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BAYER Agenda

/- Einflhrung

/- ldentifizierung von pan-CDK Inhibitor ZK 304709

/- ldentifizierung von pan-CDK Inhibitor roniciclib
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5-Jahres-Uberlebensraten

Krebserkrankungen
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Melanoma of the ski
Breast (female)
Utenne corpus
Urinary bladder
Uterine cernvix

Colon & recturn
Larynx

Oral cavity & pharynx
Ovary

Stomach

Esophagus

Lung & bronchus
Liver

Pancreas

(m]All Stages (%)f [Metastatic (%)

200 400 600 800 1000 1200

5 year survival (%)*

American Cancer Society, Surveillance Research 2008



Inhibition von Protein Kinasen

Eine neue Strategie zur Therapie von Krebserkrankungen

Protein Phosphorylated Protein

Protein Kinase :
4 \

|

518 human
Protein kinases

ATP ADP
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Inhibition von Protein Kinasen

Eine neue Strategie zur Therapie von Krebserkrankungen

Protein Phosphorylated Protein

o Protein Kinase ;O_ ! ‘éfgﬁj %ﬁﬁ}é&gfﬂ ’
4 \
A

Stivarga

(regorafenib) tablets

% Aliqopa

(copanlisib) i i
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2 CDKs (Cyclin-Dependent-Kinases)

Zellzyklus und Uberlebens-Signalwege

RNA Pol i

Target Proteins

———

Ein pan-CDK Inhibitor blockiert den Zellzyklus und die Uberlebens-Signalwege von Tumorzellen.
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* Inhibition von Protein Kinasen

Eine neue Strategie zur Therapie von Krebserkrankungen

(a) Reaktion

Substat

aktives l
ntrum
=
Enzym

Enzym bindet Substrat Enzym entlasst Produkt
Inhlbmr

‘ é
aktives

‘* .

Enzym

Enzym bindet Inhibitor Inhibitor
mit Substat

(b) Inhibition
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Leitstrukturoptimierung
Drug Design
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=) Leitstrukturoptimierung

Erste Ergebnisse

ICs,(CDK2) : 100 nM

IC.o(CDK2) : 1000 nM

ICs,(CDK2) : 1000 nM
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Schlechte Léslichkeit
(ca. 600 Verbindungen synthetisiert)

Limitierte Verbesserung der Aktivitat
(ca. 150 Verbindungen synthetisiert)



«+  Klinischer Kandidat
|dentifizierung von ZK 304709

ICs, (NCA-II): 514 nM

ICs, (CDK9): 5 nM

Swater 8 mg/L

ZK 304709

ICs, (MCF7): 4000 nM

Hohe Potenz gegen CDK-Familie und Krebszellen in vitro

Vielversprechende ADME Eigenschaften in vivo

Anreicherung in Erythrozyten - Off-target Aktivitat gegen Carboanhydrasen (CAs)
Limitierte Wasserloslichkeit

Sehr gute Anti-Tumorwirksamkeit in Tiermodellen

Auswahl fur die klinische Testung an Krebspatienten
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=) Phase | Testung

Ergebnisse

= Dosis-Eskalationsstudie in Patienten (15 mg/Tag bis 360 mg/Tag).

= Dosis-proportionale Zunahme der Wirkstoffspiegel im Blut bis 90 mg/Tag.

= Keine weitere Erhéhung der Wirkstoffspiegel bei Dosen

ZK 304709

> 90 mg/Tag und hohe Variabilitat von Patient zu Patient.

= Klinische Studie aufgrund der dosis-limitierten Absorption bei !

hohen Dosen gestoppit.

= Anreicherung in Erythrozyten tber Off-target Aktivitat gegen |

Carboanhydrasen tragt mdglicherweise zur hohen Variabilitat bei.

