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Beschreibung

[0001] Die vorliegende Erfindung bezieht sich auf
Verbindungen, die in der Lage sind die Bindung von
Ras, insbesondere onkogenem Ras, an seine Effek-
toren zu inhibieren und dadurch den Ras-Signalweg
zu blockieren. Diese Verbindungen sind zur Behand-
lung von Tumorerkrankungen von Nutzen, die auf
mutierte, onkogene Formen des Ras-Proteins zu-
rickzufithren sind.

Stand der Technik

[0002] Das Ras-Protein ist Mitglied einer Superfa-
milie von GTP-bindenden Proteinen, die als Ras-Su-
perfamilie bezeichnet wird. Die Mitglieder dieser Pro-
teinsuperfamilie besitzen ein Molekulargewicht von
20-25 kDa und werden deswegen auch als kleine re-
gulatorische GTPasen bezeichnet. Alle besitzen die
Fahigkeit Guaninnukleotide zu binden und bis auf
wenige Ausnahmen GTP zu GDP zu hydrolysieren.
Diese enzymatische Aktivitat bedingt ihre Rolle als
molekulare Schalter, die zwischen einem Guanosin-
triphosphat-gebundenen aktiven Zustand und einem
Guanaosindiphosphat-gebundenen inaktiven Zustand
zirkulieren. Nur in ihrem aktiven GTP-gebundenen
Zustand sind die Ras-Proteine in der Lage, mit einer
weiteren Klasse von Proteinen, den sogenannten Ef-
fektorproteinen zu interagieren und dadurch ein Sig-
nal intrazellular weiterzuleiten. Die Funktion macht
sie zu Schllsselproteinen in einer intrazelluléren Sig-
nalkaskade, die insbesondere die Zellproliferation
kontrolliert. Aufgrund ihrer zentralen Rolle in der in-
trazellularen Signaltransduktion werden die Ras-Pro-
teine durch zwei weitere Klassen von Proteinen regu-
liert. Das sind zum einen die 3TPase aktivierenden
Proteine (GTPase activating proteins, GAP), die die
intrinsische GTP-Hydrolyse bis zu 10%-fach beschleu-
nigen und dadurch das Ras-Protein inaktivieren und
zum anderen die Guaninnuklectidaustauschfaktoren
(guanine nuclectide exchange factor, GEF), die die
sehr langsame Dissoziation des GDP um mehrere
GréRkenordnungen beschleunigen. Sie ermdglichen
dadurch den Austausch des gebundenen GDP ge-
gen das in der Zelle in etwa 50fach héherer Konzen-
tration vorliegende GTP, wodurch das Ras-Protein
aktiviert wird. Die Proteine der Ras-Superfamilie las-
sen sich weiter in verschiedene Proteinfamilien un-
terteilen, u.a. Rho-, Ran- und Ras-Proteine. Die
Ras-Proteine lassen sich wiederum in Subfamilien
unterteilen, z.B. die Rap-Proteine und die Ras-Prote-
ine. Die Subfamilie der Ras-Proteine besteht aus
H-Ras, N-Ras und K-Ras, die sich an ihrem C-termi-
nalen Ende unterscheiden. Alle drei Proteine werden
in der Zelle farnesyliert, H-Ras und N-Ras auch pal-
mytoyliert, und sind Ober diese Lipidreste in der Zell-
membran verankert. Dort werden sie als Reaktion auf
die Aktivierung von Rezeptorkinasen und die folgen-
de Membranrekrutierung von Adaptorproteinen und
Ras-GEFs, z.B. Sos, aktiviert und kénnen mit ihren
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Effektoren wechselwirken. Es gibt eine ganze Reihe
von verschiedenen Ras-Effektoren, von besonderer
Bedeutung sind aber die MAP(Mitogen activating
protein)-Kinasekinasekinasen (MAPKKK), die lber
MAP-Kinasekinasen (MAPKK) und MAP-Kinasen
(MAPK) die Zellteilung kontrollieren. Eine der be-
kanntesten MAP-Kinasekinasekinasen und Ras-Ef-
fektoren ist die Raf-Kinase, die durch die Bindung an
aktiviertes Ras ihrerseits aktiviert wird und daraufhin
die Signalkaskade fortsetzt, indem sie MAPKKs
phosphoryliert. Diese phosphaorylieren und aktivieren
wiederum MAP-Kinasen, die dann in den Zellkern
transportiert werden und dort verschiedene Trans-
kriptionsfaktoren aktivieren.

[0003] Der Ansatz der Signaltransduktionstherapie
(STT) zielt auf Tumoren, die durch Mutationen von
Proteinen der Signaltransduktion van der Zelloberfla-
che zum Zellkern entstehen. Im Fokus steht die Sig-
nalkette, die an verschiedenen Stellen des Kérpers
durch Zellteilung neue Zellen bereitstellt. Onkogene
Mutationen treten in einzelnen Zellen auf und werden
an die Tochterzellen vererbt, so dass sie sich ausbrei-
ten. Die Wirkung der onkogenen Mutationen besteht
in der permanenten Aufrechterhaltung des 3ignals
zur Zellteilung, was eine ungeregelte Vermehrung
der Zellen zur Folge hat.

