildung 3.5. Darstellung der Bindungswinkel vom Schwefel- und Kohlenstoff-Diazocin im VEGFR2.

A. Induced fit modeling von Verbindung c¢/s-5 (griin) und cis-7 (blau) in Uberlagerung in der VEGFR2-Bindeta-
sche mit Wasserstoffbriicken (gelb) und sterischen Konflikten mit dem Protein (rot). B. Darstellung aus A mit
Proteinoberflache. Molecular modeling erstellt von Schmidt.[204
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Biologische Testung

Zunichst wurden die synthetisierten Diazocin-Axitinib-Derivate 5, 6 und 7 nach photoche-
mischer Charakterisierung (s. Tabelle 3.1) auf der isolierten VEGFR2-Kinase getestet. Die
Kinaseaktivitat wurde tiber den ATP-Verbrauch durch die Phosphorylierung eines Substrats
ermittelt und iiber Biolumineszenz ausgelesen (ADP-Glo von Promega). Fiir die Heterodia-
zocine 5 und 6 wurden dabei ein 47-facher Wirkunterschied (215 nM vs. >10000 nM) bzw. ein
40-facher Wirkunterschied (251 nM vs. >10000 nM) von cis zum PSS bei 405 nm gemessen (s.
Abbildung 3.6). Der tatsichliche Wirkunterschied liegt wahrscheinlich noch héher, da (9)-5
und (2)-6 mit einem ICs0 von iiber 10 uM nicht wirksam auf der VEGFR2-Kinase sind. Die
nahezu identische Wirksamkeit vom Kohlenstoffdiazocin 7 bei Rotlicht oder Bestrahlung ist
mit dem groBeren Bindungswinkel des cis-Diazocins zu begriinden, wodurch eine Bindung in
(2) Konfiguration erméglicht wird (s. Abbildung 3.5). Aufgrund der schlechten Loslichkeit der
Verbindungen wurden 10 % DMSO im Kinaseassay eingesetzt. In der weiteren biologischen

Testung wirkt sich ein hoher DMSO-Anteil (> 2 %) allerdings nachteilig auf das Zellwachstum

aus.[206]
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Abbildung 3.6. VEGFR2-Kinaseassays der Diazocin-Axitinib-Derivate.

A. Verbindung 5 unter kontrollierten Lichtbedingungen/Rotlicht (rot, ICso = >10000 nM) und unter Bestrahlung
von 405 nm (grin, ICso = 215 nM) B. Kinaseaktivitdt nach Behandlung mit Verbindung 6 unter Lichtaus-
schluss/Rotlicht (rot, ICso = >10000 nM) und Bestrahlung mit 405 nm (griin, ICso = 251 nM) C. Kohlenstoffdia-
zocin 7 unter kontrollierten Lichtbedingungen (rot, ICsp = 399 nM bei 40 % Restaktivitdt) und nach Bestrahlung

mit 405 nm (blau, ICsy = 470 nM). Dosis-Wirkungs-Kurven erstellt von Heintze mit einer finalen ATP-Konzent-
ration von 10 uM und 10 % DMSOQ.[204.205]
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Um den Einfluss der Testverbindungen auf das Humankinom bzw. auf eventuell andere

adressierte Kinasen abzuschéitzen, wurde Verbindung 5 als erfolgreichster Kandidat aus dem

Kinaseassay im Pamgene-Kinase-Screening (s. Kapitel 6.4.7, S. 134) untersucht. Verwendet
wurde HUVEC-Zelllysat, da HUVEC-Zellen ein gutes Modell fiir Angiogenesehemmer wie

Axitinib darstellen.[207]

DMSO E-Axitinib Z-5 5 (PSS 405 nm)

6.729

Phosphorylierungsgrad

0

Abbildung 3.7. Phosphorylierungsaktivitat von HUVEC-Zelllysat als heat map.

Phosphorylierungsprofil des HUVEC-Kinoms auf PTK-Chips dargestellt als Aeat map. Die Peptide wurden nach
Phosphorylierungsgrad von hoch (rot) zu niedrig (blau) sortiert. Lysate wurden behandelt mit entweder 10 %
DMSO (Negativkontrolle), (£)-Axitinib (Positivkontrolle), (2)-5 oder dem PSS von 5 (erhalten nach Bestrahlung
von (Z)-5 mit 405 nm). Die Wirkstoffkonzentration betrug 10 uM bei 10 % DMSO und n = 3.

Im Kinom-Profiling von Pamgene (s. Abbildung 3.7) konnte im Gegensatz zu den VEGFR2-
Kinaseassays keine deutliche Inhibition von #rans5 (bzw. dem PSS) repliziert werden. Es be-
steht zwar ein geringer Unterschied im Phosphorylierungsprofil zwischen cisund trans, jedoch
nicht annéhernd so grofl wie zwischen Positiv- (Axitinib) und Negativkontrolle (DMSO). In der
box-plot Darstellung (s. Abbildung 3.8) ist eine Kinomaktivitét #hnlich zur DMSO-Kontrolle
erkennbar (unbestrahlt und PSS). Im volcano plot (s. Abbildung 3.9) setzt sich ein geringer
Aktivitdtsunterschied fort, bei allerdings wenig signifikant beeinflussten Peptiden. Aufgrund
der geringen Anzahl signifikant phosphorylierter Peptide wurde auf eine up-stream-Analyse
verzichtet und ein erneutes Kinase-Screening mit erhéhter Wirkstoff- und DMSO-Konzentra-

tion durchgefihrt.
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DMSO E-Axitinib Z-5 5 (PSS 405 nm)

Phosphorylierungsgrad

Abbildung 3.8. Box-plot-Darstellung des Phosphorylierungsgrades aus Abb. 3.7 durch HUVEC Zelllysate.

Waagerechte Linie auf Hohe des Medians der DMSO-Kontrolle zur besseren Vergleichbarkeit. Wirkstoffkon-

zentration je 10 yM. n = 3

Effektstarken

Phosphorylierung vs. DMSO
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Abbildung 3.9. Signifikant beeinflusste Peptide im volcano plot.

Peptidphosphorylierungen aufgetragen nach Effektstarken gegen den Phosphorylierungsgrad im Vergleich zur

DMSO-Kontrolle im volcano plot. Effektstarken Uber 1.4 (entspricht dem Signifikanzniveau von p = 0.05) werden

in Rot dargestellt. Negative Werte auf der Abszisse zeigen einen geringeren Phosphorylierungsgrad im Ver-

gleich zur DMSO-Kontrolle, positive Werte einen héheren Phosphorylierungsgrad.
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DMSO E-Axitinib Z5 5 (PSS 405 nm)
1 uM 20 uM 20 uM

6.922

Phosphorylierungsgrad

"]

Abbildung 3.10. Kinase Profiling mit erh6hter DMSO-Konzentration.

A. Phosphorylierungsprofil des HUVEC-Kinoms auf PTK-Chips dargestellt als Aeat map. Die Peptide wurden
nach Phosphorylierungsgrad von hoch (rot) zu niedrig (blau) sortiert. Zelllysate wurden behandelt mit entweder
10 % DMSO (Negativkontrolle), (£)-Axitinib (Positivkontrolle), (£)-5 oder dem PSS von 5 (erhalten nach Bestrah-
lung von (Z)-5 mit 405 nm) bei einer DMSO-Konzentration von 10 % und n = 2.

Im zweiten Kinase-Screening wurden 20 uM Diazocin 5 eingesetzt, bei 10 % DMSO, um
eine Ausfillung der Verbindungen zu vermeiden. Die Erhhung der Konzentration hatte zwar
auf der einen Seite eine leichte Erh6hung der Hemmwirkung der Diazocine auf das HUVEC-
Zelllysat zur Folge (s. Abbildung 3.10 und Abbildung 3.11). Auf der anderen Seite konnten
auch mit der maximal moéglichen Konzentration keine starken Effekte von bestrahltem Z-5
gezeigt werden und es war nur eine geringe Differenz in der Kinomaktivitit von Z*5 zu 5 (PSS)
zu beobachten. Die Qualitatskontrolle mittels volcano plotliel3 auch bei erhéhter Diazocinkon-
zentration keine up-stream-Analyse zu, da die beobachteten Effekte zu schwach waren (s. Ab-

bildung 3.12).
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DMSO E-Axitinib Z-5 5 (PSS 405 nm)
1uM 20 uM 20 uM

Phosphorylierungsgrad

Abbildung 3.11. Box-plot-Darstellung des Phosphorylierungsgrades aus Abb. 3.10 durch HUVEC-Lysate
bei 10 % DMSO.
Waagerechte Linie auf Hohe des Medians der DMSO-Kontrolle zur besseren Vergleichbarkeit.

Phosphorylierung vs. DMSO
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Abbildung 3.12. Signifikant beeinflusste Peptide bei erhhter DMSO-Konzentration.
Peptidphosphorylierungen aufgetragen nach Effektstarken gegen den Phosphorylierungsgrad im Vergleich zur
DMSO-Kontrolle im volcano plot. Effektstarken tber 1.4 (entspricht dem Signifikanzniveau von p = 0.05) werden
in Rot dargestellt. Negative Werte auf der Abszisse zeigen einen geringeren Phosphorylierungsgrad im Ver-
gleich zur DMSO-Kontrolle, positive Werte einen héheren Phosphorylierungsgrad.
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Zusammenfassend lédsst sich aus den bisherigen Experimentaldaten schlussfolgern, dass
die Diazocin-Axitinib-Derivate bisher den gréB8tmoglichen Kompromiss aus giinstigen photo-
chemischen Eigenschaften und Wirksamkeit fiir photoschaltbare Kinaseinhibitoren bilden.
Mit den Ergebnissen aus dem Kinom-Profiling von Pamgene bleiben jedoch Zweifel, ob die
Diazocinderivate ihre Wirksamkeit tiber den Kinaseassay hinaus in zellularen in-vitro-Syste-
men beibehalten kénnen. Das Diazocin 5 konnte unter Bestrahlung mit 405 nm nicht zur Wir-
kung der Positivkontrolle Axitinib aufschlieBen. Zwar konnte eine rein selektive Wirkung ge-
geniiber VEGFR2 die Inkonsistenz von Kinaseassay zum Profiling erklaren, nur fehlen fur
eine valide up-stream-Analyse die entscheidenden signifikant phosphorylierten Peptide (s. Ab-

bildung 3.9 und Abbildung 3.12).

Auf den ersten Blick erscheinen Diazocine als ideale Verbindungen zur Integration einer
Photoschaltbarkeit in biologische Wirkstoffkandidaten. Dem gegentiber bestehen bei ndherer
Betrachtung zum einen eine schlechte Loslichkeit der Verbindungen (in Abhingigkeit zu den
Substituenten) in wissrigen Medien. Daraus resultiert auch eine schlechte Anwendbarkeit
der Substanzen im Zellassay und weiteren biologischen Testungen. Zum anderen gibt es in-
zwischen erste Indizien fiir Diazocin-Protein-Addukte nach Bestrahlung.208] Schwefelver-
briickte Diazocine kénnten nach ersten NMR-Untersuchungen dazu neigen, Disulfidbriicken
zu schwefelhaltigen Aminoséduren, wie z.B. Cystein, auszubilden. Kohlenstoffdiazocine wur-
den dahingehend noch nicht untersucht. Eine Aktivierung analog zu den Suizidinhibitoren
koénnte zwar ein neues Feld der Photopharmakologie eréffnen, sofern der kovalenten Bindung
ein Wirkverlust des targets folgt, die reversible Photoschaltbarkeit wire dadurch jedoch nicht
mehr gewéhrleistet. Die Diazocine bereichern den Bestand der photoschaltbaren Systeme fir
biologische Wirkstoffe sinnvoll, bediirfen allerdings noch einer Optimierung und eindeutigen

Anwendungsbeispielen, um in dem Gebiet der Photopharmakologie tiberzeugen zu kénnen.
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Kinase-Kurzportrat BRAFV600E

rapidly accelerated fibrosarcoma bzw.

Name
v-Raf murine sarcoma viral oncogene homolog B
Familie Serin-/Threonin-Kinase
. Phosphorylierung von MEK, 44
Funktion

ferner Wachstum und Differenzierung!

Therapeutische ) . . .
malignes Melanom, chronisch myelomonozytéare Leukamie 041l
Relevanz

Inhibition Dabrafenib, Vemurafenib?®4%

Die BRAFV600E-Kinase stellt in dieser Arbeit einen Sonderfall dar. Es handelt sich dabei
nicht um eine extrinsisch iiberaktivierte Kinase, sondern um eine gain-of-function-Mutante.[45]
Ausgelost durch eine Punktmutation ist die BRAFV600E nicht mehr auf eine Phosphorylierung
der ubergeordneten RAS-Kinase angewiesen, um aktiviert zu werden. In der Konsequenz lost
die BRAFV600E eine Daueraktivierung der nachfolgenden Signaltransduktionskaskade aus:
das Zellwachstum wird stimuliert, die Zellen vermehren sich ungehemmt — Krebs entsteht.[209]
Dadurch, dass sich die Mutante strukturell vom Wildtyp unterscheidet, kann eine selektive
Inhibition fir therapeutische Zwecke genutzt werden. BRAFV600E-Inhibitoren wie z.B.
Vemurafenib iiberzeugen konzeptionell durch eine héhere Affinitdt zur Mutante gegeniiber

der Wildtyp-Kinase und sollten somit zu einer annehmbaren Vertraglichkeit fithren.[42.43]
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BRAFVY600E_|nhibitor trans-BRAFV800E_Schalter cis-BRAFV00E_gchalter

Abbildung 3.13. Azologisierung eines von Vemurafenib abgeleiteten Kinaseinhibitors.

Mit der Zulassung von Vemurafenib begann ein weiteres Kapitel der Erfolgsgeschichte der
smKIs. 143! Jedoch fiihrte die gezielte Inhibition der BRAFV600E-Mutante zu einer teilweisen Ab-
sattigung der Heterodimere am BRAF-Wildtyp. Dies hatte eine paradoxe Aktivierung der
Wildtypkinase und dadurch Rezidive in der Therapie zur Folge (s. Kapitel 1.2.2). Zur Uber-
windung des BRAF-Paradoxes werden u.a. Strategien zur Erhohung der Selektivitidt an
BRAFV600E genutzt.[210] Abgeleitet von einem hochselektiven Kinaseinhibitor wurde in der fol-
genden Publikation die Sulfonamidfunktion unter Variation der Benzolsubstitution durch Ho-
orens azologisiert(s. Abbildung 3.13). Strukturell weist die cis-Konfiguration des BRAF-Schal-
ters zur Konfiguration der Vorlage eine hohe Homologie auf. Fiir das trans-Isomer dagegen
wurde eine sterische Behinderung in der Kinasebindetasche aufgrund des erhéhten raumli-
chen Anspruchs vermutet. In der nachfolgenden Testung an der isolierten Kinase konnte ein
11-facher Unterschied von der cis-Konfiguration (0.16 pM) im Vergleich zu trans (1.68 uM)
ermittelt werden. Uberraschenderweise setzte sich der Wirkunterschied im Zellexperiment
auf BRAFV600E-pogitiven A375-Zellen nicht fort. Im Gegensatz zur Kontrolle wurde die Zellvi-
abilitat nicht wesentlich herabgesetzt und auch ein Wirkunterschied der beiden Isomere
konnte nicht nachgewiesen werden. Das anschlieBenden Pamgene-Kinase-Screening zeigte
zwar einen Aktivitdtsunterschied von t¢rans (erhéht) zu cis (verringert) im Kinom von
BRAFV600E-positiven SK-MEL-28-Zellen, jedoch auch eine stark erhéhte Kinomaktivitat unter
Einfluss der BRAF-Schalter (cis und trans) im Vergleich zur Negativkontrolle DMSO. Die
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stark erh6hte Phosphorylierung im Kinom-Profiling liefert einen méglichen Erklarungsansatz
fir die verringerte Zelltoxizitat auf Melanomzellen, indem wahrscheinlich kompensative Aus-
weichrouten im Kinasenetzwerk eine erhohte Phosphorylierungsaktivitit verursacht ha-
ben.[211.2121 Eine paradoxe Aktivierung der BRAFWT erscheint unwahrscheinlich, da beide Zell-
linien die gain-of-function-Mutante BRAFV600E enthalten und nicht den fiir das BRAF-Paradox
benotigten Wildtyp. Im nachfolgenden molecular modeling konnte der gemessene Wirkunter-
schied beider Isomere an der Kinase durch die sterisch anspruchsvolle trans-Konfiguration

verifiziert werden.

Im Falle der photoaktivierbaren BRAF-Schalter lieferte das Pamgene-Kinase-Screening
entscheidende Hinweise fiir die Inkongruenz von der Testung auf der isolierten Kinase (ma-
Bige Wirksamkeit, jedoch 11-facher Isomere-Wirkunterschied) und der Testung im Zellassay
(keine Wirksamkeit, kein Wirkunterschied). Eine off‘targetldentifizierung iiber eine up-
stream-Analyse konnte aufgrund schlechter Signalintensitaten mittels Kinom-Profiling jedoch

nicht etabliert werden.
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Metastatic melanoma is amongst the most difficult types of cancer to treat, with current therapies mainly
relying on the inhibition of the BRAFY®?%E mutant kinase. However, systemic inhibition of BRAF by small
molecule drugs in cancer patients results — paradoxically — in increased wild-type BRAF activity in
healthy tissue, causing side-effects and even the formation of new tumors. Here we show the devel-
opment of BRAFYSPCF kinase inhibitors of which the activity can be switched on and off reversibly with
light, offering the possibility to overcome problems of systemic drug activity by selectively activating the
drug at the desired site of action. Based on a known inhibitor, eight photoswitchable effectors containing
an azobenzene photoswitch were designed, synthesized and evaluated. The most promising inhibitor
showed an approximately 10-fold increase in activity upon light-activation. This research offers inspi-
ration for the development of therapies for metastatic melanoma in which tumor tissue is treated with
an active BRAFYS°F inhibitor with high spatial and temporal resolution, thus limiting the damage to
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1. Introduction

Skin cancer is one the most frequently occurring types of cancer
[1]. Of all skin cancers, melanoma has been reported to be the most
deadly and challenging to treat [2]. Approximately 40—50% of
melanomas harbor a mutation in the BRAF kinase [3], which is a
cytosolic serine/threonine kinase belonging to the family of Rapidly
Accelerated Fibrosarcoma (RAF) kinases. RAF kinases are part of the
RAS/RAF/MEK/ERK signal transduction pathway which is involved
in regulation of cell proliferation [4]. Increased activity of this
pathway is often involved in the formation of cancer (Fig. 1). Due to
the high frequency of the mutations and its role in the formation of
cancer, the BRAF kinase became of clinical interest [3].
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Groningen, Netherlands.

E-mail address: w.szymanski@umcg.nl (W. Szymanski).

https://doi.org/10.1016(j.ejmech.2019.06.042
0223-5234/© 2019 Elsevier Masson SAS. All rights reserved.

60

The activity of BRAF in cells is tightly regulated to prevent too
extreme proliferation. Current hypothesis is that BRAF can be
activated by dimerization and subsequent binding to RAS. While in
the homo-dimeric state, it can also inactivate its binding partner
through phosphorylation [5,6]. A single point mutation is believed
to abolish the requirement of dimerization and binding to RAS for
activation, resulting in elevated BRAF kinase activity in its mono-
meric form [7]. The most common BRAF mutation is V60OE, which
results in an about 500 times increased activity of the BRAF kinase
compared to the wild-type [8]. Since a single mutation of the BRAF
kinase drives the formation of a melanoma, BRAFY5%% has become
a therapeutic target. Currently two FDA-approved BRAFV60%E_gse-
lective ATP-competitive inhibitors are of use in the clinical practice.
Vemurafenib (whose name is derived from V600E mutated BRAF
inhibitor) has selectivity for BRAFY6?E gver ,,,BRAF and is clinically
used for the treatment of metastatic melanoma [9], alongside the
second FDA approved BRAFY5?%F inhibitor, Dabrafenib (Fig. 2.) [10].

Unfortunately, BRAFY6?%E inhibitors Vemurafenib and
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“BRAF paradox”

Fig. 1. Conceptual description of the comparison between the disease (left), the systemic Vemurafenib treatment of Melanoma (middle) and the photopharmacological approach
(right). Left: The BRAFY°F mutation drives the cell proliferation, resulting in cancer. Middle: For the treatment of Melanoma, Vemurafenib is active in both healthy and cancerous
tissue, where in healthy tissue it can paradoxically increase the activity of the downstream pathway resulting in increased proliferation and potentially in the formation of new
tumors. In melanoma, Vemurafenib induces cell death. Right: The photopharmacological approach aims to use an inactive inhibitor in healthy tissue that does not affect prolif-
eration, while in melanoma the BRAFY*F inhibitor can be locally switched on with light, inducing cell death.
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Fig. 2. Top: structure of Vemurafenib, Dabrafenib and a common motif found in many BRAFY®99F inhibitors. Bottom: Compound 1 has been reported as an improved Vemurafenib
analog. Inspired by compound 1, eight photoswitchable BRAFY5%%F inhibitors 2a-h were designed. Upon irradiation with light of wavelength A, trans-2a-h can be switched to cis-2a-
h cis. This isomerization can be reversed by irradiation with light of wavelength A; or in a thermal relaxation process.

Dabrafenib, used systemically, have several disadvantages. The disadvantages of systemically used chemotherapeutic

BRAFYS0%E jnhibitors can increase the activity of the wild-type BRAF
kinase in healthy cells, an effect known as “BRAF paradox” (See
Fig. 1). This paradoxical activation is hypothesized to be caused by
sub-saturated state of BRAF as a homo-dimer, in which the auto-
inactivation mechanism is partially inhibited, resulting in a net
increase of BRAF activity [ 10--12]. In healthy cells, increased activity
of the RAS/RAF/MEK/ERK pathway promotes proliferation and
development of new cancers, a fact that has been observed in some
melanoma patients treated with BRAFY6?OF jnhibitors [10,13]. The
side effects observed with these kinase inhibitors illustrate that
systemic exposure to chemotherapeutic agents can tremendously
increase the disease burden. This highlights the importance of
developing new concepts for spatial and temporal control over the
exposure to, or activity of, chemotherapeutic agents.

agents inspire, amongst others, the development of innovative
solutions for local drug activation/inactivation by external control.
Such approaches have the potential to improve the exposure of
diseased tissue and to reduce the exposure of healthy tissue to
active chemotherapeutic agents, whereas the disease tissue can be
treated with higher doses. The emerging field of photo-
pharmacology [14—17] offers a technology that enables local acti-
vation of chemotherapeutic agents by using light to control drug
activity (see Fig. 1). Irreversible control can be acquired by the
introduction of a photocleavable protecting group, which will result
in a pro-drug that can be light-activated [18]. This has been suc-
cessfully achieved for many chemotherapeutic agents [19],
including BRAFY60%E inhibitor Vemurafenib [20]. Reversible pho-
tocontrol over drug activity is being achieved through the
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introduction of a photoswitchable functional group, such as the
frequently used azobenzene, into the structure of bioactive com-
pounds. Azobenzene (See Fig. 2, highlighted in blue) is stable in the
trans isomer and, upon irradiation with UV light, can be switched to
the cis isomer [21]. This process can be reversed thermally or via
irradiation with visible light. The two photoisomers of azobenzene
differ in structure, polarity and solubility [22] and these differences
can be employed to design molecules with photoswitchable bio-
logical activity. Since isomerization from trans to cis can only be
achieved photochemically, while re-isomerization from cis to trans
occurs both photochemically and thermally, the fraction of cis
isomer is more easily regulated. Therefore, it is preferred to care-
fully design molecules in which the cis isomer is more active than
the trans isomer [15].

The photopharmacology approach has been successfully applied
for molecules inspired by anti-cancer drugs such as Vorinostat [23],
Bortezomib [24,25] and Combretastatin A4 [26—29]. Also for ki-
nases, several photocontrolled inhibitors have been reported. For
example, the group of Gretli acquired control over the activity of
the RET kinase [30], the group of Branda over the activity of Protein
Kinase C [31] and the group of Peifer of the activity of vascular
endothelial growth factor receptor 2 (VEGFR2) [32]. This sets the
stage to apply this concept to develop molecules that enable
reversible, spatial and temporal control over the activity of
BRAFYS0%F yising light. Yet, the development of kinase inhibitors
with photocontrolled activity has been shown to be challenging
[33]. This is supported by a review of Hiill et al., which reports 123
photoswitchable bioactive compounds [17], with only three of
them targeting a kinase [30-—32], even though kinase inhibitors are
of high clinical interest. More recently, the groups of Peifer and
Herges reported photo-switchable kinase inhibitors for the p38a
MAPK and CK1p kinases. For these photo-switchable kinase in-
hibitors, small differences in activity between photo-isomers was
observed, probably due to conformational adaptation of the kinase
to either one of the photo-isomers of the ligand and/or irreversible
reduction of diazo as the key causes for small differences in activity
between photo-isomers [34].

Here we describe the design, synthesis and evaluation of
BRAFY60%F inhibitors with photocontrolled activity, whose structure
was inspired by an analog of Vemurafenib. In total, eight BRAF/600F
inhibitors were synthesized and their photochemical properties
were determined. Subsequently, the activities of both their
respective trans and cis isomers were determined in a cell-free
BRAFV0%F Western-blot-based activity assay, followed by cell
cytotoxicity studies and kinome off-target screening for the most
promising inhibitor.

2. Results and discussion

Numerous inhibitors for the BRAF®%F kinase, including the FDA-
approved drugs Vemurafenib and Dabrafenib, harbor a common
motif (Fig. 2, red), which consists of a benzene ring with a sulfon-
amide and a fluorine substituents. Group X on the sulfonamide is
generally a propyl or aryl group, while the Y group is usually
hydrogen or fluorine and the Z group consists of heterocycles,
coupled either directly (such as in Dabrafenib) or by a carbonyl linker
(such as in Vemurafenib) on an amide [35—40]. As demonstrated by
co-crystal structures of BRAFS?%F hound to its inhibitors [36—39],
the common motif and the Z group are flat or under a small angle in
the ATP binding pocket, where the heterocycles of the Z group form
hydrogen bonds with Cys532. In contrast to the rest of the inhibitor,
which is planar, the sulfonamide is bent, resulting in an approximate
90° angle between the common motif and the X group. This X group
binds in a small pocket, stabilized by interactions between the sul-
fonamide and Gly596, Phe595 and Asp594.
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A straightforward choice for the design of a photoswitchable
BRAFY620E inhibitor would be the replacement of the sulfonamide
of Dabrafenib by a diazo group, introducing a photoswitchable
azobenzene, along the principles of azologization [41]. However,
Dabrafenib itself is already photochemically unstable. Upon UV
light irradiation, a side-product is irreversibly formed, which is
biologically less active [42]. This process might compete with
photoisomerization, which makes Dabrafenib unsuitable as a
starting point for a photoswitchable inhibitor. Our design of a
photoswitchable BRAFY60%E jnhibitor was instead based on com-
pound 1 (Fig. 2), which was found upon optimization of Vemur-
afenib [43]. We selected compound 1 as a starting point to design
photoswitchable analogs. This compound contains three aromatic
moieties coupled by either an amide or a sulfonamide linker. Both
linkers provides a site for replacement by a diazo group to generate
inhibitors with an azobenzene photoswitch. Yet, when comparing
into the binding mode of inhibitors in co-crystals with the
BRAFYS%0E mutant, it became apparent to us that the two aromatic
rings coupled by the amide are in one plane or deviate only slightly
from this plane. Replacement of this amide by a trans isomer of the
azobenzene functionality would provide inhibitors that retain the
orientation of these rings. In crystal structures, the two aromatic
rings coupled by the sulfonamide adopt a bent conformation.
Therefore we anticipate that replacement of the sulfonamide by the
cis isomer of the azobenzene functionality would retain the bio-
active conformation. Since the concept of photo-activation re-
quires activity of the cis isomer and inactivity of the trans isomer
(vide supra), we chose to replace the sulfonamide functionality of 1
by a diazo group. We note, however, that the sulfonamide is
involved in binding to the BRAFY6%°F kinase and we, therefore,
anticipate a decrease of activity.

For bio-active compounds with photocontrolled activity, every
chemical modification to the structure potentially changes both the
biological and photochemical properties such as the position of the
absorption band, the rate of thermal relaxation of the cis isomer
back to the trans isomer and the highest ratio between trans and cis
that can be achieved upon irradiation at photo-stationary state
(PSS). Optimizing photocontrolled inhibitors with respect to all the
parameters proved to be challenging, because a maximal difference
in biological activity between both photo-isomers had to be ach-
ieved, while retaining optimal trans-cis ratios at PSS and half-life of
the cis isomer. First, compound 2a was designed to determine the
effect of replacing the sulfonamide group with a diazo linker. While
the percentages of the cis isomer at PSS of unsubstituted azo-
benzenes are usually relatively low, installing a p-MeO group
enable improvement to more than 95% of the cis isomer upon
isomerization [44]. This idea inspired the design of compound 2b
with a p-MeO on the azobenzene photoswitch. The MeO group was
moved to the erthe position in compound 2 h, with the idea that
this can also improve the ratio of isomers at PSS. Compound 2¢ was
designed to determine the effect of both the fluorine atoms at the
Ry and Ry position. Compounds 2d and 2f were inspired by the SAR
described by Wenglowsky et al. [43], where fluorine at Rz increase
the activity of the inhibitor, while at Ry4 it showed opposite effects.
To increase the steric bulk, compound 2e and 2 g were designed
with a methyl substituent at either the ortho or para position.

Photoswitchable BRAFYS“F inhibitors 2a-h were synthesized
(Scheme 1) by condensing anilines 3 and nitrosobenzenes 4a-h
under standard Mills reaction conditions (see Supporting Infor-
mation). Subsequently, the methyl ester of 5a-h was hydrolyzed
using LiOH and the resulting acid was coupled to a previously re-
ported [35] 3-methoxy-1H-pyrazolo[3,4-b]pyridine-5-amine, giv-
ing the final compounds 2a-h. Thus we generated eight
photoswitchable BRAF6°%F inhibitors,
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Scheme 1. Synthesis of BRAF®°°F inhibitors with photocontrolled activity.
3. Photochemical properties of compounds 2a-h substituent have absorption maxima in DMSO at A =357 nm and
352 nm, respectively. All other inhibitors have absorption maxima
Next, the photochemical properties of these eight photo- at X's ranging from 332 to 340 nm. When recording absorption

switchable BRAFV®9%F inhibitors were determined and the results  spectra in the more biologically relevant BRAF assay buffer, the
are shown in Table 1. Compounds 2b and 2c containing a p-MeO absorption bands show small hypsochromic shifts, yet all retain

Table 1
Photochemical properties.
compound structure Amax.trans DMSO tyy2 cis % cis at PSS Jmax.rans BRAF assay buffer tijz cis?
At rt DMSO
2a 332nm >10h 55% 328 nm 54h

2b " 357 nm >10h 92% 341 nm >24h*
S PV
%
v
¢
g
2c 352nm >10h 94% 345nm >10h
2d 336 nm >20h 7% 331 nm -5h*
2e 340 nm >20h 84% 338 nm >24h*
2f 335nm >20h 62% 338 nm >24h*
N
2g .o MM 335nm >70h 77% 334nm >24h*
e ‘\“If:
o
.g
2h 334nm >24h 88% 327 nm >24h*

! in DMSO. % At room temperature in BRAF assay buffer * (50% ACN).
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their maxima between 328 and 345 nm.