= Krankheitsstabilisierung bei 10 Patienten.
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==  Ergebnisanalyse klinische Testung / Ziele des Folgeprojektes

Zuruck ins Labor

Br

N HjﬁOH I | Erhéhung der Potenz um die therapeutische Dosis zu reduzieren.
NN

Y

HN I | Verbesserung der Loslichkeit / Absorption.

I | Off-target Aktivitat gegen Carboanhydrasen eliminieren.

ZK 304709
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“  Eliminierung der CA-Aktivitat

A
Interactions between hCA-Il and Model:
aryl sulfonamides ZK 304709 in complex with hCA-II

3 Strategien um unerwinschte Aktivitat an CAs auszuschalten:

= Einfihrung von Substituenten am Sulfonamid: Molekul instabil

... ohne die Aktivitat gegen CDKs zu beeintrachtigen.
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“  Eliminierung der CA-Aktivitat

Interactions between hCA-Il and Model:
aryl sulfonamides ZK 304709 in complex with hCA-II

3 Strategien um unerwinschte Aktivitat gegen CAs auszuschalten:

» Einflhrung von Substituenten neben dem Sulfonamid: Hohe Dosis, schlechte Ldslichkeit

... ohne die Aktivitat gegen CDKs zu beeintrachtigen.
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“  Eliminierung der CA-Aktivitat

Interactions between hCA-Il and Model:
aryl sulfonamides ZK 304709 in complex with hCA-II

3 Strategien um unerwinschte Aktivitat gegen CAs auszuschalten:

» Einflhrung einer neuen funktionellen Gruppe

... ohne die Aktivitat gegen CDKs zu beeintrachtigen.
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= Sulfoximine

R3 = H, acidic : nucleophilic and basic nitrogen:

pK, —24(|n DMSO) / pK, NH,* = 2.7 (in water)

RNO
1SR

Y

H

R™

asynmmetric  sulfur: acidic (adjustable byR 3):
configurationally stable R3 = Me; pK, = 32 (in DMSO)
R3 =Ts; pK,= 23(inDMSO)

Scheme adapted from: a) Regglin, Synthesis 2000, 1; b) Meanwell, JIMC 2011, 2529.

Stabil

Neue Optionen fur Drug Design (neuartiger Baustein)
Vielfaltige Interaktionsmoglichkeiten mit anderen Molekilen
Hohe Wasserldslichkeit
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49 Sulfoximine in der Medizinalchemie

Eine vergessene funktionelle Gruppe

= Kein Medikament mit einer Sulfoximingruppe auf dem Markt
= Sehr wenige Beispiele von der Verwendung von Sulfoximinen in der Medizinalchemie

Buthionine sulfoximine (BSO)

Phase I: Melanoma, neuroblastoma (NCI)

Suloxifen

Clinical: Spasmolytic and antiasthmatic agent (Godecke AG)

RU-31156 (Sudexanox)

Preclinical: Allergic skin disorders (Roussel)

Vorschlag die Sulfoximingruppe in Leitstruktur einzufihren, stiel3 auf grof3e Skepsis...!
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>  Proof of concept
Sulfoximine CDK Inhibitor

mCPBA, DCM

DCM, 45°C, 20% HN\@\ 33%
e

ICs (CDK1): 10 nM ICs (CDK1): 110 nM
ICso (MCF7): 30 nM ICs, (MCF7): 1500 nM

! IC5, (NCA-2): 403 nM IC5, (NCA-2):  >10000 NM

Gute Aktivitat gegen CDK in vitro
Keine Inhibition der Carbonanhydrasen
Hohe Stabilitat

Startpunkt fur weitere Optimierung
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% Roniciclib (BAY 1000394)

IC5, (CDK1): 7 nM
IC5, (CDK4): 11 nM
IC5, (CDK9): 9nM

28
Racemate O

ICso (mean): 16 nM*
BAY 1000394

IC5 (CDK1): 110 nM * Anti-proliferative activity in a panel of 25 tumor cell lines (mean ICs)
ICs, (MCF7): 1500 nM