[0004] Schon der Name des Ras-Proteins, der sich
von einem Rattensarkom (rat sarcoma) ableitet, deu-
tet auf die Beteiligung dieser Proteine an der Entste-
hung von Tumoren hin. Aufgrund der 3chlisselposi-
tion der Ras-Proteine in der Signaltransduktion der
Zelle, haben einige Mutationen in diesen Proteinen
grundlegende Auswirkungen auf die Zellteilung und
die Ras-Proteine sind daher sogenannte Proto-On-
kogene. Hierbei sind insbesondere die onkogenen
Mutationen des Ras-Proteins zu nennen, die zu des-
sen konstitutiver Aktivierung filhren und bei Gber 30%
aller gefundenen Tumore eine Rolle spielen. Als be-
sonders bedeutend haben sich hierbei die Mutatio-
nen an den Positionen Gly12, Gly13 und Q61 heraus-
gestellt, die die Hydrolyse des gebundenen GTP
weitgehend verhindern, so dass Ras konstitutiv akti-
viert wird und damit das Signal fur die Zellteilung un-
geregelt aufrecht erhalten bleibt.

Aufgabenstellung

[0005] Aufgrund der Bedeutung des Ras-Proteins
bei der Entstehung und Progression von Tumoren, ist
es ein Ziel bestehender Bemihungen, eine Substanz
ader eine Verbindung zu entwickeln, die in der Lage
ist selektiv onkogenes Ras zu inhibieren. Zur Verwirk-
lichung dieses Ziels wurden und werden verschiede-
ne Ansétze diskutiert.

[0006] Einer dieser Ansatze ist z.B. die Entwicklung
von Stoffen, die selektiv die Farnesyltransferase
hemmen und dadurch verhindern, dass Ras farnesy-
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liet und zur Membran rekrutiert wird. Abseits der
Zellmembran kann das im Cytoplasma lokalisierte
Ras seine Funktion nicht mehr erfiillen und wird da-
durch in seiner Funktion inhibiert. 3chon vor langer
Zeit wurden die ersten, vorklinische Untersuchungen
durchgefiihrt, und nach langen Versuchsreihen sind
heute zwei Préaparate in Phase |l klinischer Tests. Sie
zeigen allerdings keine Wirkung bei den Tumoren,
die von K-Ras und N-Ras abhangig sind (die alterna-
tive Form H-Ras spielt praktisch keine Rolle firr Krebs
beim Menschen). Bei einigen Ras-unabhangigen Tu-
moren wurde damit jedoch eine gute Wirkung erzielt,
ohne dass man zur Zeit das betreffende Zielprotein
schon identifiziert hat.

[0007]1 Ein anderer Ansatz zielt auf die Hemmung
der Aktivierung von Ras, d.h. des Austauschs von ge-
bundenem GDP gegen GTP ab. Obwohl sich dieser
Ansatz experimentell als méglich erwiesen hat, wird
er zurzeit offenbar aber nicht weiter verfolgt.

[0008] Weitere Ansatze zielen auf die Wiederher-
stellung der beeintrichtigten Hydrolyseaktivitat des
mutierten Ras durch verschiedene Verbindungen,
u.2. Nukleotideanaloga, Peptide etc. ab, sind aber
bisher wenig erfolgreich.

[0009] Eine weitere Strategie hat die Blockierung
der funktionalen Interaktion von Proteinen der Signal-
kette zum Ziel. Ein Angriffspunkt derzeitiger Wirkstof-
fe ist Ras und das nachfolgende (downstream) Glied
der Kette, die Raf-Kinase. Bei jedem dieser Proteine
sind onkogene Mutanten bekannt, die bei bestimm-
ten Tumoerarten haufig gefunden werden und als Ur-
sache des Tumors anzunehmen sind. Der ideale
Wirkstoff wirde die onkogenen Varianten von Ras
oder Raf erkennen, d.h. von den nativen Proteinen,
wie sie in gesunden Zellen vorkommen, unterschei-
den kénnen und an der Signalweiterleitung hindern.
Dazu wiirde es ausreichen, dass er an die aktivierte
Form der onkogenen Proteine, die das Wachstumssi-
gnal weiterleiten, bindet und die Interaktion mit natir-
lichen Bindungspartnern unméglich macht. Dies ist
bezliglich der 3pezifitit von Wirkstoffen ein sehr
hochgestecktes Ziel, da sich die onkogenen, konsti-
tutiv aktiven Proteine nicht oder kaum von der akt-
vierten Form des nativen Proteins unterscheiden. Ein
weniger spezifischer Wirkstoff wirkt auch auf das Ras
gesunder Zellen, was sich als pharmakologische Ne-
benwirkung bemerkbar machen kann.