Using NMR spectroscopy, the distribution of isomers at the
photo-stationairy state (PSS) upon irradiation with 365 nm light
was determined, to quantify the efficiency of photochemical trans-
cis isomerization. Unsubstituted compound 2a can only reach 55%
cis at PSS. Methoxy substituents at the Rs and R4 positions of 2b, 2¢
and 2 h resulted in near-quantitative switching. Methyl and fluo-
rine substituents (compound 2d-g) result in a PSS of between 61
and 84%.

To determine the rate of thermal cis-trans relaxation, the half-
lives of the cis isomers were determined in both DMSO and the
BRAF assay buffer at room temperature. [n DMSO, for all com-
pounds relatively long half-lives were observed. The half-life of the
cis isomer of compounds 2a and 2¢ was determined in BRAF assay
buffer to be shorter than in DMSO, yet the half-lives are still in the
hour range. Of all other compounds, the half-lifes of the respective
cis isomers were determined in a 1:1 mixture of BRAF assay buffer
and acetonitrile, for solubility reasons. In this mixture, long half-
lives of over a day were observed at room temperature. From the
measured half-lives we concluded that the extend of thermal
relaxation from cis to trans during the 1 h reaction time used in the
Western blot BRAF6°%F activity assay (vide infra) is very limited.

4. Biological evaluation

The activity of the BRAFY®°E inhibitors was determined using
an assay [45] with purified recombinant BRAFS9%E with inactive
MEK-1 as a substrate, and the enzymatic activity was determined
by quantifying the phosphorylated-MEK-1 product using Western
Blot. Prior to the assay, the inhibitor was either heated for 30 min at
60 °C to fully thermally adapt to the trans isomer or irradiated with
365 nm light for 45 min to reach PSS (see Table 1).

First, the ICsp values of the reference compounds Vemurafenib
and compound 1 were determined to be 9.6+3.3nM and
22 + 10 nM, respectively (Fig. 3A). Compound 2a, with H as sub-
stituents at R3 and Ry, showed an ICsg in the dark of 1.68 + 0.62 uM,
which decreased to 156 +47 nM upon light-induced switching to
the cis isomer, resulting in an approximately 10-fold increase in
activity upon irradiation, as shown in Fig. 3B. Furthermore, the
reversibility of this activation was determined, as demonstrated in
Fig. 3C: going through a cycle of switching to cis with UV light and
thermal re-isomerization, the original activity was recovered,
indicating that the irradiation leads to reversible isomerization of
the azobenzene moiety and does not result in an irreversible
photodegradation. We have observed that, as compared to 1,

compound 2a lost some of the potency, likely due to the loss of the
beneficial interactions of the sulfonamide within the active site.
Unfortunately, the photochemical properties of compound 2a are
suboptimal, with only 55% of the active cis isomer at PSS.

Compared to compound 2a, installing a para-alkyloxy substit-
uent on azobenzenes usually results in near quantitative isomeri-
zation from trans to cis, as was also observed for compounds 2b and
2c¢, bearing a MeO substituent at the R4 position. Even though 2b
and 2c¢ show improved photo-isomerization compared to 2a, no
statistically significant difference in kinase inhibitory activity be-
tween the dark and irradiated state was observed for either com-
pound. The difference between 2b and 2c is the presence of two
fluorine substituents at the Ry and Ry position of compound 2b.
However, having the two fluorines replaced by hydrogen in com-
pound 2c did not affect the biological activity.

Additional fluorine substituents were placed at the R; position
in compound 2d and at the R4 position of compound 2f. Both for
compound 2d and 2f no statistically significant difference in ac-
tivity between the dark and irradiated state was observed and the
fluorine substituents resulted in less active inhibitors. In contrast to
placing a small fluorine substituent at the R4 position — surprisingly
— a methyl substituent on this position of compound 2e resulted in
improved activity. Even though no difference in activity between
the dark and irradiated state of 2e was observed, the inhibitor has
an ICsp value comparable to reference compound 1 and Vemur-
afenib. Furthermore, the influence of ortho substituents was further
determined with compound 2 g with a methyl at the R; position
and compound 2 h with a methoxy substituent at the R position,
again showing no statistically significant difference between the
dark and irradiated state a further loss of potency.

In the enzymatic assay, the activity of compound 2a increased
approximately 10-fold upon irradiation. To determine if the observed
difference in activity from the enzyme assay could be translated to a
difference in cytotoxicity, cell viability experiments were performed
in A375 cells, a melanoma cell line - harboring the BRAFY59%F my-
tation — which is commonly used to study the cytotoxicity of
BRAFV0OE inhibitors [12,38,40,46]. However, upon incubation for
24 h(see Fig. 4a), no cytotoxicity was observed for both 2ain the dark
and irradiated state, where both reference compounds resulted in
lower cell viability. The inhibition of BRAFY®?CF by compound 2a in
the enzymatic inhibition assay could not be translated to cytotoxicity
in A375 cells, possibly due to off-target activity for other kinases or
escape routes to the RAS/RAF/MEK/ERK proliferation pathway.

In the development of kinase inhibitors, it has proven to be very
challenging to develop inhibitors with high selectivity towards
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Fig. 3. BRAF'6"% activity assay. A: ICsq values as determined using the BRAFVSCE assay, B: Top: dose-response curve of 2a in trans and cis. Bottom: Western Blot detection of p-
MEK1. C: Kinase activity after sequential switching, by irradiation from trans to cis, thermal relaxation to trans and irradiation from trans to cis, at 1 uM of 2a (N=2, +5.D.).
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Fig. 4. A: Cell viability MTS assay of A375 cells after 24 h incubation with 10 uM Vemurafenib, compound 1, compound 2a thermally adapted and irradiated, all compared to DMSO.
B—C: Kinome profiling using cell lysates from SK-Mel-28 cells. The lysates were treated with a DMSO control, reference compound 1, compound 2a dark and compound 2a irradiated
with 365 nm light (in vitro inhibition). B: Heatmap showing log2-transformed signal intensities of the phosphorylated peptides included on the STK arrays. The signals were sorted
from high (red) to low (blue) intensity. C: Box plots summarizing the overall peptide phosphorylation levels depicted in C. (For interpretation of the references to colour in this

figure legend, the reader is referred to the Web version of this article.)

other kinases [47]. This implies that azologization of a selective
kinase inhibitor can potentially result in a loss of selectivity among
kinase isoenzymes. To acquire a deeper understanding of other
effects of the photoswitchable BRAFY®?“F kinase inhibitor 2a, the
kinome inhibition profile was investigated using Pamgene STK
Chips, which is a well-established method for target evaluation
[48,49]. Cell lysates from SK-Mel-28 cell were treated with DMSO as
a control, compound 1 on which the photoswitchable inhibitors
were based and compound 2a (both dark and irradiated) (See
Fig. 4B), Compared to the DMSO control, compound 1 resulted in a
decrease in kinase activity in the cell lysates. Interestingly, treat-
ment with compound 2a (dark) resulted in a general increase in
phosphorylation activity (See. Fig. 4C). In line with the expectation,
treatment of 2a (irradiated) showed a decrease in phosphorylation
activity compared to the 2a (dark), which corresponds to increased
kinase inhibition upon irradiation. However, compared to the
DMSO control, the general phosphorylation level upon 2a (irradi-
ated) treatment is still elevated. This could be explained by the
presence of 2a trans in the irradiated state, where irradiation with
=365 nm light results in only 55% of the more active cis isomer.
Yet, the unexpected increased phosphorylation level in lysates SK-
MEL28 observed for compound 2a in both the dark and irradiated
state fit with the lack of cytotoxicity of compound 2a in A375 cells.

As an important prerequisite for any future in vivo applications,
we have further tested the plasma stability of compound 2a. First,
photo-isomerization of compound 2a in bovine plasma was studied
(see Fig. S7.1). Irradiation with 365 nm results in a decrease of the
absorption band of 2a trans, however, surprisingly, irradiation with
white light does not result in photo-isomerization back to the trans
isomer. The same photochemical behavior is observed after

incubation of 1h at 37°C prior to photo-isomerization (see Fig
§7.2), which suggests at least partial preservation of the azo-
benzene fragment. When compound 2a was pre-irradiated with
365 nm light in DMSO, added to plasma and incubated at 37 °C for
1h, reversible photo-isomerization was observed (See Fig. 57.3).
Finally, compound 2a was incubated for 20 h in bovine plasma at
37 °C, after which by LCMS masses of both isomers (See Fig 57.4 to
57.7) of the fully intact molecules were detected. An additional peak
corresponding to an unknown product was observed, of which the
mass doesn't match with products of azobenzene reduction. Alto-
gether, this further supports that 20 h of plasma incubation does
not fully degrade photoswitchable BRAFY6?%F inhibitor 2a.

Finally, to rationalize the 10-fold difference in BRAF inhibitory
potency between the two isomers of inhibitor 2a, both photo-
isomers were docked into the crystal structure of BRAFYS0UE As
shown in Fig. 5A, compound cis-2a shows a nearly perfect overlap
with reference compound 1. However, due to the replacing the
sulfonamide for a diazo bridge, the interactions with the Asp594,
Phe595 and Gly596 backbone are no longer present, which could
explain the drop in potency of compound 2a compared to com-
pound 1. Still, cis-2a and 1 are spectacularly close in conformation,
demonstrating that cis-azobenzenes are suitable for mimicking
diarylsulfonamide moieties in drugs. Also trans-2a was docked into
the same crystal structure, as shown in Fig. 5B. Compound trans-2a
docked into a conformation that is completely different from the
original compound 1, thus indicating binding of this isomer to the
kinase active site is perturbed. The docking data of 2a trans suggest
that bulky groups at the Ry position might disfavor binding of the
trans isomer and decrease the activity, which could potentially
improve the difference in activity between trans and cis of 2a.
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Fig. 5. Binding site of BRAFY®°%F cocrystallized with compound 1 (PDB ID: 3SKC, protein in grey and ligand in cyan), superimposed on the docking poses of (A) compound 2a trans
(green) and (B) compound 2a cis (orange). Hydrogen bonds are depicted as yellow dashed lines. (For interpretation of the references to colour in this figure legend, the reader is

referred to the Web version of this article.)

5. Discussion

In the emerging field of photopharmacology, the development
of kinase inhibitors has been very challenging and only a few ex-
amples have been reported [30—32,34]. Herein, we show a proof of
concept for the development of a BRAFV®?°F inhibitor with photo-
controlled activity, which is a reversibly photocontrolled inhibitor
for a therapeutically relevant kinase. We have identified compound
2a, which has a difference in activity between the thermal and
irradiated state of 10-fold, even though a PSS of only a 55% cis was
achieved upon irradiation. Using docking studies, we rationalized
the binding of both cis and trans, which indicates how photo-
isomerization can change activity. Using kinome screening, it was
found that azologization of compound 1 to provide compound 2a
resulted in increased kinase activity for both dark and irradiated
samples, which could explain the observed lack of cytotoxicity for
the BRAFV®%E jnhibitor photo-isomers in A375 cells, despite their
10-fold difference in activity in the ATP-competitive enzyme inhi-
bition studies. This demonstrates the importance of off-target
screening in the development of photoswitchable kinase inhibitors.

Selective BRAFVS9%E inhibitors with light-controlled activity will
provide opportunities for local and precise treatment of BRAF600E-
driven tumors, without harming the activity of the RAS/RAF/MEK/
ERK pathway in healthy cells and tissues. Selective UV light
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irradiation of BRAFV®?E_driven tumors activates the inhibitor and
can besides that possibly be of additional therapeutic value by
inducing phototoxicity. Indeed, UV light irradiation is used for
treating other types of skin cancer such as cutaneous T-Cell lym-
phoma in which irradiation results in apoptosis [50]. Furthermore,
in a research setting, a BRAF'®%F inhibitor with light-controlled
activity will be a powerful research tool [51] to study the kinase
and its interplay with other proteins that control the activity of the
RAS/RAF/MEK/ERK pathway. Photocontrolled inhibitors allow for
short-term BRAF activation and inactivation in a fully reversible
manner. Besides that, spatial control allows for local modulation of
BRAF activity with high resolution. Such insights are particularly
relevant for the BRAF kinase because of the complex mechanisms
involved in its regulation, which will contribute to develop better
therapies for melanoma in the future.

5.1. Synthetic procedures

5.1.1. 3: Methyl 2,6-difluoro-3-(phenyldiazenyl)benzoate

A solution of methyl 3-amino-2,6-difluorobenzoate (6.60 mmol,
1.23 g, Combi-Blocks) and nitrosobenzene (6.00 mmol, 642 mg) in
acetic acid (30 mL) was heated at 40 °C overnight. Afterwards, the
reaction mixture was diluted with diethyl ether (200 mL) and
washed with 1 Naq. HCI (2 x 150 mL), sat. aq. NaHCO3 (150 mL) and
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brine (150 mL). The organic phase was dried (MgS04) and filtered
through a plug of silica. The volatiles were removed in vacuo and to
the residue was added hot pentane (200 mL). The resulting sus-
pension was filtered and the volatiles were removed to provide
product as red powder (1.27 g, 77%). Ry= 0.50 (pentane/Et;0, 1:1, v/
v); Mp. 78—79°C; '"H NMR (400 MHz, CDCls): & 4.02 (s, 3H),
7.01-7.06 (m, 1H), 7.50—7.55 (m, 3H), 7.90—7.96 (m, 3H); '>C NMR
(100 MHz, CDCl3): 6 53.0, 112.2 (dd, Je_p=4.2 Hz, Jc_s=23.2 Hz),
120.8 (dd, Jc r=2.0Hz, Jc r=10.7Hz),123.2,129.2,131.8,137.5 (dd,
Jer=41Hz, Je_p=6.3Hz), 1522, 160.0 (dd, Jc_p=6.5Hz,
Je_p=268Hz), 1615, 161.8 (dd, Jc r=5.7Hz, Jc_r=262Hz); "F
NMR (376 MHz, CDCl3): —120.5 (m), —105.9 (m); HRMS (ESI+) calc.
for [M+H]|" (C14H 1 FaN205): 277.0783, found: 277.0783.

5.1.2. 4: 2,6-difluoro-3-(phenyldiazenyl)benzoic acid

To a solution of compound 3 (1.80 mmol, 500 mg) in THF (15 mL)
was added sat. aq. LiOH (10 mL). The resulting biphasic mixture was
vigorously stirred for 5 h, after which the volatiles were evaporated.
1N aq. HCl (30 mL) was added to the residue, the resulting pre-
cipitate was filtered off and redissolved in AcOEt (60 mL). The so-
lution was dried (MgS04) and the volume was reduced. The product
was precipitated by addition of pentane, filtered off and washed
with pentane to give orange solid (186 mg, 40%). Mp. 175-176°C;
'H NMR (400 MHz, DMSO-dg): & 7.36 (t, °J = 8.8 Hz, 1H), 7.56—7.65
(m, 3H), 7.85—7.94 (m, 3H); '*C NMR (100 MHz, DMSO0-dg): & 113.4
(dd, Jer=3.8Hz, Jcp=234Hz), 1140 (dd, Jc_r=203Hz,
Jc—r=21.1Hz), 1208 (d, Jc_r=10.9Hz), 123.3, 130.0, 132.7, 1373
(dd, Jc r=3.9Hz, Jc p=72Hz), 152.3, 1571 (dd, Jc r=76Hz,
Jep=264Hz), 1612 (dd, Jcr=6.7Hz, Jcr=258Hz), 162.0; '°F
NMR (376 MHz, DMSO-dg): —123.0 (m), —107.1 (m); HRMS (ESI+)
calc. for [M+H]™ (Ci3HgF2N205): 263.0627, found: 263.0625.

5.1.3. Trans-2a: 2,6-difluoro-N-(3-methoxy-1H-pyrazolo[3,4-b]
pyridin-5-yl)-3-phenyldiazenyl)-benzamide

A solution of compound 4 (0.38 mmol, 100 mg), 3-methoxy-1H-
pyrazolo[3,4-b]pyridin-5-amine (0.37 mmol, 60 mg, prepared by a
published procedure [52]) and EDC (0.42 mmol, 80 mg) in DMF
(5 mL) was stirred at rt overnight. Afterwards, the reaction mixture
was diluted with ethyl acetate (80 mL) and washed with brine
(2 x 60mL),1 N ag. HCI (2 x 60 mL), sat. ag. NaHCO3 (60 mL) and
again brine (60 mL). The organic phase was dried (MgS04). The
volatiles were partially removed in vacuo and to the residue was
added pentane (200 mL). The resulting precipitate was filtered to
provide product as orange powder (65mg, 43%). Rf=0.62
(pentane/AcOEt, 1:1, v/v); Mp. >250°C; 'H NMR (400 MHz,
DMSO-dg): & 4.01 (s, 3H), 7.44 (t, >] = 8.8 Hz, 1H, ArH), 7.55—7.66 (m,
3H), 7.85—7.97 (m, 3H), 8.52 (d, 9 = 2.0 Hz, 1H), 8.61 (d, ¥/ = 2.0 Hz,
1H), 11.22 (s, 1H), 12.61 (s, 1H); *C NMR (100 MHz, DMSO-dg):
6 56.1, 102.9, 1134 (dd, Jc_r=3.5Hz, Jc_r=23.3 Hz), 116.7 (dd,
Je_r=21.0Hz, Jc_p=23.6 Hz), 119.0, 120.4 (d, Jc_r = 10.7 Hz), 123.3,
128.4, 130.1, 132.8, 1373 (dd, Jc_p= 3.8 Hz, Jc_r=7.2 Hz), 143.9,
150.1, 152.4, 155.1, 1566 (dd, jc = 8.1 Hz, Jc_f=260.4Hz), 158.1,
160.8 (dd, Jc_p=7.1Hz, Jc_p=254.8Hz); F NMR (376 MHz,
DMSO-dg): —124.0 (m), —108.6 (m); HRMS (ESI+) calc. for [M+H]*
(CapH15F3NG03): 409.1219, found: 409.1211.

5.14. Cis-2a

A solution of compound trans-2a in DMSO-dg (0.5 mL, ~2 mg/
mL) was irradiated at A =365 nm (distance ~1cm) to provide a
sample of 55% cis-2a. 'H NMR (400 MHz, DMSO-dg): 6 3.99 (s, 3H),
6.94 (d, 3] = 8.0 Hz, 2H), 7.08—7.14 (m, 1H), 7.18—7.32 (m, 2H), 7.39
(app t, }J=8.0 Hz, 2H), 8.42 (d, | = 2.4 Hz, 1H), 8.54 (d, %/ = 2.0 Hz,
1H), 1105 (s, 1H), 1258 (s, 1H); '"F NMR (376 MHz,
DMSO-dg): —122.4 (m), —114.1 (m).

5.1.5. 5: Methyl 2,6-difluoro-3-((4-hydroxyphenyl)diazenyl)
benzoate

Methyl 3-amino-2,6-difluorobenzoate (2.00 mmol, 374 mg) was
dissolved in 1 N aq. HCI (5.0 mL) and the solution was cooled in an
ice-water bath. A solution of NaNO; (2.50 mmol, 173 mg) in water
(1.0mL) was added, and the reaction mixture was stirred for
10 min. A solution of phenol (1.80mmol, 169 mg) and KOH
(3.60 mmol, 202 mg) in MeOH (2.5 mL) was added dropwise and
the cooling was removed. After 10 min stirring, the reaction
mixture was diluted with AcOEt (80 mL) and washed with 1H HCl
(2 x60mL) and brine (80mL). The organic phase was dried
(MgS04) and the solvent was evaporated. The product was purified
by flash chromatography (Silicagel, 40—63 pm, pentane:Etz0, 9:1 to
1:1, v/v) to give orange powder (123 mg, 23%). Rf= 0.60 (pentane/
Etz0, 1:1, v/v). Compound 5 was used in the following step without
further characterization.

5.1.6. 6: Methyl 2,6-difluoro-3-((4-methoxyphenyl)diazenyl)
benzoate

To a solution of compound 5 (0.34 mmol, 100 mg) and methyl
iodide (1.50 mmol, 94 pL) in acetone (5 mL) was added potassium
carbonate (0.50 mmol, 69 mg). The resulting suspension was stirred
at rt overnight, after which it was diluted with Et;0 (50 mL) wand
washed with TH HCI (2 x 40 mL), sat. ag. NaHCO3 (2 x 40 mL) and
brine (40 mL). The organic phase was dried (MgS04) and the sol-
vent was evaporated. The product was purified by flash chroma-
tography (Silicagel, 40—63 um, pentane:Et;0, 9:1, v/v) to give
orange powder (100 mg, 96%). Rr= 0.64 (pentane/Et;0, 7:3, v/v);
Mp. 60—62°C; 'H NMR (400 MHz, CDCls): & 3.88 (s, 3H), 4.02 (s,
3H), 6.95-7.05 (m, 3H), 7.84—7.92 (m, 1H), 7.91 (d, }J = 9.2 Hz, 2H);
13C NMR (100 MHz, CDCl3): é 53.0, 55.6, 112.1 (dd, Jc r=4.1Hz,
Je-F=23.1Hz), 114.3,120.8 (dd, Jc_r= 2.3 Hz, Jo_r = 10.5 Hz), 125.3,
1294, 1377 (dd, Je_p=41Hz, Je_p=7.3Hz), 147.0, 157.8 (dd,
Je—F=6.4Hz, Jc_§=267Hz),161.3 (dd, Jc_f= 5.7 Hz, Jc_§ = 261 Hz),
161.6, 162.7; "°F NMR (376 MHz, CDCl3): —121.2 (m), —107.2 (m);
HRMS (ESI+) calc. for [M+H]" (Cy5H13F2N203): 307.0888, found:
307.0885.

5.1.7. 7: 2,6-difluore-3-((4-methoxyphenyl)diazenyl)benzoic acid

To a solution of compound 6 (0.36 mmol, 110 mg) in THF (3 mL)
was added sat. ag. LiOH (2 mL). The resulting biphasic mixture was
vigorously stirred for 5 h, after which the volatiles were evaporated.
1N aqg. HCl (30 mL) was added to the residue, the resulting pre-
cipitate was filtered off and redissolved in AcOEt (60 mL). The so-
lution was dried (MgS04) and the volume was reduced. The product
was precipitated by addition of pentane, filtered off and washed
with pentane to give compound 7 (51 mg, 48%). Compound 7 was
used in the following step without further characterization.

5.1.8. Trans-2b: 2,6-difluoro-N-(3-methoxy-1H-pyrazolo[3,4-b]
pyridin-5-yl)-3-((4-methoxyphenyl)-diazenyl Jbenzamide

A solution of compound 7 (0.116 mmol, 34 mg), 3-methoxy-1H-
pyrazolo[3,4-b]pyridin-5-amine (0.15 mmol, 25 mg, prepared by a
published procedure [52]) and EDC (0.16 mmol, 31 mg) in DMF
(2 mL) was stirred at rt overnight. Afterwards, the reaction mixture
was diluted with ethyl acetate (50 mL) and washed with brine
(2 x 40 mL), 1N aq. HCI (2 x 40 mL), sat. aq. NaHCO3 (40 mL) and
again brine (40 mL). The organic phase was dried (MgSO4). The
volatiles were partially removed in vacuo and to the residue was
added pentane (50 mL). The resulting precipitate was filtered to
provide product as orange powder (14 mg, 28%). Rr=0.72 (pentane/
ACOEt, 1:1, v/v); Mp. = 248—250°C; "H NMR (400 MHz, DMSO-ds):
$3.97 (s, 3H),4.01 (s, 3H), 7.15 (d, *] = 8.8 Hz, 2H), 7.41 (t, °] = 8.8 Hz,
1H), 7.85-7.95 (m, 3H), 8.51 (d, ¥/ = 2.0 Hz, 1H), 8.61 (d, ) = 2.0 Hz,
1H), 1119 (s, 1H), 12.60 (s, 1H); *C NMR (100 MHz, DMSO-ds):

67
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6 56.1, 56.2, 102.9, 113.3 (dd, Jc r=3.7Hz, Jc r=23.0Hz), 1153,
16.6 (dd, Jer=211Hz, Jer=23.6Hz), 1189, 1202 (d,
Je_r=10.3 Hz), 125.5, 128.4, 137.4 (dd, Jc_r = 3.8 Hz, Je_r= 7.3 Hz),
143.8, 146.8, 150.1, 155.1, 156.1 (dd, Jc ¢ — 8.0 Hz, Jc ¢ —258.3 Hz),
158.2, 160.2 (dd, Je_p=7.1Hz, Je_p=254.0Hz), 163.2; °F NMR
(376 MHz, DMSO-dg): —124.6 (m), —109.9 (m); HRMS (ESI+) calc.
for [M+H]" (C21H7F2Ng0s): 439.1325, found: 439.1318.

5.1.9. Cis-2b

A solution of compound trans-2b in DMSO-dg (0.5 mL, ~2 mg/
mL) was irradiated at % =365nm (distance ~1cm) to provide a
sample of 92% cis-2b. '"H NMR (400 MHz, DMSO-dg): 4 3.75 (s, 3H),
3.99 (s, 3H), 694 (d, }j=8.8Hz, 2H), 702 (d, *]=8.8Hz 2H),
7.12—718 (m, 1H) 7.27 (t, 3| =8.8 Hz, 1H), 8.42 (d, ¥/ = 2.0 Hz, 1H),
8.54 (d, ¥=2.0Hz, 1H), 11.04 (s, 1H), 12.58 (s, 1H); '9F NMR
(376 MHz, DMSO-dg): —123.1 (m), —114.8 (m).

5.1.10. 8: Ethyl (E)-3-((4-hydroxyphenyl)diazenyl)benzoate

Ethyl 3-aminobenzoate (3.0 mL, 2.7 g, 17 mmol) was dissolved in
ag. 1 N HCl (50 mL) and NaNO; (1.60 g, 23 mmol) was added. The
reaction mixture was stirred at 0 °C for 10 min. MeOH (25 mL) was
added to the reaction mixture and a solution of PhOH (1.93 g,
14,6 mmol) and KOH (2.14 g, 38.1 mmol) in MeOH (20 mL) was
added dropwise. The reaction mixture was stirred at room tem-
perature for 1 h. After completion, ag. 1 N HCI (50 mL) and EtOAc
(50 mL) were added to the reaction mixture and the water layer
was extracted with EtOAc (3 x 50 mL). The combined organic layers
were concentrated in vacuo, Et;0 was added (100 mL) and the
product was filtered off and washed with pentane. The product was
obtained as an orange solid (1.58 g, 5.8 mmol, 34% yield). Mp:
141-146°C. "TH NMR (400 MHz, CDCl3) é 1.44 (t, J=7.1Hz, 3H),
4.38-4.48 (m, 2H), 5.65 (s, 1H), 6.98 (d, J=6.9Hz, 2H), 7.58 (t,
J=7.8Hz 1H),7.91(d,] = 6.9 Hz, 2H), 8.05 (d,] = 7.9 Hz, 1H), 8.12 (d,
J=7.7Hz, 1H), 8.52 (s, 1H). Compound 8 was used in the following
step without further characterization.

5.1.11. 9: Ethyl (E)-3-((4-methoxyphenyl)diazenyl)benzoate

Compound 8 (0.70g, 2.6 mmol) was dissolved in acetone
(20mL) and Mel (3.0mL, 1.3g, 93 mmol) and K,CO3 (3.7g,
26.8 mmol) were added. The reaction mixture was stirred at 40 °C
overnight. After completion, Et;0 (50 mL) and water (50 mL) were
added and the organic layer was separated, dried with MgSO4 and
concentrated in vacuo. The product was purified by flash chroma-
tography (Silicagel 40—63 nm, pentane; 0—10% EtOAc in pentane).
The product was obtained as an orange solid (0.62 g, 2.2 mmol, 85%
yield). Mp: 40—42°C. '"H NMR (400 MHz, CDCl3) 6 142 (d,
J=143Hz, 3H), 3.85 (s, 3H), 442 (q, J=7.1Hz, 2H), 6.99 (d,
J=9.0Hz, 2H), 7.54 (t,] = 7.8 Hz, 1H), 7.94 (d, ] = 9.0 Hz, 2H), 8.11 (d,
J=79Hz, 1H), 8.53 (s, 1H). *C NMR (101 MHz, CDCl3) 6 14.4, 55.5,
61.2, 76.8, 77.1, 77.4, 114.2, 123.9, 125.0, 126.3, 129.0, 131.0, 131.6,
146.8, 152.7, 162.4, 166.1. HRMS (ESI+) cale. for. [M + HT]
(Cy6H17N203): 285.1234, found: 285.1232.

5.1.12. 10: 3-((4-methoxyphenyl)diazenyl )benzoic acid

Compound 9 (3.52 mmol, 1.00 g) was dissolved in a mixture of
methanol (40mL) and tetrahyrofuran (40 mL). Aqueous sodium
hydroxide (2N, 20 mL) was added and the mixture was heated
under reflux for 3 h. The volatiles were evaporated, the residue was
dissolved in aqueous HCI (1N, 20 mL) and extracted with ethyl
acetate (2 x 20 mL). Organic phases were collected, dried and the
product was purified by precipitation from AcOEt/pentane. Yield:
66%; orange powder. Mp. 171-173 °C; 'H NMR (400 MHz, DMSO-dg)
63.85 (s, 3H), 712 (d, *] = 9.0 Hz, 2H), 7.68 (t, *] = 7.8 Hz, 1H), 7.91 (d,
3—89Hz, 2H), 8.06 (dd, *=79, ¥=16Hz 2H), 832 (d,
4/=1.9Hz, 1H), 13.25 (br s, 1H); *C NMR (100 MHz, DMSO-ds)
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¢ 56.1, 115.1, 122.4, 125.3, 127.5, 130.2, 131.6, 132.5, 146.5, 152.4,
162.8,167.2. HRMS (ESI+) calc. for [M+H] " (Cy4H3N203): 257.0921,
found: 257.0923.

5.1.13. Trans-2c: trans-N-(3-methoxy-1H-pyrazolo[3,4-b]pyridin-
5-yl)-3-((4-methoxyphenyl)-diazenyl )benzamide

A solution of compound 10 (0.60 mmol, 154 mg), 3-methoxy-
1H-pyrazolo[3,4-b]pyridin-5-amine (0.55 mmol, 90 mg, prepared
by a published procedure [52]) and EDC (0.60 mmol, 115 mg) in
DMF (6 mL) was stirred at rt overnight. Afterwards, the reaction
mixture was diluted with ethyl acetate (80 mL) and washed with
brine (2 x 60 mL), 1 N aq. HCI (60 mL), sat. aq. NaHCO3 (60 mL) and
again brine (60 mL). The organic phase was dried (MgS04). The
volatiles were partially removed in vacuo and to the residue was
added pentane (80 mL). The resulting precipitate was filtered to
provide product as orange powder (110mg, 50%). R;=0.38
(pentane/AcOEL, 1:1, v/v); Mp. =233-235°C; '"H NMR (400 MHz,
DMSO-ds): 6 3.87 (s, 3H), 4.01 (s, 3H), 7.15 (d, %] = 8.9 Hz, 2H), 7.74 (¢,
3] = 7.8 Hz, 1H), 7.95 (d, 3] = 8.9 Hz, 2H), 8.04 (d, *] = 7.9 Hz, 1H), 8.11
(d, 3/ =8.1Hz, 1H), 8.44 (s, 1H), 8.49 (d, ¥/=2.3Hz, 1H), 8.74 (d,
47=2.3Hz, 1H), 10.65 (s, 1H), 12.52 (s, 1H). *C NMR (100 MHz,
DMSO-dg): 6 56.0, 56.1,102.9, 115.2,120.1,121.9, 125.2, 125.5, 128.9,
130.1, 130.2, 136.2, 145.3, 146.6, 150.1, 152.4, 155.0, 162.8, 165.5.
HRMS (ESI4+) calc. for [M+H]" (C1H1gNgO3): 403.1513, found:
403.1502.