Potentester pan-CDK Inhibitor des Projektes
Keine Aktivitat gegen CA - keine Anreicherung in Erythrozyten

Gute Loslichkeit in Wasser
Gute ADME Eigenschaften in Tieren
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“=  Forschungssynthese
Neue Methodik

a) HslOg4, FeCl;, MeCN, rt; b) CF;C(O)NH,, Phl(OAc),, MgO, [Rh,(OAc),], DCM, rt; c) H,, Pd/C, EtOH, THF, rt; d) ROH, NaH, Et,0, 0°C - 40°C;
e) CF;Si(CHj),, KF, Cul, NMP, THF, 80°C; f) 47, 4 N HCI in dioxane, MeCN, 80°C; g) H,, Pd/C, EtOH, rt; h) K,CO5, MeOH, rt; i) chiral HPLC.

| | Toxische und potentiell explosive Mischung aus NaN,/H,SO, fur die Synthese der Sulfoximingruppe
konnte durch neue, sichere Rh(ll)-katalisierte Methode ersetzt werden (Bolm, Org Lett 2004,1305).
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Anti-Tumorwirksamkeit im Tiermodell

Roniciclib

Continuous oral dosing Intermittent oral dosing

20094 —+ Vehicle 200 —+ Vehicle
—+— 0.5 ma/kgqd p.o. —+— 1.5 maskg bid 2 on/S off p.o.
1754 - 1ma kg qd p.o 175 2 ma/kg bid 2 on/S off p.o.
= —— 15mg/kgqdp.o = —m— 2.5 my/kg bid 2 oS off p.o.
S 1504 +2ng§:< ng P S 150 (arimal deaths 1of8) T
H 120 [anlmaldpalhslof&) ol 120
£ 1 E T
13 £
E 1004 E 1004
T 75 & 754
(=] (=]
E to- E o4
= =
25 4 264
0 T pr— T T T T T 0 T T T T T T T y
2 5§ 8 11 14 17 20 23 126 2 5 8 11 14 17 20 23 126

Days after tumor inoculation Days after tumor inoculation

HelLa-MaTu xenograft studies (nude mice): Tumour growth inhibition (qd, p.o.)

a Inject ~1 million cells

into nude or SCID mouse
Tumour cells are

cultured 2

P S Drug treatment

g /\ \ — _J:' (2-6 weeks
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Continuous and intermittent
oral dosing

== ehicle

—+— 0.5 mg/kggdpo

40 —=— 2 mg/kgqd p.o. (animal deaths 1of 8)
-+ 1.5 ma/kg bid 20n/5 off po.

=== 2 mo/kgbid 2 on/S offp.o.

== 2.€ mg/kg bid 2 on/S offp.o.
{animal deaths 1 of &)

20— 1ma/kg qd po
== 10 mg/kgad p.o.
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Body weight change (%)
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==  Ergebnisse der Leitstrukuroptimierung

Ronciclib

I | Erhohung der Potenz um die therapeutische Dosis zu reduzieren

I | Verbesserung der Loslichkeit / Absorption

I | Off-target Aktivitat gegen Carboanhydrasen eliminieren

ZK 304709

v | Therapeutisch Dosis (Maus): 2 mg/kg/d
(50-fold lower than ZK304709)

v~ | Loslichkeit in Wasser: 182 mg/L
(22-fold more than ZK 304709)

v'| Keine Aktivitat gegen CA - keine Anreicherung in Erythrozyten

BAY 1000394

Ronciclib wurde in Phase Il aufgrund von Problemen mit der Vertraglichkeit eingestellt.
Auch kein pan-CDK Inhibitor der Konkurrenz konnte die Zulassung erreichen.
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2 CDKs (Cyclin-Dependent-Kinases)

Zellzyklus und Uberlebens-Signalwege

RNA Pol i

Target Proteins

G
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