[0010] Es gab eine Reihe von frilhen Versuchen, die
Wechselwirkung von Ras und Raf, die sich in einem
kurzlebigen Komplex verbinden {~ 100 ms), durch
Anlagerung von Peptiden zu behindern. Eine Uber-
sicht geben Wittinghofer und Waldmann (A Witting-
hofer, A. & Waldmann, H. {(2000) Ang. Chem. Int. Ed.
39, 4192-214). Peptide sind allerdings als Medika-
mente i.A. ungeeignet, da sie im Kérper sehr schnell
abgebaut werden und ungewollte Immunreaktionen
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hervorrufen kénnen. Da zu diesem Zeitpunkt noch
kein Strukturmodell des Ras-Raf-Komplexes vorhan-
den war, war das Design anderer kleiner Molekile
zur Inhibition der Ras-Raf Komplexbildung schwierig,
wenn nicht gar unméglich.

[0011] Zurzeit gibt es nur zwei wirksame nicht-pep-
tidische Inhibitoren der Wechselwirkung von Ras und
Raf:

Sulindac ist als COX-2-Hemmer ein bereits zugelas-
senes Medikament, hemmt aber (ber seine Abbau-
produkte und die seiner Derivate auch die
Ras-Raf-Wechselwirkung, ohne dass der Mechanis-
mus vollstandig verstanden ist (Muller, O. et al.
(2004) Angew. Chem. Int. Edit 43 (2004}, 450-54;
Herrmann, C. et al. (1998) Oncogene 17, 1769-76.
Thompseon, H.J. et al. (1995) J. Natl. Cancer Inst 87,
1259-60). Eine neuere Studie gibt jedoch Hinweise
darauf, dass der Bereich am Rand der Effektorschlei-
fe (Schalter I/Switch [-Region) von Ras, welcher der
Kontaktflache der Wechselwirkung mit Raf dicht be-
nachbart ist, daran beteiligt ist {(Waldmann, H. et al.
(2004) Angew. Chem. Int. Edit 43, 454-58).

[0012] Ein weiteres die Interaktion von Raf und Ras
blockierendes Molekll, MCP-1 (Morphachem AG),
konnte 2002 durch high-troughput screening identifi-
ziert werden (Kato-Stankiewicz, J. et al. {(2002) Proc.
Natl. Acad. Sci. USA 99, 14398-403). Angaben zur
genauen Wirkungsweise liegen nicht vor. Die Ent-
wicklung befindet sich noch im vorklinischen Stadium
(Bollag, G. (2003) Curr. Opin. Investig. Drugs 4,
1436-41).

[0013] Eine weitere Mdglichkeit ware die Inhibition
der Raf Funktion. Sobald Raf an Ras gebunden hat,
wird Raf aktiviert und phasphoryliert als Ser/Thr-Ki-
nase im nachsten Schritt ein weiteres Protein aus der
Familie der MAPK-Kinasen. Als Inhibitor fir Raf ist
der Wirkstoff ,BAY-43-9006" von Bayer AG & Onyx,
uber dessen Entdeckung 2001 berichtet wurde (Ly-
ons, J.F. et al. (2001) Endocrine-related cancer 8,
219-225) und dessen Entwicklung bis zur Phase Il
(Wirkungsvergleichsstudie) gediehen ist, am besten
untersucht. Ahnliche Wirkstoffe von anderen Unter-
nehmen sind bekannt {Bollag, G. (2003) Curr. Opin.
Investig. Drugs 4, 1436-41). Die onkogene Mutatio-
nen von Raf sind allerdings mit anderen Tumorarten
als die von onkogenem Ras verknipft, deswegen
sind Wirkstoffe, die die Funktion von onkogenem Raf
blockieren nicht in gleichem Male fir die Behand-
lung von Tumoeren, die durch onkogenes Ras verur-
sacht werden, geeignet.

[0014] Die molekularen Targets der vorgeschlage-
nen Wirkmechanismen sind teils Ras und Raf, teils
auch andere fiir die Ras-Signaltransduktion wesentli-
che Enzyme. Die Arbeit an den verschiedenen Ziel-
proteinen ist teilweise bis zu klinischen Studien und
zugelassenen Wirkstoffen gediehen. Die Nebenwir-
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kungen (Toxizitdt) sind allerdings unterschiedlich
stark und beruhen darauf, dass die Wirkstoffe mit an-
deren als den Zielproteinen wechselwirken, also
nicht hochspezifisch im allgemeinen 3inne sind.

[0015] Interessant ist auch die Spezifitat im engeren
Sinne, namlich die Erkennung der ankogenen Mutan-
te. Bei Ras wéare das die Unterscheidung zwischen
nativem und onkogenem Ras. Bisher gibt es keinen
Wirkstoff, der erwiesenermalen spezifisch nur die
onkogene Mutante eines Targetproteins (Ras oder
Raf) hemmt. Die Signaltransduktion in gesunden Zel-
len wird deswegen stets auch beeintrachtigt.