5.1.14. Cis-2c

A solution of compound trans-2c in DMSO-dg (0.5 mL, ~1 mg/
mL) was irradiated at % =365 nm (distance ~1cm) to provide a
sample of 94% cis-2c. TH NMR (400 MHz, DMSO-dg): 6 3.71 (s, 3H),
3.99 (s, 3H), 6.78—7.11 (m, 4H), 7.46 (t, 3] = 7.8 Hz, 1H), 7.61 (t,
4=1.9Hz, 1H),7.79(d, > = 7.4 Hz, 1H), 8.44 (d, ¥/ = 2.3 Hz, 1H), 8.68
(d, 4_i'= 2.4 Hz, 1H), 10.48 (s, 1H), 12.51 (s, TH).

5.1.15. 11: Methyl 2,6-difluoro-3-(2-fluoro-phenyldiazenyl)
benzoate

A solution of methyl 3-amino-2,6-difluorobenzoate (5.00 mmol,
935 mg, Combi-Blocks) and 2-fluoro-nitrosobenzene (4.24 mmol,
530 mg, prepared according to a published procedure [53]) in acetic
acid (15 mL) was heated at 40 °C overnight. Afterwards, the reac-
tion mixture was diluted with diethyl ether (100 mL) and washed
with TN aq. HCI (2 x 80 mL), sat. aq. NaHCO3 (80 mL) and brine
(80 mL). The organic phase was dried (MgSO4) and filtered through
a plug of silica. The volatiles were removed in vacuo and to the
residue was added pentane (100 mL). The resulting suspension was
filtered and the volatiles were removed to provide product as red
powder (700 mg, 56%). Rr=0.66 (pentane/Etz0, 4:1, v/v); Mp.
92-93 °C; 'H NMR (400 MHz, CDCls): 6 4.02 (s, 3H), 7.04 (td, ] = 9.0,
1.7 Hz, 1H), 7.18=7.34 (m, 2H), 7.50 (dddd, J=8.7, 6.9, 5.0, 1.8 Hz,
1H), 7.79 (td, | = 7.8, 1.8 Hz, 1H), 7.96 (ddd, ] = 9.2, 8.1, 5.9 Hz, 1H).
3C NMR (100 MHz, CDCl3): 6 53.04,112.3 (dd, ] = 23.3, 4.1 Hz), 117.1
(d,]=19.7Hz),117.7,121.0 (dd, ] = 10.8, 1.9 Hz), 124.4 (d, ] = 3.8 Hz),
130.0 (d, J= 74 Hz), 133.5 (d, J = 8.4 Hz), 137.7 (dd, J= 7.1, 4.3 Hz),
140.5 (d, ] = 6.7 Hz), 158.5 (dd, ] = 269.0, 6.7 Hz), 159.2, 161.8, 162.2
(dd, J=2627, 59Hz); F NMR (376 MHz, CDCls): —104.8
(m), —1201 (m), —123.8 (m); HRMS (ESI+) calc. for [M-+H]*
(C14H10F3N202): 295.0689, found: 295.0688.

5.1.16. 12: 2,6-difluoro-3-(2-fluoro-phenyldiazenyl)benzoic acid

To a solution of compound 11 (1.77 mmol, 520 mg) in THF
(15mL) was added sat. ag. LiOH (10 mL). The resulting biphasic
mixture was vigorously stirred for 5h, after which the volatiles
were evaporated. 1 N ag. HCI (30 mL) was added to the residue, the
resulting precipitate was filtered off and redissolved in AcOEt
(60 mL). The solution was dried (MgSO4) and the volume was
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reduced. The product was precipitated by addition of pentane,
filtered off and washed with pentane to give product (240 mg, 48%).
Mp. 206—208 °C; 'H NMR (400 MHz, DMSO-dg): § 7.29—7.39 (m,
1H), 7.49 (dd,J = 11.0, 8.3 Hz, 1H), 7.66 (dtd, ] = 16.3, 7.9, 3.6 Hz, 2H),
7.85 (td, ] = 8.8, 5.9 Hz, 1H); 1*C NMR (100 MHz, DMSO-dg): 6 113.6
(dd, J=23.5, 3.8 Hz), 117.8, 118.0, 120.9 (d, J=10.9 Hz), 125.6 (d,
J=3.7Hz), 1349 (d, J=8.5Hz), 137.6 (d, J=3.9Hz), 1402 (d,
J=6.9Hz),156.9 (J = 265.3, 7.5 Hz), 158.7,161.3, 161.5 (dd, ] = 258.6,
6.5 Hz), 161.9; "9F NMR (376 MHz, DMSO-dg): —106.1 (m), —122.3
(m), —124.0 (m); HRMS (ESI+) calc. for [M+H]" (Ci3HgF3N,0;):
281.0532, found: 281.0533.

5.1.17. Trans-2d: trans-2,6-difluore-3-((2-fluorophenyl)diazenyl )-
N-(3-methoxy-1H-pyrazolo[3,4-b]pyridin-5-yl)benzamide

A solution of compound 12 (0.60 mmol, 168 mg), 3-methoxy-
1H-pyrazolo[3,4-b]pyridin-5-amine (0.42 mmol, 70 mg, prepared
by a published procedure [52]) and EDC (0.60 mmol, 115 mg) in
DMF (5 mL) was stirred at rt overnight. Afterwards, the reaction
mixture was diluted with ethyl acetate (80 mL) and washed with
brine (2 x 60 mL),1 N aq. HCI (2 x 60 mL), sat. ag. NaHCO3 (60 mL)
and again brine (60 mL). The organic phase was dried (MgS0j4). The
volatiles were partially removed in vacuo and to the residue was
added pentane (100 mL). The resulting precipitate was filtered to
provide product as orange powder (63mg, 35%). Rr=0.46
(pentane/AcOEt, 1:1, v/v); Mp. >240°C; 'H NMR (400 MHz,
DMSO-ds): 6 4.01 (s, 3H), 7.38 (t, °] = 8.8 Hz, 1H), 7.45 (t, >] = 8.8 Hz,
1H), 7.54 (dd, J = 10.9, 8.4 Hz, 1H), 7.64—7.77 (m, 2H), 7.88—7.97 (m,
1H), 8.51 (d, 4/ = 2.3 Hz, 1H), 8.61 (d, ¥/ = 2.4 Hz, 1H), 11.23 (s, 1H),
12.61 (s, 1H). '>C NMR (100 MHz, DMSO-dg): 6 56.1, 102.9, 113.6 (d,
Je-r=23.0Hz), 117.8, 118.0, 119.0, 120.5, 125.6, 128.4, 135.0 (d,
Jo-r=83Hz),137.5,140.3 (d, Jc_r= 6.5 Hz), 143.9,150.2,155.1,156.8
(dd, Je—p=261.7, 7.8 Hz), 157.9, 158.7, 161.1 (dd, Jc_r = 256.1, 6.7 Hz),
161.3; 'F NMR (376 MHz, DMSO-dg): —124.0 (m), —123.5
(m), —107.6 (m); HRMS (ESI+) calc. for [M+H]" (CagH14F3NgO2):
4271125, found: 427.1116.

5.1.18. Cis-2d

A solution of compound trans-2d in DMSO-dg (0.5 mL, ~2 mg/
mL) was irradiated at A =365 nm (distance ~1cm) to provide a
sample of 70% cis-2d. "H NMR (400 MHz, DMSO-dg): 6 3.99 (s, 3H),
7.05-7.15 (m, 2H), 7.20-7.30 (m, 3H), 7.31-7.35 (m, 1H), 8.43 (d,
4/=2.4Hz 1H), 8.54 (d, ) = 2.0 Hz, 1H), 11.08 (s, 1H), 12.58 (s, 1H);
19F NMR (376 MHz, DMSO-dg): —123.3 (m), —122.5, —112.5 (m).

5.1.19. 13: Methyl 2,6-difluoro-3-(p-tolyldiazenyl)benzoate

A solution of methyl 3-amino-2,6-difluorobenzoate (5.00 mmol,
935 mg, Combi-Blocks) and 4-methyl-nitrosobenzene (4.24 mmol,
517 mg) in acetic acid (15 mL) was heated at 40 °C overnight. Af-
terwards, the reaction mixture was diluted with diethyl ether
(150 mL) and washed with 1 N aq. HCI (2 x 100 mL), sat. aq. NaHCO3
(100 mL) and brine (100 mL). The organic phase was dried (MgSOy4)
and the product was purified by flash chromatography (Silicagel,
40—63 pm, pentane:Et;0, 9:1, v/v) to give orange powder (770 mg,
63%). Ry=0.66 (pentane/Et;0, 9:1, v/v); Mp. 98—100°C; 'H NMR
(400 MHz, CDCls): 6 2.43 (s, 3H), 4.01 (s, 3H), 7.00 (td, ] = 9.0, 1.7 Hz,
1H), 7.30 (d, 3/ = 8.1 Hz, 2H), 7.83 (d, 3] = 8.3 Hz, 2H), 7.84-7.92 (m,
1H); '*C NMR (100 MHz, CDCl3): 6 21.5, 53.0, 112.2 (dd, Jc_r = 23.1,
41Hz), 1209 (dd, Jc_r=10.7, 2.2Hz), 123.3, 129.8, 1376 (dd,
Je_r=7.3, 4.1 Hz), 142.6,150.7, 158.0 (dd, Jc_r = 267.9, 6.6 Hz), 161.6
(d,Jc—¢ = 1.4 Hz), 161.6 (dd, Jc_¢ = 261.3, 5.8 Hz); "°F NMR (376 MHz,
CDCl3): —120.8 (dd, J=8.7, 4.1Hz), —106.5 (dd, J=9.2, 4.1 Hz);
HRMS (ESI+) calc, for [M+H]™ (CisHi3FaN202): 291,0940, found:
291.0943.

5.1.20. 14: 2,6-difluoro-3-(p-tolyldiazenyl)benzoic acid

To a solution of compound 13 (1.79 mmol, 520mg) in THF
(15mL) was added sat. aq. LiOH (10 mL). The resulting biphasic
mixture was vigorously stirred overnight, after which the volatiles
were evaporated. 1 N ag. HCI (30 mL) was added to the residue, the
resulting precipitate was filtered off and redissolved in THF (60 mL).
The solution was dried (MgS04) and the volume was reduced. The
product was precipitated by addition of pentane, filtered off and
washed with pentane to give orange powder (390 mg, 79%). Mp.
209-211 °C; 'H NMR (400 MHz, DMSO-dsg): & 2.40 (s, 3H), 7.30—7.38
(m, 1H), 7.41 (d, 3] = 6.5 Hz, 2H), 7.81 (d, *] = 6.4 Hz, 2H), 7.88 (tdd,
] =88, 6.1, 2.4 Hz, TH); *C NMR (100 MHz, DMSO-dg): ¢ 21.5, 113.4
(dd, Jc—r=23.3, 3.8Hz), 1208 (d, Jc—r=11.1Hz), 123.4, 130.5,
136.8—138.2 (m), 143.3, 150.5, 156.9 (dd, J_p = 263.3, 7.6 Hz), 160.9
(dd, Jcp=2573, 6.7Hz), 1620; “F NMR (376 MHz,
DMSO0-dg): —123.1 (dd, ] = 8.8, 4.9 Hz), —107.6 (dt, J=9.7, 5.5 Hz);
HRMS (ESI+) calc. for [M+H]™ (Ci4H11FaN20): 277.0783, found:
277.0784.

5.1.21. Trans-2e: trans-2,6-difluoro-N-(3-methoxy-1H-pyrazolo
[3,4-b]pyridin-5-yl)-3-(p-tolyldi-azenyl )benzamide

A solution of compound 14 (0.60 mmol, 166 mg), 3-methoxy-
1H-pyrazolo[3,4-b|pyridin-5-amine (0.42 mmol, 70 mg, prepared
by a published procedure [52]) and EDC (0.60 mmol, 115 mg) in
DMF (4 mL) was stirred at rt overnight. Afterwards, the reaction
mixture was diluted with ethyl acetate (80 mL) and washed with
brine (60 mL),1 N aq. HCI (2 x 60 mL), sat. aq. NaHCO3 (60 mL) and
again brine (2 x 60 mL). The organic phase was dried (MgS0y4). The
volatiles were partially removed in vacuo and to the residue was
added pentane (100 mL). The resulting precipitate was filtered to
provide product as orange powder (115mg, 64%). Ry=0.57
(pentane/AcOEt, 1:1, v/v); Mp. >220°C; 'H NMR (400 MHz,
DMSO0-dg): 2.41 (s, 3H), 4.01 (s, 3H), 7.26—7.52 (m, 3H), 7.83 (dd,
/=8.3,1.5Hz, 2H), 792 (q, ] = 8.4 Hz, 1H), 8.52 (s, 1H), 8.61 (s, 1H),
11.21 (s, 1H), 12.61 (s, 1H); '*C NMR (100 MHz, DMSO-dg): ¢ 21.5,
56.1, 102.9, 113.3 (dd, Jc_r=23.1, 3.6Hz), 116.7 (dd, Jc_r=23.6,
21.0Hz), 118.9, 120.3 (d, Jc_r = 10.6 Hz), 123.4, 128.4, 130.5, 137.3
(dd, Je_r=7.2, 3.8 Hz), 143.3, 143.8, 150.1, 150.6, 155.1, 156.5 (dd,
Je_p=260.1, 8.1 Hz), 158.1,160.6 (dd, Jc_r = 254.5, 7.2 Hz); ""F NMR
(376 MHz, DMSO-dg): —124.2 (t, J=6.8Hz), —109.1 (q, J=7.3,
6.6 Hz); HRMS (ESI+) calc. for [M-+H]" (C21Hy7FaNg05): 423.1376,
found: 423.1331.

51.22. Cis-2e

A solution of compound trans-2e in DMSO-dg (0.5 mL, ~2 mg/
mL) was irradiated at kA =365nm (distance ~1cm) to provide a
sample of 84% cis-2e. '"H NMR (400 MHz, DMSO-dg): & 2.27 (s, 3H),
3.99 (s, 3H), 6.87 (d, J=8.2Hz, 2H), 7.10 (td, J=8.5, 5.8 Hz, 1H),
7.17-7.28 (m, 3H), 8.43 (d, J=2.4Hz, 1H), 8.55 (d, ]=2.3 Hz, 1H),
11.05 (s, 1H), 12.58 (s, 1H). '9F NMR (376 MHz, DMSO-dg): —122.8
(dd, J=8.5, 3.6 Hz), —114.4 (dq, ] = 8.9, 3.9 Hz).

5.1.23. 15: Methyl 2,6-difluoro-3-((4-fluorophenyl)diazenyl)
benzoate

A solution of methyl 3-amino-2,6-difluorobenzoate (3.96 mmol,
741 mg, Combi-Blocks) and 4-fluoro-nitrosobenzene (3.28 mmol,
410 mg) in acetic acid (10 mL) was heated at 40 °C overnight. Af-
terwards, the reaction mixture was diluted with diethyl ether
(100 mL) and washed with 1 N ag. HCl (2 x 70 mL), sat. aq. NaHCO3
(70 mL) and brine (70 mL). The organic phase was dried (MgS04)
and the product was purified by flash chromatography (Silicagel,
40—63 um, pentane:Et,0, 9:1, v/v) to give orange powder (382 mg,
40%). Rr=0.42 (pentane/Etz0, 9:1, v/v); Mp. 68—70°C; 'H NMR
(400 MHz, CDCl3): 6 4.01 (s, 3H), 6.95—-7.06 (m, 1H), 7.13—7.24 (m,
2H), 7.81-7.91 (m, 1H), 7.90-7.97 (m, 2H); *C NMR (100 MHz,
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CDClz): & 530, 1122 (dd, Jcr=232, 42Hz), 1162 (d,
Je-F=23.0Hz), 1208 (dd, Jcr=107, 21Hz), 1253 (d,
Je_p=9.0Hz), 1373 (dd, Je_p = 7.2, 4.3 Hz), 149.0 (d, Jc_5 = 3.1 Hz),
158.2 (dd, Jc r=268.4, 6.6Hz), 1614, 161.8 (dd, Jc r=262.0,
5.8 Hz), 163.6, 166.1.1°F NMR (376 MHz, CDCl3): —120.5 (dd, J=8.2,
4.4 Hz), —107.7, —106.5 to —104.9 (m); HRMS (ESI+) calc. for
[M+H]* (C14H10F3N20;): 295.0689, found: 295.0664.

5.1.24. 16: 2,6-difluoro-3-((4-fluorophenyl)diazenyl)benzoic acid

To a solution of compound 15 (1.23 mmol, 361 mg) in THF
(12mL) was added sat. aq. LiOH (8 mL). The resulting biphasic
mixture was vigorously stirred overnight, after which the volatiles
were evaporated. 1 N aq. HCl (30 mL) was added to the residue, the
resulting precipitate was filtered off and redissolved in THF (60 mL).
The solution was dried (MgS04) and the volume was reduced. The
product was precipitated by addition of pentane, filtered off and
washed with pentane to give orange powder (230 mg, 67%). The
crude product was used in the next step without further
characterization.

5.1.25. Trans-2f: trans-2,6-difluoro-N-(3-methoxy-1H-pyrazolo
[3,4-b]pyridin-5-yl)-3-((4-fluoro-phenyl )diazenyl )benzamide

A solution of compound 16 (0.60 mmol, 170 mg), 3-methoxy-
1H-pyrazolo[3,4-b]pyridin-5-amine (0.42 mmol, 70 mg, prepared
by a published procedure [52]) and EDC (0.60 mmol, 115 mg) in
DMF (4 mL) was stirred at rt overnight. Afterwards, the reaction
mixture was diluted with ethyl acetate (80 mL) and washed with
brine (60 mL),1 N aq. HCl (2 x 60 mL), sat. aq. NaHCO3 (60 mL) and
again brine (2 x 60 mL). The organic phase was dried (MgSOy). The
volatiles were partially removed in vacuo and to the residue was
added pentane (100 mL). The resulting precipitate was filtered to
provide product as orange powder (100mg, 56%). Rp=0.70
(pentane/AcOEt, 1:1, v/v); Mp. >220°C; 'H NMR (400 MHz,
DMSO-dg): 6 4.01 (s, 3H), 7.29—-7.54 (m, 3H), 7.73—8.04 (m, 3H), 8.53
(d, ¥J=2.4Hz, 1H), 8.63 (d, ¥/ =2.4 Hz, TH), 11.23 (s, 1H), 12.61 (s,
1H); ®C NMR (100 MHz, DMSO-dg): & 56.1, 102.9, 113.4 (d,
Jer=208Hz), 1171 (d, Jer=232Hz), 1189, 1204 (d,
Je—p=10.6 Hz), 125.8 (d, Je_r = 9.4 Hz), 128.4, 137.2, 143.8, 149.2 (d,
Je_r=2.9Hz), 150.1, 155.1, 156.6 (dd, Jc_r=260.8, 8.0 Hz), 158.0,
160.8 (dd, Jc_r=255.2, 7.1 Hz), 163.5, 166.0; '9F NMR (376 MHz,
DMSO-dg): —124.3 to —123.1 (m), —108.4 (d, J= 7.0 Hz), —108.1
to —106.7 (m); HRMS (ESI+) calc. for [M+H]™ (CzoH13F3NgO2Na):
449.0944, found: 449.0893.

5.1.26. Cis-2f

A solution of compound trans-2f in DMSO-dg (0.5 mL, ~2 mg/mL)
was irradiated at A = 365 nm (distance ~1 cm) to provide a sample
of 62% cis-2f. "H NMR (400 MHz, DMSO-ds): 3.99 (s, 3H), 7.00-7.10
(m, 2H), 7.17 (td, ] = 8.5, 5.9 Hz, 1H), 7.25 (t, ] = 8.8 Hz, 2H), 7.46 (t,
J=8.7Hz, 1H), 842 (d, ] = 2.4 Hz, 1H), 8.54 (d, ] = 2.4 Hz, 1H), 11.04
(s, TH), 12.58 (s, 1H); 6 '°F NMR (376 MHz, DMSO0-dg): —122.2 (dd,
J=28.1,40Hz), —113.8 (dt,] = 9.0, 4.8 Hz), —112.5 (dt, ] = 8.7, 4.1 Hz).

5.1.27. 17: Methyl 2,6-difluoro-3-(o-tolyldiazenyl)benzoate

A solution of methyl 3-amino-2,6-difluorobenzoate (5.00 mmol,
935 mg, Combi-Blocks) and 2-methyl-nitrosobenzene (4.24 mmol,
517 mg) in acetic acid (10 mL) was heated at 40 °C overnight. Af-
terwards, the reaction mixture was diluted with diethyl ether
(150 mL) and washed with 1 N ag. HCI (2 x 100 mL), sat. ag. NaHCO3
(100 mL) and brine (100 mL). The organic phase was dried (MgS04)
and the product was purified by precipitation from Et;Ofpentane to
give red crystals (410 mg, 33%). Ry=0.80 (pentane/Et;0, 9:1, v/v);
Mp. 87—89°C; 'H NMR (400 MHz, CDCl3) 6 2.72 (s, 3H), 4.02 (s, 3H),
7.03 (td, ] = 8.9, 1.7 Hz, 1H), 7.24—7.30 (m, 1H), 7.32—7.43 (m, 2H),
7.67 (dd, J=8.1, 1.3 Hz, 1H), 7.87 (ddd, J=9.1, 8.2, 6.0 Hz, 1H). °F
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NMR (376 MHz, CDCl3) 6 —120.8 (dd, ] = 8.4, 4.0 Hz), —106.3 (dt,
J=9.5, 5.0Hz). 3C NMR (101 MHz, CDCl3) 6 17.5, 53.0, 112.2 (dd,
J=23.2,4.2 Hz), 115.8,121.1 (dd, ] = 10.7, 2.3 Hz), 126.5, 131.4, 131.8,
137.9 (dd, J = 7.2, 4.2 Hz), 138.8, 150.6, 158.1 (dd, ] = 268.2, 6.7 Hz),
161.6 (d, J = 1.2 Hz), 161.7 (dd, ] = 261.5, 5.9 Hz). HRMS (ESI+) calc.
for [M-+HJ* (C;5H13FaN20y): 291.0940, found: 291.0916.

5.1.28. 18: 2,6-difluoro-3-(o-tolyldiazenyl)benzoic acid

To a solution of compound 17 (1.36 mmol, 375mg) in THF
(12mL) was added sat. aq. LiOH (8 mL). The resulting biphasic
mixture was vigorously stirred overnight, after which the volatiles
were evaporated. 1 N aq. HCI (30 mL) was added to the residue, the
resulting precipitate was filtered off and redissolved in THF (60 mL).
The solution was dried (MgS04) and the volume was reduced. The
product was precipitated by addition of pentane, filtered off and
washed with pentane to give orange powder (230 mg, 61%). Mp.
170-171°C; 'H NMR (400 MHz, DMSO-dg) 6 2.65 (s, 3H), 7.28—7.37
(m, 2H), 7.38—7.50 (m, 2H), 7.53 (d, ] = 8.0 Hz, 1H), 7.87 (td, /= 8.8,
6.1 Hz, 1H). 'F NMR (376 MHz, DMSO-dg) § —123.2 (dd, |- 8.4,
5.0 Hz), —107.4 (dt, ] = 10.4, 5.4 Hz). '>C NMR (101 MHz, DMSO-dg)
d 17.5, 1134 (dd, ] =23.2, 3.9Hz), 113.7-114.2 (m), 115.7, 121.2 (d,
J=105Hz), 127.2, 132.0, 132.7, 137.7 (dd, J=71, 3.9 Hz), 138.9,
150.4,157.0 (dd, ] = 263.6, 7.6 Hz), 161.0 (dd, ] = 257.6, 6.6 Hz), 162.0.
HRMS (ESI+) cale. for [M4+H]" (C4H11F2N20,): 277.0783, found:
277.0761.

5.1.29. Trans-2g: trans-2,6-difluoro-N-(3-methoxy-1H-pyrazolo
[3,4-b]pyridin-5-yl)-3-(o-tolyldi-azenyl)benzamide

A solution of compound 18 (0.60 mmeol, 166 mg), 3-methoxy-
1H-pyrazolo[3,4-b]pyridin-5-amine (0.42 mmol, 70 mg, prepared
by a published procedure [52]) and EDC (0.60 mmol, 115 mg) in
DMF (4 mL) was stirred at rt overnight. Afterwards, the reaction
mixture was diluted with ethyl acetate (80 mL) and washed with
brine (60 mL),1 N aq. HCI (2 x 60 mL), sat. aq. NaHCO3 (60 mL) and
again brine (2 x 60 mL). The organic phase was dried (MgSQO4). The
volatiles were partially removed in vacue and to the residue was
added pentane (100 mL). The resulting precipitate was filtered to
provide product as orange powder (116 mg, 65%). Ry=0.73
(pentane/AcOEt, 1:1, v/v); Mp. >220°C; 'H NMR (400 MHz,
DMSO-dg) 6 2.68 (s, 3H), 4.01 (s, 3H), 7.28—7.38 (m, 1H), 7.38—7.52
(m, 3H), 7.56 (d, J= 8.1 Hz, 1H), 7.93 (td, ] = 8.4, 5.5 Hz, 1H), 8.53 (d,
J=2.3Hz, 1H), 8.63 (d,J = 11 Hz, TH), 11.22 (s, 1H), 12.61 (s, 1H). '°F
NMR (376 MHz, DMSO-dg) 6 —124.3 (dd, = 8.4, 5.5Hz), —108.9 (q,
J=171, 6.6Hz); >C NMR (101 MHz, DMSO-dg) 6 17.6, 56.1, 102.9,
113.4 (d, ] =23.0Hz), 115.7, 116.7 (dd, ] = 23.4, 20.9 Hz), 118.9, 120.7
(d,J=10.5Hz), 127.2,128.4,132.1,132.7,137.7 (d, J= 7.1 Hz), 138.9,
143.9, 150.2, 150.5, 155.1, 156.5 (dd, ] = 260.7, 8.3 Hz), 158.1, 160.6
(dd, J=254.4, 7.0 Hz). HRMS (ESI+) calc. for [M+H]"
(C21H17F2Ng03): 423.1376, found: 423.1371.

5.1.30. Cis-2g

A solution of compound trans-2g in DMSO-dg (0.5 mL, ~2 mg/
mL) was irradiated at =365 nm (distance ~1cm) to provide a
sample of 77% cis-2g. "H NMR (400 MHz, DMSO-dg): & 2.28 (s, 3H),
3.99 (s, 3H), 6.26—6.45 (m, 1H), 7.02—711 (m, 2H), 715-7.25 (m,
2H), 7.31 (d, J=7.6Hz, 1H), 843 (d, J=2.4Hz, 1H), 8.55 (d,
J=2.4Hz, 1H), 11.06 (s, 1H), 12.58 (s, 1H).F NMR (376 MHz,
DMSO-dg) & —123.0 (dd, J=8.2, 41Hz), —113.8 (dq, /=89, 5.,
4.5 Hz).

5.1.31. 19: Methyl 2,6-difluoro-3-((2-fluorophenyl)diazenyl)
benzoate

A solution of methyl 3-amino-2,6-difluorobenzoate (6.00 mmol,
1.12 g, Combi-Blocks) and 2-methoxy-nitrosobenzene (5.10 mmol,
700mg) in acetic acid (16 mL) was heated at 40°C overnight.
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Afterwards, the reaction mixture was diluted with diethyl ether
(100 mL) and washed with 1 N ag. HCl (2 x 70 mL), sat. ag. NaHCO3
(70 mL) and brine (70 mL). The organic phase was dried (MgS04)
and the product was purified by flash chromatography (Silicagel,
40—63 pm, pentane:Et;0, 9:1, v/v) to give orange powder (205 mg,
13%). Ry=0.70 (pentane/Et;0, 1:1, v/v); Mp. 93-95°C; TH NMR
(400 MHz, CDCl3) § 4.00 (s, 3H), 4.02 (s, 3H), 6.97—7.04 (m, 2H), 7.09
(dd, ] = 8.4, 1.1 Hz, 1H), 7.47 (ddd, J = 8.8, 7.3, 1.7 Hz, 1H), 7.70 (dd,
J=8.0, 1.7Hz, 1H), 7.89 (ddd, J=9.1, 8.2, 6.0Hz, 1H). '°F NMR
(376 MHz, CDCl3) 6 —120.8 (ddd, J=8.2, 4.1, 2.0Hz), —106.4 (td,
J=5.8, 3.0Hz). ®C NMR (101 MHz, CDCl3) 4 53.0, 56.3, 111.9 (d,
J=2.1Hz), 112.2 (dd, J = 23.0, 4.2 Hz), 112.8, 117.1, 120.8, 121.4 (dd,
J=10.7, 2.2 Hz), 133.5, 138.1 (dd, ] = 7.3, 4.2 Hz), 142.1, 157.5, 158.0
(dd, J=268.0, 6.5Hz), 161.6 (d, J=1.3Hz), 161.6 (dd, J=2614,
5.8 Hz). HRMS (ESI+) calc. for [M+H]" (CysH;3F3N;03): 307.0888,
found: 307.0888.

5.1.32. 20: 2,6-difluoro-3-((4-fluorophenyl)diazenyl)benzoic acid

To a solution of compound 19 (0.65 mmol, 200 mg) in THF
(4mL) was added sat. aq. LiOH (4 mL). The resulting biphasic
mixture was vigorously stirred overnight, after which the volatiles
were evaporated. 1 N aq. HCl (30 mL) was added to the residue, the
resulting precipitate was filtered off and redissolved in THF (60 mL).
The solution was dried (MgSO4) and the volume was reduced. The
product was precipitated by addition of pentane, filtered off and
washed with pentane to give orange powder. The crude product
was used in the next step without further characterization.

5.1.33. Trans-2h: trans-2,6-difluoro-N-(3-methoxy-1H-pyrazolo
[3,4-b]pyridin-5-yl)-3-((4-fluoro-phenyl)diazenyl)benzamide

A solution of crude compound 20, 3-methoxy-1H-pyrazolo[3,4-
b]pyridin-5-amine (0.42 mmol, 70 mg, prepared by a published
procedure [52]) and EDC (0.54 mmol, 104 mg) in DMF (4 mL) was
stirred at rt overnight. Afterwards, the reaction mixture was diluted
with ethyl acetate (80 mL) and washed with brine (60 mL),1 N aq.
HCl (2 x 60mL), sat. aq. NaHCO; (60mL) and again brine
(2 x 60 mL). The organic phase was dried (MgSO4). The volatiles
were partially removed in vacuo and to the residue was added
pentane (100 mL). The resulting precipitate was filtered to provide
product as orange powder (78 mg, 40% from 19). Ry=047
(pentane/AcOEt, 1:1, v/v); Mp. >220°C; 'H NMR (400 MHz,
DMSO-dg) 6 3.97 (s, 3H), 4.01 (s, 3H), 7.05 (t, ] = 7.6 Hz, 1H), 7.29 (d,
J=83Hz, 1H), 736-746 (m, 1H), 7.52—7.61 (m, 2H), 7.84 (td,
J=8.8, 6.1 Hz, 1H), 8.53 (d, ] =2.3 Hz, 1H), 8.63 (d, ] = 2.3 Hz, 1H),
11.22 (s, 1H), 12,61 (s, 1H). 'F NMR (376 MHz, DMSO-dg) 6 —124.4
(dd, J=8.7, 5.2 Hz), —109.3 (app q. /= 6.2 Hz). *C NMR (101 MHz,
DMSO-dg) é 56.1, 56.5, 102.9, 113.4 (dd, = 23.0, 3.6 Hz), 114.1, 116.7
(dd,J=23.5,21.2 Hz), 116.8, 118.9,120.5 (d, ] = 10.4 Hz), 121.1,128.4,
134.6, 137.8 (dd, J=7.2, 3.8Hz), 141.8, 143.9, 150.1, 155.1 (d,
J=64Hz), 157.7, 157.8 (dd, J=258.6, 6.6Hz), 158.1, 160.4 (dd,
J=1254.3, 7.1 Hz). HRMS (ESI+) calc. for [M+H]" (Co1H17F2Ng03):
439.1324, found: 439.1319.

5.1.34. Cis-2h

A solution of compound trans-2h in DMSO-dg (0.5 mL, ~2 mg/
mL) was irradiated at A =365 nm (distance ~1cm) to provide a
sample of 88% cis-2h. 'H NMR (400 MHz, DMSO-dg) 6 3.62 (s, 3H),
4.00 (s, 3H), 6.84 (app q, J = 8.1 Hz, 1H), 6.90—7.03 (m, 3H), 7.12 (¢,
J=8.7Hz, 1H), 7.19-7.28 (m, 1H), 8.44 (d, ] = 2.3 Hz, 1H), 8.56 (dd,
J=2.4, 1.0 Hz, 1H), 11.06 (s, 1H), 12,58 (s, TH). '°F NMR (376 MHz,
DMSO-dg) 6 —123.3 (dd, ] = 8.2, 4.0 Hz), —114.0 (dt, /= 9.1, 4.6 Hz).

5.1.35. 22: 2,6-difluoro-3-(phenylsulfonamido Jbenzoic acid
To a solution of methyl 3-amino-2,6-difluorobenzoate
(3.00 mmol, 561 mg, Combi-Blocks) and benzenesulfonyl chloride

(8.00 mmol, 1.02 mL) in DCM (15 mL) was added DMAP (30 mg) and
triethylamine (10.0 mmol, 1.38 mL). The resulting mixture was
stirred at rt for 20 h, after which it was diluted with Et;0 (100 mL)
and washed with 1 N HCI (2 x 80 mL), sat. aq. NaHCO3 (80 mL) and
brine (80 mL). The organic phase was dried (MgS04) and the sol-
vent was partially evaporated in vacuo. Addition of pentane resul-
ted in the precipitation of product 21, which was used in the next
step without further purification. Compound 21 (1.37 mmol,
640 mg) was stirred at rt for 2 h in a mixture of 2 N aq. KOH (10 mL),
THF (24 mL) and methanol (6 mL). The reaction mixture was diluted
with AcOEt (80 mL) and 1 N HCI (80 mL). The aqueous phase was
separated and extracted with AcOEt (80 mL). The combined organic
fractions were washed with brine (100 mL). The organic phase was
dried (MgS04) and the solvent was partially evaporated in vacuo.
Addition of pentane resulted in the precipitation of product 22 as a
light pink solid (420 mg, 83% over two steps). Mp. 144—145°C; 'H
NMR (400 MHz, CD30D) 6 7.00 (t, J=9.1, 1H), 7.43-7.64 (m, 4H),
7.73 (d, ] = 7.3 Hz, 2H). '9F NMR (376 MHz, CD30D) 6 —123.31 (d,
J=87Hz), —115.64 (t, J=73Hz). *C NMR (101 MHz, CD30D)
6 111.5 (dd, ] =23.0, 4.2 Hz), 121.6 (dd, /= 13.7, 4.0 Hz), 126.7, 128.8,
129.1 (dd, ] =10.1, 2.4 Hz), 132.8,139.6, 152.0 (d, ] = 7.1 Hz), 154.6 (d,
J=72Hz),156.2 (d, J=5.8Hz), 158.7 (d, ] = 5.8 Hz), 162.2. HRMS
(ESI+) calc, for [M+Na]* (Ci3HgF2NO4SNa): 336.0113, found:
336.0114.

5.1.36. 1: 2,6-difluoro-N-(3-methoxy-1H-pyrazolo[3,4-b]pyridin-5-
yl)-3-(phenylsulfonamido )-benzamide [43].

A solution of compound 22 (0.60 mmol, 188 mg), 3-methoxy-
1H-pyrazolo[3,4-b]pyridin-5-amine (0.42 mmol, 70 mg, prepared
by a published procedure [52]), DMAP (10 mg) and EDC (0.60 mmol,
115 mg) in DMF (4 mL) was stirred at rt overnight. Afterwards, the
reaction mixture was diluted with ethyl acetate (80mL) and
washed with brine (60 mL),1 N aq. HCI (2 x 60 mL), sat. aq. NaHCO3
(60 mL) and again brine (2 x 60 mL). The organic phase was dried
(MgS04). The volatiles were partially removed in vacuo and to the
residue was added pentane (100 mL). The resulting precipitate was
filtered to provide product as white powder (25 mg, 13%). Ry=0.20
(pentane/AcOEt, 1:1, v/v); Mp. >200°C: 'H NMR (400 MHz,
DMSO0-dg) 6 3.99 (s, 3H), 7.19 (t, ] = 8.8 Hz, 1H), 7.33 (q, ] = 8.2 Hz,
1H), 7.62 (m, 3H), 7.75 (d, | =7.7Hz, 2H), 8.42 (s, 1H), 8.53 (d,
J=2.4Hz, 1H), 1034 (s, 1H), 11.00 (s, 1H), 12.57 (s, 1H). "°F NMR
(376 MHz, DMSO-dg) & —122.21, —116.18. HRMS (ESI+) calc. for
[M-+H]* (CaoH16F2N504S): 460.8856, found: 460.8816.
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Kinase-Kurzportrat CK1
Name Caseinkinase 1 (verschiedener Isoformen, z.B. o, & oder )
Familie Serin-/Threonin-Kinase

Aufrechterhaltung der DNA-Replikation,?™3! Zellzyklus, 24 Zell-
Funktion proliferation,?1>216] Regulierung des Estrogenrezeptors al?'7},

Circadianer Rhythmus, 2182191 und weitere!?20-221

Therapeutische verschiedene Krebserkrankungen, Schlafstérungen, neurodegene-
Relevanz rative Erkrankungen(?19221,222]
Inhibition verschiedene Kandidaten, bisher ohne Zulassungl??223!

Die CK1 iibernimmt eine zentrale Rolle im Kinasenetzwerk einer menschlichen Zelle und
ist somit an vielen verschiedenen physiologischen Prozessen beteiligt: von grundlegenden Auf-
gaben wie der Aufrechterhaltung der DNA-Replikation, tiber die WNT-vermittelte Zellprolife-
ration bis hin zu spezifischen Prozessen, wie der Regulierung des Estrogenrezeptors a (s.

Kinase-Kurzportrit).

Derzeitige Entwicklungen in unserer Arbeitsgruppe konzentrieren sich auf eine selektive
Inhibition der 6- bzw. e-Isoform. Bisher ist es aufgrund der groflen Sequenzhomologie zwischen
den beiden Isoformen noch nicht gelungen, mégliche Kandidaten in weiterfithrende in-vivo-

Studien einzubringen.[224,225]
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Im Fokus der im Folgenden untersuchten Photoschalter stehen Modulatoren des circadia-
nen Rhythmus (CR), auch Chronomodulatoren genannt. Der CR ist mafB3geblich abhingig von
oszillierender Proteintranskription von CLOCK und BMAL1, welche wiederum die Transkrip-
tion von CRY- und PER1-Proteinen (CRY-PER1) steuern.226227 Weiterhin unterliegt die Ex-
pression von CRY-PER1-Proteinen zum einen einer Autoinhibition durch CRY-PER1-Expres-
sion und zum anderen einem CK1-katalysierten Abbau von PER1. Sowohl fiir CK1a als auch
CK16 konnte der PER1-Abbau beschrieben werden.[228.2291 Hirota et al konnten zeigen, dass
Longdaysin (8) die Phasen des circadianen Rhythmus verlangert, sowohl in vitro auf Zelllinien
und Organgeweben als auch in vivoin Zebrabarblinglarven. Der Wirkmechanismus von Long-
daysin wurde noch nicht gédnzlich aufgeklért, jedoch wird eine Phasenverldngerung aufgrund
des verringerten PER1-Abbaus durch CK1-Inhibition diskutiert.229) Deswegen wird im weite-
ren Verlauf auch nicht der Begriff der photoschaltbaren CK1-Inhibitoren verwendet, sondern
der der photoschaltbaren Chronomodulatoren, da diese Bezeichnung treffender ist. Weiterhin
wird der CR durch ERK1/2 MAPK reguliert, welche auch von Longdaysin beeinflusst wer-
den.[226.2291 Additive Knockdowns vom CK1la, CK16 und ERK2 verstirken die Phasenverlange-
rung. Obwohl Longdaysin mit relativ schlechten ICso-Werten auf den isolierten Kinasen nicht
als potenter Inhibitor bezeichnet werden kann (CKla: 5.6 uM, CK18: 8.8 uM, ERK2: 52 uM),
konnte eine gleichzeitige Blockade dieser Kinasen die entscheidende Rolle bei der Phasenver-
langerung spielen. Das Netzwerk aus Kinasen kénnte nicht den Ausfall einer Kinase tiber-

kompensieren, da an mehreren Stellen gleichzeitig eine Inhibition induziert worden wére.

Auf Basis des Chronomodulators Longdaysin sollte eine photoschaltbare Beeinflussung des
circadianen Rhythmus ermoglicht werden. Dazu wurde der Longdaysin-Grundkorper
(NV-Benzyl-9-isopropyl-9 H-purin-6-amin) von Kolarski mit verschiedenen Azobenzolen sowie
Arylazopyrazolen funktionalisiert (s. Abbildung 3.14).1230] Nach erfolgter initialer biologischer
Testung wurden die Verbindungen im Pamgene-Kinom-Profiling untersucht. Zuséatzlich wur-
den noch hoch potente CK18-Inhibitoren (Verbindung 11 und 12) im Kinase Screening als
Kontrolle getestet, um zu priifen, inwiefern eine CK16-Inhibition sich auf das Kinomprofil bzw.

auf den circadianen Rhythmus auswirkt.
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Chronomodulatoren Chronoschalter
_N
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Abbildung 3.14. Ubersicht verwendeter Chronomodulatoren und CK1-Inhibitoren.
Longdaysin als bereits beschriebener Chronomodulator.??®! Chronoschalter 9 und 10 von Kolarski.?39 Potente

CK18-Inhibitoren 11 von Baier(?3" und 12 von Halekotte.l232]

Photochemische und biologische Evaluierung

Die Chronoschalter 9 und 10 wiesen in der photochemischen Charakterisierung glinstige
Parameter fiir eine anschlieBende biologische Testung auf (s. Abbildung 3.15). Das cis-Isomer
konnte im PSS zu 87 % (9) oder 97 % (10) angereichert werden, bei einer Halbwertszeit in
DMSO von iiber 95 h (9) bzw. 26 h (10). In der Testung auf der isolierten CK1la wurden leicht
verbesserte ICso-Werte erzielt (9: 1.9 pM, 10: 3.0 uM, Longdaysin: 5.6 pM) sowie eine geringe
aber unzureichende Photoschaltbarkeit von ¢rans (wirksam) zu cis (unwirksam) um den Fak-
tor 4.5 (9) bzw. 8 (10). Zuletzt wurden die Verbindungen auf transfizierten U20S-Zellen getes-
tet (U20SBmall-dLuc), Mit Hilfe von U20SBmall-dLue ]53gst sich die phasenweise Aktivierung von
BMAL1 durch eine gekoppelte Luciferaseaktivitit mittels Biolumineszenz auslesen. Nach funf
Tagen wurden die Phasenunterschiede zu der nicht behandelten Negativkontrolle gemessen.

Sowohl Verbindung 9 als auch Verbindung 10 wiesen eine positive Phasenveridnderung auf (9:
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9 h und 10: 19 h) genauso wie Longdaysin (14 h). Im Gegensatz zu Verbindung 9 (keine Schalt-
wirkung) konnte fiir Verbindung 10 eine photoschaltbare Beeinflussung des CR in der Zellkul-

tur gemessen werden (¢rans: 19 h vs. cis: 12 h).
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Abbildung 3.15. Biologische Testung der photoschaltbaren Chronomodulatoren.

A. Isomerenanreicherung unter Bestrahlung mit 365 nm von bis zu 87 % c¢/s-9. 4.5-facher Wirkunterschied im
CK1a-Assay zwischen 9 ohne UV (1.91 uM) und mit UV (8.57 uM). Die Phasendnderung auf U2QSBmalt-diuc jst
verringert bei Verbindung 9 mit UV-Bestrahlung (9 h vs. 14 h). B. Isomerenanreicherung unter Bestrahlung mit
365 nm von bis zu 97 % c¢is-10. 8-facher Wirkunterschied im CK1a-Assay zwischen 10 ohne UV (3.0 yM) und
mit UV (24.0 pM). Die Phasenanderung auf U20SBmal-diuc jst verringert bei Verbindung 10 mit UV-Bestrahlung
(12 h vs. 19 h). Die Testung wurde durchgefihrt von Kolarski.[230]
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Photoschaltbare Kinaseinhibitoren im Kinaseprofiling

Kinom-Profiling

Als nichstes wurde ein Pamgene-Kinom-Profiling (s. Methoden, Kapitel 6.4.7, S. 134) von
den Verbindungen 9 und 10 unter kontrollierten Lichtbedingungen durchgefiihrt, um eventu-
elle Wirkmechanismen der Chronoschalter auf weitere Kinasen des menschlichen Kinoms zu
entschliisseln. Dazu wurde U20S-Zelllysat mit den Inhibitoren inkubiert (spike-in), ggf. be-
strahlt und auf STK-Chips vermessen.

DMSO Z9 £-9 Longdaysin

6.503

Phosphorylierungsgrad

0

Abbildung 3.16. Kinase-Screening von U20S-Lysat und Verbindung 9.

Phosphorylierungsprofil des U20S-Kinoms auf STK-Chips dargestellt als heat map. Die Peptide wurden nach
Phosphorylierungsgrad von hoch (rot) zu niedrig (blau) sortiert. Lysate wurden behandelt mit entweder 2 %
DMSO (Negativkontrolle), Longdaysin (Positivkontrolle), (Z)-9 (erhalten nach Bestrahlung von (£)-14 mit 365 nm)
oder (£)-14. Substanzkonzentration: 10 uM, n = 3.

Die scheinbar vielversprechenden Ergebnisse aus dem ersten Experiment mit Verbin-
dung 9 (s. Abbildung 3.16) zeigten eine Abhingigkeit der Kinomposphorylierung zur Bestrah-
lung. Durch Bestrahlung mit 365 nm (c7s-9) konnte ein Kinom-Profil erzeugt werden, dquiva-
lent zum Longdaysin-Profil. Ohne Bestrahlung (#rans-9) dhnelt das Kinaseprofil der Behand-
lung dem der DMSO-Negativkontrolle. Zu beachten ist, dass die Einzelprofile dieses Versuchs-
laufs eine hohe Heterogenitit aufwiesen (s. Anhang, Abbildung 8.2).Durch die gro3e Streuung

sind die Unterschiede mit einer gréBeren Unsicherheit belegt. Zur Qualitéatssicherung wurden
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die Phosphorylierungsgrade der behandelten Proben mit der DMSO-Kontrolle verglichen und
gegen die Effektstirken aufgetragen (s. Abbildung 3.17). Wihrend bei der Longdaysin-Probe
Peptide sowohl mehr als auch weniger phosphoryliert vorlagen, wurden Peptide bei Behand-
lung mit dem Chronoschalter 9 iberwiegend mehr phosphoryliert. Bedeutend dabei ist, dass
die Peptidphosphorylierung bis auf eine Ausnahme nicht signifikant erfolgte (bei p=0.05). Die
Anforderungen zur Qualitédtssicherung der Signale konnten nicht erfilllt werden, womit die

Ergebnisse dieses Versuchslaufes als nicht valide angesehen werden.
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Abbildung 3.17. Volcano plot vom U20S-Profiling mit Verbindung 9.

Peptidphosphorylierungen aufgetragen nach Effektstarken gegen den Phosphorylierungsgrad im Vergleich zur
DMSO-Kontrolle im volcano plot. Effektstarken Uber 1.4 (entspricht logarithmiert zur Basis 2 dem Signifikanz-
niveau von p = 0.05) werden in Rot dargestellt. Negative Werte auf der Abszisse zeigen einen geringeren
Phosphorylierungsgrad im Vergleich zur DMSO-Kontrolle, positive Werte einen hoheren Phosphorylierungsgrad.
n=3
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Photoschaltbare Kinaseinhibitoren im Kinaseprofiling

Obwohl im Vergleich zur DMSO-Kontrolle keine signifikanten Peptidphosphorylierungs-
unterschiede durch Verbindung 9 detektierbar waren, wurde Chronoschalter 10 unter kon-
trollierten Lichtbedingungen im Kinase-Screening aufgrund der besseren biologischen Eigen-
schaften auf den U20SBmall-dlue getestet. In der heat map des Kinom-Profilings (s. Abbildung
3.18) sind auch hier keine wesentlichen Unterschiede von U20S-Lysat mit DMSO iiber Ver-

bindung 10 mit und ohne 365 nm-Bestrahlung bis zur Positivkontrolle Longdaysin erkennbar.

DMSO Z-10 £-10 Longdaysin

6.84

Phosphorylierungsgrad

0

Abbildung 3.18. Kinase-Screening von U20S-Lysat und Verbindung 10.

Phosphorylierungsprofil des U20S-Kinoms auf STK-Chips dargestellt als heat map. Die Peptide wurden nach
Phosphorylierungsgrad von hoch (rot) zu niedrig (blau) sortiert. Lysate wurden behandelt mit entweder 2 %
DMSO (Negativkontrolle), Longdaysin (Positivkontrolle), (2)-10 (erhalten nach Bestrahlung von (£)-10 mit
365 nm) oder (£)-10. Substanzkonzentration: 10 uM, n = 3
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Die Darstellung im volcano plot (s. Abbildung 3.19) zeigt, dass die Mehrheit der Peptide im
Vergleich zur DMSO-Kontrolle nicht signifikant modifiziert wurden. Da auch die vermeintli-
che Positivkontrolle Longdaysin in den Kinomprofilierungen von den Verbindungen 9 und 10
lediglich nicht signifikante Ergebnisse erzielte, stand zur Frage, ob in diesem Versuchsmodell

bei einer Konzentration von 10 uM Longdaysin iiberhaupt messbare Ergebnisse erzielt werden

konnen.
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Abbildung 3.19. Volcano plot vom U20S-Screening mit Verbindung 10.

Peptidphosphorylierungen aufgetragen nach Effektstdrken gegen den Phosphorylierungsgrad im Vergleich zur
DMSO-Kontrolle im volcano plot. Effektstarken lUber 1.4 (entspricht logarithmiert zur Basis 2 dem Signifikanz-
niveau von p = 0.05) werden in Rot dargestellt. Negative Werte auf der Abszisse zeigen einen geringeren
Phosphorylierungsgrad im Vergleich zur DMSO-Kontrolle, positive Werte einen héheren Phosphorylierungsgrad.
n=3.

Um zu tiberprifen, ob die Wirkung auf das U20S-Kinom konzentrationsabhéingig ist, wur-
den Longdaysin-Konzentrationen im Rahmen von 1-100 uM auf U20S-Lysat gegeben und
profiliert (s. Abbildung 3.20). Von 1 bis 50 uM zeigt sich eine tendenziell steigende Peptidphos-
phorylierung, also méglicherweise eine erhéhte Kinomaktivitat. Bei 100 uM Substanzkonzent-
ration fallt der Phosphorylierungsgrad entgegen des Trends auf DMSO-Niveau. Mégliche Er-
klarungsversuche wurden nicht unternommen, da auch in diesem Fall die Peptidphosphory-
lierungen {iberwiegend nicht ausreichend signifikant waren (s. volcano plotim Anhang, Abbil-

dung 8.3).
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Abbildung 3.20. Kinom-Profiling konzentrationsabhangiger Longdaysin-Effekte auf U20S-Lysat.
Phosphorylierungsprofil des U20S-Kinoms auf STK-Chips dargestellt als heat map. Die Peptide wurden nach
Phosphorylierungsgrad von hoch (rot) zu niedrig (blau) sortiert. Lysate wurden behandelt mit entweder 2 %

DMSO (Negativkontrolle) oder Longdaysin in variablen, n = 2.

Bisherige Kinase-Screenings wurden mittels spike-in-Methode durchgefiithrt, d.h. die Zel-
len wurden vor Substanzbehandlung lysiert. Dies hat den Vorteil, dass keine zuséatzlichen bi-
ologischen Barrieren wie Membranen iiberwunden werden missen und eine bessere Wieder-
findung der erwartbaren Effekte von Kinaseinhibitoren erzielt werden kann. Nachteilig dage-
gen ist, dass die Signaltransduktionskaskade unterbrochen wird und das Netzwerk aus Kina-
sen nicht mehr physiologisch interagieren kann. So kénnen auch down-stream-Kinasen direkt
vom Inhibitor angesprochen werden, was unter physiologischen Bedingungen (z.B. im Zellas-
say) so nicht passieren wiirde. Der Schluss liegt nahe, dass der CR nur bei intakten zelluldren
Vorgéangen vollfunktional ablaufen kann, denn die phasenweise Transkription, Autoinhibition
sowie Abbau von CLOCK-Proteinen und CRY-PER-Proteinen ist mallgeblich abhéngig von der

Aufrechterhaltung der Kompartimentierung vom Zellkern zur restlichen Zelle.
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Ergebnisse und Diskussion

Als néchstes sollte Uberpriift werden, ob ein circadianer Modulator wie Longdaysin tiber-
haupt geeignet ist im Kinase-Screening untersucht zu werden bzw. ob sich die erwartbaren
Effekte mit dem Profiling darstellen lassen. Dazu wurden U20S-Zellen Uber verschiedene
Zeitraume mit Longdaysin inkubiert. In Abhéngigkeit der Inkubationsdauer wurde ein veran-
derter Phosphorylierungsgrad erwartet. Den aus Abbildung 3.21 entnehmbaren Ergebnissen
lassen sich jedoch keine verwertbaren Aussagen ableiten. In der heat map ist ein schwach
ausgepragter zeitabhingiger Phosphorylierungsgrad zu erkennen und der volcano plot zeigt,
dass es sich um tberwiegend nicht-signifikante Verdnderungen handelt mit dazu duBlerst
schwachen Effekten. Die bisherigen Resultate zeigen, dass sich die Longdaysin-vermittelten
Effekte nicht in dem getesteten Setting darstellen lassen. Vermutlich eignet sich das Kinase-
Screening besser fiir potente Kinaseinhibitoren, um auswertbare Ergebnisse zu erzielen. Den
erhofften Beitrag zu Entschlisselung des Wirkmechanismus von Longdaysin und den photo-

schaltbaren Chronomodulatoren konnte das Kinom-Profiling in diesem Fall nicht leisten.
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Abbildung 3.21. Screening von U20S-Lysaten behandelt mit verschiedenen Longdaysininkubationen.

A. Phosphorylierungsprofil des U20S-Kinoms auf STK-Chips dargestellt als heat map. Die Peptide wurden nach
Phosphorylierungsgrad von hoch (rot) zu niedrig (blau) sortiert. Zellen wurden behandelt mit entweder 2 %
DMSO (Negativkontrolle) oder 10 uM Longdaysin Uber verschieden lange Inkubationszeiten B. Peptidphospho-
rylierungen aufgetragen nach Effektstarken gegen den Phosphorylierungsgrad im Vergleich zur DMSO-Kontrolle
im volcano plot. Effektstarken Uber 1.4 (entspricht logarithmiert zur Basis 2 dem Signifikanzniveau von p = 0.05)
werden in Rot dargestellt. Negative Werte auf der Abszisse zeigen einen geringeren Phosphorylierungsgrad im

Vergleich zur DMSO-Kontrolle, positive Werte einen héheren Phosphorylierungsgrad. n = 3.
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Ergebnisse und Diskussion

Zuletzt sollten noch bekannte CK16-Inhibitoren im Zusammenhang mit dem CR untersucht
werden. Auch sollte ermittelt werden, ob ein Kinase-Screening von potenten und selektiven
CK1-Inhibitoren nitzliche Erkenntnisse fiir weitere Nachforschungen hervorbringt. Als po-
tente CK16-Inhibitoren wurden Verbindung 11 (ICs0 = 90 nM)231] und 12 (ICs0 = 8 nM)!232]
ausgewihlt, da sie bereits charakterisiert und auf der CK16 getestet wurden. U20S-Zellen
wurden mit den Inhibitoren fiir 48 h inkubiert (analog zur Zelltestung) und anschlieBend ly-
siert. Die Lysate wurden dann gemil3 Kapitel 6.4.7 profiliert. U20S-Lysat zeigte im Kinom-
Profiling eine verringerte Kinaseaktivitiat bei Behandlung mit Verbindung 11 oder (s. Abbil-
dung 3.22. A), wenn auch mit schwach ausgeprigten Effekten. Lesbarer visualisiert sind die
Ergebnisse im volcano plot (s. Abbildung 3.22. B). Sowohl fiir Verbindung 11 als auch 12 sind
die Peptide iiberwiegend weniger phosphoryliert im Vergleich zur DMSO-Kontrolle, wenn
auch nicht signifikant. Offen bleibt jedoch, ob die getesteten CK1-Inhibitoren 11 und 12 einen
signifikant messbaren Einfluss auf U20S-Lysat im spike-in-Experiment zeigen. Longdaysin-
behandelte U20S-Zellen zeigen, wie schon in den vorherigen Kinase-Screenings, eine erhohte
Kinaseaktivitit auf (iiberwiegend nicht signifikant). Die ermittelten Ergebnisse suggerieren,
dass Longdaysin nicht als Kinaseinhibitor bezeichnet werden sollte, da Peptide tiberwiegend
hoher phosphoryliert vorliegen bzw. Kinasen aktiviert worden sind. Auch die geringen ICso-

Werte zwischen 5.6 und 8.8 uM schlieen eine hochaffine Inhibition von CK1a/6 aus.

Auch nach mehreren Versuchen gelang es nicht den Einfluss von (photoschaltbaren) Chro-
nomodulatoren mit Hilfe des Kinom-Profilings, durch z.B. spike-im-Inkubation oder Zellbe-
handlung, Variation von Substanzkonzentration oder Inkubationsdauer darzustellen. Weder
die Verbindungen 9 und 10 noch die vermeintliche Positivkontrolle Longdaysin konnte signi-
fikante Effekte erzielen. Unklar bleibt, ob keine signifikanten Effekte dargestellt werden
konnten, weil die Screening-Methode nicht sensitiv genug ist oder sich die vermittelten Effekte
quantitativ nicht auf das Kinom auswirken. Zur Darstellung des CR und Screening von CK1-

Inhibitoren auf U20S ist das Kinom-Profiling noch ungeeignet.

Die Photoschaltbaren Chronomodulatoren 9 und 10 weisen annehmbare photochemische
Eigenschaften sowie méBige in-vitro-Effekte in der biologischen Testung auf (auBlerhalb des
Kinom-Profilings). Die bisherigen Schalter sollten daher weiter optimiert werden, um eine

verbesserte biologische Wirkung zu erreichen.
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Abbildung 3.22. Vergleich von Longdaysin, Verbindung 11 und 12 im Kinom-Profiling von U20S.