[0016] Es besteht also ein Bedarf an einem Inhibitor
der Ras-Raf-Interaktion, der méglichst spezifisch an
aktiviertes, vorzugsweise nur onkogenes Ras bindet
und die Interaktion mit den Effektoren, insbesondere
Raf-Kinase verhindert. Mit solch einem Wirkstoff lie-
Ren sich Tumeore, die auf einer Mutation im Ras-Gen
beruhen effektiv behandeln.

Beschreibung der Erfindung

[0017] Gegenstand der vorliegenden Erfindung sind
Leitsubstanzen, die an Ras binden und die Interakti-
on mit seinen Effektoren beeintréchtigen oder verhin-
dern. Besagte Substanzen binden praferentiell an
das aktivierte Ras. Diese neue Eigenschaft, die bis-
her kein anderer Wirkstoff bietet, erzeugt indirekt eine
hohe Spezifitdt fir onkogenes Ras, da die native
Form von Ras-GTP nach kurzer Zeit deaktiviert wird
und deswegen in der Zelle nur in geringer Konzentra-
tion vorliegt. Onkogenes Ras ist dagegen konstitutiv
aktiv und bietet sich daher als bevorzugtes Ziel des
oben genannten Wirkstoffes an. Diese hohe Wirk-
stoffspezifitdt verhindert auch die Wechselwirkung
mit nativem, inaktivem Ras-GDP und reduziert da-
durch bei der Anwendung etwaige pharmakologische
Nebenwirkungen auf die natlrliche Funktion von
Ras. Das geringe Restrisiko, dass der Wirkstoff an
aktiviertes Ras-GTP der gesunden Zellen bindet,
lasst sich durch molekulares Design weiter unterdri-
cken, indem Wirkstoffe mit einer verringerten Bin-
dungsgeschwindigkeit ausgewsahlt werden, die wih-
rend der kurzen Lebensdauer des nativen aktivierten
Komplexes kaum anbinden kénnen.

[0018] Grundlegend fiir die Erfindung und die Ent-
wicklung oben erwahnter Wirkstoffe ist dabei die Ent-
deckung einer distalen Bindenische in der dreidimen-
sionalen Struktur des aktivierten Ras-Molekiils, die
sich aufgrund ihrer Lage und Ladungsverteilung als
Ziel fur speziell darauf abgestimmte Substanzen an-
bietet. Die Bindenische reicht unter der Effektor-
schleife, die auch Schalter I-Region genannt wird und
die Aminosauren 25-40 von Ras umfasst, hindurch
ins Innere des Proteins bis zum alpha-Phosphat des
GTP. Schematisch gesehen bildet die Bindenische
einen hohlen Tetraeder, der von vier Gruppen, ndm-
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lich den Seitenketten von Glu31, Asp33 und Asp38,
sowie dem O2A des GTP aufgespannt wird. Diese
Jdistale Bindenische" wird durch die Geometrie der
vier an ihrer Bildung beteiligten chemischen Grup-
pen, d.h. die Carboxylgruppen von Glu31, Asp33 und
Asp38, sowie dem Carbonylsauerstoff des al-
pha-Phosphats des GTP sterisch definiert. Die Be-
deutung dieser Region bei der Interaktion mit den Ef-
fektoren konnte durch die Kristallstruktur des Kom-
plexes aus Ras und der Raf-Bindedomane bewiesen
werden. Anderseits konnte durch Untersuchungen
am Komplex aus Ras mit seinem GAP
(p120-Ras-GAP-334) gezeigt werden, dass hier ein
konservierter Lysin-Rest besagte distale Bindenische
besetzt und dadurch die Bindung eines Effektors ver-
hindert.

[0019] Erfindungsgegenstand sind demnach Mole-
kille, die an die distale Bindenische der Effektor-
schleife von aktiviertem Ras binden und dadurch die
Bindung an Raf-Kinase inhibieren, als Arzneimittel.
Die Inhibitormolekiile gemaf der vorliegenden Erfin-
dung sind vorzugsweise dadurch gekennzeichnet,
dass sie mindestens zwei chemische Gruppen, aus-
gewahlt aus dem alpha-Phosphat des an Ras gebun-
denen GTP und den Carboxylgruppen von Glu31,
Asp33 und Asp38 von Ras, iber Wasserstoffbri-
cken- oder lonenpaar-Bindungen kontaktieren. In ei-
ner besonders bevorzugten Ausflihrungsform sind
die erfindungsgeméafen Inhibitormolekile zu dem
hohlen Tetraeder, der durch die Seitenkettencarbo-
xylgruppen von Glu31, Asp33 und Asp38 sowie dem
02A des GTP aufgespannt wird und die distale Bin-
denische von aktiviertem Ras bildet, sterisch komple-
mentar und kontaktieren mindestens zwei, vorzugs-
weise mindestens drei, der oben genannten Gruppen
uber elektrostatische Wechselwirkungen, d.h. H-Bri-
cken und/oder lonenpaarbindungen, wodurch sie zu
mindestens zwei, vorzugsweise mindestens drei, der
besagten chemischen Gruppen auch ladungsmaRig
komplementar sind.