A. Phosphorylierungsprofil des U20S-Kinoms auf STK-Chips dargestellt als Aeat map. Die Peptide wurden nach
Phosphorylierungsgrad von hoch (rot) zu niedrig (blau) sortiert. Zellen wurden behandelt mit entweder 2 %
DMSO (Negativkontrolle), Longdaysin, Verbindung 11 oder 12 und anschlieBend lysiert. B. Peptidphosphory-
lierungen aufgetragen nach Effektstarken gegen den Phosphorylierungsgrad im Vergleich zur DMSO-Kontrolle
im volcano plot. Effektstarken Uber 1.4 (entspricht logarithmiert zur Basis 2 dem Signifikanzniveau von p = 0.05)
werden in Rot dargestellt. Negative Werte auf der Abszisse zeigen einen geringeren Phosphorylierungsgrad im
Vergleich zur DMSO-Kontrolle, positive Werte einen héheren Phosphorylierungsgrad. Substanzkonzentration:
10 uM, n = 3.
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Kinase-Kurzportrat RET
Name rearranged during transfection
Familie Rezeptortyrosinkinase

Funkti Zellwachstum und -differenzierung,?®! Entwicklung des zentralen
unktion
und peripheren Nervensystems!234

_ Morbus Hirschsprung bei Funktionsverlust,34 verschiedene Krebs-
Therapeutische - . , . . .
arten bei Uberaktivierung, wie z.B. Schilddrisenkarzinom oder

CM |L[142,235-237]

Relevanz

Inhibition Imatinib, Ponatinibl237]

Die RET-Kinase gehort wie die VEGFR2 zu den Rezeptortyrosinkinasen und ist somit ab-
héngig von externen Stimuli wie extrazelluliren Wachstumsfaktoren.[237 Einmal aktiviert,
setzt die RET eine Signaltransduktionskaskade in Gang, an deren Ende tiberlebenswichtige
Funktionen einer menschlichen Zelle stehen wie Zellwachstum und Zelldifferenzierung. 233!
Die RET ist u.a. beteiligt an der Entwicklung des zentralen und peripheren Nervensys-
tems.[234 Ein erblich bedingter Defekt in der Funktionalitét fithrt zum Morbus Hirschsprung,
einer Darmerkrankung von Neugeborenen, die operativ kuriert werden muss.[238 Nicht nur
eine Funktionsminderung kann bei der RET vorliegen, sondern auch eine Uberaktivierung
durch beispielsweise gain-of-function-Mutationen.235.236] Eine Uberregulierte RET-Kinase &u-
Bert sich in diversen Krebsarten, wie im Kinase-Kurzportrit beschrieben. Fiir das Szenario

einer iiberaktiven RET-Kinase bieten sich smKIs an, wie z.B. Imatinib oder Ponatinib.[237

Aufgrund der Beteiligung an kritischen Prozessen wie der motoneuralen Entwicklungl234]
eignet sich die RET-Kinase ideal fir Untersuchungen mit Kinaseinhibitoren bzw. Photophar-
makolgiekonzepten, um die therapeutische Anwendbarkeit zu erh6hen. Auch Tiermodelle wie
die Entwicklung von Zebrabarblinglarven stehen inzwischen fir die Testung von RET-Inhibi-

toren zur Verfiigung.[142]
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Photoschaltbare Kinaseinhibitoren im Kinaseprofiling

Bereits 2015 veroffentlichte die Grotli-Gruppe den ersten bekannten photoschaltbaren
(RET-)Kinase-Inhibitor.[101 Der RET-Schalter wies zwar solide photochemische Eigenschaften
auf, konnte jedoch in der biologischen Testung nicht tiberzeugen, da sich die Wirkung nur um
den Faktor 3.9 durch Bestrahlung verringern liel3. Nachdem der erste RET-Schalter in der
DFG-in-Konformation der Kinase bindet, soll nun ein bekannter DFG-outInhibitor photo-
schaltbar funktionalisiert werden, um die erhohte Selektivitat bzw. Affinitat zur DFG-out
Konformation der RET mit den Vorteilen der Photoschaltung zu verkniipfen. In Anlehnung an
den bereits zugelassenen (Multi-)Kinaseinhibitor Ponatinib wurde die Ethin-Funktion durch
Xu aus der Groétli-Gruppe azologisiert (s. Abbildung 3.23, 14).1239 Fluor-Substituenten in ortho
Stellung zur Azo-Funktion haben einen elektronenstabilisierenden Effekt, wodurch eine er-
hohte Halbwertszeit des metastabilen cis-Isomers vermutet wird (15).196.97 Das Stilbenderivat
16 wurde erzeugt, um die biologische Wirkung isolierter Isomere zu untersuchen, da beide
Isomere thermodynamisch stabil sind. Es wird eine &hnliche Wirkung von Azo- und Stilben-

Schalter im biologischen Kontext erwartet.
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Abbildung 3.23. Getestete RET-Inhibitoren.
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Photochemische Evaluierung

In der photochemischen Evaluierung tiberzeugen die Photoschalter 14 und 15 durch hohe
Schalteffizienzen (PSS > 85 %) und eine ausreichende Stabilitit (s. Tabelle 3.2). Wie zu erwar-
ten war, hat das cis'16 eine weitaus héhere thermische Stabilitit (aufgrund der Stilbenbin-
dung) im Vergleich zu den Heteroaryl-Azos 14 und 15. Bei Betrachtung der Stabilitit der bei-
den Heteroaryl-Azos fallt auf, dass die Riickschaltung von 15 (2.9 % Zunahme des (£)-Isome-
renanteils) in DMSO geringer ist als die von 14 (10.8 %). Vermutlich haben die Fluor-Substi-
tuenten einen stabilisierenden Effekt auf das cis-Isomer, der jedoch nicht im Wéssrigen zum
Tragen kommt. In der Untersuchung der Riickschaltung im wéssrigen Medium zeigt der
Fluor-substituierte Azo 15 eine héhere Umsetzung von cis zu trans (24.0 %) als Verbindung
14 (5.8 % Riickschaltung). Die Anregung der RET-Schalter erfolgte mit einer Wellenldnge von
365 nm.

Tabelle 3.2. Photochemische Charakterisierung der photoschaltbaren Ponatinib-Derivate.[239

4 M. (M) PSS (E/Z %), Riickschaltung Riickschaltung
« (hm
e DMSO (%), DMSO (%), H,0
Q
£
© 13 - - - -
C
@]
o
§E 14 365 10/90 10.8* 5.8*
ﬁ 15 365 14/86 2.9** 24.0%*
_E‘ > 3 Monate
2 16 365 n.b. . n.b.
= stabil
[Va]

* Zunahme des (£)-Isomerenanteils nach 30 h Inkubation
** Zunahme des (£)-Isomerenanteils nach 24 h Inkubation

n.b. nicht bestimmt

Kinom-Profiling

Im Folgenden wurden die synthetisierten Azo-RET-Schalter 14 und 15 im Pamgene-
Kinase-Screening (s. Methoden, Kapitel 6.4.7, S. 134) profiliert. Weitere biologische Daten zum
Abgleich lagen zum Zeitpunkt des Profilings noch nicht vor. Nach der Testung der Azo-Schal-
ter und anschlieBender Validierung im VEGFR2-Assay wurde zuletzt der Stilben-RET-Schal-
ter 16 profiliert. Getestet wurden die Inhibitoren auf MCF-7-Lysaten aufgrund guter RET-

Expressionsraten.[240]
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Abbildung 3.24. Kinom-Profiling von RET-Schalter 14.

A. Phosphorylierungsprofil des MCF-7-Kinoms auf PTK-Chips dargestellt als hAeat map. Die Peptide wurden nach
Phosphorylierungsgrad von hoch (rot) zu niedrig (blau) sortiert. Lysate wurden behandelt mit entweder 2 %
DMSO (Negativkontrolle), Staurosporin (Positivkontrolle), (2)-14 (erhalten nach Bestrahlung von (£)-14 mit
365 nm) oder (£)-14. B. Peptidphosphorylierungen aufgetragen nach Effektstarken gegen den Phosphorylie-
rungsgrad im Vergleich zur DMSO-Kontrolle im volcano plot. Effektstarken Uber 1.4 (entspricht logarithmiert
zur Basis 2 dem Signifikanzniveau von p = 0.05) werden in Rot dargestellt. Negative Werte auf der Abszisse
zeigen einen geringeren Phosphorylierungsgrad im Vergleich zur DMSO-Kontrolle, positive Werte einen héhe-

ren Phosphorylierungsgrad. n = 3.
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Die erste profilierte Verbindung 14 wies im Pamgene-Kinom-Profiling sowohl in cis als auch
in trans eine dhnliche Aktivititsminderung wie Staurosporin (Positivkontrolle) auf und setzt
sich damit von der Negativkontrolle DMSO ab (s. Abbildung 3.24. A). Es konnte jedoch keine
bestrahlungsabhingige Hemmung des Kinoms gezeigt werden. Trotz signifikanter Peptidin-
hibitionen (s. Abbildung 3.24. B) konnten in der up-stream-Analyse keine signifikant beein-
flussten Kinasen ermittelt werden. Aufgrund einer besseren Inhibition des MCF-7-Lysats

wurde im Folgenden Ponatinib anstelle von Staurosporin als Positivkontrolle verwendet.
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Abbildung 3.25. Kinase-Screening von Verbindung 15 auf MCF-7-Lysat.

A. Phosphorylierungsprofil des MCF-7-Kinoms auf PTK-Chips dargestellt als heat map. Die Peptide wurden nach
Phosphorylierungsgrad von hoch (rot) zu niedrig (blau) sortiert. Lysate wurden behandelt mit entweder 2 %
DMSO (Negativkontrolle), Ponatinib (Positivkontrolle), (ZJ-15 (erhalten nach Bestrahlung von (£)-15 mit 365 nm)
oder (£-15. B. Peptidphosphorylierungen aufgetragen nach Effektstarken gegen den Phosphorylierungsgrad
im Vergleich zur DMSO-Kontrolle im volcano plot. Effektstarken Uber 1.4 (entspricht logarithmiert zur Basis 2
dem Signifikanzniveau von p = 0.05) werden in Rot dargestellt. Negative Werte auf der Abszisse zeigen einen
geringeren Phosphorylierungsgrad im Vergleich zur DMSO-Kontrolle, positive Werte einen héheren Phospho-

rylierungsgrad. Substanzkonzentration: 10 uM, n = 3.
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Ergebnisse und Diskussion

Als nichstes wurde Verbindung 15 (mit und ohne Bestrahlung) der DMSO- (Negativkon-
trolle) und Ponatinib-Behandlung (Positivkontrolle) im Profiling gegeniibergestellt. Wie in der
heat map (s. Abbildung 3.25. A) gut erkennbar, ist die Peptidphosporylierung bei Behandlung
von (2)-15 (also nach Bestrahlung mit 365 nm) geringer als bei (£)-15, dessen Kinomprofil eher
dem der DMSO-Kontrolle 4hnelt. Die signifikanten Peptidphosphorylierungen im volcano plot
(s. Abbildung 3.25. B) unterstreichen ein valides Kinase-Screening mit ausreichend starken
Effekten und zufriedenstellendem Signifikanzniveau (p < 0.05). Dies wiirde entgegen der Er-
wartung bedeuten, dass das cis-Isomer eine hohere Inhibition des MCF-7-Lysats aufweist als
das transIsomer, da das Profil von (2)-15 mehr Ubereinstimmungen mit dem von Ponatinib
aufweist (als (£)-15 mit Ponatinib). Mittels up-stream-Analyse konnen aufgrund des Abgleichs
der weniger phosphorylierten Peptide und dem Abgleich der PhosphoNet-Datenbank Riick-
schliisse auf moglicherweise inhibierte Kinasen gezogen werden.[241-2431 In der durchgefiihrten
Analyse (s. Abbildung 3.26) zeigt die Behandlung mit (2)-15 eine leicht erhshte Inhibition der
RET und des EGFR. Die VEGFR2 wird 3.6-fach potenter von dem t¢ransIsomer (NKS-
Wert = 18) inhibiert als von (2)-15 (NKS-Wert = 5). Eine vermutlich erhohte Affinitit von (£)-
15 auf VEGFR2 gegeniiber (2)-15 wurde anschlieBend mittels VEGFR2-Kinase-assay vali-
diert.
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Abbildung 3.26. Up-stream-Analyse von Verbindung 15 im Kinase-Screening.

Der normalized kinase statistic (NKS-Wert) beschreibt das zur Basis 2 logarithmierte Verhdltnis der Probe zur
(DMSO-)Kontrolle. Ein hoher NKS-Wert bedeutet eine hohe Inhibition der Kinase im Vergleich zur DMSO-
Kontrolle. Verglichen wurden Kinasen, die bei Behandlung eine signifikant (ausgefillter Balken) verringerte Ak-

tivitat zur DMSO-Kontrolle aufwiesen.
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Abbildung 3.27. VEGFR2-Assay der RET-Schalter 14 und 15.

A. Dosis-Wirkungs-Kurven von Ponatinib (ICsg = 7.0 nM), (£-14 (ICso = 75.5 nM) und (2-14 (ICso = 88.2 nM)
im VEGFR2-Kinase Assay B. Dosis-Wirkungs-Kurven von Ponatinib (ICsg = 7.0 nM), (£)-15 (ICso = 157.2 nM) und
(9-15 (ICso = 1054 nM) im VEGFR2-Kinase Assay. Bestrahlung durchgefiihrt bei 365 nm, 5 min und
50 mW/well.

Der VEGFR2-Kinaseassay sollte zeigen, ob eine photoresponsive Inhibition der VEGFR2
mit den Azo-RET-Schaltern méglich ist. Weder fiir Verbindung 14 (s. Abbildung 3.27. A), noch
fiir Verbindung 15 (s. Abbildung 3.27. B) konnte ein licht-induzierter Wirkunterschied zwi-
schen cis-und trans-Isomeren ermittelt werden. Aufgrund der nicht validierbaren up-stream-
Analyse und der erhéhten Kinominhibition von (2)-15 entgegen der Erwartung wurde eine

Experimentwiederholung des Kinase-Screenings von Verbindung 15 auf MCF-7-Lysat durch-
gefihrt.
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Abbildung 3.28. Wiederholtes Kinom-Profiling des RET-Schalters 15.

A. Phosphorylierungsprofil des MCF-7-Kinoms auf PTK-Chips dargestellt als Aeat map. Die Peptide wurden nach
Phosphorylierungsgrad von hoch (rot) zu niedrig (blau) sortiert. Lysate wurden behandelt mit entweder 2 %
DMSO (Negativkontrolle), Staurosporin (Positivkontrolle), (2)-15 (erhalten nach Bestrahlung von (£)-15 mit
365 nm) oder (£)-15. B. Peptidphosphorylierungen aufgetragen nach Effektstarken gegen den Phosphorylie-
rungsgrad im Vergleich zur DMSO-Kontrolle im volcano plot. Effektstarken Uber 1.4 (entspricht logarithmiert
zur Basis 2 dem Signifikanzniveau von p = 0.05) werden in Rot dargestellt. Negative Werte auf der Abszisse
zeigen einen geringeren Phosphorylierungsgrad im Vergleich zur DMSO-Kontrolle, positive Werte einen héhe-

ren Phosphorylierungsgrad. Substanzkonzentration: 10 uM, n = 3.

95



Photoschaltbare Kinaseinhibitoren im Kinaseprofiling

Die Experimentwiederholung des Profilings von RET-Schalter 15 auf MCF-7-Lysat er-
zeugte andere Resultate als der erste Versuch. In der neuen heat map (s. Abbildung 3.28. A)
lésst sich nun eine geringfiigig erhéhte Kinomaktivitit bei Lysatinkubation mit (2)-15 im Ver-
gleich zu (%)-15 beobachten. Im vorangegangenen Experiment waren die Verhiltnisse der Iso-
mere noch umgekehrt (¢rans hohere Peptidphosphorylierung als cis). Die Qualititssicherung
der Signale mittels volcano plot (s. Abbildung 3.28. B) ldsst auf einen ebenfalls validen Ver-
suchsverlauf schlieBen, da geniigend Peptide signifikant (weniger) phosphoryliert vorlagen.
Die Unterschiede im Kinomprofil werden im box plot (s. Abbildung 3.29) nochmals veran-
schaulicht. Wiahrend die Isomerenunterschiede nur gering ausfallen, sind sie doch vom ersten
Experiment zur Wiederholung gegensétzlich. Im ersten Versuch zeigt das trans-Isomer einen
hoheren Phosphorylierungsgrad als das cis-Isomer auf. In der Wiederholung weist das trans-
Isomer dagegen einen niedrigeren Phosphorylierungsgrad der Peptide auf. Die unterschiedli-
chen Phosphorylierungsgrade der DMSO-Kontrollen lassen sich durch verschieden Lysatchar-
gen begrunden. Der Fortschritt einer Zellkultur, Tageszeit, Zellkonfluenz oder Anzahl der
Passagen konnen Einfluss auf die Aktivitdt des Kinoms der Zellen haben und somit Schwan-
kungen im Kinom-Profiling erzeugen. Um die gemessenen widerspriichlichen Ergebnisse in
Relation zu setzen, wurde als nichstes ein Profiling des Stilben-RET-Schalter 16 durchge-

fuhrt.

1. Experiment Wiederholung
DMSO Z-15 (+UV) £-15 DMSO Z15 (+UV) £-15

Phosphorylierungsgrad

Abbildung 3.29. Vergleich der beiden Kinase Screenings des RET-Schalters 15.

Box Plot-Darstellung beider Kinase-Screenings von Verbindung 15 auf MCF-7-Lysat. Waagerechte Linie auf
Hohe des Medians von (2)-15 (Wiederholung) zur besseren Vergleichbarkeit. Im ersten Experiment weist (2)-15
eine verringerte Peptidphosphorylierung auf. In der Experimentwiederholung weist dagegen (£)-15 eine verrin-

gerte Peptidphosphorylierung auf. Wirkstoffkonzentration je 10 uM, n = 3.
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Wie schon in Kapitel 3.1.1 beschrieben, konnten fiir den Stilben-Schalter (Axitinib) zwar
gute Wirkunterschiede zwischen cis-und trans-Isomer erzielt werden, jedoch keine reversible
Photoschaltung in wassrigen Losungsmitteln ohne Nebenreaktionen. Die Testung mit dem
Stilben-RET-Schalter 16 sollte die Fragestellung klaren, ob generell ein Isomerenunterschied
von RET-Inhibitoren im Kinase-Screening messbar ist. Uberraschenderweise sind die beo-
bachteten Effekte, die bisher am stiarksten gemessenen Effekte von Photoschaltern in dieser
Arbeit. In der heat map (s. Abbildung 3.30. A) ist das Profil von (£)-16 dquivalent zur Positiv-
kontrolle Ponatinib, das Profil von (2)-16 dquivalent zur Negativkontrolle DMSO.

Dieses Ergebnis stimmt mit der Erwartung eines wirksamen RET-Inhibitors in der trans-
Konfiguration tiberein. Im Kinaseassay auf der RET-Kinase konnte ein 84-facher Wirkunter-
schied von (£)-16 zu (2)-16 ermittelt werden.[239) Erwéhnenswert ist noch an dieser Stelle, wie
wichtig die Verwendung von PamChips einer Charge ist. Bei dem Profiling der Stilbenderivate
wurde prozessbedingt ein Mikrochip einer anderen Charge verwendet. Die Streuung zwischen
den Chargen (s. Anhang Abbildung 8.4) war so grof3, dass der Chip aus der separaten Charge
ausgeschlossen wurde. Letztendlich konnte jedoch ein Isomerenunterschied im Kinase-Scree-

ning auch bei zwei technischen Replikaten gezeigt werden.

Als Grund fiir den geringen Wirkunterschied der Azo-Isomere 14 und 15 bzw. eine nicht
erbrachte Reproduzierbarkeit der Profiling-Ergebnisse kommt eine mogliche Reduktion von
Azobenzolen in Anwesenheit von DTT oder Glutathion in Frage.l193 Eine Reduktion von Ver-
bindung 14 und 15 konnte experimentell bisher noch nicht beobachtet werden, jedoch fand die
Messung lediglich bei RT statt (Reduktionen sind wahrscheinlicher bei erhéhten Temperatu-
ren, z.B. 37 °C).[239 Setzt man die Ergebnisse aus der vorliegenden Testung in den gesamtheit-
lichen Kontext der bisherigen Ergebnisse zu Photoschaltern auf Kinasen, so fallt auf, dass
bisher kein hochpotenter Azoschalter publiziert wurde (maximal 11-facher Wirkunter-
schied[50)), Mit Axitinibl195! (43-facher Unterschied an der Kinase), dem Diarylethen von
Brandal®!l (25-facher Unterschied) und dem hier gezeigten Stilben-RET-Schalter 16 (84-facher
Unterschied)239 gibt es dagegen bereits mehrere Beispiele fiir potente photoresponsive Inhi-
bitoren. Abseits von moglichen Faktoren zur Aktivitdtsminderung, wie Tautomerie oder Re-
duktion, kommt noch eine pH-Abhéingigkeit in Frage. Unter Ausbildung chinoider Systeme
zeigen Azobenzole eine pH-abhingige Stabilitat des cis-Isomers.[244.245] Wahrend pH-abhén-
gige Push-Pull-Systeme schon lange als pH-Indikatoren im Einsatz sind (z.B. Methylorange),
wurden pH-abhingige Azo-Photoschalter ohne chinoide Systeme erst kiirzlich beschrieben.[246]
Bei direktem Vergleich der Wirksamkeit von Azo- und Stilben-Schaltern kénnte eine Proto-
nierung der Azo-Funktion den Wirkverlust erklaren. Weitere Untersuchungen sind vonnéten,
um den Einfluss des pH auf photoschaltbare Azoverbindungen hinsichtlich photochemischer
Charakteristika und biologischer Testung (Aktivititsminderung im Kinaseassay und der Zell-

testung) zu evaluieren.
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Abbildung 3.30. Kinom-Profiling des Stilben-RET-Schalters 16.

A. Phosphorylierungsprofil des MCF-7-Kinoms auf PTK-Chips dargestellt als heat map. Die Peptide wurden nach
Phosphorylierungsgrad von hoch (rot) zu niedrig (blau) sortiert. Lysate wurden behandelt mit entweder 2 %
DMSO (Negativkontrolle), Staurosporin (Positivkontrolle), (£)-16 oder (Z}-16. B. Peptidphosphorylierungen auf-
getragen nach Effektstarken gegen den Phosphorylierungsgrad im Vergleich zur DMSO-Kontrolle im volcano
plot. Effektstarken tber 1.4 (entspricht logarithmiert zur Basis 2 dem Signifikanzniveau von p = 0.05) werden in
Rot dargestellt. Negative Werte auf der Abszisse zeigen einen geringeren Phosphorylierungsgrad im Vergleich
zur DMSO-Kontrolle, positive Werte einen h&heren Phosphorylierungsgrad. Substanzkonzentration: 10 pM,

n=2
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3.2 Photoabspaltbare CDK2-Inhibitoren

Kinase-Kurzportrat CDK2/Cyclin E1
Name Cyclinabhangige Kinase 2
Familie Serin-/Threonin-Kinase

Regulation von Zellzyklus und Transkriptionsregulierung, z.B. Uber-

Funktion .

gang von Gg zu Gy, aber auch Proteinabbaul?47-24
Therapeutische verschiedene Krebserkrankungen wie z.B. Lungenkrebs,2>%
Relevanz Augenerkrankungen!?>!
Inhibition verschiedene Kandidaten, bisher ohne Zulassung(?>0.252253]

Die Cyclinabhéngigen Kinasen sind unmittelbar beteiligt an elementaren Funktionen in
der Zellphysiologie, wie z.B. der Regulation des Zellzyklus oder der DNA-Transkription
(s. Kinase-Kurzportrit). Wie der Name schon vermuten lisst, ist die Funktion der CDK ab-
hingig von dem jeweiligen Cyclin.[254255] Storungen innerhalb dieser Funktion konnen entwe-
der zum vorzeitigen Ende einer Zelle fithren oder zur unkontrollierte Vermehrung (Krebs). 256!
Die therapeutischen MaBnahmen in Form von CDK-Inhibitoren gestalten sich in der Entwick-
lung schwierig.[257) Ist die Aktivitit eine Kinase mit einer elementaren Bedeutung und Ver-
flechtung im Netzwerk, wie CDKZ2, gestort, kann das eine sich potenzierende Kettenreaktion
in Form von schweren Nebenwirkungen zur Folge haben, wie z.B. starkes Erbrechen oder ver-
dnderte hamatologische Parameter. Dennoch gibt es bereits einige zugelassene CDK-Inhibito-
ren (CDK4 und 6), wie Palbociclib oder Abemaciclib (beide gegen Brustkrebs).[29.253] Kinase-

inhibitoren gegen andere CDKs befinden sich derzeitig in Entwicklung und in klinischen Stu-

dien.[258-260]
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Der ausgewéihlte CDK2-Inhibitor AZD5438 eignet sich ideal zur Anwendung des photo-
pharmakologischen Konzepts mittels PPGs, da der Inhibitor bereits in der priaklinischen Tes-
tung ein sehr gutes Wirkprofil bewies.[257,261.262]1 Dije starken Nebenwirkungen in der Therapie
fithrten zum vorzeitigen Ende der Zulassungsverfahren und bilden den Anfang unserer Ent-
wicklung eines photoresponsiven CDK2-Inhibitors. Ein ungiinstiges Nebenwirkungsprofil ist
dabei kein Hindernis in der Entwicklung, sondern eine Chance, da der hochwirksame Inhibitor
geschiitzt mit einer PPG biologisch bzw. pharmakologisch inaktiv sein soll und seine Wirkung
nur bei Bestrahlung am Wirkort, in diesem Fall am Tumor, entfalten soll (s. Abbildung 3.31).
Als PPG hat sich in dieser Arbeitsgruppe die 4,5-Dimethoxy-2-nitrobenzyl-Abgangsgruppe
(DMNB) etabliertl125.139,140,263] die den Ausgangspunkt der folgenden Untersuchungen dar-
stellt.

0 NO, /L
N4 365nm \\N NO
oy Q 1 g
- C
S

7 \\ (@]
0]

// \\

4,5-Dimethoxy-2-
nitrosobenzaldehyd

DMNB-AZD5438 AZD5438

Abbildung 3.31. Photoabspaltung der Verbindung 18 bei Bestrahlung von 365 nm.
Der vorliegende CDK2-Inhibitor AZD5438 wurde von Débber DMNB-geschiitzt und photochemisch charakteri-

siert.[263]
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Molecular modeling

Im molecular modeling erwies sich das sekundidre Amin von AZD5438 ideal zum Schiitzen
mittels PPG, da iiber dieses Amin und dem benachbarten Imidazol die essenziellen Wasser-
stoffbriickenbindungen zur hingeRegion ausgebaut werden (s. Abbildung 3.32. A). Nach einer
Kombination von AZD5438 mit der DMNB-PPG, ist der sterische Anspruch zu grol3, als dass
die Verbindung noch in die Bindetasche passt oder entscheidende Wasserstoffbriicken ausbil-
den kann (s. Abbildung 3.32. B). Eine Blockade dieser elementaren Bindung {iber eine DMNB-
Schutzgruppe sollte einen Wirkverlust der geschiitzten Verbindung 18 zur Folge haben, den

es im Kinaseassay zu beweisen galt.

Abbildung 3.32. Molecular modeling von AZD5438 (17) und Verbindung 18 in der CDK2/Cyclin E1.

A. AZD5438 in der Bindetasche der CDK2 mit Wasserstoffbriickenbindungen zur Ainge-Region, dargestellt in
Schwarz. B. 18 in der Bindetasche von CDK2 mit sterischen Konflikten, dargestellt in Rot. PDB: 4FKOP%4. Mo-
deling-Studien durchgefihrt von Débber.[263]
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Photochemische Untersuchung

Von grundlegender Wichtigkeit fir die Anwendbarkeit des genutzten caging-Konzepts ist
die Abspaltung der PPG mit einer relativ geringen Bestrahlungsintensitét, um Zell- und Ge-
webeschéden zu vermeiden sowie eine ausreichend schnelle Freisetzung zu erhalten. Die
DMNB-Schutzgruppe erfullt die Erwartungen durch eine vollstandige Freisetzung des Inhi-
bitors von AZD5438 nach bereits einer Minute bei einer Bestrahlung von 5 % Intensitit
(50 mW/well, s. Abbildung 3.33). Zusitzlich sind bei Bestrahlung keine Nebenprodukte aufge-
treten, die problematisch in der biologischen Testung werden konnten. Weiterhin untersucht
wurde die Bestrahlungsstabilitdt des Inhibitors bei 365 nm (Inhibitor ist stabil {iber eine Be-
strahlungsdauer von 10 min) und die Stabilitét der geschiitzten Verbindung 18 bei 37 °C in
DPBS-Puffer (Verbindung ist stabil iiber eine Dauer von 48 Stunden).[263]
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Abbildung 3.33. Photoabspaltung von 1 mM der Verbindung 18 bei Bestrahlung mit 365 nm,
50 mW/well.
Durchgefiihrt von Débber, n = 2.1263]

Biologische Testung

Nach der erfolgreichen photochemischen Charakterisierung konnte der geschiitzte CDK2-
Inhibitor im biologischen Setting getestet werden. Die Kinaseaktivitat wird uber den ATP-
Verbrauch der Kinasereaktion gemessen (Promega).[265 Fiir die erfolgreiche Kinasereaktion
der CDK2 obligat ist ein Cyclin, wie in diesem Fall Cyclin E1. Der Referenzwert (ICs0 = 6 nM)
von AZD5438 konnte im Biolumineszenz-Assay (ADP-Glo) repliziert werden (ICso=
2.8 nM).[261 Durch Bestrahlung mit 365 nm der auf der Kinase inaktiven Verbindung 18
(ICs0 = 4798 nM) konnte die biologische Aktivitiat auf der CDK2 vollstéindig wiederhergestellt
werden (ICs0 = 5.6 nM, s. Abbildung 3.34). Durch die Kombination von AZD5438 mit DMNB

konnte ein Wirkunterschied um den Faktor 850 erzielt werden (unbestrahlt vs. bestrahlt).
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Abbildung 3.34. Biologische Testung von DMNB-AZD5438 mit und ohne Bestrahlung.

A. Kinaseassay mit der CDK2/Cyclin E1. AZD5438 (ICsq = 2.8 nM), 18 (ICsq = 4798 nM), 18 mit Bestrahlung
(ICso = 5.6 nM), (n = 3). B. Zellproliferationsassay von Panc89 mit Resazurin. AZD5438 (ICso = 0.8 uM), 18
(ICso = >10 uM), 18 mit Bestrahlung (ICso = 0.5 pM), (n = 3). Bestrahlung durchgefihrt bei 365 nm, 5 min und
50 mW/well.

Da die CDK2 eine Rolle in der Onkogenese spielt250.266] wurden die Kandidaten auf der
Pankreaskarzinomzelllinie Panc89 getestet. Im Zellproliferationsassay reduzieren die Mito-
chondrien der Panc89 blaues Resazurin zum violetten Resorufin.[267 Die Zellproliferation kann
dabei von 100 % iiber 0 % (kein Wachstum) auch bis zu -100 % (Zelltod) betragen. Verbin-
dung 18 kann als biologisch inaktiv angesehen werden mit einem ICs0 >10 uM. Der Abfall bei
hohen Konzentrationen kénnte durch Ausfiallung der Substanz verursacht worden sein. Nach
Bestrahlung mit 365 nm wurde die Potenz um mindestens den Faktor 20 erhoht
(ICs0 = 0.5 uM), vergleichbar mit der Referenz AZD5438 (ICs0= 0.8 pM). Der tatsichliche
Wirkunterschied konnte tatséchlich noch um einiges hoher sein, wenn die Loslichkeit der ge-
schiitzten Verbindungen keinen limitierenden Faktor darstellen wiirde. In beiden Fallen
(Kinase- und Zellassay) konnte eine eindeutige Wirkminderung durch das Einbringen der
DMNB-PPG gezeigt werden und die biologische Aktivitdt vom Referenzinhibitor nach Be-

strahlung wiederhergestellt werden.

Nach den erfolgversprechenden Ergebnissen aus der Testung des DMNB-geschiitzten
CDK2-Inhibitors wurde anschlieBend die photolabile Schutzgruppe variiert, um die Anre-
gungswellenldnge zur Abspaltung weiter in die Nahe des bio-optischen Fensters zu verschie-

ben.
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Die eingeschrankte Verwendbarkeit von BODIPY als Photoschutzgruppe in biologischen

Anwendungen aufgrund von Singulettsauerstofforoduktion
T. Rodat, M. Krebs, A. Dobber, B. Jansen, A. Steffen-Heins, K. Schwarz, C. Peifer

Photochemical & photobiological sciences: Official journal of the Furopean Photochemistry As-
sociation and the FEuropean Society for Photobiology 2020

DOI: 10.1039/DOPP00097C

Die Erweiterung der Wellenldnge in Richtung des bio-optischen Fensters ist eine der gréfiten
Herausforderungen in der Verwendung von Photoschutzgruppen. Typisch fiir organische Ver-
bindungen steigt die Absorptionswellenldnge mit Zunahme der delokalisierten Elektronen-
paare. Soll somit das Absorptionsspektrum ins bio-optische Fenster verschoben werden, wird
auch zwangslaufig das Molekulargewicht erhoht, sodass wichtige physikochemische Parame-
ter wie die Loslichkeit verschlechtert und somit wird auch die biologische Anwendbarkeit ein-
geschrankt werden. Das BODIPY-Molekiil eignet sich gut fiir erste Konzeptstudien in diesem

Zusammenhang, da es synthetisch relativ einfach zuginglich und vielseitig variierbar ist.