[0020] Besagtes erfindungsgeméfes Inhibitormole-
kdl kann ein Peptid mit einer Lédnge von 16-100, be-
vorzugt 16-50, besonders bevorzugt 16-30 Amino-
sauren sein, das die Aminosauresequenz von SEQ
ID Nr.2 oder funktionale Varianten davon umfassen.

[0021] In diesem Zusammenhang bezieht sich
Jfunktionelle Variante" auf ein Peptid, dass die Ami-
nosauresequenz mit SEQ ID Nr. 2 umfasst, in wel-
cher eine ader mehrere Aminasauren durch ihre ent-
sprechenden D-lsomere, andere Aminosiuren oder
Amincsdureanaloga ersetzt worden sind, wobei die
Funktionalitit des Peptids beibehalten wird. Bevor-
zugt ist dabei ein konservativer Aminosdurenaus-
tausch, der die chemische Eigenschaft der Amino-
sdure beibehalt. Der Begriff ,Funktionalitat" bezieht
sich in diesem Zusammenhang auf die Fahigkeit an
Ras binden zu kdnnen. Beispiele flr einen konserva-
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tiven Aminosaureaustausch schliefen Substitutionen
ein, die innerhalb folgender Gruppen durchgeflhrt
werden:

— Met, lle, Leu, Val

— Phe, Tyr, Trp

— Arg, Lys, His

- Ala, Gly

— Gin, Asn

— Ser, Thr

— Glu, Asp.

[0022] Weitere Substitutionsméglichkeiten
dem Durchschnittsfachmann bekannt.

sind

[0023] In einer besonders bevorzugten Ausfih-
rungsform ist das Inhibitarmolekiil gem&R der vorlie-
genden Erfindung ein Peptid, das die Aminosdurese-
quenz mit SEQ ID Nr. 2 besitzt.

[0024] In einer weiteren bevorzugten Ausfiihrungs-
form ist ein Lysin in SEQ ID Nr. 2 oder einer funktio-
nellen Variante davon, durch

H
Y
HO2,C—C—(CHy)4-NH—C=NH
i H
NH,
oder
H

Y
HO,C—C—(CH,)4-NH—C-C=NH

i H, H

NH,

ersetzt. Das zu ersetzende Lysin ist vorzugsweise
Lys15in SEQ ID Nr. 2.

[0025] Ineiner besenderen Ausfilhrungsform ist das
oben beschriebene Inhibitor-Peptid zyklisiert. Die Zy-
klisierung kann (Ober eine Saureamidbindung zwi-
schen dem Carboxy- und dem Amino-Terminus erfol-
gen, besonders bevorzugt ist aber eine Zyklisierung
liber die Seitenketten, vorzugsweise von Lys1 und
Glu186.

[0026] Ferner kénnen die Inhibitormolekiile der vor-
liegenden Erfindung auch die allgemeine Formel

R3-D2-LK-D1

besitzen, wobei R3 ausgewdahlt wird aus der Gruppe,
die aus H, Hydroxyl, Amine, Amido, Carbamoyl, Car-
boxyl, Sulfhydryl, optional substituiertem gerad- oder
verzweigt-kettigem C,-C,, Alkyl, C,-C,; Alkoxy, C,-C,;
Alkenyl, C,-C,; Alkynyl, C,-C,, Cycloalkyl, C,-C,,

2006.12.21

Aryl, einem gesattigten oder ungesattigten 5- bis
10-gliedrigem Ring mit 1-4 Heteroatomen ausge-
wahlt aus N, O und S, besteht, wobei optional substi-
tuiert bedeutet, dass ein H durch eine Gruppe ausge-
wahlt aus Amino, Amido, Carbonyl, Carboxyl, Halo-
gen, Hydroxyl, Sulfhydryl, Phenyl, Benzyl, Imidazalyl
oder Guanidyl ersetzt ist, LK ein Linker der Formel
(CH,), mit n gleich 1 bis 7, D1 eine Gruppe ausge-
wahlt aus -NH-(C,-C,)Alkyl-NH,, -NH-{C=NH)-NH,,
-NH-CH(CH=NH}-NH,, -NH-CH({NH,CH=NH)-NH,,
-(C=NH)-NH,, -CH (CH=NH)NH,,
-CH(NH,CH=NH}-NH,, -{C=0}-NH, und -NH, und D2
eine Gruppe ausgewidhlt aus -NH-, -CHNH,-,

-NH-CHNH,-, -NH-(C,-C,)Alkyl-NH-,
-NH-(C=NH)-NH-, “NH-CH{CH=NH)-NH-,
-NH-CH(NH,CH=NH)-NH-, -(C=NH)-O-,
-(C=NH)-NH-, -CH(CH=NH)-NH-,

-CH(NH,CH=NH)-NH- und -(C=0)-NH- ist.