In der folgenden Publikation wurde AZD5438 mit einem meso-Methyl-BODIPY geschiitzt
und sowohl photochemisch als auch biologisch charakterisiert. Die Abspaltung der Verbindung
verlauft dabei in DMSO entsprechend den Erwartungen nicht jedoch im wéssrigen Medium,
da die geschiitzte Verbindung ohne Wiederfindung von Reaktionsprodukten durch Bestrah-
lung abgebaut wird. Allem Anschein nach wird im Wassrigen die Substanz umgesetzt, ohne
den Inhibitor dquimolar freizusetzen. In der biologischen in-vitroTestung zeigte die ge-
schiitzte Verbindung auf der isolierten CDK2-Kinase keine Wirkung nach Bestrahlung, jedoch
zeigte sich bei der in-vitroZelltestung ein tiberraschender Wirksamkeitssprung tiber die Wir-
kung des Referenzinhibitors AZD5438 hinaus. Nicht nur die geschiitzte Verbindung, sondern
auch die Schutzgruppe selbst zeigte eine hochstpotente antiproliferative Wirkung. Ein Apopto-
seassay deckte einen unterschiedlichen Wirkmechanismus der geschiitzten Verbindung bzw.
Schutzgruppe unter Bestrahlung (Nekrose) im Gegensatz zum Referenzinhibitor (Apoptose)
auf. Die BODIPY-Derivate zeigten im ESR-Versuch eine radikalische Aktivitit, die sowohl
den Abbau der Verbindung, als auch den verdnderten Wirkmechanismus im Zellexperiment
erklart. Im Diphenylisobenzofuran-Assay konnte anschlieBend die Freisetzung von Singulett-
sauerstoff unter Bestrahlung nachgewiesen werden, welche typisch fiir BODIPY-Derivate ist.
Singulettsauerstoff ist malBgeblich wirkverantwortlich in der photodynamischen Therapie und
hoéchstwahrscheinlich auch in diesem Fall fir den Wirksamkeitssprung tber die Wirkung des

Referenzinhibitors hinaus.
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Aufgrund nicht-nachweisbarer Reaktionsprodukte aus der Abspaltungsreaktion, Photoab-
bau, Instabilitat im Wéssrigen sowie der biologischen Aktivitdt der Schutzgruppe ohne Inhi-
bitor eignet sich das vorliegende Konzept nicht im Sinne einer Photoabspaltung. Die gewon-
nenen Erkenntnisse konnen dennoch genutzt werden, um BODIPY-Derivate weniger als
Schutzgruppe zu verwenden, sondern viel mehr als label, um gezielt tumorspezifische Struk-

turen zu adressieren und anschlieBend bei Bestrahlung zu zerstéren (s. Abbildung 3.35).

Abspaltungskonzepte

Abbildung 3.35. Abspaltungskonzept mit der DMNB-PPG im Vergleich zur BODIPY-PPG.

Oben: Der Kinaseinhibitor AZD5438, geschitzt mit DMNB, wird nach Bestrahlung mit 365 nm freigesetzt und
hemmt das Zellwachstum aufgrund der CDK2-Inhibition (s. Kapitel 3.2.1). Unten: Die Bestrahlung des BODIPY-
geschitzten Inhibitors mit >500 nm fuhrt zur Nekrose durch Freisetzung von Singulettsauerstoff und weiterhin

zum Abbau der Verbindung durch radikalische Prozesse.

105



Photoabspaltbare CDK2-Inhibitoren

7 ROYAL SOCIETY
-~ OF CHEMISTRY

Photochemical &
Photobiological Sciences

View Article Online

View Journal

Restricted suitability of BODIPY for caging in
biological applications based on singlet oxygen
generationt

I 'I) Check for updates

Cite this: DOI: 10.1039/d0pp00097¢c

Theo Rodat, [ #* Melanie Krebs,1? Alexander Débber,? Bjorn Jansen,?
Anja Steffen-Heins,” Karin Schwarz® and Christian Peifer (& *2

Recent studies report the boron-dipyrromethene (BODIPY) moiety to be interesting for caging appli-
cations in photopharmacology based on its response to irradiation with wavelengths in the biooptical
window. Thus, in a model study, we investigated the meso-methyl-BODIPY caged CDKZ2 inhibitor
AZD5438 and aimed to assess the usability of BODIPY as a photoremovable protecting group in photore-
sponsive kinase inhibitor applications. Photochemical analysis and biological characterisation in vitro
revealed significant limitations of the BODIPY-caged inhibitor concept regarding solubility and uncaging
in aqueous solution. Notably, we provide evidence for BODIPY-caged compounds generating singlet
oxygen/radicals upon irradiation, followed by photodegradation of the caged compound system.
Consequently, instead of caging, a non-specific induction of necrosis in cells suggests the potential usage
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Introduction

The boron-dipyrromethene (BODIPY) moiety is known for its
applications in biological chemistry as dye agents,' fluo-
rescence labels® or photosensitisers.>” More recently,
BODIPY has been investigated in the field of photopharmacol-
ogy as a photoremovable protecting group (PPG) towards
caging approaches (Table 1). The BODIPY moiety responds to
wavelengths above 500 nm within the biooptical window,
suggesting that it is highly suitable for the caging of inhibitors
in biological chemistry. In line with this notion, Umeda et al.,
in 2014, described a BODIPY-caged histamine that can be
photo-released via irradiation of 500 nm.? Herein, the hista-
mine leaving group was linked to the boron atom. Further
studies connected a meso-methylhydroxy-BODIPY either
directly or via a carbamate linker to a leaving group.” In
2017, Slanina et al evaluated the influence of substituents
attached to the meso-methyl-BODIPY group, but without pro-
viding further biological validation."' Moreover, Sitkowska
et al. proposed a halide substituted BODIPY linked to the
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of BODIPY derivatives for photodynamic approaches.

leaving group via a carbamate linker with fast uncaging, but
with some stability restrictions in aqueous solution.'” Similar
to this approach, two publications from Kawatani et al. (boron-
linked leaving group) and Peterson et al (red light single
photon PPG) in 2018 were reported.'>'* In 2019, Toupin et al.
published about the use of a photocleavable BODIPY moiety
combined with singlet oxygen generation for an increased
efficacy in cancer cell apoptosis (Fig. 1)."

Based on our platform for photoresponsive kinase
inhibitors'®'” and the abovementioned findings, we became
interested in investigating whether BODIPY would be suitable
for caging applications using a potent protein kinase inhibitor.
Protein kinases mediate key roles in nearly all important pro-
cesses in eukaryote cells like proliferation, migration or apop-
tosis. Thus, alterations of kinase activities including gain-of-
function in relevant signal transduction cascades are leading
to uncontrolled cell proliferation or reduced apoptosis, most
importantly in the development of cancer.'®'? As an example
for highly critical kinases, the cyclin-dependent kinases
(CDKs) are essential for a functional cell cycle and transcrip-
tion regulation.***! For instance, CDK2 in complex with cyclin
E1 regulates the GO to G1 and G1 to S phase transition.*

Thus, altering the cell eycle activity via kinase inhibitors tar-
geting CDK2 may be a powerful strategy against cancer.”>*!
However, influencing such essential functions in the cell, such
as proliferation, can have a crucial impact on normal cell
physiology, and may thus cause fatal side effects in patients.
Therefore, actually effective CDK2 inhibitor candidates are

Photochem. Photobiol. Sci.
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Table 1 Comparison of current publications evaluating BODIPY as a PPG for caging

Activation
Reference Leaving group Linker wavelength Biological evaluation
Umeda et al.” Histamine Boron linked 500 nm Ca®' rise in HelLa cells
Rubinstein 4-Nitro-aniline Carbamate 530/540 nm Ca™ rise in HeLa cells
et al.’
Goswami et al.'®  Acetic acids Ester 500 nm Compound integration of Drosophila S2 cells
Slanina et al."' Different carbon acid Mostly ester 507 nm None
analogues
Sitkowska Amine cargos Carbamate 520-560 nm None
et al*?
Peterson et al.'”>  Mostly carbon acid Mostly ester 635 nm Compound integration of HeLa cells
analogues
Kawatani et al.”  Capsaicin analogue Boron linked 500 nm Intracellular Ca*" dynamics in CaTM3
Toupin et al.'’®  CTSB inhibitor Ester 532 nm CTSB
Cell viability and flow cytometry of MDA-MB-231 and
MCF-10A
Present work AZD5438 Methylamine 519/525 nm CDK2/cyclin E1 kinase

Fig. 1 Selected cargos caged with BODIPY moieties at the meso posi-
tion. (1) Goswami et al.'?, (Il) Sitkowska et al.*2, (Ill) Rubinstein et al.®, (IV)
Peterson et al.'® and (V) Toupin et al.'®

often not being developed further due to issues detected in
clinical studies.*" Examples include the effective CDK2 inhibi-
tor AZD5438 of which clinical development was discontinued
based on the appearance of severe side effects.”>™’

Regarding kinase inhibitors, several approaches of photo-
chemistry and photopharmacology have been reported so far
to overcome the lack of specificity of these biologically
effective compounds.”®** Besides caging,'®""**® further
applications use photoswitchable moieties including an azo-

Photochemn. Photobiol Sci.

Panc89 cell proliferation
Caspase 3/7-mediated apoptosis

benzene switch introduced in a BRAFygg inhibitor to manage
the BRAF paradox.**™"" Another approach for regulating the
VEGFR2 activity was achieved by using Axitinib as a photore-
sponsive kinase inhibitor."”

However, the wavelengths used to uncage PPGs are fre-
quently not within the biooptical window.***® UV light only
has a penetration range of millimetres in biological tissues
and can additionally cause cellular apoptosis or DNA
damage.***” Against this background, the BODIPY moiety
would provide significant advantages towards caging as it
responds to higher wavelengths within the biooptical window,
thus allowing deeper tissue penetration of light.

In the present study, we aimed to use the actually effective
clinical candidate CDK2 inhibitor AZD5438 in vivo for caging
with the BODIPY group. Our hypothesis was that the caged
compound would be biologically inactive, but the potent
activity of the leaving group AZD5438 could be spatially and
temporally controlled by irradiation with light of approxi-
mately 500 nm. This approach would probably provide a
highly useful caged CDK2 inhibitor system, which could, for
example, be employed as a photopharmacological tool.

Results and discussion
Design, synthesis and photochemical characterisation

To determine a suitable position at the inhibitor structure for
the functionalisation with BODIPY as a PPG, we initially per-
formed molecular modelling using the X-ray defined ligand
complex of AZD5438 in CDK2 with cyclin E1 (PDB: 4FKO).
Herein, the ligand AZD5438 forms key H-bonds via the cyclic
guanidine moiety towards LEU83, an amino acid residue
located in the hinge region of the kinase (Fig. 2). Thus, the
binding mode suggested that the NH function is suitable for
caging. In contrast, modelling the BODIPY-caged AZD5438
into the active site of CDK2 revealed no plausible binding
mode basically due to significant steric clashes (Fig. 2C).

This journal is © The Royal Society of Chemistry and Owner Societies 2020
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Fig. 2 Molecular modelling of CDK2 inhibitor AZD5438 and the corre-
spondingly caged compound 3 in the ATP binding pocket of CDK2/
cyclin E1 (PDB: 4FKO). (A) Overview of CDK2 kinase structure with
AZD5438 as a ligand bound within the ATP pocket. (B) Binding mode of
AZD5438 addressing H-bonds (yellow dotted lines) to the hinge region
LEU83 within the ATP pocket. (C) Superposition of BODIPY-caged
AZD5438 (compound 3) in the CDK2 ATP binding pocket analogous to
the original binding mode of the ligand. Caged compound 3 cannot
bind into the binding pocket due to significant steric clashes (red dotted
lines).

Furthermore, over the course of our studies towards caged
kinase inhibitors, the NH moiety of the AZD5438 pyrimidine-
anilino core structure was found to be a feasible leaving
group.”®

Taken together, our modelling data suggested the BODIPY
caged AZD5438 to be biologically inactive, whereas uncaging
by irradiation with light of ca. 500 nm wavelength could cleave
the BODIPY cage restoring the potent CDK2 inhibition of
AZD5438. To prove this hypothesis, we set out to synthesise
and subsequently perform the photochemical characterisation
of the caged compound. Synthesis of the key BODIPY caging
group 1 was achieved according to the literature’®”° based on
a Friedel-Crafts acylation (Scheme 1).

cl ci

° TEA

N\ ooM / = BFyOEY

o —2M P

‘,m s m*/ Agon =NH N/ oM
\rgon

80°C,2h 050°C.1h
n—~

Scheme 1 Convergent synthesis of the caged compound 3. The
BODIPY precursor 1 was synthesized by a Friedel-Crafts acylation.***°
The 8-iodomethyl BODIPY 2 was achieved based on a Finkelstein
reaction.*®
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Herein, the starting material 3-ethyl-2,4-dimethylpyrrole as
an electron-rich aromatic compound was reacted with 2-chlora-
cetylchloride in dry dichloromethane. After the addition of dry
triethylamine and boron trifluoride diethyl etherate as Lewis
acid, the reaction was left stirring for 1 h at 50 °C. A
Finkelstein reaction exchanged chloride for iodide, in which
sodium iodide was added to a solution of 1 in dry THF and the
mixture was refluxed for 45 min to yield 2, which was used in
the following step providing a better leaving group. In turn,
using a Sy reaction in dry DMF substitution of the benzylic
BODIPY position by the deprotonated NH position of AZD5438
at —35 °C yielded the key compound 3 (Scheme 1). Notably, all
reactions were performed under an argon atmosphere and
were protected from light.

Next, we performed photochemical characterisation in
terms of the uncaging process of compound 3. Determination
of UV spectra revealed significant absorption of 3 at a wave-
length of 525 nm (S12}). Thus, we initially irradiated a 25 pM
solution of 5 in DMSO with light at this wavelength and moni-
tored the uncaging reaction progress by HPLC analysis (Fig. 3).

The BODIPY uncaging reaction was considered to proceed
via a cationic transition state, analogously to the coumarin
caging group, although the detailed mechanism is still under
discussion.”'* However, in our experiments, by irradiation of 3
in aprotic DMSO solution, the decline of the BODIPY moiety
in compound 3 could be clearly detected via adsorption at
544 nm (to avoid artefacts, a higher wavelength was chosen,
see S137). While under the DMSO conditions, uncaging of 3
yielded AZD5438 as determined by LC/MS analysis, and we
could, in contrast, not detect a main BODIPY derivative,
neither by UV adsorption nor by LC/MS analysis (S177).
Interestingly, the situation turned out to be different under
aqueous uncaging conditions and HPLC quantification could
not be realised. Compared to the situation in DMSO, an
aqueous solution of caged compound 3 was not quite stable
even without irradiation and immediately after irradiation; the
caged compound declined under the detection limit while the
free inhibitor AZD5438 was released, but not in an equimolar
manner compared to 3. Instead, irradiation resulted in a

peak area /%
o
o

0 5 10 15 20 *3
t/min

Fig. 3 Uncaging of 3 under irradiation with 525 nm in DMSO solution.
25 uM of 3 were irradiated with 6.5 mW per cm? per well in a white
96-well plate. Concentrations of reaction products were quantified by
HPLC. Error bars indicate SD (N = 3).
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complex product mixture indicating nonspecific degradative
reactions.

Biological evaluation

However, since AZD5438 is partly released under irradiation
with 525 nm, we decided to perform further biological in vitro
evaluation of 3 in an enzymatic CDK2/cyclin E1 assay and
CDK2-dependent Panc89 cell assay’' (Fig. 4). Accordingly to
our initial hypothesis, when tested without irradiation in the
enzymatic CDK2/eyelin E1 assay, caged 3 proved to be signifi-
cantly less active compared to AZD5438. In contrast, the potent
CDK2 inhibitor AZD5438 was determined with an ICs, value of
1.9 nM, which is in accordance with the data from the litera-
ture” (Fig. 4A). A similar situation was detected in our cellular
assay, where caged 3 was initially less active without irradiation
compared to AZD5438 (Fig. 4C).

Unexpectedly, when we irradiated the caged compound 3
within the enzymatic assay, the results showed only minor
inhibition of CDK2 activity. The biological activity of the irra-
diated compound 3 was actually comparable to the situation
without irradiation and in sharp contrast to the potency of the

kinase activity / %

Kinase activity / %

logc/nM
C - A7D5438 D - AZD5438
- 8 - 5
150 + 3+5500 nm == 5+>500nm
" s
§ £
§ 5
i g
& =
E] g
! 10 H © “+
loge/M logc/M

Fig. 4 Kinase assay and cell proliferation assay of CDK2 inhibitor
AZD5438, caged 3, and BODIPY derivative 5. (A) Dose-response curve
of 3 without irradiation (squares, green dotted line, ICso = 398 nM), 3
with 519 nm irradiation (rhomb, green line, ICsq = 258 nM) and AZD5438
as the positive control (circles, black line, ICso = 1.9 nM) on a CDK2/
cyclin E1 system. (B) Dose-response curve of 5 without irradiation
(purple squares), 5 with 519 nm irradiation (purple rhombs) and
AZD5438 as the positive control (circles, black line) on a CDK2/cyclin E1
system. Compounds 5 and 5 upon irradiation followed no dose-depen-
dent inhibition. Kinase assay was performed with a final concentration
of 10 uM ATP and irradiated for ten minutes, 6.5 mW per cm? per well.
(C) Dose-response curve of 3 without irradiation (squares, green dotted
line, ICsp > 10 pM), 3 with 525 nm irradiation (rhombs, green line, ICsq =
0.03 pM) and AZD5438 as the positive control (circles, black line, ICsq =
0.9 uM) in a Panc89 cell proliferation assay. (D) Dose-response curve of
5 without irradiation (squares, purple dotted line, ICso > 10 pM), 5 with
525 nm irradiation (rhombs, purple line, ICsq = 0.02 pM) and AZD5438
as the positive control (circles, black line, IC5q = 0.9 pM) in a Panc89 cell
proliferation assay. Well plate was irradiated for two minutes, 8.9 mW
per cm? per well.

Photochemn. Photobiol Sci.

Ergebnisse und Diskussion

Photochemical & Photobiological Sciences

native AZD5438 (Fig. 4A). Potential explanations may again
include degradation under the aqueous assay conditions (in
contrast to uncaging determined in DMSO, see Fig. 3).
However, to our great astonishment, the irradiation of 3 in the
cellular Panc89 assay with 525 nm resulted in a very strong bio-
logical activity (IC5, = 0.026 uM). This efficacy is significantly
higher compared to the potent CDK2 inhibitor AZD5438 itself
(ICs0 = 0.91 puM, Fig. 4C). Thus, our results indicate a bioactive
role of the BODIPY moiety upon irradiation, which is in line
with further recent reports.®**** This substantial increase in
potency could not be explained with additive effects of light or
temperature increase due to irradiation (control experiments,
S217). To further investigate this unexpected effect, we syn-
thesised the proposed hydroxylated BODIPY cleavage product
5 without any inhibitor attached (Scheme 2).

Having compound 5 in hand, we next tested its biological
activity in the CDK2 kinase assay (no inhibition, Fig. 4B) and
cellular Panc89 proliferation assay with and without
irradiation by light of 525 nm (Fig. 4D). Interestingly, the inhi-
bition of the Panc89 cells following treatment with 5 and
irradiation with light (IC5, = 0.022 uM) is similar to the results
obtained by performing the assay using compound 3 (ICs, =
0.026 pM). These results suggest the irradiated BODIPY moiety
and not the potent inhibitor AZD5438 to be mainly responsible
for the strong inhibition of PANC89 cell proliferation in the
assay.

Since obviously the BODIPY moiety mediated a strong
bioactivity in combination with the irradiation of light with
525 nm in cells, we next set out to evaluate this effect in
greater detail. First, based on the fluorescence of BODIPY, we
used fluorescence microscopy to detect cellular localisation of
the compound (Fig. 5B). Herein, decent cellular bioavailability
was proven for 5, which is in accordance with further reports
from BODIPY derivatives detecting accumulation probably in
mitochondria.”" *®

Additionally, the induction of apoptosis has been described
related to the incubation of cells with BODIPY derivatives
under irradiation, suggesting the BODIPY moiety to show a
potential for photodynamic approaches.”” * In line with this
notion, apoptosis and, respectively, necrosis have been
reported to be a common cell death path for photodynamic
agents.®® Thus, we treated Panc89 cells with compounds 3, 5,
and AZD5438 with and without irradiation and determined
apoptosis rates vig a bioluminescence signal of caspase 3/7
activation, respectively (Fig. 5A). Herein, AZD5438-treated cells
showed a distinct apoptosis according to the mode of action as

THFIH20 111
RT. 30 min

4 9%

Scheme 2 Convergent synthesis of the hydroxylated BODIPY (5). The
synthesis process was adapted from the literature.*®
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Fig. 5 Biological evaluation of 3 and 5 on Panc89 cells. (A) Caspase 3/7
assay of 3 under irradiation (squares, green line, no caspase activity) and
5 (rhombs, purple line, no caspase activity or necrosis) and AZD5438 as
the positive control (circles, black line, dose-dependent caspase
activity). (B) Fluorescence microscopy of Panc89 treated with 5. Nucleus
was stained with Hoechst 33342 (blue) and compound distribution of 5
is coloured in green. Scale bar represents a length of 20 pm. (C)
Fluorescence microscopy of Panc89 treated with DMSO, AZD5438, 3 or
5 under controlled light conditions. Scale bar at the lower right rep-
resents a total length of 70 pM.

(@}

without 525 nm

+525 nm

CDK2 inhibitor. In contrast, when irradiated with light of
525 nm, Panc89 cells treated with both 3 and 5 resulted in sig-
nificant necrosis. Notably, the BODIPY bearing compounds 3
and 5 do not show detectable cell death without irradiation.
Images from fluorescence microscopy (Fig. 5C) further support
these cell proliferation results. Cell density of Panc89 cells is
highly decreased after the treatment with 3 (-93%) and 5
(—90%) under irradiation with light of 525 nm, whereas cells
treated with DMSO (—14%) were seen as less light-dependent
and cells treated with AZD5438 (+1%) were seen as light-inde-
pendent, respectively (S217).

Photodegradation

Having clearly established a significant photodynamic effect of
the BODIPY derivatives 3 and 5, we aimed to elucidate the
mechanistical aspects of their supposed mode of action.
Further evidence showed BODIPY derivatives are also known
for creating reactive oxygen species under irradiation.””*® We
could demonstrate the considerable formation of short-lived
radicals by ESR using the cyclic hydroxylamine TMTH after the
irradiation of compound 3 at 525 nm (6A). In another test
system, both 3 and 5 decreased the absorption maximum of
read-out signal from 1,3-diphenylisobenzofuran under
irradiation, providing further evidence for generating singlet
oxygen (Fig. 6B). In DMSO, singlet oxygen generation as well
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Fig. 6 Photochemical degradation of compounds 3 and 5. (A) Electron
spin resonance spectrum of the spin probe TMT in the presence of 3
without irradiation (black line) and 3 with 525 nm irradiation (green line)
in DMSO, for 30 s and at an intensity of 90 mW per cm? per well. (B)
Singlet oxygen assay. 1,3-Diphenylisobenzofuran (DPBF) and com-
pounds were dissolved in DMSO. Absorption of DPBF decreases due to
singlet oxygen production of 3 under irradiation (green rhombs) and 5
under irradiation (purple rhombs). 3 without irradiation (green circles)
and 5 without irradiation (purple circles) have not generated singlet
oxygen. Singlet oxygen quantum yields of 3 (® = 0.38) and 5 (@ = 0.74)
upon irradiation were determined with methylene blue (@ = 0.52). (C)
Absorption spectra of an aqueous solution of 0.1 mM 3 over time and
under controlled light conditions. In aqueous solution, maxima decrease
over time. Full deletion at 500 nm absorption was achieved at irradiation
of 519 nm for 10 minutes, 6.5 mW per cm? per well.

as photouncaging appeared instantly upon irradiation with
+500 nm (Fig. 6B vs. Fig. 3).

However, compounds 3 and 5 required only one minute of
irradiation for a substantial singlet oxygen response in contrast
to 15 minutes for uncaging under similar settings. Thus, it
seemed that singlet oxygen generation appears preferably
during the uncaging process of the BODIPY moiety. By correlat-
ing this effect to the observed cytotoxicity in Panc89 cells, we
conclude that 3 and 5 produce singlet oxygen upon irradiation,
thus severely damaging cells, thereby exceeding the effect of
the potent CDK2 inhibitor AZD5438.°"°* Furthermore, the pro-
posed radical mechanism provides a possible explanation for
the observation of non-successful uncaging for 3 upon
irradiation in the enzymatic assay (Fig. 3A). According to the
production of short-lived radicals detected by ESR, we assume
that the molecule decomposes, yielding a mixture of fragments
instead of providing the actual CDK2 inhibitor AZD5438. Due
to the solubility issues of 3, photochemical characterisation
was performed in DMSO yielding the uncaging of 3 without
difficulties (Fig. 3). However, biological evaluation is performed
in aqueous solutions at pM compound concentrations. Thus,
we performed the respective experiments in aqueous solutions
for 3 and 5. Indeed, under irradiation, we observed strong
photodegradation of the compounds yielding non-defined
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product mixtures providing further evidence for the radical
reaction processes (Fig. 5C, S167).

Photodegradation has already been reported for photosensi-
tisers, e.g. porphyrines and semi-porphyrines.®* Compared to
the features of these photosensitisers, solutions of compound 3
and 5 decoloured upon irradiation suggesting a type 2 photo-
bleaching (true photobleaching) behaviour. Interestingly, not
only photodegradation prevents proper photochemical charac-
terisation in aqueous solution, but also precipitation occurring
in the samples upon irradiation, probably as the result of
radical polymerisation reactions. Similar to our observations,
Descalzo et al. also reported about the aggregation and dimeri-
sation of BODIPY moieties®® in aqueous solutions, which are,
however, indispensable for biological applications. We also
observed the precipitation of 3 and 5 when water was added to
a DMSO stock solution (S141). Accordingly, aggregation of
BODIPY moieties has been reported elsewhere to be responsible
for precipitation when water was added.®®*® Furthermore, NMR
experiments employing D,O to investigate these effects in more
detail proved to be non-successful again due to precipitation.

Conclusions

Uncaging of BODIPY-caged compounds is well established in
organic solvents and could be also achieved in this work.”"
However, with regard to biological evaluation in aqueous solu-
tions, the situation turned out to be different. In line with recent
reports from Sitkowska et al. and Takeda et al, we observed
unstable storage conditions for BODIPY derivatives.'>*"
Although the BODIPY moiety is tempting for caging approaches
based on its response to green light with a wavelength of
>500 nm, we provide evidence for the BODIPY-caging concept
being limited in an aqueous environment due to the production
of singlet oxygen upon irradiation. Thus, the generated radical
species mediate non-selective degradation effects. Accordingly,
biological activities of BODIPY containing compounds 3 and 5 in
a Panc89 cell proliferation assay turned out to be highly effective.
In this assay, due to singlet oxygen generation, 3 as a caged com-
pound is 30 times more active upon irradiation compared to the
actually potent CDK2 inhibitor AZD5438. Hence, in order to
avoid misinterpretation of the results for BODIPY caged com-
pounds in biological applications, we strongly recommend inves-
tigation of BODIPY moieties case-by-case towards their potential
to produce ROS upon irradiation. Whether BODIPY derivatives
will be useful in photodynamic approaches remains to be seen.
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Zusammenfassung

4 Zusammenfassung

Auf den ersten Blick ergeben sich innovative Anwendungsszenarien im Einsatz von photo-
aktivierbaren Arzneistoffen: eine orts- und zeitabhéingige Wirkung je nachdem, wo bestrahlt
wird, ein verringertes Nebenwirkungspotenzial und bessere Vertraglichkeit bei gleichzeitig

erhohter Dosisgabe oder auch eine bessere Umweltvertriaglichkeit.

Diesen vielfialtigen Chancen photopharmakologischer Konzepte, wie Schaltung, Abspal-
tung oder Photosensibilisatoren, stehen auf den zweiten Blick jedoch eine Reihe von Grenzen
gegenlber, die es immer noch zu tiberwinden gilt. Der aktuelle Forschungsfortschritt jedes
einzelnen Konzepts steht dabei im klaren Zusammenhang mit der Historie, also dem Zeitraum
der bestehenden wissenschaftlichen Anstrengungen, photoresponsive Molekiile therapeutisch
zu nutzen. Wahrend die photodynamische Therapie auf eine relativ lange Historie zurtckbli-
cken kann, mit bereits zugelassenen Wirkstoffen wie Porfimer, steckt die Photoschaltung noch
in der Grundlagenforschung und zielt auf erste erfolgreiche Tierversuche ab. Die Photoabspal-
tung ordnet sich zeitlich und im Stand der Entwicklung zwischen den beiden eben genannten
Konzepten ein. Hier gibt es bereits erfolgreiche Studien im Tiermodell und die Bestrebungen
gehen in Richtung (pr#-)klinischer Studien. Als Beispiel sei hier die Ausgriindung von Lu-
mento Therapeutics (Groningen, NL) von Feringa genannt. Obwohl die Feringa-Gruppe einen
deutlichen Forschungsschwerpunkt auf Photoschaltung legt, werden bei Lumento photoab-
spaltbare Wirkstoffe préklinisch getestet und auf ihrem Weg durch moégliche Zulassungsver-

fahren begleitet.

Die Ergebnisse dieser Arbeit lassen nicht nur Riickschliisse auf die Weiterentwicklung von
photopharmakologischen Konzepten zu. Es wurde auch das Kinom-Profiling von Pamgene né-
her untersucht und auf eine mdégliche Anwendung in der Testung von Kinaseinhibitoren ge-

pruft.
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4.1 Photopharmakologische Konzepte
Im Rahmen dieser Arbeit wurden anfinglich die Konzepte von Photoschaltung und Photo-
abspaltung untersucht, wobei zuletzt im Projekt BODIPY (Kapitel 3.2.2) auch photodynami-

sche Effekte erforscht wurden.

Im ersten Teil wurden zwei Stilben-Derivate, mehrere Azobenzol-Derivate und ein Dia-
zocin-Derivat (im Kinom Profiling) biologisch untersucht. Die Stilben-Schalter waren dabei
stets den Azo-Verbindungen in der biologischen Wirksamkeit iiberlegen, wogegen sich die Azo-
Verbindungen durch eine reversible Schaltung in wissrigen Medien auszeichnen. Bisher ist
es nur den Diazocin-Kandidaten gelungen, beide Eigenschaften zu vereinen, jedoch mit Ein-

schriankungen in der Loslichkeit in wissrigen Medien.

Der bereits zugelassene Kinaseinhibitor Axitinib wies vielversprechende photochemische
Eigenschaften in organischen Losungsmitteln auf.[195] In wissrigen Medien kann zwar keine
reversible Schaltung ohne Nebenreaktionen mehr ablaufen, dennoch kann das Konzept zur
Photoaktivierung genutzt werden. Die [2+2]-Cycloaddition tritt lediglich bei der Bestrahlung
von trans-Axitinib auf. Wird hingegen das unwirksame cis-Axitinib mit 385 nm bestrahlt,
kann die vollstdndige biologische Wirkung von Axitinib sowohl auf der Kinase als auch im
Zellassay wiederhergestellt werden. Ermoglicht wurden die biologischen Ergebnisse nur durch
den Einsatz unter kontrollierten Lichtbedingungen. Wahrend die Energie aus dem Laborlicht
nicht reicht, um PPGs abzuspalten, fiihrt Umgebungslicht schnell zu einer Isomerisierung der
Photoschalter, sodass nur noch das PSS getestet wird. Mit den ausgebauten Laborbedingun-

gen konnten nun weitere lichtsensitive Photoschalter biologisch getestet werden.