[0027] In einer bevorzugten Ausflihrungsform der
Erfindung ist D1 eine Aminogruppe undfoder D2 eine
Iminogruppe.

[0028] Besonders bevorzugt sind Molekile der For-
mel H,N-{CH,).-NH, und
H,N-{CH,) -NH-{C=NH}NH, mit n = 0 bis 7.

[0029] In einer weiteren Ausfilhrungsform der Erfin-
dung wird das Molekdl zur Inhibition der Ras-Raf-In-
teraktion ausgewshlt aus Putrescin, Spermidin und
Spermin.

[0030] Die Inhibitormaolekile der voriegenden Erfin-
dung binden, unabhangig davon ob es sich bei ihnen
um Peptide oder andere Verbindungen handelt, spe-
zifisch an ein aktiviertes Ras-Protein, das aus der
Gruppe, die aus K-Ras, N-Ras und H-Ras besteht,
ausgewahlt wird und bevorzugt an ein konstitutiv ak-
tives, onkogenes Ras-Protein. In diesem Zusammen-
hang bezieht sich der Begriff ,spezifisch" auf eine
Dissoziationskonstante K, die kleiner als 10~ M, vor-
zugsweise kleiner als 1072 ist, und die Unterschei-
dung von unspezifischen Protein-Protein-Interaktio-
nen erlaubt.

[0031] Ebenfalls Gegenstand der Erfindung ist eine
pharmazeutische Zusammensetzung zur Behand-
lung von Tumorerkrankungen die eine oder mehrere
der abigen Verbindungen enthalt.

[0032] AuBerdem ist auch die Verwendung einerder
oben beschriebenen Verbindungen oder einer, die
oben beschriebenen Verbindungen enthaltenden,
pharmazeutischen Zusammensetzung fir die Her-
stellung eines Medikamentes zur Behandlung von
Tumoererkrankungen Bestandteil der Erfindung.
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Ausfihrungsbeispiel

Strukturelle Grundlagen des vargeschlagenen Wir-
kungsmechanismuses

[0033] Die Abb.1 bis Abb.4 =zeigen den
Ras-GTP-Komplex in verschiedenen Darstellungen,
insbesondere Ras mit der GTP Bindungsstelle, die
wir als Vorderseite des Komplexes betrachten, und
die distale Bindenische auf der Rickseite. Zur Orien-
tierung sind die Seitenketten der wichtigen Amino-
sduren 31, 33 und 38 hervorgehoben.

[0034] Abb. 4 zeigt die vier geladenen Gruppen,
welche schematisch den hohlen Tetraeder aufspan-
nen, der die distale Bindenische bildet, und die die
Bindungsspezifitdt und Bindungsstarke des erfin-
dungsgemadfen Inhibitars begrinden.

[0035] Abb.5 zeigt tabellarisch die Abstande der
vier geladenen H-Briicken-Donoren/Akzeptoren und
dazu die Abstinde zweier ungeladener H-Bri-
cken-bildenden Seitenketten der distalen Bindeni-
sche von Ras an. Die Abstande sind in Angstrém an-
gegeben und kénnen wegen der Flexibilitat der Sei-
tenketten um 0.7 A variieren. Diese Daten bilden die
Grundlage fiir rationales Design eines Inhibitors.

[0036] Abb.6 verweist auf die gednderte Struktur
der distalen Bindenische von inaktiviertem (GDP-ge-
bundenem) Ras, insbesondere auf die deutlich gré-
Reren Abstande

[0037] Abb. 7 zeigt die Bindung von Ras and Raf,
wahrend Abb. 8 zum Vergleich die kompetitive Bin-
dung eines Inhibitormolekils am Beispiel des Inhibi-
tormolekiils mit der Aminosauresequenz von SEQ ID
Nr:2, das die Bindung von Raf inhibiert, demonstriert.

Strategien zur Verifizierung der Inhibitorfunktion in vi-
tro

[0038] Der erfindungsgemiRe Inhibitor soll spezi-
fisch in der distalen Bindenische von Ras binden, in
welcher die vier negativ geladenen Gruppen (Abb. 4
und Abb. 5) einerseits eine sehr spezifische Erken-
nung {Diskriminierung) eines Inhibitors ermdglichen
und anderseits geeignet sind eine nahezu irreversib-
le Bindung des Inhibitors hervorzurufen. Da die Geo-
metrie der distalen Bindenische von Ras sehr genau
bekannt ist, kann das rationale Design von Wirkstof-
fen {,in silico screening") eine Vorauswahl von Inhibi-
tormolekiilen bereitstellen. Im Folgenden sind zwei
Arten von Experimenten in der genannten Reihenfol-
ge durchzufilhren, um Bindung an Ras und Inhibie-
rung der Ras/Raf-Interaktion nachzuweisen bzw. zu
optimieren:

2006.12.21
a) Spezifische Bindung

[0039] Die spezifische Bindung eines Inhibitors am
gewinschten Bindungsort kann sehr genau mit Infra-
rotexperimenten (FTIR) verfolgt werden. Durch Isoto-
penmarkierung der Phosphatsauerstoffe konnten Al-
lin und Gerwert (C. Allin and K. Gerwert (2001) Bio-
chemistry 40, 3037-3046) zeigen, dass die IR-Ban-
den der drei Phosphatgruppen deutlich getrennt er-
scheinen, und die Banden zuordnen. Bildet ein Inhi-
bitor die erfindungsgemaft gewinschte H-Briicke
zum a-Phosphat aus, ist diese H-Briickenbindung im
IR-Spektrum deutlich zu erkennen. Das gilt ebenso
fir H-Briicken, die zu den Carboxylgruppen von
Glu31, Asp33 und Asp38 ausgebildet werden. Bin-
dende und nichtbindende Gruppen kénnen Gber se-
lektive Mutagenese identifiziert werden, wobei die
notwendigen Techniken dem Durchschnittsfachmann
bekannt sind. Die erforderlichen Proteine, d.h. Ras
und entsprechende Mutanten, kénnen rekombinant
mittels Techniken hergestellt werden, die dem Durch-
schnittsfachmann bekannt sind.

b} Inhibition der Raf-Bindung

[0040] Die Bindungscharakteristika eines mittels
oben angefuhrter Techniken identifizierten Bindungs-
partners, insbesondere in Bezug auf die qualitative
und quantitative Bestimmung der Inhibition der
Ras/Raf-Interaktion, kénnen in weitergehenden Ex-
perimenten, die zum Standardrepertoire der Bioche-
mie gehéren, und u. a. den Einsatz von fluoreszenz-
spektroskopischen, kalorimetrischen und NMR-Mes-
sungen einschliefen, bestimmt werden. In diesem
Zusammenhang sind Messungen mit der Stop-
ped-Flow-Methode (Fluoreszenzsspektroskopie) und
der isothermen Titrationskalorimetrie (ITC) beson-
ders geeignet.

Es folgt ein Sequenzprotokoll nach WIPO St. 25.
Dieses kann von der amtlichen Ver&ffentli-
chungsplattform des DPMA heruntergeladen
werden.

Patentanspriiche

1. Peptid, welches an die distale Bindenische der
Effektorschleife von aktivietem Ras bindet und die
Bindung an Raf-Kinase inhibiert, wobei das Peptid
die Aminosauresequenz mit der SEQ 1D Nr. 2 oder
funktionale Varianten davon umfasst.

2. Das Peptid gemaft Anspruch 1, wobei besag-
tes Peptid 16-100 Aminasauren lang ist.

3. Das Peptid gemaf® Anspruch 2, wobei besag-
tes Peptid die Aminosauresequenz mit der SEQ 1D
Nr. 2 besitzt.
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4. Das Peptid gemal einem der Anspriiche 1-3,
wobei in besagtem Peptid ein oder mehrere Lysinres-
te durch

HO;C—C—(CH3)4-NH—C=NH

H

Z () =l T

Hp

oder

H
Y
HO2C—C—(CH,)4-NH—C-C=NH
A H, H
NH,

ersetzt sind.

5. Das Peptid gemaf} Anspruch 4, wobei besag-
ter substituierter Lysinrest Lys15 in SEQ ID Nr.2 ist.

6. Das Peptid gemal einem der Anspriche 1-5,
wobei besagtes Peptid zyklisiert ist.

7. Das Peptid gemal Anspruch 6, wobei besagte
Zyklisierung Uber die Seitenketten von Lys1 und
Glu16 von SEQ ID Nr. 2 erfolgt.

8. Peptid gemal einem der Anspriiche 1-7, wel-
ches spezifisch an ein aktiviertes Ras-Protein, das
aus der Gruppe, die aus K-Ras, N-Ras und H-Ras
besteht, ausgewahlt wird, bindet.

9. Das Peptid gemaf Anspruch 8, welches spezi-
fisch an ein konstitutiv aktives, onkogenes Ras-Pro-
tein bindet.

10. Inhibitormolekiil als Arzneimittel, welches an
die distale Bindenische der Effektorschleife von akti-
viertem Ras bindet und die Bindung an Raf-Kinase
inhibiert, wobei besagtes Inhibitormolekil dadurch
gekennzeichnet ist, dass es mindestens zwei chemi-
sche Gruppen, ausgewahlt aus dem alpha-Phosphat
des an Ras gebundenen GTPs, der Carboxylgruppe
von Glu31, der Carboxylgruppe van Asp33 und der
Carboxylgruppe von Asp38 jeweils von Ras, iiber
elektrostatische Wechselwirkungen, vorzugsweise
Wasserstoffbricken- undfoder lonenpaar-Bindun-
gen, bindet.