Die Azologisierung der Stilbenfunktion im Falle des Azo-Axitinibs (2) erwies sich nicht als
erfolgreich, da eine Azo-Hydrazon-Tautomerie zu einer sehr schnellen Rickisomerisierung
fithrte, die eine biologische Testung verhindert.[203] Die daraus resultierenden Azobenzol-De-
rivate 3 und 4 wiesen zwar eine grundlegende VEGFR2-Inhibition auf, allerdings unter Ver-
lust der Schaltwirkung, da die Azo-Funktion aullerhalb der Bindetasche frei isomerisieren
kann ohne die Bindung des Inhibitors zu beeinflussen. 204l Mithilfe der verbriickten Azobenzole
(Diazocine 5, 6 und 7) wurde der photoschaltbare Axitinib-Abkémmling konzeptionell aufge-
wertet. Wahrend bei Azo-Derivaten 2, 3 und 4 die thermodynamisch stabile Konfiguration
(trans) auch die wirksame Form ist, verhilt es sich bei den Diazocinen 5, 6 und 7 umgekehrt,
das wirksame trans-Isomer ist metastabil.l204] Die Stilbene (also Axitinib) stellen eine Aus-
nahme dar, da beide Isomere geniigend stabil sind und nicht in einem therapeutisch relevan-
ten Zeitraum riickisomerisieren. Mit iberzeugenden photochemischen Eigenschaften, wie ei-
ner hoheren Anregungswellenldnge, ausreichender Halbwertszeit und gutem PSS, zeigten die

Diazocin-Derivate mit Verbindung 5 die bisher gréften Wirkunterschiede (40-fach, cis zu
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trans) auf einer Proteinkinase.[205 Die iiberzeugenden Testdaten auf VEGFR2 konnten jedoch
nicht im selben Male im Kinom-Profiling repliziert werden. Die dort gemessenen Effekte wa-
ren relativ schwach, sodass auch keine off*target-Identifizierung erfolgte. Immerhin: Basie-
rend auf den ermittelten Wirkunterschieden auf der isolierten Kinase stellen die Axitinib-Di-
azocine die bisher effektivsten Kinaseschalter dar. Begrenzt wird die Anwendbarkeit der Dia-
zocine durch eine schlechte Wasserloslichkeit, was nachteilig fiir bevorstehende Zelltestungen
oder Tierversuche ist. Auch muss noch geklart werden, ob uneingeschriankt (Hetero-)Diazocine
verwendet werden kénnen oder ob irreversible Reaktionen mit Proteinen zu einer verminder-
ten Wirksamkeit fithren kénnen. Da die Diazocine eine noch ,junge” Moglichkeit darstellen,

Inhibitoren zu funktionalisieren, sind weitere Forschungsbemiihungen vonndéten.

Mithilfe eines photoschaltbaren BRAFV600E-Inhibitors (s. S. 58) sollte ein niitzliches Werk-
zeug entwickelt werden, um der Problematik des BRAF-Paradoxons gerecht zu werden. Es
konnte ein photoschaltbarer BRAF-Inhibitor synthetisiert werden, der einen bis zu 11-fachen
Wirkunterschied zwischen den Isomeren an der Kinase aufwies — der bisher héchste publi-
zierte Wirkunterschied eines Azo-funktionalisierten Kinaseinhibitors.50 Jedoch lief3 sich die
Photoschaltbarkeit nicht im ZellmaBstab replizieren. Untersuchungen des Zellkinoms deckten
die mangelnde Zytotoxizitat auf, wonach eine breite paradoxe Kinomaktivierung tiber kinome

reprogramming zum Zellwachstum fiihrt.

Weiterhin wurden in dieser Arbeit Modulatoren und Photoschalter des circadianen Rhyth-
mus (CR) untersucht. Charakteristisch fiir diese Wirkstoffkandidaten ist eine messbare Ver-
langerung des CR im ZellmaBstab. Wie bereits in Kapitel 3.1.3 diskutiert, bleibt jedoch ein
direkter Zusammenhang der Verlangerung des CR mit einer CK1-Inhibition umstritten. Die
getesteten Azobenzol-Schalter 9 und 10 waren in der Lage im geringen Umfang den circadia-
nen Rhythmus je nach Bestrahlung zu verldngern. Ein moéglicher Mechanismus auf Kinase-
ebene konnte mit dem Kinom-Profiling jedoch nicht gezeigt werden. Nicht nur waren die Iso-
merenunterschiede im Screening nicht messbar, auch die Positivkontrolle erbrachte keine zu-

friedenstellenden Signale.

Die Testung von RET-Inhibitoren erfolgte auf der Weiterentwicklung bereits bekannter
RET-Schalter.l'01] Trotz guter photochemischer Eigenschaften wie einem sehr guten PSS,
konnten die Azo-Schalter im Kinom-Profiling nicht die erwarteten Effekte zeigen. Demgegen-
uber stehen die sehr deutlichen Isomerenunterschiede im Kinase-Screening von der Testung
der Stilben-Derivate. So gelang es, einen erheblichen Wirkunterschied von cis- (unwirksam)
zu trans-Stilben (wirksam) zu zeigen. Der zeitgleich absolvierte RET-Kinaseassay verifizierte

die Resultate aus dem Profiling mit einem 84-fachen Wirkunterschied beider Isomere.
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Der Vorteil von Photoschaltern gegentiiber der Abspaltung von PPGs liegt auf der Hand, da
bei der einmaligen Aktivierung von inaktiven Schaltern keine Nebenprodukte entstehen (im
Gegensatz zu den freigesetzten PPGs, die bei der Photoabspaltung entstehen). Jedoch werden
auch weiterhin grofle Forschungsaufwendungen in die Entwicklung photoschaltbarer Arz-
neistoffe flieBen missen. Angesichts dieser recht jungen Disziplin innerhalb der Photophar-
makologie gibt es hingegen noch genug Potenzial fiir den Erfolg bis hin zur Zulassung eines
photoschaltbaren Arzneimittels, da immer mehr Arbeitsgruppen im Feld der Photoschaltung

publizieren.

Im zweiten Teil dieser Arbeit wurden photoaktivierbare CDK-Inhibitoren durch Abspal-
tung einer PPG im biologischen Kontext untersucht. Fiir den DMNB-geschiitzten CDK2-Inhi-
bitor 18 konnte eine 850-fache Wirkverstiarkung unter Bestrahlung mit 365 nm beobachtet
werden. Im Zellassay fiel der Wirkunterschied mit dem Faktor von 20 nicht so deutlich aus,
jedoch nur, weil die geschutzte Verbindung in der héchsten Konzentration ausgefallen ist. Un-
ter der Annahme einer komplett inaktiven Verbindung limitiert die begrenzte Loslichkeit den
tatsdchlichen Wirkunterschied, der wahrscheinlich noch iiber einem Faktor von 20 liegt. Im
Gegensatz zu den Photoschaltern liegt in diesem Beispiel ein beachtliches therapeutisches Po-
tenzial, da ein photoaktiverbarer CDK2-Inhibitor bei gezielter Bestrahlung erhebliche Tumor-
schiaden erzielen kann und nicht bestrahlt im restlichen Verteilungsvolumen im Koérper inak-
tiv vorliegen wiirde. Im Gegensatz zu den Photoschaltern wird bei der Abspaltung der PPG

ein zusatzlicher Metabolit freigesetzt, den es zu charakterisieren gilt.

Ein DMNB-geschiitzter Kinaseinhibitor wird bei 365 nm aktiviert. Um an therapeutischer
Relevanz zu gewinnen, sollte die Anregungswellenlinge im bio-optischen Fenster (600—
900 nm) liegen oder zumindest rotverschoben sein (~500 nm). Mithilfe eines BODIPY-ge-
schiitzten CDK2-Inhibitors sollte dieser Ansatz verfolgt werden.[165] Nach erfolgreicher Syn-
these und Charakterisierung zeigte der geschiitzte Inhibitor hingegen keine Aktivitat auf der
Kinase nach einer Aktivierung von ca. 530 nm. Im anschlieBenden Zellproliferationsassay da-
gegen wurde die Wirkung vom Referenzinhibitor um den Faktor 45 tibertroffen. In photoche-
mischen Untersuchungen mittels ESR und DPBF-Assay konnte gezeigt werden, dass entste-
hender Singulettsauerstoff nicht nur fir die uberzeugende biologische Resonanz eine Rolle
spielt, sondern auch bei dem Photoabbau der geschiitzten Verbindung entscheidend ist. In der
Regel wurde bei der Testung BODIPY-geschiitzter Wirkstoffe auf einen Nachweis zur Erzeu-
gung von Singulettsauerstoff verzichtet, obwohl tber die photodynamische Aktivitat von
BODIPY-Derivaten bereits ausfiihrlich berichtet wurde.[151,152.268,2691 Diese Arbeit bringt die
einzelnen, bereits bekannten Informationen (Photoabspaltung und photodynamische Wir-
kung) in Einklang, damit in Zukunft eine umfassende Untersuchung bei neuartigen BODIPY-

geschiitzten Inhibitoren erfolgen kann.
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4.2 Kinom-Profiling in der Entwicklung von Kinaseinhibitoren

In dieser Arbeit wurden nicht nur photopharmakologische Konzepte weiterentwickelt und
biologisch evaluiert, sondern auch die Anwendung eines Kinom-Profiling von Pamgene in der
Entwicklung von (photoschaltbaren) Kinaseinhibitoren bearbeitet. Die Vorteile des Kinom-
Profilings sind zum einen eine parallele Aktivitidtsmessung aller Kinasen aus der ausgesuch-
ten Zelllinie bzw. Gewebe. Im Gegensatz zum Kinaseassay birgt das Kinom-Profiling damit
einen enormen Vorteil im Arbeitsaufwand. Auch lieBen sich zum anderen off targets oder ein
kinome reprogramming einfacher identifizieren (s. Abbildung 2.2, S. 27). Im Zusammenhang
mit photoschaltbaren Kandidaten, die zuweilen eine kurze Halbwertszeit aufweisen, ist ein
nicht zu vernachlédssigender Faktor die kurze Testdauer von zwei Stunden. Im Falle von ver-
kirzten Halbwertszeiten kann im Kinom-Profiling noch eine Wirkung gemessen werden — an-
ders als im Kinase Assay (ca. 4 h) oder Zellproliferationsassay (ca. 48 h). Dies und eine Mes-
sung unter kontrollierten Lichtbedingungen (sofern es die Rdumlichkeiten zulassen) macht
das Pamgene-Kinom-Profiling zu einer sinnvollen Ergidnzung innerhalb biologischer Testme-
thoden bei Kinaseinhibitoren. Zu beachten ist, dass die richtige Auswahl der zu testenden
Zelllinie und den damit variierenden Kinaseexpressionsraten einen erheblichen Einfluss auf
die Testergebnisse haben wird. Zum Nachteil wird der Methode der relativ hohe Kostenauf-
wand pro Messung (ca. 900 €) im Vergleich zur Testung an einer isolierten Kinase (ca. 50 €).
Auch die limitierte Aussagekraft einer Messung grenzt die Anwendung des Profilings weiter

ein, da stets Validierungen der Messergebnisse durch z.B. Western Blots erfolgen miissen.

In der Testung von zugelassenen Kinaseinhibitoren (Axitinib, Ponatinib) konnte der Ein-
fluss auf das Kinom gut dargestellt werden und es wurde eine genligende Wiederfindung der
Hauptziele (z.B. VEGFR2, RET) erbracht. Zum Teil mussten die Daten aus der up-stream-
Analyse noch prozessiert werden und mit zusitzlicher Software verarbeitet werden (GeneGo),
damit der Einfluss auf das Kinase-Netzwerk verdeutlicht werden konnte. Die Methode eignet
sich auch dafir, den Einfluss von abgeleiteten Wirkstoffen auf das Kinom mit der Stammver-
bindung zu vergleichen und zu analysieren (z.B. Axitinib und Analoga oder Ponatinib und

Analoga).

Im Falle der BRAFV600E-Schalter konnte mithilfe des Kinase-Screenings der Grund fiir eine
mangelnde Zytotoxizitat ermittelt werden: unter Substanzinkubation erfolgte ein kinome re-
programming, wodurch die Kinasen tiberaktiviert wurden. Leider konnte keine spezifische
Analyse eventueller escape pathways analysiert werden, da die gemessenen Effekte zu

schwach fur eine up-stream-Analyse waren.
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Fir die Chronomodulatoren konnte kein erfolgreiches Profiling etabliert werden. Zum ei-
nen waren wahrscheinlich die biologischen Effekte der Photoschalter mit und ohne Bestrah-
lung zu schwach dafir. Zum anderen war es grundsétzlich nicht moéglich, eine Aktivitat von
Chronomodulatoren wie Longdaysin im Profiling zu etablieren. Auch eine Zellinkubation mit
spezifischen CK16-Inhibitoren erbrachte keine signifikanten Phosphorylierungsdnderungen
im Vergleich zur DMSO-Kontrolle.

Die Testung der RET-Schalter zeigte, dass eine starke Kinomhemmung mit klaren Kinom-
profilen korreliert. Im Umkehrschluss dazu kann das Profiling nicht genutzt werden, um
schwache Wirkungen am main target besser darzustellen. Das Kinase Screening konnte je-

doch dazu genutzt werden, um andere Kinasen als Wirkstoffziele auszuschlief3en.

Auf Grundlage der ermittelten Resultate ist das Kinom-Profiling in der Aussagekraft zwi-
schen der Kinase-Testung und der Zell-Testung einzuordnen. Zwar erginzt das Profiling den
Ablauf innerhalb der biologischen Testung sinnvoll, kann jedoch (noch) nicht fiir sich alleine

stehen.
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5 Ausblick

Auf Grundlage der gewonnenen Erkenntnisse in dieser Arbeit eréffnen sich verschiedene
wissenschaftliche Wege, welche weiterverfolgt werden konnen. Die Photoschalter zeigen zum
Teil bereits gute Wirkunterschiede zwischen den Isomeren, jedoch sind ebenso vereinzelt kon-
zeptionelle Schwichen zu kritisieren. Konzeptionell gut aufgestellte Schalter sollten in der
thermodynamisch stabilen Form (Azos: transIsomer, Diazocine: cisIsomer) unwirksam sein
und nach Konfigurationsanderung unter Bestrahlung zur wirksamen Konfiguration schalten.
Je nach Orientierung in der Bindetasche sollten die Wirkstoffe mit dem passenden Photoschal-
ter funktionalisiert werden, damit dieses Konzept erhalten bleibt. Zeitgleich sollten auch die
photochemischen Charakteristika, wie z.B. Anregungswellenlédnge, Halbwertszeit oder PSS,
verbessert werden. Am Beispiel von bereits photoschaltbaren RET-Schaltern soll eine zweite
Azo-Funktion eingebracht werden, um die Selektivitit weiter zu erhohen. Mithilfe der zweiten
Azo-Funktion soll es nur der trans/trans-Konfiguration ermoglicht werden, in der RET-Kinase
zu binden und somit einen gréBeren Wirkunterschied in der biologischen Testung zu erzielen

(s. Abbildung 5.1).
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Abbildung 5.1. Liganden-Interaktionsdiagramm von Di-Azos in der RET-Bindetasche.
A. Di-Azo auf Basis von Ponatinib in der RET-Bindetasche. B. Di-Azo auf Basis von Verbindung 15 in der RET-

Bindetasche. Wasserstoffbriickenbindungen wurden mit Pfeilen (magenta) gekennzeichnet. Diagramme erstellt

von Peifer.
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In dieser Arbeit konnte anhand der RET-Schalter gezeigt werden, dass die Stilben-Variante
eine deutlich erhéhte Wirksamkeit des thermodynamisch stabilen {ransIsomers im Gegen-
satz zu den Azo-Schaltern aufweist. Zukiunftige Untersuchungen werden die Griinde fiir dieses
Phidnomen beleuchten miissen. Einerseits kénnten Reduktionen im Versuchsmedium auf-
grund der zugesetzten Reagenzien stattfinden, andererseits ist der Einfluss des pH auf die

Stabilitiat der Isomere noch nicht abschlieend geklért.

AuBerdem werden photoresponsive Konzepte nicht nur zur Wirksteigerung von Arzneistof-
fen angewandt, sondern auch um (spéter einmal) die Umweltbelastung durch Arzneistoffe zu
senken.[205.208) Uber die Grenzen der pharmazeutischen Verwendung hinaus wird in der Zu-
kunft wahrscheinlich auch eine Nutzung der Photoschalter als Energiespeicher(270 (ebenso wie

Photosensibilisatoren271]) oder zur komplexen Verschliisselung!272! méglich sein.

Fir photoabspaltbare PPGs ist weniger der Wirksamkeitsnachweis wegweisend, sondern
viel mehr die Anwendbarkeit auf das Tiermodell sowie Metabolismus- bzw. Toxizitdtsstudien
der Verbindungen. Die DMNB-PPG zeigt in dieser Arbeit (und dariiber hinausl125.139,140]) {iber-
zeugende Resultate sowohl im Kinaseassay als auch im Zellproliferationsassay. Die logische

Konsequenz ist die Testung von DMNB-geschiitzten Kinaseinhibitoren im Mausmodell.

Da die BODIPY-Gruppe als Photoschutzgruppe fiir (Kinase-)Inhibitoren eher ungeeignet
ist, sollte sie nicht als PPG, sondern als Label von zielgerichteten Strukturen verwendet wer-
den. BODIPY-Derivate neigen von selbst bereits dazu, sich in mitochondriale Membranen ein-
zulagern. Eine Kombination mit weiteren zielgerichteten Strukturen (z.B. Peptide und nano-
bodies, auch Einzeldomanenantikérper genannt) ist daher naheliegend. Hierfiir kénnten sich
PROTACs (s. Kapitel 1.3.1.2), ein selektive Kinaseinhibitoren (z.B. Erlotinib gegen EGFR)
oder cyclische RGD-Peptide wie c(RGDIV) eignen, siehe Abbildung 5.2. Der Vorteil von cycli-
schen RGD-Proteinen ist eine gute Gangigkeit durch die Blut-Hirn-Schranke.[273-2761 So lief3e
sich z.B. die Therapie des Glioblastoms mithilfe eines photodynamisch aktiven RGD-gekop-
pelten BODIPY-Derivats und eines LED-Implantats verbessern.[277]

Mittlerweile gibt es auch andere Ansétze fir photopharmakologische Konzepte im Allge-
meinen, als nur die Anregungswellenlédnge zu erhéhen. Der Einsatz von Photoschaltern und
Schutzgruppen, die oftmals bei 365 nm angeregt werden, ist limitiert durch die hohe Absorp-
tion im biologischen Gewebe. Ein Phidnomen aus der Kernenergie bearbeitet in der Peifer-
Gruppe bearbeitet von Débber(263] und Krebs[278! liefe sich moéglicherweise nutzen, um auch
diese photoresponsiven Wirkstoffe in tieferliegenden Gewebsschichten zu aktivieren. Mit Hilfe
der sogenannten, Tscherenkow-Strahlungl279-2811 kénnte bei ausreichender Aktivierung diese

genutzt werden, um photoresponsive Wirkstoffe zu aktivieren. Erfahrungsgemél sollten sich
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bei therapeutischer Nutzung dieses Effekts Photoschalter einfacher aktivieren lassen als Ver-
bindungen geschiitzt mit photoresponsiven Schutzgruppen, da die benétigte Energie geringer
ist.[139,195] Auch eine Kombination photopharmakologisch genutzter Verbindungen und phar-
mazeutischer Technologien wie Nanopartikel sollte in Betracht gezogen werden, um Biover-

fiigbarkeit und Akkumulation im Zielgewebe zu erhohen.[149,183-185,282-285]

Erlotinib c(RGDIV)

Abbildung 5.2. Mogliche Kombinationen von zielgerichteten Strukturen (,X"”) mit BODIPY.
Zur Wahl stehen eine Kombination von BODIPY mit Erlotinib (gegen EGFR) oder BODIPY mit c(RGDIV), einem
cyclischen Peptid zur Uberwindung der Bluthirn-Schranke.

Ein zentraler Aspekt fiir die Zulassung von Arzneimitteln ist auch die Metabolisierung des
Arzneistoffes und die moéglicherweise resultierende Toxizitdt. Bisher richten sich die For-
schungsschwerpunkte auf die Wirksamkeit der photoresponsiven Wirkstoffe, doch ist auf dem
Weg zum zugelassenen Arzneimittel der evaluierte Metabolismus unerlésslich. Fiir Azo-Ver-
bindungen gibt es bereits Toxizitdtsdaten im umfangreichen Mafl3e, da Azofarbstoffe auch in
der Lebensmittelindustrie eingesetzt werden. Jedoch sind die Anforderungen an Lebensmit-
telzusatzstoffe ungleich niedriger als fur die Zulassung von Arzneimitteln. Diaryl-Azo-Deri-
vate konnen nicht nur selbst akut toxisch oder mutagen sein, sondern auch Hydrazinverbin-
dungen bilden, die nach Reduktion der Azos entstehen und ebenfalls eine hohe Toxizitat auf-
weisen.[286-290] Die Toxizitdt von geschiitzten Verbindungen mit PPGs ist auch nicht zu ver-
nachléassigen. Bei Bestrahlung von DMNB-geschiitzten Verbindungen entsteht o-Nitrosoben-
zaldehyd, welches ein toxisches Potenzial birgt. Untersuchungen dazu sind immer noch aus-
stehend, konnen jedoch vom Nitrobenzaldehyd abgeschitzt werden, welches akut toxisch
ist.[291 Zelluldre Experimente mit einer DMNB-geschiitzten Aminosidure zeigten einen

schwach toxischen Effekt (>10 uM) im ZellmaBstab.[39 Auch die Metabolisierung von
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BODIPY-Derivaten wirft weiterhin zu beantwortende Fragen auf. Wahrend BODIPY-Derivate
fur Zive cell imaging und als Marker fiir Metabolismusstudien verwendet werden, bleibt der
Einfluss der BODIPY-Gruppe selbst weitestgehend unbeachtet. Im Zellexperiment gibt es
Hinweise auf eine geringflgige Toxizitat.[292.293] Untersuchungen im Mausmodell zeigen dage-
gen eine zu vernachlissigende Toxizitdt im Dunkeln (also bei Ausbleibender Singulettsauer-
stoffproduktion).294 AuBerdem sprechen bereits zugelassene borhaltige Arzneistoffe fiir die
Verwendung.[295] Die Frage nach der akuten Toxizitat kann somit (vorlaufig) verneint werden,

jedoch sind ausfiihrliche Evaluationen vonnéten.

Das Kinom-Profiling von Pamgene kann weiterhin fiir die Entwicklung photoresponsiver
Kinaseinhibitoren genutzt werden. Fiir eine abschlieBende Validierung der Methode sollten
jedoch noch weitere Kinaseinhibitoren auf anderen Zelllysaten vermessen werden. So ist eine
Validierung des hoch selektiven Kinaseinhibitors Lapatinib eine Variante, die genutzt werden
kann, um abschlieBende Aussagen tber die up-stream-Analyse zu treffen, denn eine gute Wie-
derfindung blieb bisher noch aus.?2%! Lapatinib hemmt nur zwei Kinasen, also sollte die up-

stream-Analyse entsprechend eindeutig ausfallen.

Dariiber hinaus kann das Pamgene-Kinom-Profiling genutzt werden, um Tumorproben auf
iberaktivierte Kinasen zu untersuchen, um dann die Therapieoptionen anzupassen. In der
Anwendung wiirden Patientenproben entnommen werden, mit dem Kinase-Screening unter-
sucht und validiert werden, um dann aus den Ergebnissen Inhibitorempfehlungen fiir eine
individualisierte Tumortherapie abzuleiten. Die Standortnidhe der Pharmazie zum Universi-
tatsklinikum Schleswig-Holstein (z.B. Institut fiir Experimentelle Tumorforschung) bietet
eine gute Gelegenheit, um Patientenproben nach Entnahme unmittelbar zu untersuchen.
Auch wenn es bereits erste Veroffentlichungen fiir spezielle Tumorarten im Kinom-Profiling
zur individualisierten Therapieempfehlung gibt, lohnt sich eine Etablierung, da es bundesweit
noch nicht genug Kapazitdten gibt. Die entstehenden Ergebnisse kénnen anschlieend genutzt
werden, um eine Handlungsempfehlung je nach Erkrankung zu erstellen, welche nach Mog-

lichkeit auch von den Krankenkassen entsprechend monetarisiert werden sollten.

Neben einer Anwendung in der Wirkstoffentwicklung und der Untersuchung von Patien-
tenproben kann das Kinase-Screening noch zur Aufkldrung von Signalwegen verwendet wer-
den. Denkbar wére eine Untersuchung beteiligter Kinasen im TGFB- bzw. BMP-Signal-
weg.[297.298] Das Kinome-Profiling kann auBlerdem methodisch erheblich von Algorithmen mit
maschinellem Lernen profitieren, wodurch grolle Datenmengen einfacher in Zusammenhang

gebracht werden kénnen.[299]
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6 Experimenteller Teil

6.1 Molecular Modeling

Berechnungen im Sinne des Molecular Modeling wurden auf einem Del/"PC mit einem Intel
Xeon E5620 @ 2.40 GHz, 24 GB RAM sowie 64-bit Windows 7 Enterprise durchgefithrt. Als
Software wurde Schrodinger Maestro 11.0 verwendet. Fiir statische Glide-Dockingstudien
wurden zuerst die gewlinschten Proteinstrukturen importiert und bearbeitet mit dem Protein
Preparation Wizard. Fehlende Seitenketten oder Schleifen wurden mit Prime 4.6 ergénzt. Die
Proteinstruktur wurde vorbereitet (preprocess), Wassermolekiile mit weniger als 3 Wasser-
stoffbrickenbindungen zu Nicht-Wasser-Molekiilen wurden entfernt. Mittels PROPKA wurde
bei pH 7.0 optimiert. Zuletzt wurde die Proteinstruktur mit OPLS3-Kraftfeld minimiert. Fur
Ligandenverarbeitungen und -minimierungen wurden Macro Model 11.4015, OPLS3 (Kraft-
feld) sowie Epik 3.8015 (Zusténde bei pH 7.0 + 2.0, max. 32 Zusténde pro Ligand) benutzt. Zur
Generierung der Rezeptorregion (Grid) wurde der Ligand ausgewihlt (Van-der-Waals-Radius:
1.0; partial charge cut-off 0.25). Grid und Liganden wurden anschlieBend im Modul Ligand
Docking ausgewahlt und Konformation im Modus extra precision berechnet. Zur Visualisie-
rung wurden Strukturen mit dem Modul superposition ibereinandergelegt. Falls notwendig,
wurden Ligandenstrukturen in ihrer Bewegung um die Stilben- oder Azo-Bindung einge-
schriankt, um ZKonfigurationen zu erzwingen. Zur Beurteilung durchgefithrter Berechnun-

gen wurden docking scores verglichen und ggf. 2D-Interaktionsdiagramme genutzt.

Berechnungen fiir biologisch relevante ADME-Parameter wie z.B. Wasserloslichkeit wur-
den mit @ikProp Version 4.6 berechnet. Fir BODIPY-Derivate erzielte die Rechnung aufgrund

des enthaltenen Boratoms keine Ergebnisse.
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6.2 Organische Chemie

Reagenzien und Ausgangsstoffe wie z.B. Losungsmittel wurden, wenn nicht anders ange-
geben, von folgenden Herstellern bezogen: abecr GmbH, Alfa Aesar, Merck, Roth, Shangdong
Shinning Pharm Co. (China), Thermo Fisher Scientific, VWR.

Des Weiteren wurden folgende Verbindungen in dieser Arbeit untersucht:

Tabelle 6.1. Verwendete nicht-kommerzielle Inhibitoren und Prodrugs.

Kapitel Derivate bzw. Derivatserie Synthese und Charakterisierung von
3.1.1.1 (A-Axitinib Dorian Schmidt("9®]
3.1.1.3  Azo-Axitinib Lydia Witt (geb. Kuhl)203]
3113 Azobenzol-Axitinib Dorian Schmidt[204
3113 Diazocin-Axitinib Dorian Schmidt2%4

31.2 Schaltbare BRAFV69%E-|nhibitoren Mark Hoorens%

3.1.3 Schaltbare Chronomodulatoren Dusan Kolarski239

3.1.3 Verbindung 11 Joana Baier!231

3.13 Verbindung 12 Jakob Halekottel232]

314 Schaltbare RET-Inhibitoren Yongjin Xu?3?

3.21 DMNB-geschitzte CDK2-Inhibitoren Alexander Dobber!263]

Alexander Dobberl165],

322 BODIPY-geschiitzte CDK2-Inhibitoren .
Melanie Krebs!278l
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6.3 Analytische Chemie
Alle Untersuchungen wurden unter Ausschluss von Umgebungslicht wie Tageslicht durch
Fensterscheiben oder Licht von Deckenbeleuchtung durchgefiihrt. Teilweise wurde auf Rot-

licht zuriickgegriffen, wenn das Anregungsspektrum der zu untersuchende Substanzen es zu-

lieB3.

Fur Bestrahlungen von Verbindungen wurden verschiedenen Lichtquellen aus Einzelan-
fertigung (z.T. mit Aufsitzen fiir Mikrotiterplatten) von Sahlmann Photochemical Solutions

verwendet:

Tabelle 6.2. Verwendete Lichtquellen fiir Bestrahlungsexperimente.

Leistung bei
Peakwellen- LED- bestrahlte wells .
LED-Typ 100 %-Nennleis-
lange Anzahl pro LED
tung
370 nm Nichia NVSU233A U365 1 kein Aufsatz 1500 mW
369 nm Nichia NCSU276A U365 16 1 12000 mW
385 nm Nichia NC4U134 U385 3 kein Aufsatz 7290 mW
409 nm Nichia NVSU233A-U405 3 kein Aufsatz 7290 mW
409 nm Nichia NVSU233A-U405 16 1 15680 mW
- 4600 mW bzw.
519 nm Nichia NCSG219-V1 8 4
6.5 mW/cm?
o 6080 mW bzw.
525 nm Nichia NCSG219B-V1 16 1
90 mW/cm?
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Abbildung 6.1. 525 nm-Lampe zu Bestrahlungszwecken mit Aufsatz fiir Mikrotiterplatten.

Links: Draufsicht auf eine weille 96-wel/ plate mit Aufsatz und 525 nm-Lampe mit Kihler. Rechts: Unteransicht

der 525 nm-Lampe.
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Die analytische Flussigchromatografie wurde entweder mit einer Agilent 1100 oder Hew-

lett-Packard 1050 (beide Agilent) durchgefiihrt. Es wurde folgender Aufbau verwendet:

Tabelle 6.3. Aufbauparameter der genutzten HPLC-Anlagen.

Parameter Agilent 1100 Hewlett Packard 1050
Phenomenex KinetexQ C8, 5 um Phenomenex KinetexQ C8, 5 um
(150 mm - 4.6 mm) (150 mm - 4.6 mm)

Saule

Betriebstemperatur
Polare Phase
Unpolare Phase
Flussrate
Injektionsvolumen

Elutionsgradient

(Azoschalter)

Detektionswellen-

lange (Azoschalter)

Elutionsgradient
(BODIPY)

Detektionswellen-
lange (BODIPY)

25 °C

KH,PO,4-Puffer (0.01 M, pH 2.3)
Acetonitril (ACN)

1.5 mL/min

5uL

5% ACN - 60 % ACN, 10 min

320 nm

5% ACN - 90 % ACN, 14 min

254 nm, 535 nm

STAGROMA C18, 5 pm

(125 mm - 4 mm)

25 °C

KH,PO,-Puffer (0.01 M, pH 2.3)
Acetonitril (ACN)

1.5 mL/min

5 uL

5% ACN - 90 % ACN, 14 min

254 nm, 294 nm, 296 nm, 540 nm
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Massenspektrometrische Untersuchungen wurden an einem Bruker Esquire LC ion trap
mit Elektronen-Spray-Ionisation (Trockengas 9 L/min, nebulizer 35 psi, Ausheiztemperatur
von
350 °C, Positiv- und Negativ-Messmodus) durchgefithrt. Chromatographische Trennung
wurde mit einer RP-8 Saule (Agilent Eclipse XDB-C8, 150 mm - 4.6 mm, 5 um) bei einem

Elutionsgradienten von 0.1 % Essigsdure und ACN erzielt. Die Flussrate betrug 1 mL/min.

NMR-Spektren wurden an einem (Bruker Avance III 300, temperiert auf 298 K.
1H (300 MHz) und 13C (75 MHz)) aufgenommen. Fiir den internen Standard wurden die Spek-
tren auf das jeweilige Losungsmittelsignal von DMSO-ds (6 'H NMR: 2.50 ppm, § 13C NMR:
39.52 ppm) und CDCls (§ 'H NMR: 7.26 ppm, & 13C NMR: 77.16 ppm) bezogen.

Fuar die ESR-Spektren zur qualitativen Untersuchung radikalischer Mechanismen wurden
die Verbindungen (in DMSO gelést, 25 uM) mit der spin probe TMTH (in Wasser gelost,
2.5 mM, unter Zusatz von 1 mM EDTA) in eine weiBe 96-well plate (Perkin Elmer) gegeben.
Als Positivkontrolle diente der bekannte photosensitizer Methylenblau. Substanzen ohne
TMTH oder ohne Bestrahlung wurde als Negativkontrolle verwendet. Proben wurden an-
schlieBend mit 525 nm, 90 mW/cm? fir 30 s bestrahlt. Zur Spektrenaufnahme wurde ein
ELEXSYS E 500 (Bruker Biospin) benutzt. Dazu wurden die Testlésungen mit einer Kapillar-
réhre (25 pL, Hirschmann) aufgesogen und ziigig vermessen. Die zweifache Messung der Dup-
likate erfolgte mittels X-band und folgender Parameter: Zentralfeld: 3511.35 GHz; Resonanz-
frequenz: 9.85 GHz; Mikrowellenleistung: 20 mW; Modulationsamplitude: 1.0 G; Modulations-
frequenz: 100 kHz; Umsetzungszeit: 40 ms; Zeitkonstante: 40.96 ms.

Sollte bei radikalischen Mechanismen Singulettsauerstoff (102) freigesetzt werden, kann
die Entfarbung von 1,3-Diphenylisobenzofuran (DPBF) beobachtet werden.[300] Dabei reagiert
das DPBF zum farblosen 1,2-Dibenzoylbenzol unter Abnahme der Absorption bei 410 nm. Die
zu untersuchenden Substanzen werden geldst in DMSO (5 pM) und mit DPBF (90 ptM, DMSO),
in einer schwarze 96- well plate mit transparentem Boden (Greiner Bio One) bestrahlt (525 nm,
4.5 mW/cm?, 10 - 300 s) und zuletzt mit einem Fluostar Omega (BMG Labtech)bei einer Ab-
sorption bei 410 nm vermessen.[152] Die Singulettsauerstoff-Quantenausbeute ®sing. wurde be-
rechnet nach Usui et a/1301] Methylenblau (MB) mit einer ®sing. von 0.52 wurde als interner

Standard verwendet. Dazu werden die Differenzen der optischen Dichte bei 410 nm gegen die
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Zeit aufgetragen. Im linearen Wertebereich wird eine Regressionsgerade durch die Messwerte

gelegt, deren Anstieg (m) in die untenstehende Formel eingesetzt wird.

d)sing. = d)lgz (Analyt) =

mAnalyt
=Lk by, (MB)

UV/Vis-Spektren der entsprechenden Verbindungen wurden entweder an einem Varian
Cary 50 Scan (Agilent Technologies) in einer Mikrokiivette oder an einem Fluostar Omega
(BMG Labtech) in einer 96-well plate mit transparentem Boden gemessen. Die Verbindungen

wurden zu 0.1 mM entweder in DMSO oder DMSO/Wasser-Gemischen gelost.

Fluoreszenz-Spektren von BODIPY-Derivaten wurden an einem Fluoreszenzspektrometer
LS55 (Perkin Elmer) mit einer eingestellten Spaltbreite von 2.5 nm aufgenommen. Dazu wur-
den 0.5 pM Substanz in DMSO gel6st und mit einer Halbmikrokiivette (Quarz) vermessen.
Ein Blindwert (Blank) wurde abgezogen.

Zur Untersuchung des Abspaltungsverhaltens der Analyten wurden diese zu 25 uM in
DMSO oder DMSO/Wasser gelost. In einer weillen Mikrotiterplatte wurden diese dann be-
strahlt (519 nm, 6.5 mW/cm?, 1-30 min). Die Quantifizierung der Analyten sowie der Abspal-
tungsprodukte erfolgte mittels HPLC.

Die Stabilitatsuntersuchungen erfolgten entweder mikroskopisch oder spektrometrisch un-

ter Messung der Absorption.

Die Mikroskopaufnahmen wurden an einem Olympus CKZ, verbunden mit einer Canon
FOS 80D, erstellt. 0.1 mM Substanz wurde dazu in DMSO oder DMSO/Wasser-Gemischen in
transparente Mikrotiterplatten tberfiithrt. Die Kristallisation entwickelte sich innerhalb von

24 h bei RT.

Spektren wurden mit einem Fluostar Omega (BMG Labtech) aufgenommen. Substanzkon-
zentrationen und Lésungsmitteln wurden wie bei den mikroskopischen Aufnahmen verwen-
det. Aufgenommen wurde in Zeitraumen von t = 0 min, 10 min, 20 min und 30 min. Zuséatzlich
wurde bestrahlt, um den Endpunkt des Substanzabbaus zu simulieren (519 nm, 6.5 mW/cm?,

10 min).
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6.4 Molekulare Biologie

Die verwendeten Reagenzien fir biologische Versuche und Medien wurden von Life Tech-
nologies bezogen. Antikoérper und Proteine zur Stimulation wurden von New England Biolabs
bzw. Cell Signaling Technology erworben, sofern nicht anders angegeben. Verbrauchsmateri-
alien wie Pipetten und Mikrotiterplatten wurden von Sarstedt, Perkin Elmer und Greiner Bio-
One verwendet. Fur aseptische Tatigkeiten wurde an einer Sterilbank Napflow von Napco und

mit einem Inkubator function Iine von Heraeus gearbeitet.

Zur Bestimmung der Kinaseaktivitat und Ermittlung von ICs0-Werten bei Dosis-Wirkungs-
Kurven auf CDK2/Cyclin E1 wurden der ADP-Glo Kinase Assay sowie die Kinase von Promega
gemil Herstellerprotokoll verwendet.[265.3021 Mit dem Kinaseassay wird der ATP-Verbrauch
bei einer Kinasereaktion proportional zur ATP-abhéngigen Luciferasereaktion bestimmt. Je
geringer das zu messende Biolumineszenzsignal, desto kleiner ist die Aktivitat der Kinase.
Der Assay wurde in einer weillen 96- well plate durchgefiihrt. Die Inhibitoren wurden in DMSO
gelGst, in 1:3-Schritten verdinnt und zuletzt zu finalen Konzentrationen von max. 10 uM im
Kinase Reaction Buffer bereitgestellt. Als néchstes wurden die Verbindungen mit folgenden
Einstellungen bestrahlt: 519 nm, 10 min, 6.5 mW/cm?. Um einer Denaturierung der Kinase
vorzubeugen wurden erst die Verbindungen bestrahlt, bevor Kinase hinzugegeben wurde.
Wichtig fiir valide Messergebnisse mit geringen Abweichungen ist das Vorlegen von 50 uL
Kinasepuffer in jede zu untersuchende Kavitdt der Assayplatte. Nach Prainkubation mit
CDK2/Cyclin E1 (0.4 ng/uL) fiir 10 min wurden ATP (10 uM) und Histon H1 (0.1 pg/uL) hin-
zugegeben und weitere 60 min bei 30 °C inkubiert. AnschlieBend wurde ADP-Glo Reagent
hinzugegeben. Nach 30 min Inkubation wurde zuletzt Detection Reagent erginzt und fir wei-
tere 30 min bei 30 °C inkubiert. Die Biolumineszenzsignale wurden mit einem Fluostar Omega
von BMG Labtech detektiert (Intervall von 0.2, Gain von 3600). Die Kinaseassays wurden bei
einer finalen DMSO-Konzentration von 1 %, sowie 0.05 mM Dithiothreitol (DTT) durchge-
fithrt. Mit Hilfe von GraphPad Prism (Version 7, GraphPad Software) wurden ICso-Werte mit

folgender Funktion ermittelt:
Y = Bottom + (Top-Bottom) / (1+10~((LogIC50-X) * HillSlope)).

Ausreiller wurden mittels D’Agostino-Pearson omnibus normality test ermittelt. Kavitdten
mit Kinase sowie 1 % DMSO wurden als 100 %-Kontrolle, wells ohne Kinase als 0 %-Kontrolle

festgelegt. Die Kinaseassays wurden in Triplikaten durchgefiihrt.

Die Bestimmung der VEGFR2-Aktivitat mit dem Promega ADP-Glo-Kit erfolgte bis auf die

aufgefiihrten Abdnderungen wie der CDK2-Assay. Die Verbindungen wurden bereits in der
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Verdiinnungsplatte mit DMSO mit 369 nm (16-LED-Lampe, 150 mW/wel) fiir 1 min bestrahlt.
Die finalen Substanzkonzentrationen betrugen im Assay max. 10 uM bei Testverbindungen,
0.25 pg/uLs Substrat (poly(4:1 GluTyr)peptide), 10 uM ATP und 0.16 ng/uL. VEGFR2-Kinase.
Dem Kinasepuffer wurde neben 2 mM DTT noch 2 mM MnCl: hinzugefugt. Zur Ermittlung
der DFG-out-Eigenschaften des Inhibitors im Assay wurde die Kinase mit dem Inhibitor 1 h
prainkubiert. Die Kinasereaktion wurde mit ATP- und Substrat-Zugabe gestartet. Nach 1 h
Kinasereaktion erfolgte die Inkubation mit ADP-Glo fiir 40 min und die Inkubation mit De-

tektionsreagenz fiir 60 min.

Die verwendeten Zelllinien und Kulturmedien kénnen Tabelle 6.4 entnommen werden. Die
Zellen wurden bei 37 °C, geséttigter Luftfeuchtigkeit und 5 % COs2-Sattigung kultiviert und
ein Teil bei ca. 95 % Zellkonfluenz nach Trypsinierung in eine neue Zellkulturflasche mit fri-
schem Medium iiberfiithrt (Passagieren).l303l Wo es erforderlich war wurden die Zellen entwe-
der mit einen Cell Scepter (Merck) oder einer Neubauer-Zahlkammer gezidhlt, um anschlie-
Bend in der gewunschten Zellzahl ausgeséat zu werden. Fir spatere Untersuchungen wurden
die Zellen mit DMSO-Medium (10 %) eingefroren und in der Gasphase von fliissigem Stickstoff
gelagert.

Tabelle 6.4. Verwendete Zelllinien und Medien.

Zelllinie Bezugsquelle Kulturmedium

HUVEC Cell Lines Service GmbH ECGM2 (Promocell)

Christian Roder, Institut fir Experimentelle DMEM, 10 % FCS,
Tumorforschung, CAU Kiel 1 mM Pyruvat

NIH3T3

DMEM, 10 % FCS,
1 mM Pyruvat

SK-MEL-28 Cell Lines Service GmbH

DMEM, 10 % FCS,

u20SsS Cell Lines Service GmbH 1 MM P .
m yruva
. . DMEM, 10 % FCS,
MCF-7 Cell Lines Service GmbH D o ‘
m yruva
Panc89 Christian Roder, Institut flr Experimentelle RPMI 1640, 10 % FCS,
(T3M4) Tumorforschung, CAU Kiel 1 mM Pyruvat
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Panc89 wurden in 5000-15000 Zellen/mL ausgesét und unter Kulturbedingungen gehalten.
Die Inhibitoren wurden in DMSO gel6st, in 1:3-Schritten verdiinnt und zuletzt zu finalen Kon-
zentrationen von max. 100 uM im Zellmedium bereitgestellt. Nach 24 h wurden die Verbin-
dungen hinzugefiigt, mit den Zellen bestrahlt (525 nm, 1 min, 90 mW/cm?) und fiir weitere
48 h inkubiert. Eine Tag-0-Platte wurde zu diesem Zeitpunkt mit Resazurin inkubiert und
vermessen, um das Wachstumssignal bei 0 % Zellproliferation nach 2 Tagen festzuhalten.
Nach 48 h Inkubation der noch zu detektierenden Platten wird das Medium durch 20 pg/mL
Resazurin ersetzt. Mitochondrien in Eukaryonten reduzieren Resazurin (blau) zu Resorufin
(violett). Das Fluoreszenzsignal vom Resorufin wurde detektiert mit einem Fluostar Omega
(Anregung: 544 nm, Emission: 590 nm, 10 flashes per well). Die DMSO-Behandlung wurde als
100 %-Kontrolle festgelegt, das Ergebnis der Tag-0-Platte als 0 % Wachstum und die Medien-
kontrolle ohne Zellen als -100 %-Kontrolle. Hintergrundrauschen (Medienkontrolle) wurde von
den zu ermittelnden Werten subtrahiert. Mithilfe von GraphPad Prism 7 wurden die Dosis-

Wirkungskurven mit folgender Funktion dargestellt:
Y = Bottom + (Top-Bottom) / (1 + 10~ ((LogIC50-X) * HillSlope))

und Ausreiller wie in Kapitel 6.4.1 Kinaseassays detektiert. Die finale DMSO-Konzentra-

tion auf den Zellen betrug 1 %. Zellproliferationsassays wurden in Triplikaten durchgefiihrt.

Die Bestrahlungstoleranz der Zellen wurden in einer vorangegangenen Lichttitration er-
mittelt, analog zum Zellproliferationsassay. Anstelle von Substanzkonzentrationen wurde die

Bestrahlungsdauer variiert.

Zur Untersuchung auf Apoptoseerscheinungen wurde der APOlive GLO assayvon Promega
gemél} Herstellerprotokoll verwendet. Zuerst wurde Panc89 zu 5000-15000 Zellen/mL in eine
weille 96-well plate ausgesét und unter Kulturbedingungen fiir 24 h inkubiert. Die Verbin-
dungen wurden in DMSO zu einer Endkonzentration von 100 uM im Assay gel6st und auf die
Zellen gegeben. Bestrahlt wurde mit 525 nm, 90 mW/cm? fiir 60 s. Nach weiteren 48 h Inku-
bation unter Kulturbedingungen wurde das Medium gegen ein detection viability reagent aus-
getauscht und fiir weitere 30 min bei RT inkubiert. AnschlieBend wurde ein Biolumineszenz-
signal per caspase reagent erzeugt und mit einem 7ecan Spark von Tecan detektiert. Die gra-

fische Darstellung erfolgte mit GraphPad Prism 7. Der Assay wurde in Duplikaten ausgefiihrt.
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NIH3T3-Zellen wurden mit einer Zellzahl von 20000 Zellen/well in 6-well plates ausgesit.
Nach 48 h Inkubation unter Kulturbedingungen wurde die Verbindungen gelést, in DMSO
(finale Konzentration 1 % DMSO) auf die Zellen gegeben, 45 min inkubiert, mit 20 ng huma-
nem PDGF fir 5 min stimuliert. Dann wurde das Medium entfernt, mit kaltem DPBS gewa-
schen und M-PER, versetzt mit einem Phosphatase-Protease-Inhibitor-Cocktail, aufgetragen.
Nach 15 min Inkubation auf Eis wurden die Lysate und Zellreste von den Flaschen abgeschabt
und in 1.5-mL-Reaktionsgefiafle tberfuhrt. Nach Zentrifugation bei 15000 RPM, 4 °C, ggf.
nochmaliger Zentrifugation, wurden die Uberstéinde entnommen und bei -80 °C eingefroren
oder anschliefend vermessen. Die Proteinmenge wurde mit einem Bradford-Assay304 gemaf3
Herstellerprotokoll bestimmt. SDS-PAGE und Western Blot (gemill Standardproto-
kol1)[195,305,306] wwurden mit folgenden Antikérpern durchgefiihrt: t-PDGFR, p-PDGFR, anti-rab-
bit. Signale wurden mit dem Lumi Imager F1 (Roche) detektiert und visualisiert. Die Durch-
fithrung der VEGFR-Western-Blots wurde bis auf folgende Anderungen wie oben beschrieben
durchgefiihrt: HUVEC wurden in T75-Kulturflaschen ausgesit und bis 90% Konfluenz unter
oben genannten Bedingungen (6.4.2) kultiviert. Die Substanzen wurden in DMSO gelést und
auf die Zellen pipettiert (finale DMSO-Konzentration: 1 %). Nach 2 h Inkubation erfolgte die
Stimulation mit VEGF fiir 15 min. Zur Detektierung am Lumi Imager F1 (Roche) wurden
folgende Antikérper verwendet: p-VEGFR Tyr1175, p-AKT, und GAPDH. SDS-PAGE und
Western Blots wurden in den Laborrdumen der Klinischen Pharmazie, CAU Kiel durchge-

fuhrt.

Panc89 wurden in schwarze Mikrotiterplatten mit halber Fliche (GeinerBio One) in einer
Zellzahl von 10000-20000 Zellen/mL ausgesit und fiir 24 h unter Kulturbedingungen inku-
biert. Die zu testenden Verbindungen wurden in DMSO gel6st zu einer finalen Assaykonzent-
ration von 100 nM und mit Zellen bestrahlt (525 nm, 90 mW/cm?, 30 s). Nach Inkubation wei-
terer 48 h unter Kulturbedingungen wurde das Medium entfernt, mit DPBS gewaschen, Zellen
mit 4 % p-Formaldehyd (PFA) fixiert und zuletzt mit 5 g/mL Hoechst 33342 fiir 15 min gefirbt.
Bilder wurden mit einem ImageXpress Micro XL (Molecular Devices) unter Verwendung einer
10-fach- und 60-fach-Vergroerung sowie dem Programm Meta Xpress aufgenommen. Es wur-
den folgende Filter verwendet: DAPI (Anregung bei 377 nm, Emission bei 543 nm) und TRITC
(Anregung bei 447 nm, Emission bei 593 nm). Die Finale DMSO-Konzentration betrug 1 %.
Die Zellbehandlung erfolgte in Duplikaten, die Bildaufnahme in Quadruplikaten pro Duplikat.
Entscheidend ist hier, dass eine Lampe genutzt wird, bei der eine LED ein well bestrahlt. Da
die wellFFliche verkleinert ist, trifft bei anderen Aufsatzen nicht ausreichend Licht auf die

wells.
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Die Aktivitaitsmessung der Kinasengesamtheit (Kinom) steht schon ldnger im Fokus wis-
senschaftlicher Bestrebungen.307.308] Zur Profilierung der zelluldren Lysate wurde das Kinom-
Profiling (auch Kinase-Screening) von Pamgene verwendet. Mithilfe der Pamgene-Technologie
ist es moglich, die Kinomaktivitat von Zell- oder Gewebeproben zu untersuchen und zu ver-
gleichen. Dazu werden Proben auf Mikrochips (PamChip) aufgetragen und mithilfe der Pam-
Station 12 vermessen. Jeder Chip-Array enthilt 144 (Phospho-Tyrosinkinase, PTK) oder 196
(Serin-/Threonin-Kinase, STK) Peptide, fest gebunden an poréses Kieselgel, die von den Kina-
sen der jeweiligen Probe phosphoryliert werden kénnen (s. Abbildung 6.2 A).243 Der Nachweis
der phosphorylierten Peptide erfolgt tiber Fluorescein-gekoppelte Antikérper und anschlieBen-
dem Auslesen der Fluoreszenzemmission. Je nach Kinaseaktivitit ergibt sich ein Zelllinien-
spezifisches Abbild, darstellbar in einer heat map oder box plot (s. Abbildung 6.2 B). Uber ein
bis zwei Stunden erfolgt die Signalaufnahme in einem Intervallvorgang von Waschen der Pep-
tidmembranen mit Kinasepuffer und Bildaufnahme mittel CCD-Sensor. Aufgenommen wur-

den die Bilder bei drei verschiedenen Belichtungszeiten, um bei Verrechnung einen griéBeren
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3 s |l
ﬁ =5 B
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Abbildung 6.2. Kinomprofilierung mit der Pamgene-Methode.

A. Fir das Kinase-Screening wird Zelllysat auf die Arrays des PamChips aufgetragen. Die dort gebundenen Peptide
werden von den zelluldren Kinasen phosphoryliert und in der PamStation 12 mittels Fluoreszenzsantikorpern
detektiert. Abbildung nach Hilhorst et a/?4*! B. Aus den erhaltenen Daten nach einer Messung mit der PamStation
kann die Auswertung in Form von heat maps (oben links), volcano plots (oben rechts), up-stream-Analysen (unten

links) oder Netzwerkanalysen mit GeneGo (unten rechts) visualisiert werden.
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dynamischen Umfang zu gewihrleisten. Zur Analyse wurden nur Signale verwendet, bei de-
nen iber den Zeitraum der Messung eine Signalséttigung eintrat. Von den ermittelten Werten
wurde der Logarithmus zur Basis 2 berechnet. Beim Vergleich mit z.B. der DMSO Probe wur-
den die berechneten Werte ins Verhéltnis gesetzt und grafisch im volcano plot dargestellt. Auf
Grundlage des Kinomprofils einer Probe kénnen beim Vergleich mit einer Negativprobe Riick-
schlisse auf moglicherweise beeinflusste Kinasen gezogen werden. Die zuvor ermittelten Da-
ten werden dem #Test und mehrfachen Permutationen (LOOCV, Leave-one-out cross-valida-
tion) unterzogen und mit Datenbanken wie z.B. PosphoNet abgeglichen (up-stream-Analyse,
s. Abbildung 6.2 B). Eine Validierung mit isolierten Kinasen via Kinaseassay oder Western
Blot ist obligat.[309-315] Das Pamgene-Kinom-Screening wird sowohl fiir die Evaluierung von
Tumorproben und iiberaktivierten Kinasen!241) genutzt, als auch fiir die Entwicklung mégli-

cher Therapiestrategien aufgrund dieser tiberaktiven Kinasen.[242]

Das Kinom-Profiling kann entweder verwendet werden, um Zelllysate kurz vor dem Scree-
ning mit Inhibitoren zu behandeln (spike-in), oder um lebende Zellen mit Testsubstanzen zu
behandeln und die anschliefend angefertigten Lysate zu vermessen. Die zu untersuchenden
Zellen wurden unter Kulturbedingungen (s. Kapitel 6.4.2) bis zu einer Zellkonfluenz von ca.
90 % wachsen gelassen. Die Herstellung der Lysate erfolgte wie im Kapitel 6.4.5 Western Blots
beschrieben. Lysate mit einem Proteingehalt tiber 1 mg/mL wurden fiir das Kinom-Profiling
als angemessen erachtet. Fir das Kinom-Profiling wurden Reagenzien, Chips und PamStation
12 (Pamgene) gemiB Herstellerprotokoll verwendet. Fiir PTK-Chips wurden 5 ug Protein und
fir STK-Chips wurden 3 pug Proteinmenge verwendet. Die DMSO-Konzentration im Assay be-
trug 1 % (bzw. 10 %) die ATP-Konzentration 100 uM. Nach Zugabe der Testsubstanzen wurden
die Lysate bestrahlt (385 nm, 7290 mW, 30 s; 405 nm, 784 mW, 1 min bzw. 365 nm, 1500 mW,
1 min). Je Testlauf erfolgte eine Bestimmung des Kinaseprofils in drei technischen Replikaten.
Die Analyse erfolgte nach dem Protokoll von Labots et al241] Zur Signalauswertung wurde die

Software Bionavigator 6 (Pamgene) gemil3 Herstelleranleitung verwendet.[316]

Das Screening wurden von Konstantin Hoffer und Laura BuBmann im Universitatsklini-
kum Eppendorf, Hamburg durchgefiihrt. Die Datenanalyse erfolgte teils im UKE, teils im
Pharmazeutischen Institut der CAU, Kiel.
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8 Anhang

8.1 Abkiirzungsverzeichnis

%

°C

ABC

ACN

ADME

AKT

APE

ATP

BCR-ABL

BMAL

BMP

BODIPY

BRAF

CcCDh

CDK

CLOCK

CR
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Nummer

Prozent

Grad Celsius

ATP-binding cassette

Acetonitril

Absorption, Distribution, Metabolismus, Elimination
Proteinkinase B

Aminosauresequenz: Alanin, Prolin, Glutaminsaure
Adenosin-5'-(trihydrogentriphosphat)

Fusionsprotein (breakpoint cluster region und Abelson mu-

rine leukemia viral oncogene homolog 7)
brain and muscle ARNT-like protein
bone morphogenetic protein

boron-dipyrromethene

4 4-difluoro-4-bora-3a4a-diaza-s-indacene

rapidly accelerated fibrosarcoma bzw.

v-Raf murine sarcoma viral oncogene homolog B
charge-coupled device

cyclin-dependent kinase

Circadian Locomotor Output Cycles Kaput

Circadianer Rhythmus



CRY

DFG

DMEM

DMNB

DMSO

DOl

DPBF

DPBS

ECGM2

EDTA

EGFR

ESR

GAPDH

GB

HER2

HPLC

HUVEC

LED

MAPK

MB

Anhang

Cryptochrom
Aminosauresequenz: Asparaginsaure, Phenylalanin, Glycin
Dulbecco’s Modified Eagle Medium

4,5-Dimethoxy-2-nitrobenzyl- bzw. 4,5-Dimethoxy-2-nitroso-
benzaldehyd

Dimethylsulfoxid

digital object identifier
1,3-Diphenylisobenzofuran

Dulbecco’s Phosphate-Buffered Saline
Endothelial Cell Growth Medium 2
Ethylendiamintetraessigsaure

epidermal growth factor receptor
Elektronenspinresonanz
Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase
Gigabyte

Stunde

erbB-2, human epidermal growth factor receptor
high performance liquid chromatography
human umbilical vein endothelial cells
light-emitting diode

Molar

mitogen-activated protein kinase

Methylenblau
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MDR1

MEK

mmol, mM

M-PER

NC-IUBMB

NIR

nM

NMR

p_

PDB

PDGF

PDGFR

PDT

PER

PKA/C/G

PPG

PS

PSS

PTK

RET

RGD

RHO
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multi drug resistance

MAPKK, mitogen-activated protein kinase kinase

Millimolar

Mammalian Protein Extraction Reagent

Nomenclature Committee of the International Union of Bio-

chemistry and Molecular Biology
nahes Infrarot

Nanomolar

nuclear magnetic resonance
phospho-

Protein Data Bank

platelet derived growth factor
platelet derived growth factor receptor
photodynamische Therapie

period protein

Proteinkinase A/C/G
photoremovable protecting groups

Photosensibilisator (photosensitizer)

Photostationares Gleichgewicht, photostationary state

Phospho-Tyrosin-Kinase

rearranged during transfection

Aminsauresequenz: Arginin, Glycin und Asparaginsaure

RAS homologue
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ROS reactive oxygen species

RPM revolutions per minute

RPMI Roswell Park Memorial Institute

RT Raumtemperatur

RTK Rezeptor-Tyrosin-Kinase

SDS-PAGE sodium dodecyl! sulfate polyacrylamide gel electrophoresis -
smKil small molecule kinase inhibitor

STK Serin-Threonin-Kinase

t- total-

TGF transforming growth factor

TKI Tyrosinkinase-Inhibitor

TMTH 2,3,7,8-Tetramethoxythianthren

UKE Universitatsklinikum Eppendorf, Hamburg
UV/Vis Licht im ultravioletten bis roten Spektrum
VEGFR vascular endothelial growth factor receptor
WNT Wingless und /nt-7

uM Mikromolar
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8.2 Emissionsspektrum des Laborlichts

A 75000 - B 30000 -

& &
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Abbildung 8.1. Emissionsspektren des Laborlichts.

A. Spektrum des normalen Laborlichts. B. Ausschnitt von A weist ein eindeutiges Emissionsmaximum bei ca.
365 nm auf. C. Ausschnitt des Laborlichts im MikroreaktionsgefaB (,Eppi“). Obwohl die Intensitat geringer ist,
ist immer noch eine Emission bei 365 nm messbar. D. Emissionsspektrum des Laborlichts unter kontrollierten
Lichtbedingungen (Rotlicht und Ausschluss von Umgebungslicht durch verdunkelte Fenster). Die Intensitdten

wurden nicht normiert.

152



Anhang

8.3 Kinase-Screening der photoschaltbaren Chronomodulatoren

DMSO Z-9 £9 Longdaysin

6.503

Phosphorylierungsgrad

0

Abbildung 8.2. Hohe Streuung der Kinomaktivitat zwischen den einzelnen Chips einer Charge.
Einzelmessungen der Kinomprofilierung von U20S-Lysat weisen ein ungewohnlich stark heterogenes Muster

auf. Alle Chips wurden aus derselben Charge entnommen Die Substanzkonzentration betrug 10 uM.

Phospharylierung ws. IMSO

B T B I S E I N T T R ) ax L T T BB B edA B4 sd 3 Ma B4 s34 el [ ax LA

Fffalktstirken

L

l'_w:

100 50 25 10 1
Longdaysin / uM

¢
¢

Abbildung 8.3. Kein konzentrationsabhéngiger Effekt von Longdaysin auf U20S Kinaseaktivitat.
Peptidphosphorylierung von U20S-Lysat bei Longdaysinbehandlung dargestellt im volcano plot. Kein eindeu-
tiger Trend zu mehr oder weniger phosphorylierten Peptiden im Vergleich zu DMSO. Signifikanzniveau von
p = 0.05 (Effektstarke = 1.4) wird bis auf zwei Ausnahmen stets unterschritten.
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8.4 Chargenunterschiede der PamChips

DMSO £-16 Z-16 Ponatinib

H\P\

= T -

8.634

Phosphorylierungsgrad

0

Abbildung 8.4. Kinom-Profiling der einzelnen PamChip-Arrays.
Die hohe Abweichung des Chips aus einer separaten Charge (jeweils dritte Spalte pro Bedingung) fihrte zum
Ausschluss des letzten Chips. Die Substanzkonzentration betrug jeweils 10 uM.
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