11. Das Inhibitormolekil gemaR Anspruch 10,
wobei besagtes Inhibitormolekil zu dem hohlen Te-
traeder, der durch die vorgenannten Carboxylgrup-
pen von Glu31, Asp33 und Asp38 sowie dem O2A
des GTP aufgespannt wird und die distale Bindeni-
sche von aktiviertem Ras bildet, sterisch komplemen-
tar ist und mindestens zwei, vorzugsweise mindes-
tens drei, der aben genannten Gruppen ber elektro-
statische Wechselwirkungen, vorzugsweise Ober

2006.12.21

Wasserstoffbriicken undfoder lonenpaarbindungen
bindet.

12. Das Inhibitormolekiil gemaR einem der An-
spriiche 10 oder 11 mit der allgemeinen Formel

R3-D2-LK-D1

wabei R3 ausgewahlt wird aus der Gruppe, die aus
H, Hydroxyl, Amino, Amido, Carbamoyl, Carboxyl,
Sulfhydryl, optional substituiertem gerad- oder ver-
zweigt-kettigem C,-C,, Alkyl, C,-C,, Alkoxy, C,-C,,
Alkenyl, C,-C,, Alkynyl, C,C,, Cycloalkyl, C,C,,
Aryl, einem gesattigten oder ungesattigten 5- bis
10-gliedrigem Ring mit 1-4 Heteroatomen ausge-
wahlt aus N, O und S, besteht,

wabei optional substituiert bedeutet, dass ein H durch
eine Gruppe, ausgewihlt aus Amino, Amido, Carbo-
nyl, Carboxyl, Halogen, Hydraxyl, Sulfhydryl, Phenyl,
Benzyl, Imidazolyl oder Guanidyl, ersetzt ist;

wobei LK ein Linker der Formel (CH,), mit n gleich 1
bis 7 ist;

wobei D1 eine
-NH-(C,-C,)Alkyl-NH,,
-NH-CH(CH=NH}-NH,, -NH-CH({CH,CH=NH)-NH,,
-(C=NH)-NH,, -CH{CH=NH)-NH,,
-CH(CH,CH=NH}-NH,, -(C=0)-NH, und -NH, ist; und

Gruppe ausgewahlt aus

“NH~C=NH)-NH,,

wobei D2 eine Gruppe ausgewahlt aus -NH-,
-CHNH,-, -NH-CHNH,-, -NH-{C,-C,)Alkyl-NH-,
-NH-(C=NH}-NH-, -NH-CH{CH=NH)-NH-,
-NH-CH(CH,CH=NH}-NH-, -(C=NH)-O-,
-(C=NH)-NH-, -CH{CH=NH)-NH-,

-CH(CH,CH=NH)-NH- und -(C=0)-NH- ist.

13. Das Inhibitormolekil gemal Anspruch 12,
wobei D1 Amino (-NH,) ist.

14. Das Inhibitormolekil gemaR Anspruch 12
ader 13, wobei D2 Imina {-NH-} ist.

15. Das Inhibitormolekil gemal Anspruch 12,
wobei das Inhibitormolekiil eine Substanz der Formel
H,N-(CH,) -NH,, mit n = 0 bis 7 ist.

16. Das Inhibitormolekil gemal Anspruch 12,
wobei das Inhibitormolekiil eine Substanz der Formel
H,N-(CH,) -NH-{C=NH}NH,, mit n =0 bis 7 ist.

17. Das Inhibitormolekil gemal® Anspruch 12,
waobei das Inhibitormolekiil aus der Gruppe, die aus
Putrescin, 3permidin und Spermin besteht, ausge-
wahlt wird.

18. Inhibitormolekil gemal einem der Anspri-
che 10 bis 17, welches spezifisch an ein aktiviertes
Ras-Protein, ausgewahlit aus der Gruppe, bestehend
aus K-Ras, N-Ras und H-Ras, bindet.

19. Das Inhibitormolekil gemal Anspruch 18,
welches spezifisch an ein konstitutiv aktives, onkoge-
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nes Ras-Protein bindet

20. Eine pharmazeutische Zusammensetzung,
die eine oder mehrere Verbindungen gemal einem
der Anspriiche 1-19 enthalt, zur Behandlung von Tu-
morerkrankungen.

21. Verwendung einer Verbindung gemaR einem
der Anspriche 1-19 zur Inhibierung der Ras:Raf-Ki-
nase Interaktion.

22. Verwendung einer Verbindung gemaR einem
der Anspriche 1-19 als Arzneimittel, insbesondere
zur Herstellung eines Medikamentes zur Behandlung
von Tumorerkrankungen.

Es folgen 4 Blatt Zeichnungen
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Anhéngende Zeichnungen

Abbildungen
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